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+ INFORMACION GENERAL

La Revista Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial es una publicacién con pe-
riodicidad semestral, arbitrada, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universi-
dad del Cauca, que acepta trabajos originales e inéditos producto de investigacion en el campo
de la ciencia, la ingenieria y la tecnologia que tengan un impacto en el sector agrario regional,
nacional e internacional en temas como Agroindustria alimentaria y no alimentaria, Ciencias
agricolas y pecuarias, Ciencias Forestales, Energia y Medio Ambiente, Computacién Aplicada,
Biotecnologia, Equipos y Procesos, Administracion Industrial, en idiomas espafiol (idioma suge-
rido para mayor visibilidad y factor de impacto), inglés y portugués.

+ POLITICAS EDITORIALES

Compromiso de tipo formal. Con la remision del manuscrito postulado para evaluacién y pu-
blicacion, el (los) autor(es) acepta(n) la totalidad de las condiciones estipuladas en las normas.

Compromiso de tipo ético. Los autores deben establecer, por escrito, un compromiso de tipo
ético en cuanto a la originalidad del manuscrito postulado: “El autor(es) firmante(s) declara que el
manuscrito presenta resultados originales de una investigacion, que no han sido publicados ni estdn
siendo considerados para publicacion en otra revista, ajustdndose ademds a las normas éticas inter-
nacionales de propiedad intelectual y autoria”. En la carta se deben incluir los datos personales de
cada uno de los autores: nacionalidad, escolaridad, correo electrénico institucional, teléfonos
para su ubicacién o direccién postal y filiacién institucional, o en su defecto, la direccién Web
donde pueden ser consultados.

Derechos de Autor. Con el envio de los trabajos, los autores(as) conceden “Derechos de Autor”
a la revista, por lo que los trabajos no pueden tener derechos otorgados a terceros, a la fecha
de envio. La concesion de Derechos de Autor significa la autorizacién para que la revista pueda
hacer uso del manuscrito, o parte de él, con fines de divulgacion y difusiéon de la actividad
cientifica- tecnoldgica. En ningln caso, dichos derechos afectaran la propiedad intelectual que
es propia de los(as) autores(as).

+» PROCESO GENERAL

Envio de manuscritos. El texto completo de los trabajos en formato Word mas la carta de
presentacion y la informacion de los evaluadores sugeridos (dos pares nacionales y dos inter-
nacionales), deben remitirse por correo electrénico (biotecnofaca@unicauca.edu.co o biotec-
nofaca2009@gmail.com) o por intermedio de la plataforma Open Journal System (OJS), luego
del registro como usuario.
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Proceso de evaluacion. El proceso inicia con la revision por parte del Comité Editorial que se
reserva el derecho de rechazar un manuscrito (decision definitiva e inapelable) que presente
deficiencias en estructura y redaccion y que no cumpla con las areas tematicas, las normas
de publicaciéon y referencias pertinentes o sugerir modificaciones con el objeto de lograr una
mejor calidad. Los trabajos aceptados se evaluaran a ciegas, por dos (2) arbitros expertos en el
area de conocimiento, quienes emitiran un concepto detallado sobre la pertinencia y atractivo
cientifico y tecnoldgico, la rigurosidad del tratamiento del tema, el ajuste a las normas de la
revista y su contribucién al desarrollo de la ciencia, la ingenieria y la tecnologia. Por ningtin mo-
tivo se permitira la evaluacién simultidnea de mas de dos manuscritos por un autor proponente.

Si el concepto de los dos arbitros coincide, el Editor-Jefe acepta o rechaza el manuscrito. Si no
coincide, se busca el concepto de un tercer arbitro: si es rechazado, el manuscrito y las obser-
vaciones de los arbitros se remiten a los autores para que consideren su publicaciéon en otro
medio. Si el manuscrito es aceptado con modificaciones menores o mayores, éste y las obser-
vaciones de los arbitros se remiten a los autores para que éstos remitan una versién revisada
y corregida en maximo 20 dias, acompafiada de una carta dirigida al Editor-Jefe enumerando
detalladamente los cambios realizados con base en las observaciones de los arbitros: sera el
Editor-Jefe quien decida sobre la aceptacion de la version corregida. Pasados los 20 dias, el
editor, a discrecion, tratard el manuscrito como caducado, por lo que debera ser presentado
nuevamente siguiendo el proceso indicado.

« TIPOS DE ARTICULOS

Articulos de investigacion cientifica. Documento que presenta, de manera detallada, los re-
sultados originales de investigaciones culminadas y esta constituido por: 1. INTRODUCCION,
2. METODO, 3. RESULTADOS, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS. Los agradecimientos
son opcionales y se incluyen luego de las conclusiones.

Articulo de reporte de caso. Documento que presenta los resultados de un estudio sobre una
situacion particular con el fin de dar a conocer las experiencias técnicas y metodolégicas consi-
deradas en un caso especifico. Incluye una revision sisteméatica comentada de la literatura so-
bre casos analogos y esta constituido por: 1. INTRODUCCION, 2. METODO, 3. RESULTADOS,
4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS. Los agradecimientos son opcionales y se incluyen
luego de las conclusiones.

Articulos de reflexion. Documento que presenta resultados de investigacion sobre un tema
especifico bajo una déptica analitica, interpretativa y critica del(los) autor(es) con base en fuen-
tes originales (por lo menos 30 referencias). La estructura es: 1. RESUMEN, 2. INTRODUC-
CION, 3. DESARROLLO DEL TEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Articulo de revision (Review). Documento resultado de una revisién analitica y critica de literatu-
ra (minimo 50 referencias) sobre un campo en ciencia o tecnologia en el que se analizan, sistema-
tizan e integran los resultados de investigaciones publicadas para mostrar los avances cientificos
y las tendencias de desarrollo, mas los aportes de los proponentes. Esta compuesto por: 1. RESU-
MEN, 2. INTRODUCCION, 3. DESARROLLO DELTEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Cartas al editor. Son comunicaciones cortas, con posiciones criticas, analiticas o interpreta-
tivas sobre los manuscritos publicados previamente en la revista, temas o asuntos de interés
profesional para los lectores, que a juicio del Comité editorial constituyen un aporte importan-
te a la discusion del tema por parte de la comunidad cientifica de referencia.

Editorial. Documento escrito por el editor, un miembro del comité editorial o un investigador
invitado sobre orientaciones en el dominio tematico de la revista, sobre aportes a los investi-
gadores en cuestiones de presentacion y estructura de sus articulos, con reflexiones sobre la
presentacion de documentos escritos, su normatividad, su importancia y otros.
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« FORMA Y PREPARACION DE MANUSCRITOS

Todo documento remitido a BIOTECNOLOGIA EN EL SECTOR AGROPECUARIO Y AGROIN-
DUSTRIAL debe cumplir con:

e  Originalidad: el aporte debe ser totalmente inédito, no publicado en ningln otro medio.

e  Consistencia metodoldgica: en donde se haga evidente el uso de métodos y técnicas de
investigacion vélidos.

e  Significacion del asunto tal que informe o ilustre situacion relevante en el sector Agrope-
cuario y Agroindustrial.

e Impacto para un amplio sector de la academia, la investigacién y estudiantes.

e  Avance del campo: en el cual sea claro y evidente el aporte a consideraciones y practicas
de mejora en el campo de investigacion Agropecuario y Agroindustrial.

e  Consideraciones éticas.

e  Estilo de redaccidn claro, conciso y ordenado, evitando jergas personales y expresiones
locales.

Partes del manuscrito

La INTRODUCCION debe resaltar la importancia de la investigacion, presentar la literatura
relacionada y entregar antecedentes necesarios para comprender la hipétesis de los autores,
terminando con un parrafo que indique claramente los objetivos de la investigacion.

El METODO debe tener suficiente informacién que permita a otro investigador replicar el
ensayo y lograr los mismos resultados, asi como la inclusion del disefio experimental, el andlisis
estadistico y las referencias de los métodos ya publicados.

Los RESULTADOS se deben presentar en forma clara, apoyados con cuadros y figuras, con el
andlisis estadistico y de los alcances de otros investigadores que alimenten la discusién.

Las CONCLUSIONES se describen de forma clara y precisa, derivadas del andlisis de los resul-
tados y con base en los objetivos planteados.

Los AGRADECIMIENTOS se incluyen si el autor(es) lo desea (n), redactados en forma sobria 'y
que no supere 4 lineas.

Las REFERENCIAS deben contener todos los documentos consultados.

Formato general. La extension maxima es de 12 paginas, en tamafio carta (21,59 cm de ancho
y 27,94 cm de alto) con interlineado sencillo y contenido a doble columna (7,5 cm de ancho de
columna) a partir de la INTRODUCCION, escrito en Arial recta (excepto los nombres cientificos
que van en cursiva) de 11 puntos, margenes de 3 cm en el borde superior, 2 cm en el inferior
y 2,5 cm en las margenes laterales. Las cifras decimales se separan con coma y los nombres
cientificos se escriben en cursiva. Cuando se usen siglas, debe indicarse el significado completo
la primera vez, luego puede usarse la sigla como tal.

Titulo del manuscrito. Debe estar en los tres idiomas y hacer referencia al contenido de una
forma clara y concisa, escrito en Arial recta 11 puntos (excepto los nombres cientificos), ma-
yuscula, negrilla y centrado y no debe exceder 15 palabras: si ello no es posible, debera incluir
un subtitulo luego de dos puntos.

Informacion del autor (es). Los autores se nombran seglin la importancia y contribucion en la
investigacion o en la preparacion del manuscrito, separados entre si por comas y enumerados
con superindice. Posterior a los titulos, a dos interlineas, centrado, en mayuscula y sin negrilla,
incluir primer y segundo nombre si lo tiene, primer y segundo apellido separados por un guién
medio. En nota al pie de pagina (Arial 8 puntos, en la parte inferior de la primera pagina y
justificada) se indicara la filiaciéon de cada autor, finalmente la palabra Correspondencia (en
negrilla) y dos puntos, en la que debe aparecer el correo institucional del autor elegido para el
envio de correspondencia.
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Ejemplo:

1Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de investiga-
cion Ciencia y Tecnologia de Biomoléculas de Interés Agroindustrial (CYTBIA).
Maximo titulo profesional alcanzado. Ciudad, Pais.

Correspondencia: gfvssp@unicauca.edu.co

Resumen. La palabra RESUMEN debe justificarse al margen izquierdo, en mayuscula y negrilla,
iniciando la escritura luego de dos interlineas en un solo parrafo justificado sin exceder de 200
palabras e incluird Introduccioén, justificacién, objetivos, metodologia, resultados y conclusio-
nes de la investigacion haciendo énfasis en los logros alcanzados. Debe ser conciso, escrito en
espafniol, inglés (ABSTRACT) y portugués (RESUMO).

Palabras clave. Se ubican luego de cada resumen. El titulo en mayuscula, negrilla, en espafiol
(PALABRAS CLAVE), inglés (KEYWORDS) y portugués (PALAVRAS-CHAVE) seguido de dos
puntos. Se admiten, minimo tres (3) y maximo cinco (5) palabras clave que no hagan parte del
titulo, con la primera letra en mayuscula, separadas entre si por comay con punto al final.

Ejemplo:
PALABRAS CLAVE: Reologia, Pos cosecha, Maduracion, Bactris gasipaes.

Cuadros y figuras. Se acepta un maximo de 6 figuras y/o cuadros y deberan aparecer dentro del
texto y procesarse en el formato original, con buen contraste y resolucion (calidad minima de
300 dpi) para evitar policromias y facilitar la diagramacién. El titulo va en la parte superior y no
debe superar dos lineas, en Arial recta normal 9, separado por una interlinea y con punto final;
debe incluir la palabra Cuadro o Figura seguido del nimero arabigo consecutivo (en negrilla),
un punto y una breve descripcion (Ejemplo: Cuadro 1. Titulo descriptivo). Se deben usar lineas
horizontales y verticales para separar las entradas del cuadro y cada columna debe tener enca-
bezado (en negrilla, con mayuscula inicial). El tamafo de fuente al interior de un cuadro es arial
9 puntos normal y, en el caso de necesitarse algin pie de cuadro/figura o fuente de consulta,
debe estar escrito en Arial 8 puntos normal.

Titulos (en arial recta 11 puntos). Los de primer nivel (partes principales del manuscrito) con
mayuscula sostenida y negrilla; los de segundo nivel con mayuscula inicial, negrilla y sin punto
final, separados del texto por dos interlineas. Los de tercer nivel con mayuscula inicial, negrilla
y un punto seguido, continuando el texto en el mismo rengléon luego de un espacio.

Ejemplo:

METODO
Materiales
Material vegetal. El material vegetal usado.............

Expresiones matematicas. Deben ser escritas dejando dos espacios sobre, debajo y entre cada
una de ellas y se debe utilizar el editor de ecuaciones de MS Word. Deben seguir un formato
uniforme, justificarse al margen izquierdo y usar la expresién (Ec.1) con nimeros arabigos con-
secutivos justificada al margen derecho (para mayor facilidad, insertarlas en un cuadro de dos
columnas, sin bordes), citdndolas en el sitio indicado. El significado de las variables y sus res-
pectivas unidades deben aparecer luego de que se utilicen por primera vez, usando el Sistema
Internacional de Unidades (Sl).

Referencias. Deben ser al menos 20 y minimo el 70% de ellas deben ser recientes (de los
Ultimos tres aifos) y corresponder a articulos de investigacion cientifica (al menos el 60% del
total) de corriente principal que puedan respaldar lo escrito, minimizando el uso de literatura
gris (tesis, de informes locales y de poco alcance, y de trabajos de congresos, a menos que sea
necesario). Dentro del manuscrito se deben indicar segiin el orden de aparicion y encerradas
entre corchetes [1,2], notacion que se mantendra en la seccion de REFERENCIAS. Se permitira
maximo un 15% de autocitacion y se espera que gran parte de las citaciones provengan del
idioma inglés. Si la referencia cuenta con 4 o mas autores, usar et al.
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Para las referencias se deben seguir estos criterios:

Articulo cientifico:

SMITH, J.S., SORIA-WHITE, R. and WEBBER, A. Chaos in a model offorced quasi-geostrophic
flow over topography: an application of Melinkov's method. Food Control, 2(3), 1991, p. 511-
547, DOI (si lo tiene).

Libro:
BILLAS, G.L. y GOSPS, J. Fisica cuantica. 4 ed. Madrid (Espaina): Acribia, 1990, 450 p.

Capitulo de libro:

LEWIS, P. and STEVENS, J.G. En: Time Series Prediction. Modeling time series by using Multivaria-
te Adaptive Regression Spiines (MARS). 1 ed. Madrid (Espafia): Iberoamericana, 1994, p. 297-318.

Memoria de evento:

ALZATE, N., BOTERO, T.y CORREA, D. El arte de la escritura de articulos. Memorias XIX Con-
greso Latinoamericano de Ponencias Cientificas. Cordoba (Argentina): Instituto Argentino de
Investigaciones, Tomo II, 2000, p. 219-228.

Normas técnicas:

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (AOAC). ASTM D1434-82: Standard
test method for determining gas permeability characteristics of plastic film and sheeting. Pen-
nsylvania (USA): 2009, 13 p.

Reporte de un organismo o Gobierno:

COLOMBIA. MINISTERIO DE AGRICULTURA'YY DESARROLLO RURAL. La situacién de la pro-
vision de alimentos en un mundo moderno. Bogota (Colombia): 1997, 57 p.

Tesis:

JACOBS J. Regulacion of life history strategies within individudis in predictable and unpredic-
table environments [Ph.D. Thesis Social Communication]. Seattle (United States): University of
Washington, Faculty of Humanities, 1996, 345 p.

Patentes:

MOREIRA, G. e MATOS, T. Embalagem biodegradavel de amido de inhame. US 6.444.567,
Clases 343, 356. Sao Paulo (Brasil): 2001.

Monografias electrénicas:

MACIAS, J.C., SANTOS, J.M. and WILD, E. Handbook of Nanomaterials [online]. 1996. Dispo-
nible: http:/nano.hb/handbook/ kewat.com/[citado 4 de abril de 2004].

Otras referencia electroénicas:

NOAA-CIRES. Climate Diagnostics Center. Advancing Understanding and Predictions of Clima-
te Variability [online]. 2010. Disponible: http:/www.cdc.noaa.gov [citado 8 de Agosto de 1998].

ASHWELL, M. ILSI Europe Concise Series. Concepts of functional foods [online]. 2002. Dispo-
nible:http:/www.ilsi.org/Europe/Publications/C2002Con_Food.pdf. [citado 13 mayo de 2009].







EN EL SECTOR AGROPECUARIO

BIOTECNOLOGIA

Y AGROINDUSTRIAL - CONTENIDO -

Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020 - ISSN - 1692-3561 - ISSN-e 1909-9959 - DOI: http://dx.doi.org/10.18684

EDITORIAL

ARTICULOS DE INVESTIGACION CIENTIFICAY TECNOLOGICA

15  Evaluacion del efecto antifiingico de metabolitos de cultivos
bioprotectores: aplicacion en derivados lacteos
MARY LUZ OLIVARES-TENORIO, BERNADETTE KLOTZ-CEBERIO

26  Caracterizacion del epicarpio de guayaba (Psidium guajava L.) como
alternativa natural para uso en productos alimenticios procesados

VIVIANA ANDREA VELASCO-ARANGO, ALICIA ALEJANDRA BERNAL-MARTINEZ,
LUIS EDUARDO ORDONEZ-SANTOS, JOSE IGOR HLEAP-ZAPATA

37  Clonacién del cDNA codificante de las subunidades de
la gonadotropina luteinizante de Pimelodus grosskopfii
JAMES BETANCUR-LOPEZ, MARIA FERNANDA FLOREZ,
ANA MARIA PEREZ-OBRIEN, NEIL VASQUEZ-ARAQUIE,
ANDRES MONTOYA-LOPEZ

48  Desarrollo de novillas BON x Cebu en un silvopastoril de Tithonia
diversifolia, en Antioquia, Colombia
JERALDYN ARGUELLO-RANGEL, LILIANA MAHECHA-LEDESMA,
JOAQUIN ANGULO-ARIZALA

60  Micropropagacion de Gynerium sagitatum Aubl. cvs “criolla”,
“costera” y “martinera”

ISIDRO ELIAS SUAREZ-PADRON, CARLOS ALFREDO PEREZ-ABDALA,
CLAUDIA MARCELA LOPEZ-DIAZ

70  Hidrdlisis enzimatica del aceite de Bactris guineensis con fracciones
del latex de Carica papaya: estudio del efecto de la temperatura,
phy concentracidn del sustrato

MILENA URQUIJO-RODRIGUEZ, MIRIAM FONTALVO-GOMEZ,
ARIELA VELOSO-DE PAULA, DARY MENDOZA-MEZA

82  Actividad antioxidante e influencia del periodo climatico sobre
el contenido de polifenoles totales en Merremia aegyptia

JOSE ALBERTO SALGADO-CHAVEZ, ANDERSON ENRIQUE PALACIO-VALENCIA,
NELSON OSVALDO VALERO-VALERO

@IeiEs

11



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

94

103

117

126

135

145

156

166

176

182

Transformacion electroquimica de un andisol en relacion
con la dinamica del fésforo

DARWIN FERNANDO ACOSTA, YENNY MARITZA CAMACHO-TORRES,
CAMILO ANDRES LOPEZ-BARON, GERMAN EDUARDO CELY-REYES,
PABLO SERRANO

Caracterizacion agromorfolégica de cebada (Hordeum vulgare L.)
en el Municipio de Chivata Boyaca, Colombia

YURANI VELASCO-LAITON, WILLIAM SANA-PULIDO,
ANA MORILLO-CORONADO

Analisis sensorial discriminativo y descriptivo de guacamole
a base de polvo de aguacate “Hass”

MISAEL CORTES-RODRIGUEZ, FRANCY STEPHANIE ORREGO-VARGAS,
JUAN DIEGO TORRES-OQUENDO

Analisis composicional de la pupa de gusano de seda
(Bombyx mori L.)
CONNIE MITCHELLE GRISALES-MUNOZ, FREDY JAVIER LOPEZ-MOLINA

Efecto del periodo de recuperacion en la produccion
y calidad nutricional de algunas especies forrajeras

DANIA FONSECA-LOPEZ, ISRAEL ALBERTO BOHORQUEZ-MASMELA,
CARLOS EDUARDO RODRIGUEZ-MOLANO, NELSON JOSE VIVAS-QUILA

Efecto microbioldgico de recubrimiento modificado
por via acida sobre el tomate larga vida

NESLY HOYOS-YELA, ROCIO PEREZ-IMBACHI,
SANDRA PATRICIA PAZ-PENA, SILVIO ANDRES MOSQUERA-SANCHEZ

Efecto del suministro in vivo de Lactobacillus casei
en la alimentacion de Cavia porcellus

HENRY JURADO-GAMEZ, EDWARD ZAMBRANO-MORA,
CARLOS CHAVEZ-VELASQUEZ

Elaboracion de una bebida a base de suero lacteo y pulpa
de Theobroma grandiflorum

ADRIANA ISABEL RODRIGUEZ-BASANTES,

CRISTIAN AUGUSTO ABAD-BASANTES,

AMAURY PEREZ-MARTINEZ, KAREL DIEGUEZ-SANTANA'

INDICE DE AUTORES

iNDICE TEMATICO

12



BIOTECNOLOGIA
EN EL SECTOR AGROPECUARIO
Y AGROINDUSTRIAL - EDITORIAL -

Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020 - ISSN - 1692-3561 - ISSN-e 1909-9959 - DOI: http:/dx.doi.org/10.18684

Durante los ultimos meses, el mundo viene sufriendo la mayor pandemia de
los ultimos tiempos, la cual ha afectado a los sistemas alimentarios mundiales,
perturbando las cadenas de valor agricolas a nivel regional, presentando ries-
gos para el abastecimiento de los hogares. Sin embargo, esta crisis sanitaria
ha creado una mayor conciencia sobre la seguridad alimentaria, donde la labor
incansable de los campesinos y sus diferentes agremiaciones se han consolida-
do mediante la adopcién de diferentes tecnologias de elaboracién y los saberes
tradicionales, logrando de esta manera llevar a los mercados, productos de la
canasta familiar que satisfacen las necesidades alimentarias. De esta manera, la
revista Biotecnologia en el Sector agropecuaria y Agroindustrial quiere hacerle
un homenaje aquella poblaciéon rural que trabaja en pro de la produccién agro-
pecuaria del Departamento del Caucay del pais.

En concordancia con lo anterior, en el volumen 18 nimeo 2 de la revista, se pre-
sentan trabajos que contribuyen al fortalecimiento de la productividad del sec-
tor agrario, donde la comunidad académica y cientifica de distintas instituciones
de investigacion y universidades nacionales e internacionales dan a conocer los
resultados de sus estudios.

Considerando al suelo y a sus componentes un elemento importante en la pro-
duccién de alimentos; Acosta y colaboradores de la Universidad Pedagégica y
Tecnolégica de Colombia, estudian la Transformacién electroquimica de un an-
disol en relacién con la dindmica del fésforo, encontrando que el fosforo pre-
senta su mejor solubilidad en un intervalo de pH de 6,3 a 6,6, ademas de otras
caracteristicas quimicas importantes.

Desde el punto de vista de produccion agricola, Velasco, Sana y Morillo presentan
la Caracterizacién agromorfolégica de cebada (Hordeum vulgare L.) en el municipio
de Chivat4, Boyaca, Colombia, donde revelan que los parametros productivos de
distintas accesiones de cebada representan la variabilidad de la especie. Asi mis-
mo, Fonseca, Bohérquez, Rodriguez y Vivas en su estudio del Efecto del periodo
de recuperacion en la produccion y calidad nutricional de algunas especies forra-
jeras, manifiestan que los periodos de corte no presentaron incidencia en la cali-
dad nutricional de las especies forrajeras, excepto la Avena sativa L. que presenta
mejores condiciones de calidad y productividad forrajera a los 35 dias.

En cuanto a la produccién pecuaria, Arguello, Mehecha y Angulo de la Univer-
sidad de Antioquia, en su estudio de Desarrollo de novillas BON x Cebu en
un silvopastoril de Tithonia diversifolia, en Antioquia, Colombia, reportan que
los sistemas silvopastoriles con Tithonia diversifolia presentan buen comporta-
miento productivo en novillas BON x Cebu. Mientras que en la Universidad del

SO e




Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

Cauca, Grisales y Lopez reportan que la harina de pupa de Bombyx mori L es una
materia prima con buenas caracteristicas nutricionales para ser usada en dietas
alimenticias para los animales.

Usando técnicas bioldgicas, Sudrez, Pérez y Lopez de la Universidad del Cérdo-
ba presentan un protocolo eficiente de cultivo in vitro para la propagacion de
Cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) como una alternativa para aumentar la
poblacion de esta especie.

En el campo de la agroindustria, universidades como la Universidad Nacional
de Colombia, Universidad de la Guajira, Universidad Estatal Amazdnica de Puyo
Ecuador, Universidad del Cauca, Universidad de Narifio y Universidad del At-
lantico; presentan estudios de diferentes alternativas de procesos de trasfor-
macién de productos pecuarios que generan valor agregado, resultados que
permiten el fortalecimiento de las agremiaciones campesinas.

Esta emergencia sanitaria, es un llamado a la comunidad académica para conti-
nuar con los procesos investigativos que fomenten la productividad del sector
agrario, con el objeto de que pequefios y medianos productores sean resilientes
y sustentables en el tiempo, como una estrategia de permanencia ante las ad-
versidades que pueden llegar a presentarse a futuro.

CARLOS AUGUSTO MARTINEZ MAMIAN
Ph.D. en Ciencias Agrarias y Agroindustriales
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RESUMEN

Para garantizar la inocuidad y la vida util de muchos alimentos procesados,
la industria de alimentos ha hecho uso de conservantes artificiales que cada
vez son mds cuestionados y reemplazados por alternativas naturales como
son los cultivos bioprotectores. Las bacterias dcido ldcticas (BAL) y dcido
propidnicas (BAP) son los grupos bacterianos mds reconocidos por su accion
antimicrobiana sobre bacterias patégenas y en menor grado sobre hongos. El
presente estudio evalué la funcionalidad antifuingica de tres cepas de Lacto-
bacillus casei, tres de L. rhamnosus y tres de Propionibacterium freudenreichii
sobre aislados de Mucor circinelloides y Geotrichum candidum y el efecto de
factores como la Pasteurizacion (74°C, 3 min) y el medio de crecimiento de los
cultivos bioprotectores (leche y BRFS) sobre esta. Los ensayos reto con culti-
vos bioprotectores sin y con tratamiento térmico realizados por triplicado en
modelos Idcteos (agar yogur) arrojaron los siguientes resultados de acuerdo
con una escala cualitativa de crecimiento fungico: (1) diferentes cepas de BAL
y BAP divergieron en funcionalidad bioprotectora, (2) el tratamiento térmico
eliminé o redujo sustancialmente el poder antifungico de los cultivos con la
excepcion de P. freudenreichii subsp. shermanii BPLO082 y (3) los cultivos
desarrollados en medio BRFS presentaron mayor capacidad de inhibicion.

ABSTRACT

To guarantee the food safety and shelf life of many processed food products,
the food industry has made use of artificial preservatives that are each time
more questioned and replaced by natural alternatives such as bioprotective
cultures. Lactic acid bacteria (LAB) and propionic acid bacteria (PAB) are bac-
terial groups recognized by their antimicrobial action against bacterial patho-
gens but their activity against fungi is lesser known. The present study evalua-
ted the antifungal functionality of three strains Lactobacillus casei, three of
L. rhamnosus, and three of Propionibacterium freudenreichii against isolates
of Mucor circinelloides and Geotrichum candidum and the effect of factors
like pasteurization (74°C, 3 min) and culture media (milk and BRFS) on it. The
challenge assays in dairy models (yogurt agar) produced the following results
in accordance to a qualitative score scale of fungal growth: (1) different stra-
ins of LAB and PAB differed in the bioprotective functionality, (2) the heat
treatment eliminated or reduced substantially the antifungal power with the
exception of P. freudenreichii subsp. shermanii BPLO082, and (3) the cultures
developed in media BRFS exhibited greater inhibition capacity.

RESUMO

Para garantir a inocuidade e a vida util de muitos alimentos processados, a
industria alimenticia faz uso de conservantres artificiais, que vém sendo cada
vez mais questionados e substituidos por alternativas naturais, como € o caso
das culturas bioprotetoras. As bactérias dcido-Idticas (BAL) e dcido-propiéni-
cas (BAP) constituem os grupos bacterianos mais reconhecidos por sua acdo
antimicrobiana sobre bactérias patogénicas e, em menor grau, sobre os fun-
gos. O presente estudo avaliou a funcionalidade antiftingica de trés cepas de
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Lactobacillus casei, trés de L. rhamnosus e trés de Propio-
nibacterium freudenreichii sobre isolados de Mucor circi-
nelloides e Geotrichum candidum, bem como o efeito de
fatores como a pasteurizacdo (74°C, 3 min) e o meio de
crescimento das culturas bioprotetoras (leite e BRFS) so-
bre ela. Os ensaios de desafio com culturas bioprotetoras
com e sem tratamento térmico realizados por triplicado
em modelos Idcteos obtiveram os seguintes resultados de
acordo com uma escala qualitativa de crescimento fingi-
co: (1) diferentes cepas de BAL e BAP divergem quanto a
funcdo bioprotetora, (2) o tratamento térmico eliminou ou
reduziu o poder antifiingico com excecdo da P. freudenrei-
chii subsp. shermanii BPLO082 e (3) o culturas desenvol-
vidas em meio BRFS exibiu maior capacidade de inibicdo.

INTRODUCCION

De Acuerdo con la FAO [1] un tercio de la producciéon
de los alimentos destinados al consumo humano se
pierde en todo el mundo, lo que equivale a mas 1.300
millones de toneladas al afio y se estima que un cuarto
de la produccién alimentaria mundial se pierde debido
a las alteraciones causadas por microorganismos. Se-
gun el Departamento Nacional de Planeacion (DNP),
en Colombia se desperdicia el 34% de los alimentos
destinados a consumo humano; se botan 9,76 millo-
nes de toneladas de alimentos por ano y el 36% de
esta cantidad se desperdicia en las etapas de distribu-
cién, venta al por menor y hogares. En los productos
lacteos las pérdidas ascienden a 29 mil toneladas afo
[2]. La aparicién de productos alimenticios deteriora-
dos hace decrecer la confianza del consumidor y es
causa de pérdidas econdmicas para empresas. Estas
razones hacen que las industrias alimentarias se en-
cuentren en continua busqueda y desarrollo de nue-
vas tecnologias de conservacién para alargar su vida
til y garantizar la inocuidad de sus productos.

Los derivados lacteos fermentados se caracterizan
por proveer un sustrato favorable para el crecimiento
de mohos y levaduras con la capacidad de fermentar
azUcares (lactosa, glucosa, galactosa) e hidrolizar pro-
teinas causando el deterioro de estos productos aun
a temperaturas de refrigeracion [3]. La contaminacion
del producto final por hongos presentes en el ambien-
te de plantas de produccién, a pesar de las buenas
practicas de manufactura, es la primera causa de de-
terioro de productos lacteos. Durante su crecimien-
to, los hongos contaminantes alteran los derivados
lacteos fermentados por la produccion de diferentes

tipos de sustancias como son compuestos volatiles
y aromaticos y alcoholes entre otros que originan
cambios de sabor, olor, textura y apariencia [4]. Los
principales hongos causantes de alteraciones en pro-
ductos lacteos fermentados son Mucor circinelloide,
Meyerozyma guilliermondii, Candida parapsilosis, Can-
dida diffluens, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
marxianus, Rhodotorula mucilaginosa, Yarrowia lipolyti-
ca, Zygosaccharomyces bailii o Penicillium brevicompac-
tumy, si bien esto es un punto para analizar para cada
producto, su apariciéon depende de varios factores,
entre ellos la calidad de las materias primas, de los
programas de higiene y desinfecciéon y del ambien-
te de manufactura [5, 6]. Para la industria lactea, la
prevencion de la contaminacién por microrganismos
provenientes del ambiente para garantizar la vida util
y la inocuidad de los productos alimenticios y reducir
las pérdidas econémicas es un reto constante [3].

En los ultimos afos, la bioconservacion o bioprotec-
cién ha generado particular interés como una alter-
nativa natural al uso de conservantes artificiales para
alargar la vida Util y para garantizar la inocuidad de los
productos alimenticios; también, puede servir como
seguro adicional para productos alimenticios refrige-
rados que no permiten la adicién de conservantes tra-
dicionalmente utilizados en la industria de alimentos,
especialmente en regiones donde no se garantiza la
cadena de frio [7]. La aplicacién de microorganismos
inocuos, asi como de sus metabolitos con actividad
antimicrobiana puede inhibir o retardar el crecimien-
to de flora microbiana deteriorativa y patégena [7, 8].
Estos cultivos microbianos protectores de alimentos
se componen principalmente de bacterias; son for-
mulaciones que no solo contienen uno o mas culti-
vos microbianos, también pueden estar presentes
los metabolitos producidos durante su crecimiento o
fermentacion y compuestos necesarios para su esta-
bilidad y aplicacién en los correspondientes alimentos.
Actualmente, la aplicacion de cultivos bioprotectores
y sus fermentados para reducir el deterioro de alimen-
tos sigue creciendo en la industria de alimentos con
la tendencia de etiquetado limpio o sea de productos
naturales libres de aditivos y conservantes [9, 10, 11].
Los cultivos protectores pueden hacer parte de los
cultivos microbianos iniciadores de fermentaciones al
que también pertenecen los probidticos [12, 13].

De acuerdo con la Asociacion Europea de Alimentos
y Cultivos Alimentarios (EFFCA), el concepto culti-
vos protectores se aplica a los cultivos alimentarios
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microbianos que, exhibiendo una actividad metabo-
lica, contribuyen a inhibir o controlar el crecimiento
de microorganismos indeseables en los alimentos
sin cambiar sus propiedades tecnoldgicas y senso-
riales [12, 13]. Los cultivos protectores vivos en pro-
ductos fermentados no requieren de declaracién en
Estados Unidos v, si se trata de cultivos protectores
inactivos se declaran como “leche fermentada” o
“azlcar fermentada” [12].

En laindustria lactea, las bacterias acido lacticas (BAL)
y propionicas (BAP) son ampliamente utilizadas en
procesos fermentativos debido a sus caracteristicas
fisiolégicas que aportan beneficios nutricionales asi
como tecnoldgicos a los derivados lacteos. Las BALy
las BAP son generalmente reconocidas como seguras
(GRAS) y presuncion cualificada de seguridad (QPS)
por su largo historial de uso en la alimentacién hu-
mana y animal. Estas bacterias pueden producir com-
puestos anti-fingicos en virtud de su metabolismo
[14, 15]. Las BAL Yy las BAP son un grupo de bacterias
Gram positivas morfolégica y fisiolégicamente he-
terogéneas. Durante sus procesos fermentativos de
carbohidratos producen principalmente acido lactico
y propidénico pero también otros acidos organicos,
peroxido de hidrégeno, diacetil, diéxido de carbono,
hidrégeno y péptidos antimicrobianos que contribu-
yen a su actividad antagdnica contra hongos y bacte-
rias [3,16]. Sin embargo, el mecanismo de accién de
su actividad inhibitoria no se encuentra totalmente
dilucidado para poder hacer un uso optimizado de su
capacidad antimicrobiana [17]. El efecto y el meca-
nismo inhibitorio de las BAL y BAP contra bacterias
patdgenas se conoce mucho mejor que contra mohos
y levaduras deteriorativas [18].

Actualmente se identifican los siguientes principales
mecanismos de accion de los compuestos con activi-
dad antimicrobiana [19]:

e Acido lactico y otros acidos volatiles: disrupcién
del metabolismo celular.

e Perdxido de hidrégeno: inactivacion de biomoléculas
esenciales por reaccién en cadena de aniones
superoxido y activacion del sistema lactoperoxidasa.

e Dibéxido de carbono: entorno anaerobio y/o
inhibicion de la decarboxilacion enzimatica y/o
disrupcién de la membrana celular.

e Diacetil:interferencia con la utilizacién de la arginina.

e Bacteriocinas: disrupcion de la membrana

citoplasmatica.

Dentro del grupo de las BAL los géneros Lactobaci-
llus, Pediococcus y Leuconostoc han sido los mas estu-
diados en relacion con su actividad antiftingica [16,
18, 20]. La especie Propionibacterium freudenreichii es
reconocida por sus propiedades antimicoticas dentro
del grupo de las BAP [21]. El efecto antimicrobiano
de bioprotectores ha sido estudiado con mayor in-
tensidad con cultivos vivos y existe muy poca lite-
ratura cientifica sobre el efecto antimicrobiano de
cultivos tratados térmicos.

Se reconoce ampliamente en la microbiologia que las
capacidades fisiolégicas entre cepas pueden ser dife-
rentes y, tanto su resistencia a agentes antimicrobia-
nos como su capacidad antimicrobiana, no se esca-
pan a esta realidad [10]. La aplicacion de soluciones
de bioproteccion para el caso de bacterias patégenas
estd mas extensamente referenciada en la literatura
no asi las aplicaciones sobre microrganismos deterio-
rativos de alimentos procesados [9].

En el procesamiento de derivados lacteos existen
procesos que conllevan mas de un tratamiento tér-
mico y, por lo tanto, siempre existe la duda sobre
la efectividad de cultivos bioprotectores a partir de
células viables. El presente trabajo de investigacién
tuvo como propésito evaluar la capacidad antifungica
de diferentes cepas de cultivos bioprotectores sobre
diferentes cepas de M. circinelloides y Geotrichum can-
didum mediante un escrutinio en modelos lacteos, el
efecto del tratamiento térmico de cultivos bioprotec-
tores sobre su capacidad inhibitoria y el efecto del
medio de cultivo sobre la capacidad antimicdtica.

METODO

Aislamiento e identificacion
de especies alterantes

Para los aislamientos fungicos se partié de derivados
lacteos fermentados comerciales con presencia de
mohos provenientes de la planta Sopd, Cundinamarca
(altitud 2587 msnm, 14°C). Los aislamientos se reali-
zaron mediante técnicas tradicionales en medios agar
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YPD (Yeast Extract Peptone Dex-
trose) y Sabouroub agar; una vez
obtenido el primer crecimiento,
se llevaron a cabo pases sucesi-
VoS para asegurar la pureza de los
cultivos. Con los cultivos aislados
se llevé a cabo la creaciéon de un
banco celular primario de esporas
(50% Gilicerol + 0,005% Tween80)
a -80°C, y a partir del cual se con-
tinué trabajando.

Para su identificacién se utilizaron
técnicas de biologia molecular que
incluyeron la extraccion del ADN,
la amplificacion de las regiones in-
tergénicas ITS (Internal Transcribed
Spacer) mediante PCR (Polymerase
Chain Reaction) utilizando los ce-
badores ITS4 e ITS5 de los genes
ARNr. La identificacién se realizd
mediante andlisis en bases de datos
publicas utilizando la herramienta
on line BLAST [22].

Seleccién de los cultivos
bioprotectores para las
pruebas de antagonismo

Se seleccionaron 9 cepas pertene-
cientes a las especies Lactobacillus
rhamnosus, L. casei'y el género Pro-
pionibacterium del cepario del centro
biotecnolégico ADM-Biopolis (Es-
pana). Estos grupos fueron esco-
gidos debido a que se ha descrito
previamente actividad antifiingica
en alguna cepay por estar incluidos
en el listado europeo de seguridad
QPS (ver Cuadro 1).

Elaboracién de los productos
celulares bioprotectores
para los ensayos reto

Se realizaron ensayos con dis-
tintas aproximaciones, en la que
se vario el medio de cultivo y el
estado de las células de cultivos
bioprotectores. En relacion con el
medio de cultivo, se ensayd el me-

dio industrial estandar del centro
biotecnolégico ADM-Biopolis, de
calidad alimentaria y libre de pro-
ductos de origen animal, y un me-
dio de cultivo industrial en base
lactea (leche). En el primer caso
se ensayaron las células obtenidas
de éste, mientras que en el segun-
do caso, los ensayos se realizaron
con el cultivo total (base lactea
mas células), con lo que se analizd
el efecto tanto de las células como
de los productos de su metabo-
lismo. Se evalué adicionalmente
el efecto antifingico de los culti-
vos inactivados térmicamente por
pasteurizacién (74°C, 30 min). Las
aproximaciones para los ensayos
se resumen a continuacion:

e Cepas crecidas en medio de
cultivo estandar (libre de base
lactea) activas.

e Cepas crecidas en medio de
cultivo estandar (libre de base

lactea) con tratamiento térmico
posterior (“aztcar fermentada”).

e Cepas crecidas en medio de
cultivo de base lactea activas.

e Cepas crecidas en medio de
cultivo de base lactea con
tratamiento térmico posterior
(“leche fermentada”).

La Figura 1 muestra el diagrama
de preparacion de los produc-
tos celulares para su evaluacion
en los ensayos reto. Para cada
una de las cepas incluidas en
el cuadro 1, se llevé a cabo un
crecimiento en dos medios de
cultivo distintos, por un lado, el
medio de cultivo que se utiliza en
ADM-Biopolis para el crecimien-
to industrial de estos microorga-
nismos, y por el otro lado leche
entera. Los medios fueron los
mismos para todas las cepas, si
bien las temperaturas de creci-

Cuadro 1. Cepas bacterianas potencialmente bioconservantes para los ensayos reto.

Cepas Especies
BPLO004
BPLO079 Lactobacillus casei
BPLO080O
BPLO008
BPLOO15 Lactobacillus rhamnosus
BPLO37
BPLOO81 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii
BPLO082
BPLO083 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii

Figura 1. Elaboracion de los productos celulares bioprotectores para los ensayos reto.

Siembra de la cepa

en 50ml de MRS manual 1L

Centrifugar

y liofilizar

Incubacién 24h, 37°C,
anaerobiosis

1L

0,5L

» | Cepa Activa en BRFS

Trat. térmico  Centrifugar
(30min, 74°C) vy liofilizar
E— [Cepa Pasteurizada en BRFS]

Liofilizar

Trat. térmico

(30min, 74°C)

0,5L

» |CepaActiva en LECHE
Liofilizar

—— > | Cepa Pasteurizada en LECHE]
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miento difirieron (37°C en el caso de lactobacilos,
30°C para propionibacterias). El medio BRFS esta
formulado para el crecimiento de bacterias lacticas
y estd compuesto por extractos proteicos, en parti-
cular, extracto de levadura, glucosa (3-5% p/v de-
pendiendo de la bacteria) y sales (fosfato dipotasico
0,3% p/v, amonio hidrogenocitrato 0,2% p/v, aceta-
to sdédico 0,5% p/v, sulfato de magnesio 0,02% p/v,
sulfato de manganeso 0,003% p/v).

Una vez realizados los crecimientos, se llevé a cabo
un recuento en placa de los distintos cultivos. En el
caso de las células activas en BRFS, éstas se recupera-
ron por centrifugacion, se congelaron vy liofilizaron. En
el caso de las células inactivas, el cultivo se inactivé
mediante tratamiento térmico (74°C, 30 min), se recu-
peraron las células por centrifugacion, se congelaron
y liofilizaron. Para el caso de los preparados celulares
en leche se manutuvo la base lactea de la matriz. Se
realizaron recuentos de viables en todos los casos.

Capacidad antifiingica de los productos
celulares bioprotectores

Los ensayos de reto se llevaron a cabo en medio s6-
lido y para el estudio se seleccioné como medio de
cultivo agar yogurt. Este medio se prepara mediante
autoclavado del agar bacteriolégico en agua, poste-
rior atemperado a 50°C en bafo y adicién de yogur
(previamente agitado y atemperado a 40°C en bafo)
en movimientos circulares.

Se realiz6 el escrutinio sobre la capacidad antiftingica
de los preparados celulares bioprotectores sobre M.
circinelloides y los distintos ensayos realizados fueron:

e Control de crecimiento del hongo alterante: medio
agar yogur inoculado con los hongos alterantes.

e Ensayos de inhibicién: medio agar yogur adicionado
en profundidad con los distintos productos celulares
a ensayar e inoculadas con los hongos alterantes.

e Control de contaminaciéon: medio agar yogur
adicionado de los productos ensayar.

Para asegurar la homogeneidad, los distintos pro-
ductos celulares se adicionaron al yogur y se homo-
geneizaron antes de ser vertidos al agar. Una vez
solidificados los medios de cultivo, se procedio a la

inoculacion de los distintos hongos alterantes. Las
inoculaciones se realizaron por siembra en gota, a
partir de soluciones de esporas glicerinadas y alma-
cenadas a -20°C, en una concentracion de 3 espo-
ras/10 pL. Las inoculaciones se realizaron con gotas
de 10 pLy posterior incubacion a 28°C.

La evaluacion de la capacidad inhibitoria se realizé me-
diante medida del didmetro de crecimiento del hongo
cada dos dias. El ensayo se alargd hasta el momento en
el que se dio un mismo didmetro en dos medidas conse-
cutivas, o bien el cultivo alcanzé el didmetro de la placa.

RESULTADOS
Identificacion de las especies de mohos

Se realizo la identificacién de cinco aislados de las espe-
cies M. circinelloides y G. candidum. La Figura 2 muestra
el crecimiento de los cinco aislados en agar Saboraud.

Cuantificacion de los productos celulares
bioprotectores

El Cuadro 2 muestra los resultados obtenidos de los
recuentos bacterianos en los productos con y sin
proceso térmico. Como puede observarse, el proce-
so de inactivacion no fue completo en ninguno de
los casos, aunque si se produjeron reducciones en los
recuentos de 3 a 10 unidades log, ..

Funcionalidad inhibitoria de los productos
celulares bioprotectores

Los productos celulares bioprotectores pasteurizados
en términos generales no presentaron o tuvieron baja
funcionalidad inhibitoria sobre los diferentes aislados
de mohos comparado con los cultivos bioprotectores
vivos. En el Cuadro 3 se resumié el desempefo de
los productos celulares bioprotectores cultivados en
medio BRFS sin y con Pasteurizacién. P. freudenrichii
subsp. shermanii BPLO082 fue la cepa con mayor fun-
cionalidad antifiingica presentando una inhibicién de
crecimiento alta sobre los cinco aislados de mohos.
Las cepas de L. casei BPLO0O04, BPLOO79 y BPLOO8O
tuvieron un efecto inhibitorio alto sobre los aislados
de M. cicirnelloides, no asi en general para G. candidum
aunque para el aislado H2 las primeras dos cepas pre-
sentaron un efecto inhibitorio positivo y ligero res-
pectivamente. Las cepas de L. rhamnosus y P. freuden-
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Figura 2. Aislados de mohos de productos lacteos fermentados comerciales. M. circinelloides (H1), G. candidum (H2), M. circinelloides

(H3), G. candidum (H4), G. candidum (H5).

-

richii subsp. freudenrichii se caracterizaron por tener
bajo o ninglin poder antifingico.

El Cuadro 4 contiene los resultados obtenidos con
los productos celulares bioprotectores cultivados en
leche tal como sucedié con los cultivados en medio
BRFS, los productos bioprotectores pasteurizados
no tuvieron un efecto antifingico. La cepa de P. freu-
denrichii subsp. shermanii BPLO0O82 fue la de mejor
desempeno inhibitorio, aunque sobre M. circinelloi-
des presenté un efecto menor al compararlo con los
resultados obtenidos en medio BRFS. Las cepas de
L. casei BPLOOO4, BPLOO79 y BPLO0O8O presentaron
efecto inhibitorio alto sobre M. circinelloides. En-
tre las cepas de L. casei, solo la cepa BPLOO04 tuvo
efecto inhibitorio positivo sobre el aislado H2 de
G. candidum. En medio de cultivo leche la cepa de
L. rhamnosus BPLOO37 inhibié de manera positiva y
ligera los cinco aislados de mohos, efecto que no se
observé cuando se cultivé en medio BRFS.

En ninguno de los ensayos reto se presenté inhibi-
cion total del crecimiento. Cuando se presento, el
efecto antifingico para todas las cepas BAL y BAP

fue mas alto con los liéfilos con mayores recuentos
indicando que la pasteurizacion afecta el poder anti-
microbiano de los productos celulares bioprotecto-
res. Leyva Salas et al. [23] reportaron en su estudio
que la actividad antifangica decrecié sustancialmen-
te cuando los recuentos de los inéculos de bacterias
bioprotectoras se redujeron de 10E+7 a 10E+5.

La respuesta no homogénea de los aislados fungicos
de una misma especie permite sugerir que los ais-
lados podrian ser cepas diferentes con tolerancias
diferentes a los productos celulares bioprotectores
[10]. A partir de los resultados obtenidos, G. candi-
dum presentd una mayor resistencia a los preparados
celulares bioprotectores evaluados.

En la literatura cientifica se identifica una conside-
rable cantidad de conocimiento alrededor del efecto
antagonico de BAL y BAP sobre bacterias patégenas
en los alimentos. Mucho menos conocimiento existe
alrededor del efecto antifingico de estas bacterias
(BAP y BAP) sobre hongos deteriorativos de los ali-
mentos. Este trabajo de investigacién contribuye al
avance del conocimiento en la tecnologia de biopro-
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Cuadro 2. Recuentos obtenidos de los distintos liéfilos para su posteriormente evaluacion de su funcionalidad antiflingica.

Cepa

Muestra

UFC/g liéfilo = SD

L. rhamnosus BPLOO0O8

BRFS

1,98E+11 + 1,77E+10

BRFS + Pasteurizacion

1,87E+06 = 2,40E+05

Leche

1,34E+09 + 1,41E+07

Leche + Pasteurizacion

1,02E+09 + 1,63E+08

L. rhamnosus BPLOO15

BRFS

2,33E+11 + 2,83E+09

BRFS + Pasteurizaciéon

9,00E+01 + 0,00E+00

Leche

7,45E+01 + 1,48E+09

Leche + Pasteurizacion

4,35E+06 + 7,07E+04

L. rhamnosus BPLOO37

BRFS

1,70E+11 = 1,41E+09

BRFS + Pasteurizacion

6,80E+03 + 1,41E+02

Leche

8,10E+09 + 8,49E+08

Leche + Pasteurizacion

1,12E+09 + 1,24E+08

L. casei BPLOOO4

BRFS

3,75E+10 = 7,78E+09

BRFS + Pasteurizaciéon

6,25E+05 + 2,12E+04

Leche

6,45E+09 + 4,95E+08

Leche + Pasteurizacion

3,15E+02 + 7,07E+00

L. casei BPLOO79

BRFS

1,12E+11 + 5,66E+09

BRFS + Pasteurizacion

6,60E+07 = 5,66E+06

Leche

9,00E+09 + 4,24E+08

Leche + Pasteurizacion

3,65E+02 + 4,31E+02

L. casei BPLOO8O

BRFS

1,18E+11 + 1,02E+10

BRFS + Pasteurizacién

7,75E+02 £ 7,07E+00

Leche

1,32E+09 + 6,22E+07

Leche + Pasteurizacion

1,32E+02 + 6,36E+02

P. freudenrichii subsp. shermanii BPLO081

BRFS

1,44E+11 + 2,33E+10

BRFS + Pasteurizacion

1,17E+05 + 4,00E+04

Leche

5,58E+09 + 1,06E+08

Leche + Pasteurizacion

9,55E+07 + 4,95E+06

P. freudenrichii subsp. shermanii BPLO081

BRFS

1,19E+08 + 5,66E+06

BRFS + Pasteurizacién

3,00E+03 * 8,49E+02

P. freudenrichii subsp. freudenrichii BPLOO83

Leche 4,95E+07 + 6,36E+04
Leche + Pasteurizacion 4 45E+04 + 7,78E+03
BRFS 3,80E+07 + 4,24E+06

BRFS + Pasteurizaciéon

1,45E+083 = 4,95E+02

Leche

7,20E+07 + 1,41E+06

Leche + Pasteurizacion

1,23E+06 + 3,54E+04
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Cuadro 3. Efecto antifungico de los productos celulares bioprotectores BRFS sin y con Pasteurizacion posterior.
M. circinelloides (H1), G. candidum (H2), M. circinelloides (H3), G. candidum (H4), G. candidum (H5).

Especies Cepas H1 H2 H3 H4 H5
BPLO004 ++ + ++ - -
BPLO004* - - - - -
BPLOO79 ++ (-) ++ - -
BPLO079* - - - - -
BPLOO80O ++ - ++ - -
BPLO080O* - - - - -
BPLO008 - - ) - )
BPLO008* - - - - -
BPLO015 - - - - -
BPLOO15* - - - - -
BPLO037 () () () () (
BPL0037* - - - - )
BPL0O0S1 - ) - ) (
Propionibacterium freudenreichii BPLO081* - - - - -
subsp. shermanii BPLO082 ++ ++ ++ ++ ++
BPLO082* - - - - -

Lactobacillus casei

Lactobacillus rhamnosus

Propionibacterium freudenreichii BPLO083 - - - - -
subsp. freudenreichii BPLOO83* - - () - -
* con Pasteurizacién
++ Inhibicién de crecimiento alta, + inhibicion de crecimiento positiva, (-) inhibicién de crecimiento baja, - Inhibicion de crecimiento negativa.

Cuadro 4. Efecto antifingico de los productos celulares bioprotectores en leche sin y con Pasteurizacién posterior.
M. circinelloides (H1), G. candidum (H2), M. circinelloides (H3), G. candidum (H4), G. candidum (H5).

Especies Cepas H1 H2 H3 H4 H5
BPLO00O4 ++ + ++ - -
BPLO004* - - - - -
Lactobacillus casei BPLOO79 bl . B . -
BPLO0O79* - - - - -
BPLO080O ++ - ++ - -
BPLO0O8O* - - - - -
BPL0O008 - - (-) - -
BPLO0O08* - - - - -
Lactobacillus rhamnosus BPLOO1> - 6 . . -
BPLO0O15* - - - - -
BPLO0O37 (-) + + + +
BPLOO37* - - - - -
BPLO081 - (-) - (-) +
Propionibacterium freudenreichii BPLO081* - - - - ()
subsp. shermanii BPLO082 + ++ + ++ ++
BPLO082* - - + ++ )
Propionibacterium freudenreichii BPLOO83 - - () - -
subsp. freudenreichii BPLO0O83* - - - - _

* con Pasteurizaciéon
++ Inhibicién de crecimiento alta, + inhibicion de crecimiento positiva, (-) inhibicién de crecimiento baja, - Inhibicion de crecimiento negativa.
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teccidn, especialmente en la medida que aporta re-
sultados sobre el efecto de los tratamientos térmicos
y del medio de crecimiento de los cultivos bioprotec-
tores sobre la capacidad inhibitoria.

CONCLUSIONES

La aplicacion de soluciones de bioproteccion para la in-
dustria de alimentos, que garantice lainocuidad y el de-
terioro de los productos alimenticios, sigue creciendo
con las tendencias de mercado por productos alimenti-
cios naturales y con etiquetas limpias. Actualmente, se
investiga intensamente sobre la aplicacion de cultivos
bioprotectores o sus fermentados para terminar de
entender su mecanismo de acciéon y los factores que
afectan su funcion antimicrobiana para asi poder opti-
mizar su aplicacién. Los resultados del presente estu-
dio permitieron concluir que las cepas bacterianas de
una misma especie de BAL o BAP tienen funcionalidad
antifingica diferente, que los aislados de mohos pue-
den tener tolerancias diferentes, que los aislados de G.
candidum presentaron una mayor resistencia a las solu-
ciones bioprotectoras, que la Pasteurizacion reduce el
efecto inhibitorio de los cultivos bioprotectores y que
el medio de cultivo para el crecimiento de las BAL y
BAP influye en su poder bioprotector.
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RESUMEN

Dentro de las frutas tropicales, la guayaba (Psidium guajava L.) es una de las
mds consumidas gracias a sus excelentes propiedades organolépticas y fun-
cionales, rica en compuestos bioactivos. Su aprovechamiento agroindustrial
genera gran cantidad de subproductos, incluido el epicarpio, el cual repre-
senta aproximadamente entre el 25 y el 30% del peso de la fruta. El objetivo
de la presente investigacion fue determinar, en el epicarpio de la guayaba,
las propiedades fisicoquimicas, las coordenadas de color y caracterizarlo en
su contenido de compuestos carotenoides y fendlicos, asi como también de-
terminar la actividad antioxidante del mismo. Se elaboré la harina de epi-
carpio de guayaba (HEG) y con base en métodos aprobados se le determi-
no rendimiento en peso, pH, acidez titulable, sélidos solubles, contenido de
humedad, actividad de agua y pardmetros de color, asi como los compues-
tos bioactivos anotados. Los resultados, para los pardmetros fisicoquimicos
fueron altos y el contenido de compuestos carotenoides para las diferentes
fracciones fluctud entre 9,414 para la fraccién de a-caroteno y 10,894 para
la fraccion de B-criptoxantina. La actividad antioxidante, arrojé un valor de
62,281% y el contenido de compuestos fendlicos fue de 24,948 mg EAG/3.
Se concluye que la HEG puede ser utilizada como fuente de compuestos
bioactivos naturales en la industria alimenticia.

ABSTRACT

Among tropical fruits, guava (Psidium guajava L.), is one of the most con-
sumed thanks to its excellent organoleptic and functional properties, rich
in bioactive compounds. Its agroindustrial use generates a large number of
by-products, including the epicarp, which represents approximately 25 to
30% of the fruit’s weight. The objective of the present investigation was to
determine, in the epicarp of guava, the physicochemical properties, the co-
lor coordinates and characterize it in is content of carotenoid and phenolic
compounds, as well as to determine its antioxidant activity. Guava epicarp
flour (GEF) was made and based on approved methods, yield in weight, pH,
titratable acidity, soluble solids, moisture content, water activity and color
parameters was determined, as well as the bioactive compounds noted. The
results for the physicochemical parameters were high and the content of ca-
rotenoid compounds for the different fractions fluctuated between 9,414
for the a-carotene fraction and 10,894 for the B-cryptoxanthin fraction. The
antioxidant activity showed a value of 62,281% and the content of phenolic
compounds was 24,948 mg EAG/g. It is concluded that GEF can be used as
a source of natural bioactive compounds in the food industry.
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RESUMO

Entre as frutas tropicais, a goiabeira (Psidium guajava L.)
é uma das mais consumidas, gracas as suas excelentes
propriedades organolépticas e funcionais, ricas em com-
postos bioativos. Seu uso agroindustrial gera um grande
numero de subprodutos, incluindo o epicarpo, que re-
presenta aproximadamente 25 a 30% do peso da fruta.
O objetivo da presente investigacdo foi determinar, no
epicarpo de goiaba, as propriedades fisico-quimicas, as
coordenadas de cor e caracterizd-la em seu conteudo de
compostos carotendides e fendlicos, bem como deter-
minar sua atividade antioxidante. A farinha de epicarpo
de goiaba (FEG) foi confeccionada e baseada em méto-
dos aprovados, foi determinado o rendimento em peso,
pH, acidez tituldvel, sélidos soltiveis, umidade, atividade
de dgua e pardmetros de cor, bem como os compostos
bioativos observados. Os resultados para os pardmetros
fisico-quimicos foram elevados e o contetdo de com-
postos carotendides para as diferentes fracées flutuou
entre 9,414 para a fracdo a-caroteno e 10,894 para a
fracdo B-criptoxantina. A atividade antioxidante apre-
sentou um valor de 62,281% e o teor de compostos
fendlicos foi de 24,948 mg EAG / g. Conclui-se que o
FEG pode ser usado como fonte de compostos bioativos
naturais na industria alimenticia.

INTRODUCCION

En la actualidad, el alto desarrollo de la industria ali-
menticia ha conllevado a la generacién de gran canti-
dad de residuos, tanto biodegradables como no bio-
degradables, lo cual ha obligado al perfeccionamiento
e implementacién de nuevas técnicas o métodos para
el aprovechamiento de los mismos [1, 2, 3, 4]. En par-
ticular, los residuos resultantes de la agroindustria
hortofruticola, generalmente han sido utilizados para
la fabricacién de productos de valor agregado desti-
nados basicamente a la alimentacién animal o a la ela-
boraciéon de insumos para la produccién agricola, lo
que ha permitido minimizar la carga de estos sobre el
medio ambiente y, por ende, aliviar los resultados ne-
gativos ambientales tales como propagacién de pla-
gas, malos olores, contaminacion de suelos y cuerpos
de agua, entre otros [5]. Sin embargo, una gran canti-
dad de estos subproductos terminan desechados, lo
que implica, ademas de lo anotado referente al medio
ambiente, pérdidas econdmicas considerables para
los productores y comercializadores.

La guayaba rosada (Psidium guajava L) es conoci-
da como la “manzana de los tréopicos” debido a sus
atractivas caracteristicas de color, aroma, sabor y
propiedades funcionales. Cultivada por primera vez
en América Central, la guayaba rosada se ha conver-
tido en un importante cultivo comercial en muchos
paises del mundo, incluidos Pakistan, Brasil, México,
Egipto, India, Indonesia y Colombia entre otros [6].
Durante el aflo 2016 se cosecharon en Colombia
11.131 ha de guayaba, con una produccion total de
119.161 ton, distribuida en 12 departamentos den-
tro de los cuales se destacan Santander, Meta, Valle
del Cauca, Boyaca, Antioquia y Caldas [7].

Perteneciente al grupo de las frutas denominadas tro-
picales, de pulpa jugosa color rosado, ha sido conside-
rada una fuente importante de carotenoides, pectina,
fibra dietética, y otros fitoquimicos como el 4cido as-
corbico, el 4cido elagico y las antocianinas [6, 8, 9, 10].

Con fines comerciales, la guayaba se procesa en forma
de pulpa, jugos, néctares, mermeladas y concentrados,
pero estos productos involucran aproximadamente la
utilizacion del 70-75% de la fruta [9]. La agroindus-
trializacion de la guayaba presupone el descarte de sus
subproductos (25-30% de la fruta), lo cual conduce a
los problemas ambientales anteriormente anotados.
Estos residuos (epicarpio y semillas) han sido aprove-
chados para la elaboraciéon de compuestos antimicro-
bianos, produccién de etanol, biomasa 4cido-lactica y
4cido lactico [11, 12]. Sin embargo, el epicarpio de al-
gunas frutas presenta gran importancia a nivel agroin-
dustrial ya que contiene pigmentos carotenoides que
pueden ser utilizados como fuente importante de co-
lorantes naturales o de provitamina A [13, 14].

Los carotenoides son pigmentos naturales amplia-
mente distribuidos en multiples productos de origen
vegetal y animal y son los responsables de la colora-
cion amarilla, naranja o roja de diversas frutas, rai-
ces, flores, invertebrados, peces y pajaros entre otros
[15, 16, 17]. Diversos estudios han demostrado que
la ingesta de carotenoides se relaciona con una dis-
minucién del riesgo de padecer diferentes tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas,
degeneracién macular, enfermedades neurolégicas,
inflamatorias y desordenes inmunoldgicos [6, 9].

En multiples investigaciones se han estudiado, separa-
do e identificado como carotenoides mayoritarios de la
guayaba el fitoflueno, el B-caroteno y en mayor propor-
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cién el licopeno, haciendo de la guayaba una excelente
fuente de estos componentes [6, 9, 10, 18, 19, 20, 21].

En este orden de ideas, los pigmentos carotenoides se
constituyen como una fuente importante de color para
ser aplicados a diferentes matrices alimenticias en sus-
titucion de colorantes artificiales o sintéticos. En parti-
cular, la industria carnica en la formulacién de multiples
productos adiciona nitratos y nitritos, que ademas de
cumplir la funcién de actuar como conservantes y an-
tioxidantes, juegan un papel preponderante en el desa-
rrollo de la coloracién de los mismos. Sin embargo, en
las Ultimas décadas se ha discutido el uso de ellos, ya
gue su consumo en cantidades altas conlleva a proble-
mas de intoxicacion y desarrollo de enfermedades ca-
tastroficas [22, 23, 24, 25]. El objetivo del presente es-
tudio fue caracterizar la harina de epicarpio de guayaba
y determinar sus componentes carotenoides, fendlicos
y su actividad antioxidante, con fines de ser aprovecha-
da como aditivo en productos alimenticios procesados.

METODO

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Tecno-
logia de Frutas y Hortalizas de la Universidad Nacio-
nal de Colombia - Sede Palmira, ubicado en el muni-
cipio de Palmira, Valle del Cauca, Colombia, ubicado
a 1001 msnm y con una temperatura promedio de
24°C. Su cabecera esta situada a 3° 31’ 48" de lati-
tud norte y 76° 81’ 13"de longitud oeste. Las guaya-
bas se adquirieron en un mercado local especializado
en venta de frutas en grado de madurez para consu-
mo en fresco. Con la ayuda de un cuchillo en acero
inoxidable, se retird el epicarpio, procurando elimi-
nar los residuos de pulpa adheridos. Este se pesé y
se empacé en bolsas de polietileno selladas al vacio,
para lo cual se utilizé una maquina selladora manual
EGARVAC S.C.P. Basic B (Vacarisses, Barcelona, Es-
pana). Las bolsas selladas se sometieron a conserva-
cién bajo congelacion (-30 = 1°C) durante 24 horas.
Posteriormente fueron sometidas a secado por liofi-
lizacién utilizando un aparato liofilizador LABCON-
CO, de 18 L de capacidad, a presion de vacio a 0,120
mbar y temperatura del condensador -80°C durante
24 horas. Finalmente, el epicarpio seco se molié en
un molino IKA M-20s3, USA hasta obtener una ha-
rina con didmetro de granulo promedio de 0,25 mm,
la cual se empacé en bolsas al vacio y se mantuvo a
temperatura de refrigeracion (5 £ 1°C) hasta el mo-
mento de realizar los respectivos andlisis.

Parametros fisicoquimicos

La harina de epicarpio de guayaba (HEG) se sometid
a los siguientes analisis: rendimiento en peso (%), pH,
sélidos solubles (°Brix), acidez titulable (%), parame-
tros de color (L, a*, b*, C, h), contenido de humedad
(%) y actividad de agua (A ). De la misma forma, se
determind el contenido de carotenoides, la actividad
antioxidante y el contenido de compuestos fendli-
cos. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Rendimiento en peso (%). Se midio el peso del epi-
carpio tanto en fresco como después del proceso de
liofilizaciéon y se calculé el rendimiento mediante la
siguiente ecuacién:

R =% x100 (Ec. 1)

Donde:

R: Rendimiento (%)

w1: Peso del epicarpio después de la liofilizacion (g)
w2: Peso del epicarpio antes de la liofilizacion (g)

Determinacion del pH. Con la ayuda de un pH-metro
(MP 230, Metter Toledo, Suiza) calibrado con soluciones
tampdn de pH 7 y pH 4 se midi6 el pH de la salchicha,
para lo cual a 1 g de la muestra se le adicionaron 10 mL
de agua destilada hasta obtener una solucién homogé-
nea (Norma Técnica Colombiana NTC - 4592) [26].

Determinacion de sélidos solubles (°Brix). A 10 g
de la muestra se le adicioné agua destilada en rela-
cion 1:10. Se mezclé con agitacion permanente en
un beaker de 250 mL hasta obtener una mezcla ho-
mogénea. Sobre el prisma inferior del refractémetro
(POCKET ATAGO PAL - 1, Japén) se colocé una ali-
cuota de la mezcla y se hizo la respectiva medicion.
El resultado se expresd en °Brix de acuerdo con la
Norma Técnica Colombiana NTC - 4624 [26].

Determinacion de la acidez titulable (% Acidez). En
un beaker se colocé 1 g de la muestray se mezclé con
10 mL de agua destilada, hasta obtener una mezcla
homogénea. Se agregaron tres gotas de fenolftaleina
como indicador, y se titulé con una solucién 0,1 N de
NaOH hasta obtener un pH 8,1-8,2 segln la Norma
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Técnica Colombiana NTC - 4623 [26]. El porcentaje
de acidez se calculé mediante la siguiente ecuacion:

(ml NaOH x 0,1 x F.Equt)
ml muestra

% Acidez = x 100 (Ec.2)

Determinacion de los parametros de color. Las me-
diciones se realizaron en un colorimetro MICOLTA
CHROMA METER CR-400, Japon), a través del cual
se evaluaron los parametros CIELab de la Comision
Internacional de lluminacion. Se utilizé un iluminante
D65 y un observador a 2° (equipo calibrado con una
placa de ceramica blanca con valores de referencia Y
=89,5,x =0,3176 y y = 0,3340). Con base en estos
parametros se calcularon la tonalidad (h) y la cromati-
cidad (C) utilizando las siguientes ecuaciones:

C = (a**+ b+?)1/2 (Ec. 3)

h° = arctan(b*/a") (Ec. 4)

Determinacion del contenido de humedad (%). Se
pesaron 0,5 g de la muestra y se colocaron en un cri-
sol a 105°C en un analizador halégeno de humedad
HB43-S Metter Toledo, Suiza de acuerdo con el mé-
todo AOAC 925.09 [27]. El contenido de humedad
se expresé en porcentaje de peso himedo.

Determinacién de la actividad de agua (A ). Con la
ayuda de un equipo para medir actividad de agua
(AqualLab, 4te, USA) y de acuerdo con la norma
AOAC 978.19 [28] se determind la actividad de agua
de las muestras analizadas.

Determinacion del contenido de carotenoides. El
contenido de carotenoides totales en la HEG se reali-
z6 de acuerdo a lo propuesto por Ordofiez et al. [15].
0,1 g de la muestra se colocaron en un tubo de ensa-
yo recubierto con papel aluminio y se le adicionaron
7 mL de una mezcla de etanol/hexano (4:3 v/v). El
tubo se colocé a 16°C durante una hora agitandolo
permanentemente, posteriormente se le adiciond 1
mL de agua destilada y se agité por 5 minutos mas.
Seguidamente se centrifugd a 4500 rpm durante 10
minutos, se tomaron 3 mL de la fase organica y se
realizaron lecturas de absorbancia en un espectro-
fotébmetro (Jenway, 6320D, Inglaterra) utilizando
hexano como blanco, a longitudes de onda 450, 441,
451 y 472 nm. La concentracién (mg/g de muestra)
se calculé utilizando los siguientes coeficientes de

extincion E% en hexano 2560, 2800, 2460, 2480 y
3450 respectivamente para B-caroteno, a-caroteno,
B-criptoxantina, zeaxantina y licopeno, mediante la
siguiente ecuacion (ecuacion de Lambe-Beer):

AxV* 103
EY%xw

C.T.= (Ec. 5)

Donde:

A: Absorbancia a determinada longitud de onda (450
nm para pB-caroteno, 444 nm para a-caroteno, 451
nm para B-criptoxantina, 451 nm para zeaxantina y
472 nm para licopeno.

V: volumen del extracto en mL.
W: peso de la muestra en gramos.

E 1%: coeficiente de extincion para una solucion al
1% en hexano.

Determinacion de la actividad antioxidante. El proce-
so se desarrollé de acuerdo con la metodologia pro-
puesta por Martinez et al. [29]. La actividad antioxi-
dante se expres6 como el porcentaje de inhibicién del
radical DPPH (2,2,-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals,
marca Sigma-Aldrich Chemical). Se pesaron 0,25 g de
la muestra de HEG y se colocaron en un Erlenmeyer
cubierto con papel aluminio. Se le adicionaron 25 mL
de metanol y se agité durante un minuto, posterior a
lo cual la solucién se filtré hasta obtener el extracto.
Se tomd 1 mL del extracto y 2 mL de DPPH 0,1 mM
recién preparado. La muestra y el control (sin adicion
de DPPH) se dejaron en reposo durante una hora en
un sitio oscuro y a temperatura ambiente. Finalmen-
te, con la ayuda de un espectrofotometro Jenway
6320D, Inglaterra, se leyeron las absorbancias, para
la muestra y para el control, a una longitud de onda
de 517 nm. El porcentaje de actividad antioxidante
(AA%), se calculd usando la siguiente ecuacion:

A -A
% AA = 517 Control 517 Muestra x 100
As17 control

(Ec. 6)

Determinacion de los compuestos fendlicos. El conte-
nido de fenoles se determiné de acuerdo con el méto-
do de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton et al. [30].
0,5 g de HEG se colocaron en un Erlenmeyer de 50
mL cubierto con papel aluminio y se le adicionaron 10
mL de una mezcla etanol-agua en relacion 80:20 (v/v).
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La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente en
constante agitacién por tres minutos. Seguidamente,
la mezcla se sometié al proceso de ultrasonido, en un
equipo Ultrasonic Cleaner-DC PowerPowerFull-Haga-
vish, Israel durante 20 minutos a 25°C. Posteriormen-
te, la mezcla se filtré y 0,5 mL del filtrado se mezclaron
con agua destilada y 0,5 mL del reactivo de Folin-Cio-
calteu. Después de tres minutos de reaccion a tempe-
ratura ambiente se le adicioné 1 mL de carbonato de
sodio anhidrido al 20% y se colocdé en un bafo térmico
programado a 45°C por 15 minutos. Después de en-
friada la muestra se hicieron lecturas de absorbancia
en un equipo Spectrophotometer Jenway 632D, USA,
auna longitud de onda de 765 nm. Se realiz6 una curva
de calibracion con acido galico (patrdn) y los resultados
fueron expresados en mg de acido gélico equivalentes
por gramo de extracto de HEG.

Analisis estadistico

El utilizé un disefo aleatorio simple de un factory un
tratamiento. Para comparar las diferencias entre me-
dias de los diferentes parametros analizados se utili-
z6 una prueba Tukey, con un nivel de significancia del
5%. Todos los analisis se realizaron por triplicado y se
registran como media * desviacién estandar.

RESULTADOS

Los resultados de los parametros fisicoquimicos
referentes a la HEG se muestran en el cuadro 1. El
rendimiento en peso de la muestra analizada fue del
11,5%. Con relacién al pH, la HEG presenté un valor
de 4,23 siendo ligeramente &cido lo que garantiza
la no proliferacion de microorganismos patégenos
y, por lo tanto, la inocuidad del producto obtenido.
Este valor de pH en la HEG concuerda con lo repor-
tado por Ordoéfez-Santos et al. (pH 4,29) [15], quie-
nes trabajaron con residuos de guayaba, igualmente
con lo presentado por Vasconcelos et al., (pH 3,99)
quienes trabajaron con pulpa de araza (Psidium gui-
neense) [31], pero superior a lo presentado por Ro-
jas-Garbanzo et al. (pH 2,72 - 2,77) en un estudio
de caracterizaciéon de los compuestos fitoquimicos
de la guayaba [20] y lo encontrado por Formiga et al.
(pH 3,69) quienes analizaron las caracteristicas de la
piel de guayaba de la variedad “Pedro Sato” [32]. Las
diferencias del valor de pH anotadas probablemente
se deben a la variedad y al grado de madurez de la
guayaba utilizada en las diferentes investigaciones.

El resultado obtenido para el contenido de sdlidos
solubles (°Brix) en la HEG elaborada mostré un va-
lor inferior a lo presentado por Martinez-Ortiz et al.
(10,5°Brix) [33], quienes trabajaron con guayabas
recubiertas con una pelicula a base de harina de cha-
yote y acido ascoérbico, asi como también por lo mos-
trado por Zambrano-Zaragoza et al. (9,01°Brix) [34]
adicionando nanoparticulas lipidicas como recubri-
miento en guayabasy por Alamar et al. (7,0°Brix) [35]
quienes trabajaron con guayabas congeladas. Los
resultados para los sélidos solubles encontrados por
los autores anotados muestran valores superiores
debido, probablemente, a que éstos trabajaron con
la pulpa de la fruta, mientras que esta investigacion
se llevd a cabo con el epicarpio de la fruta en don-
de evidentemente el contenido de sélidos solubles
es menor. Con relaciéon a la acidez titulable, el valor
obtenido fue similar a lo reportado por Moon et al.
(0,50%) [36] quienes trabajaron con 27 variedades
de guayaba en diferentes estados de maduracién, y
por Murmu y Mishra (0,49%) [37] quienes adelanta-
ron la respectiva investigacion con guayaba empaca-
da bajo diferentes condiciones de almacenamiento,
pero ligeramente inferior a lo obtenido por Silva et
al. (0,75%) [38] quienes investigaron con guayaba
recubierta con quitosano.

Dentro de los parametros de calidad referidos a una
matriz alimenticia, el color juega un papel prepon-

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas para
la harina de epicarpio de guayaba (HEG).

P . . Harina de epicarpio
Parametros fisicoquimicos picarp

de guayaba (HEG)
Rendimiento en peso (%) 11,5
pH 4,23+ 0,034
Sélidos solubles (°Brix) 3,033 +0,276
Acidez titulable (% acido ascorbico) 0,451 +£0,1648
Contenido de humedad (%) 11,05 + 0,004
Actividad de agua (Aw) 0,410 + 0,015

Coordenadas de color

L* 81,78 + 0,357
a* 18,5+0,128
b* 23,2 £ 0,640
C 29,7 £0,185
h 51,4 +0,056

L*: 0 = negroy 100 = blanco; a*: -60 = verde y +60 = rojo; b*: -60
= azul y +60 = amarillo; Angulo de tono (h): 90° = amarillo, 180°
=verdey 0° = rojo; Cromaticidad (C): distancia desde las coorde-
nadas en el origen hasta el punto de color determinado. Resul-
tados reportados como media + desviacion estandar paran = 3.
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derante, siendo factor de aceptacién o rechazo en
la apariencia de dicho producto [39]. Los valores de
las coordenadas L*, a* y b*, asi como la cromaticidad
y el tono se muestran en el cuadro 1. El valor alto
de la luminosidad (L*), comparado con lo presenta-
do para la pulpa de guayaba (L* = 25,2) por Suarez
et al. [40] y por Martinez-Ortiz et al. (L* = 56,0) [33]
da cuenta de una HEG relativamente oscura debido
probablemente a la isomerizacién de los compuestos
carotenoides y al proceso de pardeamiento causado
por las temperaturas utilizadas durante el proceso
de secado. Por otro lado, las coordenadas a* y b*, la
cromaticidad (C) y el dngulo de tono (h) ligeramente
superan lo presentado por Martinez-Ortiz et al. [33].
Sin embargo, estos valores son inferiores a lo mos-
trado por Formiga et al. [32], quienes trabajaron con
guayaba roja “Pedro Sato”. Las diferencias encontra-
das se deben, posiblemente, a las variedades de gua-
yaba utilizadas en cada experimentacion.

La actividad de agua junto con el contenido de hu-
medad y el pH son parametros determinantes en la
validacion de la vida util de cualquier alimento. Los
datos reportados en esta investigacion permiten
concluir que el contenido de humedad y la actividad
de agua garantizan el no deterioro de la HEG ya que
los valores son bajos y adecuados para un producto
seco y molido, tal como lo afirman Lang et al. [41],
quienes argumentan que dichos procesos de dete-
rioro se ralentizan considerablemente a valores bajos
de actividad de agua (Aw = 0,60).

En el cuadro 2 se observan los resultados para el
contenido de carotenoides en la HEG.

Se puede observar que el mayor valor se obtuvo para
la fraccion de B-criptoxantina, mientras que el me-
nor valor fue para la fraccién de a-caroteno. Estos
datos son superiores a los mostrados por Nora et al.
[42], sin embargo, se registra igualmente, que para

Cuadro 2. Concentracion de carotenoides en la harina
de epicarpio de guayaba (HEG).

Muestra Carotenoides en HEP
(mg/100 g)
B-caroteno 10,074 + 0,370
a-caroteno 9,414 + 0,859
B-criptoxantina 10,894 + 0,885
Zeaxantina 10,806 £ 0,878
Licopeno 10,579 + 0,069

estos investigadores el mayor valor obtenido fue
para la fraccién de B-criptoxantina y el menor valor
fue para el a-caroteno. Para Bordiga et al. [43] los
valores obtenidos para los carotenoides trabajando
con epicarpio y pulpa de la fruta caqui (Diospyros kaki
L.) fueron supriores, al igual que los resultados mos-
trados por Sanchez-Camargo et al. quienes investi-
garon con cascaras de mango [44] y para Noronha
et al. quienes adelantaron su trabajo con cascaras de
tucuma (Astrocaryum vulgare) y chontaduro (Bactris
gasipaes) [45]. Las diferencias presentadas entre las
frutas analizadas y mostradas en la literatura, pueden
deberse a diferentes factores, tales como los gené-
ticos, los geograficos asociados a la produccion de
dichas frutas, las condiciones ambientales, grado de
maduracién, métodos de pre y poscosecha, etc.

El valor obtenido para la actividad antioxidante de
la HEG fue de 62,281 + 1,519% (promedio + des-
viacién estandar de tres repeticiones). Este valor fue
menor que el mostrado por Kong e Ismail (77,78%)
[46] quienes trabajaron con subproductos de la
produccion de pulpa de guayaba y Murmu y Mishra
(84,45%) [47] quienes adelantaron su trabajo con un
recubrimiento sobre la guayaba. Sin embargo, com-
parado con el valor referenciado por Nair, Saxena y
Kaur (40,2%) para guayaba recubierta con alginato
y quitosano es mayor [48]. Respecto al contenido de
compuestos fendlicos, el valor obtenido (75,170 *
0,241 mg EAG/g), fue considerablemente menor a lo
presentado por Murmu y Mishra (122,23 mg EAG/g)
[47], asi como también con relacién a los resultados
obtenidos por Nair, Saxena y Kaur (139,5 mg EAG/g)
[48], los mostrados por Formiga et al. (271,2 mg EA-
G/g) quienes trabajaron con guayaba de la variedad
“Pedro Sato” [32] y los aportados por Wolf y Cylos
(682,29 mg EAG/g) quienes trabajaron con pasta de
guayaba [49]. Por el contrario, los datos mostrados
por Souza et al. (24,63 mg EAG/g) [50] quienes tra-
bajaron con residuos industriales de guayaba, al igual
que los encontrados por Ademiluyi et al. (66,1 mg
EAG/g) [51] fueron menores.

Los datos obtenidos en el presente estudio, referen-
ciados a los mostrados por otros autores en sus res-
pectivas investigaciones, permiten afirmar que a ma-
yor o menor concentracién de compuestos fendlicos o
de su grado de hidroxilacion, se presenta una variacién
en la actividad de captacion de radicales del DPPH y
por lo tanto en la actividad antioxidante, debido a la
dependencia que se presenta con relacion a las pro-
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piedades de reduccidon y oxidacion, las cuales pueden
desempenar un papel preponderante en la absorcion
y neutralizacién de los radicales libres. Por otro lado, el
mayor o menor contenido de fenoles en la HEG tiene
relacion directa con las caracteristicas genéticas de la
variedad de guayaba utilizada y a su grado de madu-
racion y condiciones agrondmicas de produccién [52].

CONCLUSIONES

Los valores obtenidos tanto para los parametros fi-
sicoquimicos como para las coordenadas del colory
los contenidos de compuestos carotenoides y feno-
licos y la actividad antioxidante de estos, permiten
establecer que la harina de epicarpio de guayaba
puede ser utilizada como fuente de pigmentos na-
turales para ser agregada a diversas matrices alimen-
tarias. Ademas, gracias al alto contenido y a las pro-
piedades funcionales de los componentes anotados
presentes en la materia prima analizada, la HEG se
muestra como una alternativa interesante, de origen
natural, para enriquecer y prevenir enfermedades de
alto riesgo para el ser humano.
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RESUMEN

Pimelodus grosskopfii, es un Siluriforme importante en la pesca continental
en Colombia y de interés en la acuicultura. La presente investigacion tuvo
como objetivo clonar y determinar las secuencias codificantes de las subu-
nidades GP-at y LHB de la gonadotropina luteinizante de esta especie. Para
lograr lo anterior, el ARN total de gldndulas pituitarias fue extraido y se realizé
sintesis de cDNA. Los productos de PCR purificados de GP-a y LHP fueron
ligados en pJET1.2/blunt® seguido de la transformacion de Escherichia coli
DH5a®y posterior secuenciacion de fragmentos de interés. El marco abierto
de lectura de las subunidades GP-a'y LHPB fue de 351 pb (116 aminodcidos) y
423 pb (140 aminodcidos), respectivamente. Se encontré una alta homologia
(aminodcidos) en la subunidad GP-a con otras familias de Siluriformes (87-
99%) y menor homologia con érdenes como Perciformes, Salmoniformes y
Cypriniformes (66-90%). De igual manera para la subunidad LHB, la homolo-
gia (aminodcidos) fue alta al interior del orden Siluriformes (91-97%) y menor
con otros ordenes (65-86%). Los resultados obtenidos en el presente estudio
ofrecen informacién bdsica sobre las secuencias de las gonadotropinas en
bagres neotropicales y pueden ser utilizados para el desarrollo de hormonas
recombinantes para optimizar el control reproductivo en P. grosskopfii.

ABSTRACT

Pimelodus grosskopfii is an important catfish in inland fisheries in Colombia
as well as an attractive species for aquaculture. The aim of this study was
to clone and determine the coding sequence of the GP-a and LHB subu-
nits of the luteinizing gonadotropin of this species. Total RNA from pituitary
glands was extracted and cDNA was synthesized. GP-a and LHP purified
PCR products were linked to pJET1.2/blunt® followed by Escherichia coli
DH5a® transformation. The extracted plasmids of the positive clones were
sequenced. The open reading frame of GP-a and LHP subunits was 351 bp
(116 amino acids) and 423 bp (140 amino acids) respectively. The GP-a su-
bunit showed high degrees of homology (amino acids) with GP-a subunit
from different families of Siluriformes (87-99%) and lower homology with
teleost orders such as Perciformes, Salmoniformes and Cypriniformes (66-
90%). Similarly, the homology (amino acids) of LHB subunit was high within
siluriformes (91-97%) and lower with other orders (65-86%). The results ob-
tained in the present study, provide basic information on the sequence of
gonadotropins in neotropical catfishes and can be used for the development
of recombinant hormones to optimize reproductive control in P. grosskopfii.

Cémo citar este articulo: JAMES BETANCUR-LOPEZ, MARIA FERNANDA FLOREZ,
ANA MARIA PEREZ-O’BRIEN, NEIL VASQUEZ-ARAQUE, ANDRES MONTOYA-
LOPEZ. Clonacién del cDNA codificante de las subunidades de la gonadotropina
luteinizante de Pimelodus grosskopfii. Revista Biotecnologia en el Sector Agropecuario
y Agroindustrial,18(2),20.37-47, DOl:http://dx.doi.org/10.18684/BSAA(18)37-47
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RESUMO

Pimelodus grosskopfii é um peixe importante nas pescarias
de agua doce da Colémbia, além de ser uma espécie poten-
cial para a aquicultura. O objetivo deste estudo foi clonar
e determinar a sequéncia de codificacdo das subunidades
GP-a e LHB da gonadotrofina luteinizante de P grosskop-
fii. O RNA total das gldndulas pituitdrias foi extraido e o
cDNA foi sintetizado. Os produtos de PCR purificados de
GP-a e LHp foram ligados a pJET1.2 / blunt®, seguido
pela transformacdo de Escherichia coli DH5a® e sequen-
ciamento dos plasmideos extraidos dos clones positivos. A
grelha de leitura aberta das subunidades GP-a e LH foi de
351 pb (116 aminodcidos) e 423 pb (140 aminodcidos),
respectivamente. A subunidade GP-a apresentou altos
graus de homologia (aminodcidos) com a subunidade GP-a
de diferentes familias de Siluriformes (87-99%) e menor
homologia com ordens de teledsteos, como Perciformes,
Salmoniformes e Cypriniformes (66-90%). Da mesma for-
ma, a homologia (aminodcidos) da subunidade LHB foi alta
com os Siluriformes (91-97%) e menor com outras ordens
(65-86%). Os resultados obtidos no presente estudo for-
necem informacoes bdsicas sobre a sequéncia das gona-
dotrofinas em bagres neotropicais e podem ser utilizados
para o desenvolvimento de horménios recombinantes para
otimizar o controle reprodutivo em P. grosskopfii.

INTRODUCCION

Las hormonas glicoproteinas (GPHs) son una familia
de moléculas ricas en cisteinas que se han conser-
vado evolutivamente. Entre las GPHs, se encuentran
las hormonas gonadotropinas (GTH) como la hormo-
na foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteini-
zante (LH), también denominadas en la literatura de
peces teledsteos como GTH | y GTH Il respectiva-
mente. Las GTHSs, contienen dos subunidades disi-
miles designadas como a y [ codificadas por genes
diferentes [1]; mientras la subunidad a (GP-a) es
la misma entre gonadotropinas de una especie, la
subunidad B (FSHB o LHP) es Unica para cada hor-
mona y le confiere especificidad biologica [2]. Las
estructuras de los de genes de GP-a y FSHf se han
conservado durante la evolucion entre peces te-
ledsteos y mamiferos. En contraste, los loci del gen
LHB de los teledsteos y los tetrdpodos no muestran
ninguna relacién sintética [3].

Las funciones de la LH en la activacion de la ma-
duracién de los ovocitos y la ovulacién parecen ser

similares entre los vertebrados [4]. En el modelo de
teledsteos mejor estudiado que es el pez cebra, la LH
mediante la sefalizacion de AMPc regula la expre-
sién de la proteina reguladora aguda esteroidogénica
(star), la cual interviene en la maduracion de los ovo-
citos catalizando el primer paso en la sintesis de la
hormona inductora de la maduracion (MIH) [5]. Por
otro lado, en los machos de pez cebra la sefnalizacion
de las gonadotropinas es esencial para la espermato-
génesis y espermiacion, sin embargo las acciones de
la LH y FSH estan altamente superpuestas [4].

Los bagres de la familia Pimelodidae son diversos y
abundantes en la vasta red de rios de tierras bajas que
fluyen desde los Andes y los escudos continentales
hacia el Océano Atlantico, en la cuenca del Maracaibo
y en la vertiente del Pacifico de Panama [6,7]. Diferen-
tes especies de pimelodidos como Pseudoplatystoma
spp., Leiarius spp, Brachyplatystoma spp y Pimelodus
spp. son econdmicamente importantes en las pesque-
rias continentales de Suramérica y algunas poseen un
alto potencial para la acuicultura. Muchos pimelodi-
dos realizan migraciones reproductivas sincronizadas
con el ciclo hidroldgico [8,9]. Por esta razon, se pre-
senta una disrupcion reproductiva en cautiverio de-
bido a la falta de estimulos ambientales apropiados y
que en los machos de Pimelodus spp. se agrava porque
los testiculos digitiformes [10] impiden que el semen
se libere por masaje abdominal durante los procedi-
mientos de reproduccion inducida [11]. Por otro lado,
la ausencia tanto de maduracién final de los ovocitos
como de ovulacion en pimelodidos en cautiverio, indi-
ca que el desove parece estar estrictamente modula-
do por la sintesis y liberacion de LHPB [12].

Pimelodus grosskopfii es un pez criticamente amena-
zado, de importancia comercial en las pesquerias ar-
tesanales y endémico de las cuencas de los rios Mag-
dalena, Cauca y San Jorge [13,14]. Al igual que en las
demas especies de la familila Pimelodidae, las secuen-
cias codificantes de las GTH de P. grosskopfii son des-
conocidas. El objetivo de la presente investigacion fue
aislar, clonar y determinar las secuencias de las subu-
nidades GP-ay LHP de la LH de P. grosskopfii para ge-
nerar informacion basica de las gonadotropinas como
requisito importante para estudios de regulacion de la
gametogénesis en Siluriformes tropicales y como in-
sumo fundamental en la sintesis de hormonas recom-
binantes especie-especificas que mejoren la eficiencia
reproductiva en cautiverio de esta especie.
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METODO

Material biolégico

Individuos adultos de Pimelodus grosskopfii (250-300
g) fueron obtenidos en el Centro Acuicola Piscicola
Santa Cruz (Caucasia, Antioquia). Los peces fueron
sacrificados mediante inmersién en una solucién de
MS-222 a una concentracion de 300 ppm. Posterior-
mente, las glandulas pituitarias fueron extraidas y al-
macenadas en RNAlater™ (QIAGEN) a -80°C, hasta
laextraccion de ARN.

Extraccion de ARN y transcripcion reversa

El procesamiento de las muestras se realizé en el
laboratorio de Biologia Molecular de la Asociacion
Colombiana de Acuicultores en Medellin, Colombia.

Las pituitarias fueron congeladas en nitrégeno liquido
y pulverizadas con un homogenizador en solucién de
lisis (QIAGEN). El ARN total fue extraido en el sistema
automatizado QlAcube (QIAGEN) empleando la pro-
gramacion para extraccién a partir de tejidos con el
Kit RNeasy Mini (QIAGEN). La integridad del ARN fue
verificada mediante electroforesis de geles de agarosa
1,5% en TBE 0,5X y basado en la absorbancia a 260
nm empleando el Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

La sintesis de la primera cadena de cADN se reali-
z6 empleando el Kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis (ThermoScientific) usando Oligo
(dT) y cebadores random hexamer. La transcripcion
reversa se llevé a cabo por 60 min a 42°C en una re-
accién de 20 uL, con 1 pg de ARN, 4 uL 5X de bufer
de reaccién, 0,5 mM mezcla dNTP, 20 U RNase Inhi-
bitor, 200 U RevertAid H Minus y finalizacién a 70°C
por 5 min. El producto de la reaccién fue almacenado
a -80°C hasta su uso en la PCR.

Amplificacion GP-a y LHB mediante PCR

Se disefaron 13 diferentes grupos de cebadores a
partir de las secuencias de las subunidades de la LH
de otras especies de Siluriformes depositadas en las
bases de datos de NCBI (National Center for Bio-
technology Information) (cuadro 1). Para GP-qa, se
obtuvo amplificaciéon con dos grupos de cebadores
denominados como 3GP-a y 4GP-a. El perfil térmico
utilizado para estas PCR fue desnaturalizacién inicial

a 94°C por dos minutos, 35 ciclos de 94°C por un
minuto, 49,1°C por 30 segundos, 72°C por 40 se-
gundos y una extensién final a 70°C durante 5 minu-
tos. Para la subunidad LHp, se obtuvo amplificacién
con los cebadores nombrados como 7LHB. El perfil
térmico utilizado fue desnaturalizacion inicial a 94°C
por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por un minuto,
58°C por 30 segundos y 72°C por 40 segundos y
una extension final a 70°C durante 5. Para todas las
PCR, las concentraciones de reactivos fueron: 2 mM
MgSO,, 0,2 mM dNTP’s, 0,5 uM cebadores, 2,5 U
Pfu DNA Polymerase (Thermo Scientific).

Clonacién, transformacion y purificaciéon

Los productos de la PCR de las subunidades GP-a o
LHB fueron clonados en el vector pJET1.2/blunt (Life
Technologies). Las condiciones de la reaccion de clo-
nacién fueron: 10 pL de bufer de reaccion (2X), 1 uL
pJET1.2/blunt (50 ng/uL), 1 uLT4 DNA ligasa (5 U/uL),
7 uL Agua libre de nucleasas, 1 uL producto de PCR. La
reaccion de clonacion se incubd a 20°C por una hora.
La transformacion de Escherichia coli DH5a (Thermo
Scientific), se realizé por choque térmico, empleando 50
uL de células competentesy 5 pL del constructo (vector
pJET 1.2/blunt con producto de PCR GP-a 6 LHB), si-
guiendo las recomendaciones de la casa comercial.

La recuperacion del constructo se realizo a partir de
colonias transformadas, que se inocularon en medio
LB con Ampicilina a 37°C en agitacién a 250 rpm por
16 horas. La purificacién se realizé con el sistema Mi-
niprep QlAprep Spin (QIAGEN). Posteriormente, se
realizd la verificaciéon de la clonacion mediante una
nueva PCR para cada subunidad.

Secuenciacion

Una vez realizada la purificacion de los constructos
con la insercién de cada una de las subunidades, los
clones identificados como positivos fueron enviados
a Macrogen (Corea), para realizar secuenciamien-
to en ambas direcciones. Las secuencias obtenidas
fueron editadas manualmente en el programa BioE-
dit versién 7.2.5. La creacién de las secuencias con-
senso fue realizado en el programa Geneious versién
5.4.6. La comparacion de las secuencias de GP-a y
LHP con las depositadas en GenBank se realizdé me-
diante BLAST con las herramientas en linea de NCBI.
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Cuadro 1. Cebadores disefiados para amplificar secuencias de GP-a y LHB de Pimelodus grosskopfii.

5-GCTCTAGAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’

Cebador Secuencia Accesion Especie

5'-CATTGGTGAAATTACTGTCCATTGC-3’ .

1GP-a 5 GAGATTTCTTGAACATACTAGTG-3' KF934189 Hemibagrus nemurus
5'-GAAGAACAAAGACTGTCCATTGC-3' .

2GP-a 5. GGGATTTCTTGAACATACAAGTC-3’ GQ889499 Pelteobagrus fulvidraco

3GP-a 5-ATGATTCTTRTTCTCAAATACACTG-3’ KF934189 Hemibaarus nemurus
5-TRAAAATTTATGYTAGTAGCAAGTG-3’ GQ889499 3
5'-CACTGGAGCAACAATCCTTT-3

4GP-a 5 TTCACTGATTGATACATAGTTGCAG-3’ NM_001200078 Ictalurus punctatus

5LHB 5'-CCTGCTGAGCGATCACGGCAAAA-3’ KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-GTGTGCAGCTCTTACAACAAGATC-3’ KF934190 P

6LHB 5'-ATGTCAGTGCCAGCTTTTTCTTTTC-3' NM_001200080 Ictalur nctat
5 -TCAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’ KF934190 ctalufus punctatus

7LHB 5-ATGCCAGGTTCCTCTTTCCTTCT-3’ KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-TCAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’ NM_001200080 Ictalurus punctatus

8LHB 5'-ATGCCTGCATCCTCTTACATACT-3’ KF934190 Hemibagrus nemurus
5'-TCAGTAATCCAGGATGAACTCTTTC-3 KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-ATGCCWGCWTCCTCTWACAWACTTGA-3' . - .

9LHB 5-ATGCCTGSATCCTCTTAMATACTTGA-3' ﬁgg;gzgg i;’;; ‘;f) rﬁiﬁ?i??g;ins
5-TCAGTAGTCCAGYATAAACTCYTTC-3’ P
5-CCKGCTGAGCGAKCACTGCAAA-3’

10LHB 5'-GRYWGCAGRTCTTACAACAAGYTC-3' KF934190 Hemibagrus nemurus
5'-GRGTGCAGRTCTTACAACAAGYTC-3’ KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-GRGEGCAGRTCTTACAACAAGATC-3’

11LHp 5'-CCGGCTGAGCGATCACTGCAAAC-3’ KF934190 Hemibagrus nemurus
5-GCAAGCAGTTCTTACAACAAGGTC-3' KF573628 Heteropneustes fossilis
5-GCCACGTGATGATTCTTRTTCTCAAATACACTG-3’

12GP-a  |5-GCGCGGCCGCTRAAATTTATGYTAGTAGCAAGTG-3’ -
5- GCGCGGCCGCAATTTATGYTAGTAGCAAGTG-3'
5-GCGAATTCATGCCAGGTTCCTCTTTCCTTCT-3’

13LHB 5-GCTCTAGATCAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3' - -

Analisis estructural y filogenético

La prediccidn de las secuencias de aminoacidos para
GP-a y LHB fueron obtenidas con el programa Sig-
nalP version 4.1. Para predecir la secuencia del pép-
tido sefal y los sitios putativos ligados para N-glico-
silacion se utilizé el programa NetNGlyc 1.0.

Las distancias genéticas, se calcularon mediante
comparacion por pares usando 1.000 repeticiones
de bootstrap con el modelo de Kimura 2-parametros
y se construyé un arbol a partir del método Neigh-
bor-Joining usando el programa Mega version 6.0.

RESULTADOS

El producto amplificado con los cebadores 3GP-a fue
de 370 pb. Para estos cebadores las temperaturas 6p-

timas de alineamiento estuvieron entre 48 y 55,5°C.
Temperaturas superiores afectaron la eficiencia de la
PCR. Por otro lado, con los cebadores 4GP-a se obtu-
vo un producto de 577 pb con temperaturas éptimas
de alineamiento entre 49,1 y 52,7°C. El fragmento
amplificado con los cebadores 7LHB fue de 417pb.

La longitud del marco abierto de lectura para la secuen-
cia de la subunidad GP-a fue de 351 pb, el cual incluyd
un coddn de inicio ATG y codén de parada TAA (acce-
sion de GenBank KY860907). Por su lado, la longitud
del marco abierto de lectura de la subunidad LH, fue
de 423pb, que incluyd un coddn de inicio ATG y coddn
de parada TGA codificando para un péptido de 140
residuos de aminodacidos (aa). (cuadro 2). En GP-q, se
identificé un péptido sefal de 24 aa (MILVLKYTGA-
TILLLSVLMDIGQL), dejando una proteina madura de
92 aa, 10 residuos de cisteina asi como dos sitios de
N-glicosilacion NIT y NHT (posiciones Asn>® y Asn’s,
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figura 1). En LHB, se observé un péptido senal de 22
aa (MPGSSFLLVLCFLVNVFSPAQS), para una proteina
madura de 118 aa, 12 residuos de cisteina y un sitio de
N-glicosilacion NET (posicion Asn'®, figura 2)

El tamaifio del péptido de GP-a de P. grosskopfii y
sus caracteristicas son similares a lo reportado para
otras especies de Siluriformes como Clarias gariepinus,
Silurus meridionalis y Hemibragus nemurus (ver la figura
1y el cuadro 3). La presencia de dos sitios de N-gli-
cosilaciéon (posicion Asn* y Asn’®) y 10 residuos de
cisteina son altamente conservadas entre teledsteos
y otros vertebrados [15] debido probablemente a que
GP-a es compartido por todas las glicoproteinas pitui-
tarias, incluyendo FSH, LH y Tirotropina (TSH). Se ha
sugerido que estas regiones, tienen diferentes funcio-
nes, entre ellas, generar la formacién de cinco enlaces
disulfuro intra-moleculares relevantes para sintesis
del péptido maduro y posiblemente relacionados con
la direccién del dimero en la proteina [16]. Entre las
GP-a de diferentes especies de peces, se identifica
una region altamente conservada entre los residuos
de aminoacidos 33-66, ubicada entre dos pares de

cisteinas adyacentes y el primer sitio de N-glicosila-
cién, que puede estar involucrada en el ensamble de
la subunidad y su afinidad para unirse al receptor [17].

La longitud de la proteina madura de LHp de P. gross-
kopfii de 118 aa esta estrictamente conservada en-
tre las especies del orden siluriformes incluidas en
el presente analisis (figura 2). En otros grupos de te-
ledsteos en los cuales LHB ha sido clonada, se ha de-
terminado que las longitudes de la proteina madura
y el péptido sefal varian entre 115-119 y 21-27 aa
respectivamente [18,19]. El andlisis de la topologia
de la estructura del péptido maduro de LHB en P.
grosskopfii, indicé la presencia de un sitio de N-gli-
cosilacion (posicion Asn®) y 12 residuos de cistei-
na. Esta estructura es conservada en las diferentes
secuencias de LHB previamente reportadas en te-
ledsteos (figura 2). Adicionalmente, se identificd una
region ampliamente conservada (HPGVDPHVTYP-
VALS) que concentra residuos de prolinas, que son
esenciales para la estructura proteica de la subuni-
dad LHP debido a su importancia en el plegamiento
de la proteina y direccionamiento del péptido [20].

Figura 1. Alineamiento de la estructura primaria del péptido de GP-a de P. grosskopfii con otros teledsteos

Oreochromis niloticus -MGSLKSPGLSLLLLSFLLYIADSYPNIDLSNMGCE ILRKNNLFSR—DRPVYQE CaE
Oncorhynchus _mykiss -MCLLKSTGL-FLILSALLVIADSYPNSDKTNMACEHCT LKENT I FEN---- IMOCirdae
Arapaima_gigas MSYTGKLTIASVLALLAILHIVDSNFN=-==--~ VEC LEENKYFSRLGAPIFQCMEOC
Danic rerio ~MEFWTRYAEASIFLLLMILHVGQLYSENDVSNY QCERCKLEKMNERFSKPGAPVYQCNJIC
Carassius_auratus ~MFWTRYAGASILLFLMLIHLGOQLYPRNYMNNFRCEHCELKENNIFSKPGAPVY QUM
Astyanax altiparanae MILIIKYTGAAVLLLSVLIQIGQLYPHNDMY-FQCEOCKLRENSIFSRPGATVYQCMAOC
Silurus _meridicnalis MTLIPEYTGATIVLLSVLIEVGQPYPNND---FGECE LEENSIFSKPGAPVYQUMEOC
Colossoma macropomum MILIIKYAGATILLLSVLIQTGOQLYLNNDITNFECEERCKLEKENNIFSKPGAPVYQCMAOT
| Pimelodus grosskopfii MILVLEYTGATILLLSVLMDIGOLY PNND=---FQCEHCELRENNTIFSEPGAPVYQCMACLE]
Clarias_gariepinus MTLIPKYTGATILLLCVLIEIGQLYPNND-~-~-FQCEHCKLKENNIFSKPGAPVYQCMAOC
Hepteroneutes fossilis MTLILKYTGATVLLLCGLIEIGQLYPNND---FGCE LEENNIFSKPGAPVYQUMEOEC
Ictalurus punctatus MILILKYTGATIILLSVLIEIGQLFPNND---FQUCERCKLKENNIFSKPGAPVYQCMYOT
Hemibagrus nemurus MILILKYTGATIFLLSVLIEIGQLYPNND---FQCERCKLEENNIFSKPGAPVYQUMAOC
Pelteobagrus fulvidraco MILVLKYTGATIFLLSVLIEIGQLYPNND---FQCERCKLEENNIFSKPGAPVYQCMACT
x 5 = o B - * * = * * 2 * * =i - * & * k&

Orecochromis niloticus FSRAYPTPLRATKTMNI K TSEATENARHSYETE-TAGTKVETHT fOHCE oY FHK T
Oncorhynchus mykiss FSRAYPTPLRSKQTMLVPHNITSEATCENVARKEGERVTTRDGE PV TINH TECHCIS TICY YHKS
Arapaima_ gigas FSRAYPTPLRSEKKTMLVPHNITSEATCENVAKEVERLI TLNNVRLENHT QCHCNTICY YHES
Danio rerio FSRAYPTPLRSKKTMLVPHNITSEATCECNVARKE-SKMV-ATNIPLYWNHT QOHCES TICY YHES
Carassius_auratus FSRAYPTPLRSKKTMLVPHNITSEATICCNVARKEVERVL -VNDVRLVNHT OQUHCE TICY YHES
Astyanax altiparanae FSRAYPTPLRSEETMLVPHNITSEATICVAKETORVE-VNNVELCNHT QOHCE TICW HHES
Silurus_meridionalis FSRAYPTPLRSEKETMLVPHNITSEATICEVAKEFKRVI -VNDVKLIINHT ICHCS TICK HPKFE
Colossoma macropomum FSRAYPTPLRSKKTMLVP ITSEATC:GAKEFKRVI-VNDVKLVNHTFdHCSTCYYHKS
| Pimelodus grosskopfii FSRAYPTPLRSKETMLVEPHUI TSEATICICVAREVERV T -VNDVELVHTOICHCE IO Y HES |
Clarias_gariepinus FSRAYPTPLRSKKTMLVPHNITSEATICCNVAKEVERVI -VNDVELVNHT OCHCE TICY Y HEF
Hepteroneutes fossilis FSRAYPTPLRSEKTMLVPHNITSEATCENVAKEVERVI -VNDVKLVINHT QUHCES TICY YHEE
Ictalurus punctatus FSRAYPTPLRSEKTMLVPHENITSEATICCVAKEVERVI -VNDVELMNHT QCHCE TICY YHEF
Hemibagrus nemurus FSRAYPTPLRSEKTMLVPHNITSEATICENVAKEVERVI -VNDVKLVINHTOCHCES TICY YHKF
Pelteobagrus fulvidraco FSRAYPTPLESKKTMLVPE ITSEATQ:UAKEVKRVI—VNDVKLVEIHTF‘{'JHCQTQYYHKF

deook e o ok ke vk e W ok e - ok o de g ok e ke e ok e e ok . ok ok e ok ok ) *

Los residuos de cisteina son identificados con cuadros. Los sitios de N-glicosilacion son identificados con cuadros en sombra. Para
el andlisis se incorporaron los espacios (gaps) marcados con (-).
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Cuadro 2. Secuencia nucleotidica y prediccidon de aminoacidos de GP-a y LHB de Pimelodus grosskopfii.

Secuencia Nucledtidos GP-a

ATGATTCTTGTTCTCAAATACACTGGAGCAACAATTCTTTTACTGTCTGTTTTAATGGATA-
TTGGACAACTTTACCCAAATAATGACTTTGGCTGTGAAGAGTGCAAACTCAGGGAGAA-
CAATATTTTCTCAAAACCTGGCGCTCCTGTGTATCAGTGCATGGGATGCTGCTTTTCCA-
GAGCTTACCCGACTCCACTGAGATCCAAGAAGACTATGCTGGTTCCGAAGAATATTA-
CATCTGAAGCCACATGTTGCGTTGCCAAAGAGGTTAAACGGGTAATCGTTAATGATG-
TAAAGCTAGTGAATCACACAGACTGCCACTGCAGCACTTGCTACTATCATAAATCTTAA

Prediccion secuencia aminoacidos
GP-a

MILVLKYTGATILLLSVLMDIGQLYPNNDFGCEECKLRENNIFSKPGAPVYQCMGCCFS-
RAYPTPLRSKKTMLVPKNITSEATCCVAKEVKRVIVNDVKLVNHTDCHCSTCYYHKS-

Secuencia Nucledtidos LHB

ATGCCAGGTTCCTCTTTCCTTCTTGTCCTATGTTTTTTGGTCAACGTCTTTTCTCCTGCT-
CAAAGCTTCCTTCTGACCCACTGTGAACCTGTTAATGAGACTGTCTCTGTGGAGAAAGAT-
GGCTGCCCAAGATGCCTTGTGTTTCAAACCACCATCTGCAGTGGACACTGCTTCACCAAG-
GAACCTGTGTACAAGAGCGCGTTCTCTTCCATCTATCAGCATGTGTGCACCTACAGAGAC-
GTTCGCTACGAAACGGTTCGCCTGCCAGACTGTCACCCAGGGGTGGATCCCCATGTCACC-
TATCCTGTCGCTCTAAGTTGCGAGTGCAGCTTGTGCACCATGGACACCTCGGACTGTAC-
CATCGAGAGCCTGAATCCGGATTTCTGTATGACACAGAAAGAGTTTATCCTGGACTACTGA

Prediccién secuencia aminoacidos
LHB

MPGSSFLLVLCFLVNVFSPAQSFLLTHCEPVNETVSVEKDGCPRCLVFQTTICSGHCF-
TKEPVYKSAFSSIYQHVCTYRDVRYETVRLPDCHPGVDPHVTYPVALSCECSLCTMDTS-
DCTIESLNPDFCMTQKEFILDY-

Se sefialan el Codon de inicio y parada,
Senal del péptido, (-) aminoacido de
terminacién, Sitio de N- glicosilacién

Cuadro 3. Homologia de nucleétidos y prediccién de aminoacidos para GP-a y LHB de Pimelodus grosskopfii.

. ) % identidad nucleétidos | % identidad aminoacidos
Orden Accesion GenBank Especie
GP-a LHB GP-a LHB
- KF934189 .
Siluriformes KF934190 Hemibagrus nemurus 92 91 94 91
X97760.1 . -
X97761.1 Clarias gariepinus 91 88 93 89
MF373412.1 Clarias major 91 - 92 -
KM258876.1 Clarias batrachus - 89 - 89
GQ889499.1 . .
KP036409 1 Tachisurus fulvidraco 91 89 95 88
NM_001200078
AF112192 Ictalurus punctatus 90 88 92 89
AY973945.1 . S
AY973946.2 Silurus meridionalis 86 85 86 92
KF573626 "
KF573626.1 Hepteroneutes fossilis 91 89 92 91
XM_019096146.1 Cyprinus carpio 80 73 86 73
AY800266 .
Cypriniformes D88024 Carassius auratus 80 74 86 73
AY424306 . .
AY4243041 Danio rerio 73 70 71 65
. AB050836 .
Salmoniformes NMO001124205.1 Oncorhynchus mykkis 72 68 75 65
. NP_001266680.1 Lo
Perciformes XP 0034383971 Oreochromis niloticus 65 65 64 59
KU312261
. KU312262 1 Colossoma macropomum 85 80 92 84
Characiformes K)544555 1
KJ544556 Astyanax altiparanae 80 79 85 77
. KJ755358 . .
Osteoglossiformes KJ741848 Arapaima gigas 68 68 71 66

43



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial

Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

James Betancur-Lépez
Figura 2. Alineamiento de la estructura primaria del péptido de LHB de P. grosskopfii, con otros teledsteos.
Oreochromis_niloticus —MMAQISRMLLALMLSLFVGASTFELSPAAAFQLPEEQLZ TVSLEKEGEPSEHPVETT
Danio_rerio MLLAGNGVFFLFSLFFL-——————-— LAAAQSLVFPRCELVNETVSVERKEGCFHCLVEQTT
Oncorhynchus mykiss MLGLHVGTLIS--LLLC=-====— ILLEPVEGSLMQHCRPINL TVSVEKEGCEFTCILVIQTE
Arapaima_gigas MSPVPACTLLT-FLSLC-=-——-—-- HLLAPTWAVYLOHRCEPONDTISVEKEQUCFHCOLVEQTT
Carassius_auratus -MGTEFVKILVV-LFSVI-—————— VLLAVAQSSYLPHCEPVNE TVAVEKEGCFHCLLVLOTT
Colossoma MACropomum = —--ssss s s e IIPAQSYLLOHCRPINE TVSVEKEGCPHCOLVEQTT
Astyanax altiparanae MAAFPFCTFLILLHFGT-=—-~- LLITIPAQSYLLOHCEPYNE TVSVEKEGQCFHCLVEQTT
Ictalurus punctatus -MSVPASSFLL-LCFLM—————— NSFSPAQSYILPHCEPYWETVSVEKDGCFHCOLVEQTA
|Pimelodus grosskopfii -—-MPGSSFLLVLCFLV-————~ NVESPAQSFLLTHCE PYNETVSVEKDACPHCLVEQTT|
Hepteroneutesdfossilis =m~MPGSSFLL-LEFFEI==——~ NFFSPAQSYLLTHCRPVYNE TVSVEKDGCEHCILVFQTS
Siiurus_meridionalis -=-MPASSYIL-LPFFM====== NFFSPAQSYLLTHCEPY TVSVEKDGCFHCOLVEQTT
Clarias gariepinus ==~MPASSYFL-LFFFM-==—=~ NFFSPAQSYLLTHCEPVNETVSVEKDGCFHCLAFQTS
Clarias_batrachus -—-MPASSYLL-LFFFM~————— NFFSPAQSYLLTHCEPYENVSVERKDGCFHCILAFQTS
Tachysurus_fulvidraco -=--MPAFSFLL-LYFLI-===—=—— NVEFSAAHSYHLTHCEPY TVSVEKDGCPKCLVFQTS
Hemibagrus_nemurus -MSVPAFSFLL-LYFLI-—————— NIFSPAQSYLLTHCEFPI TVSVERKDECPHOLVEQTS

- . * - * - kW * %k * -k
Oreochromis_niloticus IESGHEITKDPVIKIPFSNVYQHVETYRDLYYKTFELPCEPPGVDPIVTYPVALSEHCGR
Danio_rerio IJCEGHCNTRDPVYKSPFSTVHQTVICITYRDVRYET INLPOCKAGYVDPQITYPVALSCOCSL
Oncorhynchus mykiss NCEGHCNW TREPVEFRKSPFSTVYQHVICTYRDVRYETIRLPOCPFWVDPHVTYPVALSCPCSL
Arapaima_gigas TCEGHCI TKEPVYKSPLSMLYQOHVICITYRGVEYETIRLPOCIPRGVDPHVTY PVALYCECGL
Carassius_auratus NCBEGHCILTREPVYRSPFSTVY OHVICIIYRDVRYETVRLPOCIPPGVDPHITYPVALICDCS L
Colossoma_macropomum ICBEGHCILTEEPVYKSPFSTIYQHVICTYRDVRYETVRLPOCIPAGVDEPHVTY PVALSCPCSL
Astyanax_altiparanae INCEGHCL.TEDPVYKSPFSTIYCHVICITYRDVRYE IVRLPOCIPFGVDPYVTYPVALSCLCSL
Ictalurus punctatus ICEGHCLTKEPVYKSPFSNIYQHVICTYRDVRYETVRLPOCRPGVDPHVTYPVALYCECTL
IPimelodus grosskopfii l;SGHCFTKEPVYKS&FSSlYQHVCPYRDVRYETVRLPLCHPGVDPHVTEPVRLSCECSL|
HepLeroneuteS_fOSSiliS ICEGHCF TKEPVYKSPFSSIYQHVICITYRDVRYETIRLPOCRPGVDPHVTYPVALSCECSL
Silurusmmeridionaiis JICBEGHCF TKEPVYKSPFSSIYQHVICITYRDVRYETVRLPOCHPGVDEPEVTY PVALYCECSL
Clarias_gariepinus NCEGHCEF TKEPVYKSPFSSIYQHVICITYRDVRYETIRLPOCRPGVDPHVTYPVALSCECSL
Clarias_batrachus TCEG TEKEPVYKSPFSSIYOQHVICIYRDVRYETIRLPOCRPGVDPHVTYPVALYCECSL
Tachysurus_fulvidraco ICBGHCF TKEPVYKSPFSSIYQHVICTYRDVRYETVRLPOCRPGADPHITYPVALSCECSL
Hemibagrus_nemurus IES&HE EKLPVYKSPFSSEYQHVQTYRDVRYETVRLPEEHPGVDPHVTYPVRL C CSL
&k & * *

Oreochromis niloticus
Danio_rerio
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Colossoma macropomum
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Ictalurus punctatus
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|Pimelodus grosskopfii

Hepteroneutes fossilis
Silurus meridionalis
Clarias_gariepinus
Clarias_batrachus
Tachysurus fulvidraco
Hemibagrus nemurus

CRMDTSOETFESMOPDFCMNDI PFY —— =Y
CITINTSDCIIQSLOPDFCMSQREDFSA—-Y
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CIMDTSDCIESLTPDFCMMOREFIVD--Y
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CPMDTSOCIIESLNPDFCMTQKEYILD--Y
CTMDTSOCITIESLNPDFCMTQKEFILD--Y |
CTMDTSDCTIESLNPDFCMTQKEFILD--Y
CITMDTSDCI IESLKPDFCMTQKEFILD--Y
CIMDTSDCIIESLNPDFCMTQKEFILD--Y
CIMDTSDCIIESLNPDFCMTQKEFLLD--Y
CIMDTSDC IESLKPDFCMTQREFILD--Y
ICIMDTSDCT IESLKPDECMTQKEFILD--Y
-
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Los residuos de cisteina son identificados con cuadros. Los sitios de N-glicosilacién son identificados con cuadros en sombra. Para
el andlisis se incorporaron los espacios (gaps) marcados con (-).

Se encontré una alta homologia de las secuencias de
nucledtidos (86-92%) y aminoacidos (86-95%) de la
subunidad GP-a de P. grosskopfii con otros géneros de
Siluriformes como: Hemibragrus, Clarias, Pelteobragus,
Ictalurus, Tachisurus y Silurus. En contraste, se evidencio

menor homologia de la subunidad GP-a de P. grosskop-
fii con peces de otros ordenes como Characiformes,
Cypriniformes, Salmoniformes, Osteoglossiformes y
Perciformes a nivel de nucledtidos (65-85%) y para la
prediccion de aminoacidos (64-92%) (cuadro 3). Igual-
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mente, para LHB de P. grosskopfi
se registré una alta homologia de
la secuencia de nucledtidos (85-
91%) y aminoacidos (88-92%) con
otros Siluriformes asi como menor
homologia con peces de los érde-
nes Characiformes, Cypriniformes,
Salmoniformes, Osteoglossiformes
y Perciformes a nivel de nucledti-
dos (65-80%) y para la prediccién de
aminoacidos (59-84%) (cuadro 3).

La filogenia basada en las secuen-
cias de LHp separé claramente los
diferentes 6rdenes incluidos en el
andlisis, comparado con el arbol
basado en GP-a (figuras 3 y 4)
ya esta Ultima filogenia no agru-
po6 en un solo clado a los miem-
bros del 6rden Characiformes.
Sin embargo, en ambas filogenias
los miembros del orden Silurifor-
mes presentaron menor distancia
entre si, comparados con repre-
sentantes de Osteoglossiformes,
Salmoniformes y Perciformes. En
ambos arboles, los bagres del vie-
jo mundo (Silurus, Heteropneustes,
Clarias, Hemibragrus y Tachisurus)
fueron mas cercanos entre si,
comparados con uno de los dos
bagres americanos (Ictalurus o Pi-
melodus) segun la reconstruccion
filogenética analizada.

En general las relaciones presen-
tadas en la filogenia basada en las
secuencias de LHp fueron consis-
tentes con los resultados obteni-
dos por [21,22] para la clase Acti-
nopterygii ya que se identificé a:
1. Osteoglossomorpha (Arapaima
gigas) como el linaje hermano de
los demas teledsteos analizados y
2. el clado Otophysi (compuesto
por Characiformes y Siluriformes
como grupos hermanos junto a
Cypriniformes). La principal dife-
rencia entre la filogenia basada en
LHB vy las propuestas por [21,22]
fue la relacion de Salmoniformes

Figura 3. Relaciones filogenéticas de la subunidad GP-a de P. grosskopfii con otras de
especies teledsteos.
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Figura 4. Relaciones filogenéticas de la subunidad LHpB de P. grosskopfii con otras de
especies teledsteos.
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y Perciformes sin la formacién del clado Euteleostei
que si se presentd en la filogenia basada en GP-a.
Las relaciones entre las familias del orden Silurifor-
mes encontradas en las filogenias basadas en GP-a
o LHP conservaron la relacién entre Hepteroneustes
con Clarias (Claroidea), Tachysurus con Hemibagrus
(Bagridae) y Silurus (Siluridae) como linaje indepen-
diente que se presentan en [23]. La relaciéon de Icta-
lurus con Bagridae observada en la filogenia basada
en GP-a fue consistente con la filogenia presentada
por [22] pero fue diferente a la obtenida para LHp.
La posicion de Pimelodidae en las filogenias basadas
en GP-a o LHP es diferente a lo descrito por [22]
debido a que estos autores encontraron a Pimelodi-
dae como parte del grupo hermano del clado del que
hacen parte Ictaluridae mas Bagridae

CONCLUSIONES

El presente estudio, es el primer reporte de las se-
cuencias de las subunidades de una gonadotropina en
una especie de la familia Pimelodidae. El marco abier-
to de lectura para las secuencias de las subunidades
GP-ay LHp de P. grosskopfii fue de 351 y 423 pb res-
pectivamente. En GP-q, se identificé un péptido sefal
de 24 aa dejando una proteina madura de 92 aa. Por
otra parte, en LHp3, se observé un péptido sefial de 22
aa para una proteina madura de 118 aa. La homolo-
gia de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de
GP-a y LHB de P. grosskopfii fue mayor con miembros
del orden Siluriformes comparados con otros ordenes
de peces. Las filogenias construidas a partir de GP-a o
LHB conservan muchas de las relaciones previamen-
te reportadas entre los grandes grupos de peces con
aletas radiadas, pero presentan particularidades, entre
ellas la posicién de Pimelodus al interior de Silurifor-
mes. Estos resultados son un punto de partida para el
desarrollo de anticuerpos para cuantificacion de hor-
monas gonadotroépicas y la produccién de hormona
luteinizante recombinante en P. grosskopfii.
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La produccién bovina en Colombia se caracteriza por presentar bajos indi-
cadores de produccién debido a la baja calidad de las pasturas y el manejo
extensivo de las praderas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efec-
to de un silvopastoril de Tithonia diversifolia y Urochloa brizantha cv. Toledo
asociado a Urochloa humidicola, sobre los pardmetros productivos de novillas
BON x Cebu. Se distribuyeron de manera aleatorizada, 24 novillas BON x
Cebu de 15,81 + 2,05 mesesy 183,95 + 33,45 kg de peso, en dos tratamien-
tos, un monocultivo de Urochloa brizantha cv. Toledo y Urochloa humidicola,
y el sistema silvopastoril de Tithonia diversifolia. Se estimé la produccioén de
materia seca y el consumo de materia seca en cada tratamiento y se realizé
evaluacion del peso, ganancia de peso, altura a la cruz, perimetro tordcico y
longitud corporal de los animales, durante dos pastoreos. Se hallaron dife-
rencias significativas a favor del sistema silvopastoril para la produccién de
materia seca, la ganancia de peso, el peso, y la altura a la cruz (p < 0,05). Se
concluyé que los sistemas silvopastoriles son una alternativa para mejorar la
oferta forrajera y, por consiguiente, el desarrollo productivo de novillas.

ABSTRACT

Bovine production in Colombia is characterized for its low production indica-
tors, because pastures are of low quality and the grasslands has an extensive
management. The objective of this research was to evaluate the effect of a sil-
vopastoral with Tithonia diversifolia, and Urochloa brizantha cv. Toledo asso-
ciated with Urochloa humidicola, on the productive parameters of BON x Zebu
heifers. 24 heifers BON x Zebu with an average age of 15,81 + 2,05 months and
183,95 + 33,45 kg of weight, were distributed randomly in two treatments, a
monoculture with Urochloa brizantha cv. Toledo associated to Urochloa humi-
dicola, and, the silvopastoral with Tithonia diversifolia. The dry matter produc-
tion and the consumption was estimated in both treatments. Also, the weight,
weight gain, body height, heart girth and body length were evaluated in the
animals during two rotations. Significant differences were found in the silvopas-
toral system for the production of dry matter, weight gain, the weight, and body
height (p = 0,05). It was concluded that silvopastoral systems are an alternative
to improve the forage offer and the performance of heifers.

RESUMO

A producdo bovina na Colémbia é caracterizada por baixos indicadores de pro-
ducdo, devido a baixa qualidade das pastagens e ao amplo manejo das pasta-
gens. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de um sistema silvipastoril de
Tithonia diversifolia, Urochloa brizantha cv. Toledo consorciado com Urochloa
humidicola, nas desempenho de novilhas BON x Zebu. 24 novilhas BON x Zebu
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com idade média de 15,81 + 2,05 meses e 183,95 £
33,45 kg de peso, em dois tratamentos, em monocultivo
de Urochloa brizantha cv. Toledo e Urochloa humidicola,
e o silvipastoril com Tithonia diversifolia. A massa de ma-
téria seca e o consumo de matéria seca foi estimada, Da
mesma forma, avaliagdo do peso, ganho de peso, altura
ao garrote, perimetro tordcico e comprimento do corpo
em cada tratamento, durante duas rotacoes. Diferencas
significativas foram encontradas a favor do sistema silvi-
pastoril para a massa de matéria seca, o ganho de peso,
0 peso e a altura ao garrote apresentaram diferencas sig-
nificativas (p < 0,05). Concluiu-se os sistemas silvipastoris
sdo uma alternativa para melhorar a producdo de forra-
gem e, consequentemente, o desempenho de novilhas.

INTRODUCCION

La ganaderia en Colombia posee un esquema de
produccion en el que generalmente los sistemas de
pastoreo hacen uso de grandes 4reas con un minimo
o nulo manejo rotacional de las praderas, recurrien-
do a la deforestacién como solucién para ampliar el
area en pasturas. Debido a esto, el area destinada a
la ganaderia supera la vocacién de uso de suelo re-
comendada, que es del 13,3% del territorio nacional
(15.184.586,48 ha) [1], ocupando en pastos, forrajes,
arvenses y rastrojos 33,9 millones de hectareas [2].
Ademas, este tipo de manejo ha generado degra-
dacién de los suelos, contaminacion de cuerpos de
aguay pérdida de biodiversidad [3].

La produccién de carne (cria, levante, ceba) bovina se
localiza principalmente en las zonas de trépico bajo
(0 a 1000 msnm), donde suele haber falencias en la
alimentacién por la baja relacién energia: proteina de
las pasturas predominantes y la baja disponibilidad
de forrajes, acentuada por la intensidad y erraticidad
de sequias y lluvias asociadas al cambio climatico [4,
5]. Si bien es cierto, el componente racial hace parte
de los elementos determinantes del desarrollo pro-
ductivo y reproductivo de los bovinos, los factores
ambientales, nutricionales y de manejo, tienen un
alto grado de influencia [6]. Por tanto, la alteracién
en cualquiera de estos aspectos repercute a nivel
fisiolégico y metabdlico y, por ende, en la reproduc-
cion, desarrollo, salud y rendimiento de los animales
[7]. Una de las etapas mas influenciada por estos fac-
tores es la pubertad, que se conoce como el momen-
to en que una novilla es capaz de expresar un ciclo
estral acompafado de un cuerpo liteo funcional [8].

Para que una novilla alcance la pubertad, es necesa-
rio que el eje hipotalamo-hipd&fisis-ovario sea capaz de
generar ondas de FSH y LH que estimulen el recluta-
miento, seleccién y dominancia de un foliculo ovarico
[9]. La maduracion del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario,
se ha relacionado con factores como laraza, laedady la
nutricion [10]. En condiciones ideales de alimentacion,
manejo y sanidad, las razas Bos indicus se caracterizan
por presentar mayores edades a la pubertad (397-426
dias) con relacién a las razas Bos taurus (347-355 dias)
[9]. Sin embargo, en las regiones tropicales de baja alti-
tud, en donde predominan las razas Bos indicus, la edad
a la pubertad puede retrasarse, debido, principalmen-
te, a la baja calidad de la oferta forrajera [7].

Se considera que una novilla alcanza la pubertad
cuando tiene el 55 a 60% de su peso adulto segln
la raza. Esto se debe a que el peso esta relacionado
con una buena condicion corporal y, esta a su vez,
con el almacenamiento de tejido adiposo del animal.
Uno de los principales reguladores de la funcién re-
productiva a nivel del eje hipotalamo-hipdfisis es la
leptina, que es secretada por el tejido adiposo. Por
tanto, una baja condicién corporal conlleva a con-
centraciones séricas insuficientes de leptina, para
estimular la activacién de la secrecion de GnRH en el
hipotadlamo, ocasionando la inhibiciéon de la funcién
reproductiva en novillas [8, 10, 11].

Por consiguiente, la dieta es un factor determinante
en el desarrollo productivo y reproductivo de las no-
villas, lo que plantea la necesidad de abordar estrate-
gias de produccién de forraje que favorezcan un mejor
desarrollo corporal, peso y ganancia de peso [6, 12].
Una de las alternativas para mejorar la oferta forraje-
ra en las ganaderias es el establecimiento de sistemas
silvopastoriles (SSP) para ramoneo directo, los cuales
consisten en arreglos espaciales en potrero, que com-
binan arbustivas forrajeras, pasturas y arboles para
sombra, contribuyendo a mejorar la produccién de
biomasa y la oferta nutricional y con un impacto favo-
rable sobre el ambiente y el bienestar animal [13, 15].

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de un sistema silvopastoril para ramoneo
directo, de boton de oro (Tithonia diversifolia Hemsl
A. Gray), pasto toledo (Urochloa brizantha cv. Toledo)
asociado a pasto dulce (Urochloa humidicola) y drbo-
les para sombra, sobre los parametros productivos
de novillas Blanco Orejinegro (BON) x Cebu.
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METODO

Este estudio se realiz6 en la Hacienda La Candela-
ria ubicada en el municipio de Caucasia-Antioquia,
a 08°01'49"N y 75°13'03"0, con una temperatu-
ra promedio de 26 ° C, altura sobre el nivel del mar
de 50 msnm, precipitacion promedio anual de 2100
mm, 75% de humedad relativa, y topografia 15% pla-
nay 85% terreno ondulado. Este estudio contdé con
el aval del Comité de ética para la experimentacién
con animales de la Universidad de Antioquia, como
consta en el Acta No. 120 del 09 de octubre de 2018.

Caracteristicas de los animales

Se seleccionaron 24 novillas BON x Cebd, con eda-
des entre los 13,76 y 17,86 meses de edad, y peso
entre 150,5 y 217,4 kg. Los animales se encontra-
ban en buen estado de salud y provenian de un sis-
tema de pastoreo tipo extensivo en pasturas como
Urochloa humidicola, Andropogon gayanus, y Leersia
hexandra. Las 24 novillas fueron distribuidas aleato-
riamente entre dos tratamientos, correspondientes a
dos sistemas de pastoreo: un monocultivo (MONO)
y un sistema silvopastoril (SSP).

Caracteristicas de los sistemas de pastoreo

En cuanto al monocultivo (tratamiento control), consis-
tid en un area de 1,5 ha, en la que se sembro pasto to-
ledo a 8,0 kg/ha en zonas con bajo nivel freatico, y se
conservo el pasto humidicola en las areas con alto nivel
fredtico. Respecto al tratamiento experimental, se es-
tablecié un SSP de 1,3 ha, en el cual se sembré pasto
toledo (8,0 kg/ha) para zonas con bajo nivel freatico, y
se conservo el pasto humidicola ya existente en zonas
con alto nivel fredtico. Como arbustiva para ramoneo
directo, se establecio botén de oro por semilla sexual.
Si bien es cierto, se reporta usar para la siembra de bo-
tén de oro 5,0 kg de semilla sexual por hectarea en tré-
pico alto [16], en este estudio, debido a que se trabajo
en suelos erosionados, compactados y de acuerdo al
analisis de suelos de la finca, con baja materia organica
(1,6%), alta saturacion de aluminio (46,9%) y pH acido
(4,67), se considerd pertinente usar una mayor canti-
dad de semilla. Por lo anterior, se utilizaron 7 kg de se-
milla sexual/ha mezclados previamente con gallinaza, a
razén de 10 kg de gallinaza por kg de semilla de botén
de oro. La siembra, se hizo directamente en campo a

menos de 2 cm de profundidad, tapando ligeramente
con tierra y pasto seco, previo trazado del terreno, el
cual fue subdivido en 16 franjas, en cada una de las
cuales se establecieron 2 surcos de botén de oro a una
distancia de 5 m entre ellos y de 20 cm entre plantas.

Respecto a los arboles dispersos en el potrero, se iden-
tificaron 42, correspondientes a las especies Cassia
grandis, Xylopia aromatica, Chrysophyllum cainito., Albizia
carbonaria britton, Enterolobium cyclocarpum, y Gmelina
arborea. Ademas de los arboles para sombra mencio-
nados, se establecieron arboles de totumo (Crescentia
cujete) por semilla sexual, y de matarraton (Gliricidia
sepium) con estacas de 2,5 m de largo, para un total de
199 arboles dispersos (153/ha) en el drea de estudio.

Manejo de los sistemas de pastoreo

Previo al inicio de los pastoreos, se hizo un corte de
uniformizacién de la pastura de cada sistema (30 dias
de edad) y del boton de oro (60 dias de edad) del sis-
tema silvopastoril. La pastura se cortd con guadana
y, al botén de oro, se le realizé un corte en bisel a 1
m de altura. Cada 4rea fue manejada a través de un
sistema de rotacién por franjas con cinta eléctrica,
con 16 franjas por sistema, teniendo en cuenta 2 dias
de ocupacién y 30 dias de descanso por franja. En el
sistema silvopastoril (SSP), se dejé disponible un sur-
co de botdn de oro por pastoreo, con el fin de dar un
tiempo de descanso de 60 dias a la arbustiva.

Variables evaluadas

A continuacién, se describe la metodologia aplicada
a cada una de las variables evaluadas. Respecto al
andlisis de los datos, estos fueron procesados en el
software estadistico R Project version 3.6.0.

Composicion nutricional de las especies usadas en el
estudio. Se realizé evaluacion de la composicion nutri-
cional (contenido de MS, PC, FDN, y FDA) de las pas-
turas (toledo y humidicola) de cada tratamiento (SSPy
MONO) a 30 dias de edad, y del del botén de oro del
SSP a los 60 dias de edad. Se tomaron muestras de
500 g de forraje verde de cada especie en los sistemas
de pastoreo evaluados, las cuales fueron secadas en
horno con ventilacion forzada durante 16 h a 70°C,
posteriormente se molieron con un molino tipo ciclén
con malla de 1 mm. Los andlisis se realizaron por es-
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pectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS) en el labo-
ratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad de Antioquia (cuadro 1).

Produccion de forraje verde (PFV) y materia seca
(PMS) (kg/m?). Para el caso del forraje verde de las
pasturas en ambos tratamientos, se hicieron aforos
usando la técnica de doble muestreo [17], y en cuan-
to al SSP, se tuvo en cuenta también el estrato de
las arbustivas, al cual se le aplicé la técnica de doble
muestreo adaptada [18]. La estimacion de forraje
verde por m?, tanto para las pasturas como para el
botén de oro se hizo mediante un analisis de regre-
sion lineal. Por su parte, la produccion de materia
seca (MS) se calculé considerando el % MS reportado
por el andlisis de composicion nutricional para cada
especie. Los datos fueron analizados a través de una
prueba de T de dos vias para varianzas desiguales.

Consumo de materia seca por animal/dia (CMS kg/
animal/dia). La evaluacién de consumo se realizé a
partir de aforos de entrada y salida en cada franja en
ambos tratamientos. Para establecer la cantidad de
forraje ofertada a los animales y el excedente después
del pastoreo en cada franja, se pesé con bascula digi-
tal y, a partir de dichos datos, se calculé la diferencia
entre entrada y salida, asumiendo que dicha diferen-
cia correspondia al valor consumido por el grupo de
animales de cada sistema. Posteriormente, a partir del
consumo grupal se estimé un promedio de consumo
individual de acuerdo con el nimero de animales en
pastoreo en cada tratamiento. Para el calculo en el
SSP, se realizaron aforos de entrada y salida tanto a las
pasturas como al botén de oro, y se sumaron dichos
valores para obtener el consumo total. Para el analisis
de los valores de consumo estimados, se hizo esta-
distica descriptiva, calculando la media del consumo,
desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Desarrollo productivo. Se usé un disefio experi-
mental completamente aleatorizado con mediciones
repetidas en el tiempo, donde entre el tratamiento
control (MONO), y el tratamiento experimental (SSP)
se distribuyeron aleatoriamente 24 novillas BON x
Cebu con una edad promedio de 15,81 + 2,05 meses
y 183,95 + 33,45 kg de peso. Los animales fueron
sometidos a un pastoreo de adaptacion de 32 dias,
previo a los periodos de evaluacion. Los periodos
de evaluacion fueron dos pastoreos de 32 dias cada
uno, con dos dias de ocupacién y 30 dias de descan-
so por franja. En el primer pastoreo de evaluacién se

Cuadro 1. Caracteristicas nutricionales de las especies usadas
en los sistemas de pastoreo evaluados.

Monocultivo Sistema silvopastoril

S S S S S

£ S £ S S

< S < hsi =

2 S £ S £ 5

© = > o S >

= S < S < 3

S S S S = =
MS (%) 271 19,8 254 21,5 15,3
PC (%) 9,0 8,3 8,0 7.4 27,4
FDN (%) 69,4 67,1 68,0 68,0 32,7
FDA (%) 37,3 39,3 37,2 39,0 20,7

evaluaron 12 animales por tratamiento. Sin embargo,
para el segundo pastoreo, se redujeron los animales
a ocho por cada uno debido a que, de acuerdo con
los aforos, bajé la produccion de forraje por m? en el
monocultivo, debido a que este pastoreo coincidié
con un periodo de baja precipitacion (época seca).
Por tal motivo, las variables fueron analizadas bajo
un modelo desbalanceado. Durante los pastoreos, se
evalué el peso, la ganancia de peso, y las mediciones
bovinométricas de altura a la cruz (AC), perimetro to-
racico (PT) y longitud corporal (LC).

En cuanto a la variable peso (kg/animal), se utilizd bas-
cula mecénica para los respectivos pesajes y las ga-
nancias de peso (kg/animal/dia) se obtuvieron a partir
de las mediciones periddicas de éste. Las mediciones
bovinométricas (altura a la cruz, perimetro toracico,
longitud corporal) se realizaron con cinta métrica, y
tanto estas variables como el peso, fueron evaluadas
antes de iniciar el ensayo y durante los dos pastoreos.

Los datos de cada variable fueron evaluados a través
de analisis de varianza (ANOVA) y prueba de compa-
raciéon de medias de Tukey, segiin un modelo lineal
mixto procesado con el paquete nime del software R
Project, de acuerdo al modelo estadistico descrito a
continuacion (ecuacion 1):

Yo =+ Bi+ay+vi + afyy + avpe + 6+ e (Ec. 1)

Donde, Y, = variable de respuesta obtenida de
la ecuacion; p = media general; g; = Efecto fijo del
i-ésimo tratamiento (MONO y SSP); a; = Efecto fijo
del j-ésimo pastoreo; y;, = Efecto aleatorio del k-ési-
mo animal; ap;; = Efecto fijo del i-ésimo tratamiento
en el j-ésimo pastoreo; @¥jx= Efecto aleatorio del
k-ésimo animal en el j-ésimo pastoreo; §, = co-va-
riable; €ijki= error experimental. La co-variable para
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el peso y la ganancia de peso, fue el peso inicial, y
para las mediciones bovinométricas, se usé la medi-
cion inicial de cada una.

RESULTADOS
Calidad nutricional de los sistemas de pastoreo

Las caracteristicas nutricionales encontradas en el
MONO y el SSP se presentan en el cuadro 1. Los por-
centajes de MS, PC, FDN, FDAy lignina de las pastu-
ras en ambos tratamientos, estuvieron en el mismo
rango y son similares con los contenidos de MS re-
portados para otras pasturas de trépico bajo, como
el pasto estrella (22,36%) (Cynodon plectostachyus) y
pasto guinea (19,92%) (Megathyrsus maximus) [19].

En cuanto al porcentaje de PC, aunque entre trata-
mientos el valor de PC de las pasturas estuvo en el mis-
mo rango (7-9%), el SSP tuvo un mayor aporte proteico
con respecto al MONO. Esto se debid a la inclusion del
estrato arbustivo en este sistema de pastoreo, donde el
botén de oro presenté un contenido de PC de 27,4%.
Los valores hallados de PC para las pasturas fueron su-
periores a los reportados para un sistema establecido
en suelos acidos y baja fertilidad de la Amazonia colom-
biana con 6,13% de PC para U. humidicola'y 7,61% para
U. brizantha [20], pero inferiores con relacion a un SSP
en México, que reporta para U. brizantha un porcentaje
de PCentre 11,2y 11,8% [21].

Con relacion al contenido de fibra, las fracciones de
FDN (68-69,5%) y FDA (37-37,5%) para el pasto to-
ledo, fueron menores en este estudio, comparado
con lo reportado para los porcentajes de FDN (73,8-
74,5%) y FDA (41,3-43,7%) en un estudio donde se
comparaba el desarrollo de novillas en un monocul-
tivo de pasto toledo y un sistema silvopastoril de
pasto toledo y cratylia (Cratylia argentea) [21]. Otra
investigacion, reporta para el pasto toledo, un valor
de 80,8% de FDN, 55,8% de FDAy una digestibilidad
del 48,1%, mientras que para el humidicola, 69,5%
de FDN, 42,4% de FDA y una digestibilidad del
51,9% [20]. Comparando estos datos con los del pre-
sente estudio, el pasto toledo tuvo valores inferiores
de las fracciones de FDN y FDA en ambos sistemas,
en tanto que el pasto humidicola tuvo un porcenta-
je de FDN (67-68%) similar y un porcentaje de FDA
(39-39,5%) menor con relacién al valor mencionado
para esta fraccion por el mismo autor. Con relacion

al contenido de fibra, la FDN se ha asociado con una
reduccién en el consumo, debido al efecto de llena-
do a nivel ruminal y la FDA con la digestibilidad, por
lo que, valores elevados de FDA, se han relaciona-
do con una disminucién en la digestibilidad, debido
a que esta fraccién estd conformada por celulosa y
lignina, que son altamente indigestibles [13, 22-25]

En lo que concierne al botén de oro, el porcentaje de
MS (15,3%) fue mayor comparado con reportes en
trépico alto [16], donde se han hallado contenidos de
MS entre 12,45%y 12,74%. Sin embargo, con relacion
a trépico bajo (18,2-19,7% segun la época) el conteni-
do de MS fue inferior [26]. El porcentaje de MS puede
ser muy variable en el boton de oro y puede deberse a
diversos factores como la edad del cultivo, época del
afo, el manejo agrondmico, la asociacién con otras es-
pecies forrajeras y la altura sobre el nivel del mar [16].

En cuanto a la proteina cruda del botén de oro
(24,7%), fue mayor comparada con lo reportado en
tropico alto (12,76-14,10%) [16] y cercana a lo repor-
tado en tropico bajo (27,4-28,7%) [26], lo que resulta
relevante teniendo en cuenta las pobres condiciones
edaficas del suelo en que se establecio el sistema sil-
vopastoril. Esto podria sugerir que el botén de oro,
es una especie con la capacidad no solo de adaptarse
a suelos acidos y de baja fertilidad, sino de expresar
buenas caracteristicas nutricionales [20, 27].

En cuanto a la fibra del botén de oro, los valores del
presente estudio fueron de 32,7% para la FDN y 20,7%
parala FDA, frente a reportes para trépico alto de 50,21-
53,81% de FDN vy 48,18-48,47% de FDA [16]. Y para
tropico bajo de 25,2% de FDN y 23,5% de FDA [20].
Con relacion a tropico alto, los valores encontrados en el
presente estudio son mas bajos, mientras que, con res-
pecto a los valores reportados en trépico bajo, la FDN es
mas alta pero el FDA es estd en un mismo rango.

La composicion nutricional de los forrajes de un sis-
tema de pastoreo que integra varios estratos (grami-
nea, arbustiva, arbérea) como el SSP evaluado, pue-
de presentar contrastes en su contenido de proteina
y fibra que favorecen la calidad de la dieta ofertada.
En este caso, el contenido de PC del botdn oro repre-
senté un aumento en la oferta total de proteina en
la dieta, frente al monocultivo, cuya Unica fuente de
proteina fue la graminea. De igual modo ocurre con
los contenidos de FDN y FDA, cuyo contenido total
en la dieta se vio disminuido debido a que el botén
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de oro tiene valores bajos comparados con las grami-
neas evaluadas. Es precisamente por esta capacidad
de expresar buenas caracteristicas nutricionales, aun
en pobres condiciones edaficas, que esta especie po-
dria ser una alternativa para mejorar la calidad de la
dieta en producciones bovinas con suelos acidos, de
baja fertilidad y/o degradados [3, 20, 28].

Produccidn de FV (forraje verde)
y MS (materia seca) (kg/m?)

El SSP tuvo una produccion de FV y MS superior al
monocultivo (cuadro 2, p < 0,05), con una produccion
estimada de MS de 2,8 ton/ha, que resulta también
superior a un reporte [21] donde para un primer pas-
toreo en un SSP de U. brizantha cv. Toledo y Cratylia
argentea se obtuvo 1,9 ton/ha. Sin embargo, resulta
inferior con relacién al segundo pastoreo (3,6 ton/
ha) y tercer pastoreo (4,08 ton/ha), de dicho estudio,
en tanto que la produccién de MS para el monocul-
tivo del presente estudio fue mayor (2,4 ton/ha) con
relacion a los 3 pastoreos en el monocultivo de U.
brizantha cv. Toledo del citado estudio (0,77, 0,946 y
1,39 ton/ha respectivamente).

Por otra parte, los valores del presente estudio son
superiores tanto para el SSP como para el MONO,
con respecto a un SSP intensivo de botén de oro
(T. diversifolia), Urochloa decumbens, U. brizantha cv.
Toledo, y Urochloa humidicola, donde se reporté una
produccion de 0,243 kg MS/m? (1,126 kg FV/m?)
donde el 15% fue aportada por la arbustiva T. diversi-
folia, mientras que, para el monocultivo fue de 0,169
kg MS/m? (0,761 kg FV/m?) [20]. Asi mismo, al esti-
mar la carga animal con base en la produccion de MS
aprovechable/m?, para un manejo rotacional como el
dado a los sistemas de pastoreo en el presente estu-
dio, en 1,0 ha en SSP se podria tener 4,16 UGG en
época de lluvias, y 3,26 UGG en época seca, mientras
que, en un monocultivo se podrian tener 3,73 UGG
en época de lluvias y 2,78 UGG en época seca.

Consumo de materia seca por animal/dia
(CMS kg/animal/dia)

Los célculos del CMS mostraron valores similares en-
tre tratamientos (cuadro 3). Sin embargo, al hacer la
estimacion del porcentaje consumido en MS con res-
pecto al peso vivo (PV), es mayor para el SSP con un
2,85%, frente a un 2,57% para el MONO. Asi mismo,
la oferta total de MS/100 kg PV fue de 10,47 kg para
el SSPy 10,33 kg para el MONO.

En un SSP en trépico hiimedo mexicano, usaron pas-
to toledo junto con Cratylia argentea para ramoneo
directo de novillas Holstein x Cebu entre 11 y 16
meses de edad, estimando una ingesta de MS por
animal de 4,3 kg para el grupo en el SSP, mientras
que en un monocultivo de pasto toledo fue de 4,09
kg. Sin embargo, en dicho estudio el contenido de
MS consumido con respecto al PV fue mayor para el
monocultivo con un 2,49% comparado con un 2,22%
para el silvopastoril [21]. Por otra parte, en Brasil
[29] evaluaron también el consumo en un SSP de
Urochloa decumbens y Stylosanthes guianensis cv. Mi-
neirdo y un monocultivo de U. decumbens, en novillas
Holstein x Cebu de 250 kg. En dicho estudio, halla-
ron que el consumo fue mayor en el SSP (2,1-2,4%)
que en el monocultivo (2,0-2,2%), aunque, siendo
mas alto en ambos casos para la época de lluvias. Es-
tos resultados podrian sugerir que la diversificacién
de la oferta forrajera de los sistemas silvopastoriles
contribuye a mejorar la ingesta al aumentar el aporte
de nutrientes de la dieta debido a la asociacion de
gramineas con especies arbustivas que expresan alto
nivel proteico y bajos niveles de FDN y FDA con res-
pecto a las pasturas tropicales [22, 30].

En el cuadro 4 se presenta la oferta de MS y el CMS del
SSP evaluado. La relacion de CMS de pastura: botén de
oro, estuvo en un 95,92: 4,07%, sin embargo, el por-
centaje de consumo de botdn de oro fue alto (96,10%),
lo que podria indicar que la proporcion de consumo con

Cuadro 2. Produccién de forraje verde y materia seca por metro cuadrado, en los tratamientos evaluados (kg/m?).

Variable MONO SSP p-value
FV 1,04°+0,08 1,192+ 0,05 5,43e-04
MS 0,24°+0,02 0,282+ 0,01 1,15e-06

MONO=Monocultivo; SSP=Sistema silvopastoril; FV= forraje verde; MS= Materia seca; diferentes letras en la fila, indican diferen-

cias significativas p<0,05.
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respecto a la pastura estuvo influenciada por la oferta
de botdn de oro. Es decir, que pudo haber sido mayor el
consumo de botdn oro a una mayor densidad de la ar-
bustiva en el area estudiada, pues en este caso la oferta
de MS proveniente del botén de oro fue de 2,53 kg
MS por cada 786,86 m?, que es baja comparada con un
sistema silvopastoril en trépico alto, donde se reportan
3,6 kg de MS por cada 375,9 m? [18], o con un SSP de
alta densidad (4000 arbustos/ha) en trépico bajo, don-
de se obtuvo un promedio de disponibilidad de bioma-
sa proveniente del botén de oro de un 15% [20].

Desarrollo productivo de las novillas

En cuanto al peso y la ganancia de peso (cuadro 5),
hubo efecto para el tratamiento, el pastoreoy la inte-
raccion tratamiento x pastoreo. El promedio de peso
al final del experimento fue de 219,75 + 28,41 kg
para el MONO, y de 217,25 + 39,81 kg para el SSP.
Sin embargo, la ganancia promedio de peso del expe-
rimento fue mayor para el SSP con 0,743 + 0,37 kg/
animal/dia, mientras que en el MONO fue de 0,478
+0,21. Si bien, en el primer pastoreo, el MONO tuvo
un mayor peso, cuando se relaciona con la ganancia
de peso en dicho periodo, fue mayor para el SSP con
0,930 + 0,38 kg/animal/dia (p < 0,05), y en el segun-
do pastoreo, el SSP superd en peso y ganancia de

peso al MONO, por lo que, se podria considerar que
las novillas del SSP tuvieron un mejor desempefo
productivo que el MONO.

En lo que a desarrollo productivo se refiere, cabe re-
saltar que los animales evaluados presentaron un peso
promedio inicial por debajo de los 200 kg, con una
edad promedio de 15,81 + 2,05 meses (13,76-17,86),
lo que es muy inferior si se considera que en trépico
bajo los animales son destetados en promedio a los
9 meses de edad con pesos que pueden oscilar entre
140 kg y 150 kg [19, 31]. Lo anterior, sugeriria que,
por las condiciones de oferta y calidad forrajera del
sitio de evaluacién, debido a las pobres caracteristi-
cas de los suelos y al tipo de pasturas predominantes
(U. humidicola, Andropogon gayanus, y gramas nativas
como Leersia hexandra), hubo bajas ganancias de peso
post-destete y, por ende, un atraso en el desarrollo de

Cuadro 3. Consumo de materia seca (MS) de las novillas
en los tratamientos evaluados (kg/animal/dia).

Tratamiento Media DE cv
MONO 4,97 0,04 0,8
SSP 5 0,06 1,2

MONO=Monocultivo; SSP=Sistema silvopastoril; DE= Desvia-
cion estandar; CV= Coeficiente de variacion.

Cuadro 4. Oferta de materia seca (MS) por franja en el SSP.

Relacion (%)

. . . . o
Forraje Densidad OTMS/franja (kg) CMS/animal (kg) % Consumo Pastura: Botén

Toledo+Humidicola/m? 786,86 + 86,87 220,02 + 21,37 4,80 +0,13 53,39 + 4,89 95,92

Botdn de oro (arbustos) 60,93 £ 26,94 2,53+1,12 0,20 + 0,09 96,10 £ 1,01 4,07

OTMS-= oferta total de materia seca; CMS= consumo de materia seca de forraje.

Cuadro 5. Desarrollo productivo de las novillas parar el efecto tratamiento, y para la interaccidn tratamiento x pastoreo.

Tratamiento Pastoreo 1 Pastoreo 2
Variable MONO SSP MONO SSP MONO SSP p-value
Peso (kg) |219,75°+28,41 | 217,25°+39,81 | 209,75°+29,63 | 202,91+ 41,05 | 234,75°+19,84 | 238,75+ 27,81 | 0,0073
aﬁitr)nzl(}(dgé) 0,478°+0,21 0,743°+0,37 0,561+0,24 0,930°+ 0,38 0,354<+0,09 | 0,462+ 0,05 | 0,0421
AC (cm) 114,95°+4,69 | 115,05°+5,58 | 113,83>4+4,89 | 112,45>¢+544 | 116,62°9+4,10 | 117,12°+5,46 | 0,0149
PT (cm) 150,9°+7,10 | 151,45°+14,63 | 148,33°+7,12 | 147,83°+15,24 | 154,75°+5,39 | 156,87°+12,66 | 0,7901
LC (cm) 129,22+7,32 126,35°£9,95 | 127,08°+7,70 | 123,16°+10,34 | 132,372+5,75 | 131,12°+7,58 | 0,9018

MONO=Monocultivo; SSP=Sistema silvopastoril; GDP= Ganancia de peso;

AC= Altura a la cruz; PTT= Perimetro toracico;

LC= Longitud corporal; diferentes letras en la fila diferencias indican diferencias significativas segun la prueba de comparacion de

medias de Tukey (p < 0,05).
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los animales, reflejado en el peso y las medidas bovi-
nomeétricas halladas al inicio de este estudio.

Las ganancias de peso del presente trabajo fueron
favorables para ambos tratamientos, aunque con va-
lores promedio mas altos entre tratamientos para el
SSP (0,743 kg/animal/dia), asi como para el primer
pastoreo (0,930 kg/animal/dia). Los valores observa-
dos en este trabajo, se hallaron en un rango similar
con relacion al estudio en el que se evalué un SSP de
toledo y cratylia con un monocultivo de toledo (0,46-
0,82 kg/animal/dia) [21], Mientras que, con respecto
a otros estudios, con reportes para el SSP de 0,29-
0,72 kg/animal/dia [32] y de 0,55-0,6 kg/animal/dia
[33], las ganancias de peso observadas fueron supe-
riores. Los datos citados y los del presente estudio
podrian indicar que el cambio en los esquemas de
pastoreo, al integrar otros estratos que contribuyan
nutricionalmente a la dieta, favorecen notablemen-
te las ganancias de peso de los animales sin tener
que recurrir a fuentes de suplementacion externas
al sistema de pastoreo.

En lo que concierne a las mediciones bovinométricas,
en el presente estudio, sélo se hallaron diferencias
significativas para la altura a la cruz, que tuvo un pro-
medio por tratamiento de 115,05 + 5,58 cm para el
SSPy 114,95 + 4,69 cm para el MONO, con efecto
Unicamente para la interaccion tratamiento x pastoreo
(cuadro 5). La AC favorecié al SSP en ambos pastoreos
comparandolo con el MONO, mientras que para el PT
(151,45 + 14,63 cm para el SSP, y 150,9 + 7,10 cm
para el MONO)y la LC (126,35 + 9,95 cm para el SSP,
y 129,2 + 7,32 cm para el MONO), no hubo diferen-
cias significativas ni para el efecto del tratamiento, del
pastoreo, ni de la interaccién tratamiento x pastoreo.

Cabe anotar, que las mediciones bovinométricas han
sido utilizadas en ganaderia, con el fin de poder esta-
blecer criterios de seleccion relacionados con el desa-
rrollo de los animales y el peso de los mismos [34]. Por
lo anterior, medidas como la altura al sacro, el perime-
tro toracico, la longitud corporal, la amplitud de cadera,
amplitud de isquiones, longitud del anca y circunferen-
cia testicular (machos) han sido evaluadas en mode-
los de prediccion del peso vivo del animal en diversas
razas y esquemas productivos [35]. Los resultados ha-
llados en esta investigacion corresponden a animales
con bajo peso y bajas medidas bovinométricas para la
edad, lo que se podria explicar por el atraso que traian

estas novillas, debido al tipo de sistema en que estu-
vieron pastoreando en los meses posteriores al des-
tete, con una oferta forrajera baja y de pobre calidad.

CONCLUSIONES

Este estudio revela la pertinencia de los SSP como
alternativa para mejorar la productividad de las ga-
naderias, maxime si se considera que el modelo ac-
tual tipo extensivo en ganaderia de carne va en detri-
mento no solo de los rendimientos econémicos, sino
de la sostenibilidad ambiental.

Asi mismo, con un minimo manejo agrondémico y
usando especies adaptables a suelos de baja fertili-
dad, se podria obtener una buena oferta forrajera y
buenas ganancias de peso. Aunque se considera ne-
cesario tener en cuenta que, para evitar atrasos en el
desarrollo de novillas, seria pertinente su pastoreo en
un SSP para ramoneo directo desde el destete, esto
podria favorecer no solo el desarrollo productivo sino
reproductivo, que en este caso no fue posible evaluar,
porque el diagndstico inicial determind que ya habia
un retraso en el desarrollo, el cual no podria ser com-
pensado con el tiempo evaluado en el presente estu-
dio, sino que requeriria de acciones mas prolongadas.

De igual modo, es importante anotar que en animales
que vienen de un manejo extensivo, se requiere un
pastoreo completo de acostumbramiento previo a las
evaluaciones productivas, dado que la reduccién de
su espacio de movilizaciéon y el uso de cinta eléctrica
puede tener un efecto negativo sobre las ganancias
de peso, debido a que las razas cebuinas y sus cruces
con Bos taurus o con razas criollas como en este caso,
podrian exhibir dificultades para adaptarse a espacios
de pastoreo mas reducidos, ya que no han sido mane-
jadas bajo este esquema desde edades tempranas, tal
como se pudo observar en el periodo de acostumbra-
miento implementado en este estudio.
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mechanism for plant material supply for planting, micropropagation of three
arrowcane cultivars was evaluated. Explant from “Criolla”, “Martinera” and “Cos-
tera” Cvs were in vitro established and multiplied using different BAP concentra-
tions, followed by in vitro rooting in medium with several NAA levels and transfer
to Ex vitro conditions. Treatments were distributed with a complete randomized
design, data were analyzed with an ANOVA and means separated with Tukey
test. BAP statistically increased multiplication rates. NAA promoted adventi-
tious root formation while decreased root length. Complete Ex vitro adaptation
occurred for all three cultivars indicating the development of an efficient micro-
propagation protocol to provide large quantity of high quality arrow cane plants.

RESUMEN

La Cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) (Poaceae) es la fuente de fibra
para las mds famosas artesanias colombianas; sin embargo, no existen cul-
tivos comerciales y las poblaciones naturales han disminuido, amenazando
la actividad artesanal y los ecosistemas asociados. Con el fin de proveer un
mecanismo que suministre plantas para el establecimiento de cultivos, la mi-
cropropagacion de tres cultivares de cana flecha fue evaluada. Explantes de
los cultivares “Criolla, “Martinera” y “Costera” fueron establecidos in vitro y
multiplicados usando diferentes concentraciones de BAP, seguido por el en-
raizamiento in vitro en presencia de diferentes niveles de ANA y transferidos
a condiciones Ex vitro. Los tratamientos fueron distribuidos con un DCA, los
datos analizados con ANOVA y los promedios separados con la prueba de
Tukey. BAP incremento estadisticamente las tasas de multiplicacién. ANA
promovid la formacidn de raices adventicias al tiempo que redujo la longitud
de las raices. Las plantas de los tres cultivares se adaptaron totalmente a las
condiciones Ex vitro, indicando el desarrollo de un eficiente protocolo de mi-
cropropagacion para proveer grandes cantidades de plantas de alta calidad.

RESUMO

A cana-do-rio ou cana-flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) (Poaceae) é a
fonte de fibra para os mais famosos artesanatos colombianos; no entanto,
ndo existem cultivares comerciais e as populacdes naturais estdo diminuido,
Ameacando a actividade artesanal e os ecossistemas associados. Para esta-
belecer um mecanismo que fornece plantas para o estabelecimento das cul-
turas, foi avaliada a micropropagacdo de trés cultivares de cana-de-flecha.
Explantes das cultivares “Criolla,” Martinera “e” Coastal “foram estabelecidos
in vitro e multiplicados usando diferentes concentracées de BAP, posterior-
mente submetidos a enraizamento in vitro na presenca de diferentes niveis
de ANA e transferidos para condicées Ex vitro. Os tratamentos foram distri-
buidos em delineamento inteiramente casualizado, os dados analisados com
ANOVA e as médias separadas pelo teste de Tukey. O BAP aumentou esta-
tisticamente as taxas de multiplicacdo. ANA promoveu a formacdo de raizes
adventicias enquanto reduzia o comprimento das raizes. As plantas das trés
cultivares foram totalmente adaptadas as condicées Ex vitro, indicando o
desenvolvimento de um protocolo de micropropagacdo eficiente para forne-
cer grandes quantidades de plantas de alta qualidade.
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INTRODUCTION

Gyneriun sagitatum Aubl. (Poaceae) is a perennial, giant,
rhizomatous, reed grass with erectus stems basal clo-
thed with bladeless sheaths while the upper part has
the unfold leaf blades with an open fanshaped form.
Leaves are bright green 160 to 230 cm long and 8 to
14 cm wide; a culm can form as much as 200 leaves
during lifetime with 19 to 28 fresh blades at any time
[1,2]. For centuries, in the flatlands of Cérdoba and Sucre
Departments (Colombia), indigenous Zenti communities
have used arrow cane central nerve to make distinctive
handicrafts worldwide known because of their beauty
and tradition; one of the best known is the Sombrero
Vueltiao established as Colombian cultural symbol;
however, increasing demand of arrowcane products
has negatively impacted arrow cane natural populations
affecting not fiber availability but also associated wet-
land ecosystems. The growing handicraft market will
require enough fiber supply to sustain increasing sales,
to reduce the negative impact on the environment and
to maintain the Zend artisan legacy.

Arrow cane seeds produced in humid Caribbean are
unviable; therefore, establishing an efficient clonal
plant propagation system for large production of plant
material has been a challenge. Cutting treatments
such as source (aerial, underground), length, position
(vertical, horizontal), substrate and hormone addition
for rooting has been evaluated; however, most results
showed the need for large cutting portions (<30 cm)
making inefficient large-scale propagation using this
method [3,4]. Micropropagation instead has been
proved to be an efficient technique to produce large
quantities of high quality plants from arrow cane Cv
“Criolla” using explants with pre-existing meristems
[4,5,6, 7,8,9], but there are several other cultivars
used by growers and artisans based on fiber softness,
resistance and availability. In the present work, the
micropropagation of arrow cane cultivars “Criolla”,
“Costera” and “Martinera” were evaluated as a way
for providing an efficient plant propagation system
for establishing commercial arrow cane crops for fiber
supply, for craftsmanship industry and to contribute
to lower artisan activity impact on the environment.

METHOD

The study was done at the Plant Biotechnology Lab of
the Biotechnology Institute of the Colombian Caribbean

at the Agricultural Sciences School of the Universidad
de Cérdoba, Monteria, Colombia, located at Latitude 8°
31" North and Longitude75° 58’ to Greenwich Meridian.

Plant material

Explants were isolated from in vitro established arrow
cane cultivars “Criolla”, “Martinera” and “Costera” cul-
tured in 250 cm? flasks containing 30 mL of semisolid
Murashige and Skoog (MS) medium [10] with (in mg L%)
myo inositol (100), sucrose (30.000), thiamine HCI (0,4)
and TC agar (8.000) (Sigma Co.). Flasks were covered
with two layers of heavy-duty aluminum foil, sealed
with Nescofilm® and maintained at 20 °C with 12 h
photoperiod (40 umol m? s?). Plants were maintained
for more than a year with transfer to fresh medium of
the same formulation every four weeks.

Shoot multiplication

Explants, consisting of clusters with three shoots
isolated from in vitro growing “Criolla”, “Costera” and
“Martinera” plants, were established into 200 cm?
flasks similar conditions to establishing stage except
for addition of four benzylaminopurine (BAP) con-
centrations (0,0; 0,5; 1,0 and 1,5 mg L?). The experi-
ment was a 2-way factorial (3 cultivars x 4 BAP levels)
with 12 treatments and 10 replicates per treatment;
the experimental units (120) were distributed using a
complete randomized design. After six weeks in cul-
ture, the variables number of new shoots per explant
and the average shoot length were registered. Data
were analyzed using an ANOVA based on the model:

Y ik = p+ Ti + Bj + (TB) + Eiik (Ec. 1)

where 1 was the general mean, Ti was the effect of
cultivar, Bj was the effect of BAP level and €, was
the experimental error; means were separated with
Tukey test (a = 0,05).

In vitro rooting

Three-shoots clusters isolated from in vitro multiplied
shoots of “Criolla”, “Costera” and “Martinera” plants
were transferred onto 30 mL semisolid MS with simi-
lar conditions to establishing stage except for addition
of and independently supplied with four (0,0; 0,5; 1,0
and 1,5 mg L) naphthalene acetic acid (NAA). After
four weeks in culture, the number of cultures with
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roots, the number of roots per culture and the avera-
ge root length per culture were registered. Collected
data were analyzed with ANOVA based on the model:
Yik= p + Ti+B;+ (TR)ii +Eiik (Ec. 2)
where (1 was the general mean, Ti was the effect of

cultivar, Bj was the effect of NAA level and €, was
the experimental error.

Means were separated with a Tukey test (a = 0,05).
Transfer to Ex vitro conditions

In vitro rooted and rootless shoots from multiplication
stage were transferred to Ex vitro conditions in order
to evaluate plant survival rate. In both cases, cultures
were extracted from the flasks, washed with distilled
water to remove medium remains, and planted in 72-
plug trays filled with peat as substrate. A single culture
was placed in every plug, sprayed with distilled water
and the tray covered with a plastic transparent co-
ver. Trays were placed in a shadehouse (50% light) at
28°C with fog irrigation every 4 h during 1 min. After
3 days, covers were removed and irrigation frequency
was changed to one every 8 hours. After 40 days, the
number of plants that survived was registered.

RESULTS
Shoot multiplication

New shoot growth from established explants was ob-
served for all treatments. Growing shoots emerged from
pre-existing meristems present in the original established
explant. Cultures from all cultivars showed short stems
with small leaves and dark green color as evidence of
well adaptation to in vitro conditions (Figure 1).

The ANOVA allowed to detect statistical differences
(Pr< 0,05) among mean results of new shoot for-
mation rate as a result of the effect of cultivar, BAP
concentrations in the medium and the interaction
between both, cultivar versus BAP concentrations.
The collected data showed that the highest multi-
plication rate (129 new shoots per explant) occu-
rred when explants of “Martinera” were cultured in
medium supplied with 1,0 mg L BAP; in contrast,
the lowest number of new shoots per explant (8,2)
were observed in the same cultivar when explants

were cultured in absence of BAP (Table 1). The Tukey
test showed that for all three cultivars, the addition
of BAP in the culture medium statistically increa-
sed, (>3x), the multiplication rate compared to non
BAP-supplied media (Table 1). For cultivars “Criolla”
and “Costera” multiplication rate were not different
among BAP-supplied treatments; however for “Mar-
tinera”, 1,0 mg L -* BAP in the medium induced a hi-
gher number of new shoots than other BAP treated
explants (Table 1). For all cultivars, it was observed
that a 1,5 mg L BAP supply in the media lowered
the formation of new shoots.

For the variable shoot length, the ANOVA showed
that length of shoots were statistically different (Pr<
0,05) as a result of the cultivars, BAP treatments and
the interaction between both, BAP levels and culti-
vars. For all cultivars, the longest shoots grew in in
media deprived of BAP while those cultured in the
1,5 mg L' BAP were the shortest (Table 1). There
was an evidenced gradual reduction in shoot leng-
th as BAP levels were increased. The longest shoot
average were registered in “Criolla” shoots cultured

Figure 1. Shoot multiplication of “Costera”, “Martinera” and
“Criolla” Cultivars.

Table 1. Effects of different BAP levels on in vitro arrow cane
shoot multiplication.

Cultivars
BAP Criolla Martinera Costera
(mg.L?) Shoot Shoot Shoot
Shoot Ers Shoot bt Shoot [
0,0 | 12,3d* | 133,6a| 8,2d |113,0ab| 9,9d | 93,7b

0,5 |108,6ab| 52,4cd | 78,0ab | 55,9c | 34,9c | 32,8ef
1,0 |121,6ab| 32,7ef |129,3a| 38,7de | 31,8c | 27,6f
1,5 71,4b | 21,1f | 71,4b | 33,6ef | 23,8c | 17,2g

*Numbers with same letter are not different according to Tukey
test (a 0,005)
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in medium with non-BAP supply while the shortest
shoots developed from “Costera” explants cultured
in medium supplied with 1,5 mg L'* BAP (Table 1).

In vitro rooting

Adventitious root formation was observed in all cul-
tures; however, statistical differences were detected
(Pr<0,05) based on the ANOVA analysis with respect
to the number and length of adventitious roots as a
result of the effect of cultivar and NAA concentra-
tions in the medium (Figure 2).

For cultivars “Criolla” and “Martinera”, shoots cultu-
red in NAA-supplied media formed a significant hi-
gher number of roots than those cultured in absence
of NAA (Table 2); while for “Costera”, the number of
adventitious roots increased at least 4x in shoots
cultured in NAA-supplied media compared to those
cultured in simple media (Table 2). For shoots of all
cultivars, the number of emerging adventitious roots
increased as the NAA concentration in the medium
was increased, registering the highest number of
roots (73) for “Martinera” shoots cultured in medium
supplied with 1,5 mg L'* NAA and the lowest number
(5,4) of adventitious roots in “Costera” shoots cultu-
red in medium without NAA (Table 2).

Average length of adventitious root formed in vitro
showed statistical differences (Pr< 0,05) as a result
of the effect of cultivar, NAA concentrations and the
interaction of both factors. Although, for all cultivars,
the longest roots grew in media without NAA, only
roots produced from “Martinera” shoots were statis-
tically larger than roots grown from shoots cultured in
any NAA supplied media (Table 2). “Criolla” and “Mar-
tinera” shoots developed roots that were shorter as
NAA concentration in the culture medium was increa-
sed, while for “Costera” shoots, root length showed
no statistical different at any NAA treatment (Table 2);
“Martinera” adventitious roots registered the longest
(36,5 cm) and shortest (15,9 cm) average root length.

Plant adaptation to Ex vitro conditions

Transplanted in vitro rooted plants from all cultivars,
as well as rootless shoots from multiplication stage,
showed a complete (100%) survival and full adapta-
tion to Ex vitro conditions. Four weeks after trans-
plant, plants were healthy, green colored and actively
growing with no dead tissues, necrotic areas or adven-

titious growth (Figure 3). Performance of both, rooted
and rootless shoots, on field conditions evidenced
that in vitro rooting is not necessary for arrowcane mi-
cropropagated plants to adapt to Ex vitro conditions;
this shows that Ex vitro transfer from multiplication
stage can be performed with no implications for plant
survival, but instead time for plant production can be
shortened and costs reduced.

Micropropagation is a clonal plant propagation techni-
que to produce plants in aseptically closed recipients
with artificial media and stored under controlled envi-
ronmental factors, that has proved to be very efficient
for producing large quantities of high quality plants in
comparative short periods of time and reduced space
[11, 12, 13]. Arrow cane micropropagation as well as
other biotechnological techniques has been performed
on “Criolla” cultivar [9]. Artisans prefer Cv “Criolla” fle-
xibility and resistance fiber to make hats; however, fiber
from other cultivars such as “Martinera” and “Costera”
are precious for their softness and plant availability
to make shoes, necklace, bracelets, rings and purses.
However, in the present research in vitro multiplica-
tion, rooting and Ex vitro adaptation of “Martinera” and
“Costera” to “Criolla” plants were evaluated.

In vitro multiplication based on culture of pre-exis-
ting meristems is promoted by adding cytokines to
the culture medium in order to disrupt apical domi-
nance and induce a repetitive axillary shoot growth
[14, 15,16,17,18,19,20,21,22]. The results of the
multiplication stage evaluation showed that suppl-
ying BAP in the culture medium induced an increase
in shoot multiplication rate for all cultivars compa-
red to non-supplied treatments; effects previously
reported in different plant species [22, 23]. BAP su-
pply association to increased shoot multiplication
for arrow cane micropropagation has been reported
for different cultivars and alternative media formu-
lation. A previous study reported significant increase
in new shoot formation for cultivars “Criolla”, “Criolla
1” and “Martinera” when cultured with different BAP
concentrations in double phase (liquid/semisolid)
medium system; indicating that cytokine effects on
arrow cane in vitro multiplication are independent o
cultivar and culture system Previous reports on arrow
cane micropropagation using semisolid system [4].

Despite the significant increase in BAP presence,
shoots of cultivars “Criolla” and “Martinera” multiplied
at least 4x more than “Costera” shoots when cultured
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in a medium supplied with 1,0 mg
L -2 BAP. This indicates significant
genotype dependent response to
culture conditions and BAP su-
pply; however, even for “Costera”
shoots, a multiplication rate of >30
shoots per multiplication round
means potentially producing >2
million plants in less than a year.

High quality shoot multiplication
stage must complain not only
for high multiplication rate but
also for good size shoots that
are able to develop new organs
specially when transferred to Ex
vitro conditions [24, 25, 26]. In
the present research, shoots re-
duced >50% their length when
cultured in media supplied with
BAP and decreasing as BAP le-
vels increased; however, the
shortest shoots were >10 mm.
Usually, micropropagated shoots
shorter than 10 mm are prone
to die when transferring to Ex
vitro conditions due to shortage
in energetic reserve supply [27,
28]. The collected data showed
that when shoots were cultured
in the presence of 0,5 mg L'* long
was at least 33 mm, maintaining
a larger standard for plant survi-
val after transferring to Ex vitro
conditions. Root formation is a
critical step for micropropagated
plant to be able to take water and
minerals [29, 11, 30]. Usually, in
vitro cultured plants are able to
grow without roots since media
formulation and environmental
conditions protect plants from
dehydration and minerals dilu-
ted in the medium are easily ad-
sorbed by plants tissues [31]. In
contrast, when transferred to Ex
vitro conditions, roots are neces-
sary for both, water and nutrient
uptake [32, 33]. Adventitious
root growth from in vitro cultured
shoots is induced by supplying

Figure 2. Root formation with (a) 0,0 - (b) 1,5 - (c) 1,0 and (d) 1,5 mg L* NAA in the medium.

| o B
a

Figure 3. Ex vitro adaptation of micropropagated arrow cane plants cultivars “Criolla

and “Martinera”.

Table 2. Rooting of three arrow cane cultivars in media with different levels of NAA.

Cultivars
ANA Criolla Martinera Costera
et Roots Roo(tclr:?gth Roots Roo;ccﬁ?gth Roots Roo;ccl:]?gth
0,0 14,4d 34,5ab 7d 36,5a 5,4d 33,0ab
0,5 |44,4bc| 24,5bcde 43,8bc 19,7cde 23,0cd 29,0abcd
1,1 53,8ab 18,2de 59,4ab 16,2e 47,2 bc 25,3abcde
1,5 | 63,6ab 17,7de 73,0a 15,9e 56,7ab 30,1abc

*Numbers with same letter are not different according to Tukey test (a 0,005)

auxins in the culture medium [34,
35]. In the present research, mi-
cropropagated shoots cultured in
absence or presence of ANA did
form adventitious roots indepen-
dently of the cultivar, indicating
that arrow cane is an easy to root
plant species [36]. In vitro rooting
evaluation is based on both quan-
tity and quality of roots formed.

For non-NAA supplied treat-
ments, “Criolla” shoots formed
>10 roots per explant; however,
“Martinera” and “Costera” resul-
ted in low root formation. As ob-
served in previous studies, in the
present research, shoots cultured
in NAA supplied media formed 4X
more roots than those ransferred
to simple media with at least 20

65



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

Isidro Elias Suarez-Padrén

adventitious shoots per explant, and increasing the
number of roots as NAA level in the medium were aug-
mented [37, 38, 39, 7, 8]. These results showed that
the quantity of adventitious roots formed in vitro by
arrow cane micropropagated shoots increases when
shoots are cultured in the presence of NAA in the me-
dium, independently of the genotype. However, with
respect to root quality, length and width of roots con-
sidered as indicators[40,41, 42], Long-thin roots are
usually considered inconvenient since they are fragi-
le and transfer to Ex vitro may require trimming that
opens wounds for microbial contamination under Ex
vitro conditions. Non-supplied NAA treatments not
only induced a lower number of roots but also larger
roots than those produced by shoots cultured with
NNA-supplied media. The in vitro rooting data collec-
ted in the present research suggests that NAA supply
not only increases the number of adventitious roots
but also improves quality of root formation.

Ex vitro adaptation is the stage where micropropa-
gated plants are adapted to regular environmental
conditions. Two are the major problems for micro-
propagated plants to survive Ex vitro conditions: low
control of water loss and low photosynthetic com-
petence [43, 44]. In vitro micropropagated plants are
cultured in culture media with >90% water inside
sealed containers that produce a highly saturated
humid environment. Under these conditions, plants
do not develop mechanism to control water loss,
such as stomata closure and cuticle accumulation;
therefore, if transferred directly to outside condi-
tions, tissues will rapidly dehydrate to death. To
avoid this situation, in vitro maintained plants must
be transferred initially to a water saturated environ-
ment, usually modified with fog irrigation systems
to protect plants from high water loss. On the other
hand, in vitro cultivated plants grow under low light
intensity that results in a deficient chloroplast deve-
lopment and incompetence for photosynthesis acti-
vity; therefore, during adaptation to Ex vitro condi-
tions sunlight should be increased gradually to avoid
plant loss and induce new leaf formation to acquire
full photosynthetic competence. Energy required for
new leaf development is obtained from energetic re-
serves store in Shoots organs such as stem and lea-
ves, developed in vitro [45, 46, 47, 48, 49, 50]. In the
present research, micropropagated shoots, with and
without adventitious roots, were transferred to Ex
vitro conditions in a shadehouse with fog irrigation.

Both conditions were gradually reduced until plants
were established under complete sunlight with a sin-
gle daily irrigation. Independently from cultivar, all
plants transferred to Ex vitro conditions fully adapted
and survived (100% survival). These results confirm
once again that direct transfer of arrow cane shoots
from propagule multiplication stage to Ex vitro adap-
tation do not have any effect on plant survival rates
compared to transferring of in vitro rooted shoots
but instead reduces costs and time.

CONCLUSIONS

BAP supply in the medium increased in vitro shoot
multiplication rates and reduces shoot length for
arrow cane micropropagated plants cultivars “Crio-
lla”, “Martinera” and “Costera”. Addition of NAA in
the culture medium for root formation increased the
number of adventitious roots formation for arrow
cane micropropagated plants cultivars “Criolla”, “Mar-
tinera” and “Costera”. In vitro rooting did not have
effect on survival rates of for arrow cane micropro-
pagated plants cultivars “Criolla”, “Martinera” and
“Costera” when transferred to Ex vitro conditions. The
present micropropagation protocol offers the oppor-
tunity for large quantity of arrow cane plant produc-
tion of “Criolla”, “Martinera” and “Costera” cultivars.
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RESUMEN

Las lipasas de Carica papaya son biocatalizadores con potencial para la bio-
conversion de lipidos. Esta investigacion estudio la actividad lipolitica (AL) de
las fracciones cruda (P,) y libre de proteasas (CPL-p) del Idtex de C. papaya
sobre el aceite de corozo Bactris guineensis. El Idtex y el aceite se obtuvieron
de residuos agroindustriales. Un disefno central compuesto permitié establecer
el efecto de la temperatura (T) y el pH sobre la AL de P,y CPL-p; también se de-
termind la estabilidad térmica, del pH y los pardmetros cinéticos. La AL mdxi-
ma fue 722,43 + 1,92 U/g (T= 40°Cy pH= 9) y 518,65 + 4,70 U/g (T = 54°C
y pH= 8) para P,y CPL-p, respectivamente. P, presenté mayor afinidad (K|, =
1,3x10% + 1,3x10° uMy V= 18,66 + 0,47 umol/min) en comparacién con
CPLp (K, = 2,6x10" + 1,1x10° uMyV_ = 16,58 £ 0,08 umol/min); y mayor
eficiencia en la hidrdlisis, debido al alto contenido de dcidos grasos de cadena
mediana (ldurico y miristico > 80%). Se concluye, que P, es un biocatalizador
eficiente para la bioconversion del aceite de corozo, demostrando que los re-
siduos de estos frutos son recursos valorizables para sus cadenas productivas.

ABSTRACT

Carica papaya lipases are biocatalysts with potential for lipid bioconversion.
This research studied the lipolitic activity (LA) of the crude powder (P,) and
protease-free (CPL-p) fractions of C. papaya latex on Bactris guineensis (co-
rozo) oil. Latex and oil were obtained from agro-industrial waste. A compo-
site central design allowed to establish the temperature (T) and pH effect on
LA of P, and CPL-p; thermal, pH stabilities and kinetic parameters were also
determined. The maximum LA were 722,43 + 1,92 U/g (T= 40°C y pH= 9)
and 518,65 + 4,70 U/g (T = 54°Cy pH= 8) for P, and CPL-p respectively. P,
showed higher affinity (K,, = 1,3x10* + 1,3x10° uM yV__ = 18,66 + 0,47
umol/min) compared to CPL-p (K, = 2,6x10* + 1,1x10°uMyV__ = 16,58
+ 0,08 umol/min); similarly, greater efficiency in hydrolysis, due to the high
content of medium chain fatty acids (lauric and miristic acid > 80%). As a
conclusion, the fraction P, is an efficient biocatalyst for the bioconversion
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of corozo oil, demonstraring that the residues of these
fruits are valuable resources for its production chains.

RESUMO

As lipases de Carica papaya sdo biocatalisadores com
potencial para bioconversdo lipidica. Esta pesquisa estu-
dou a atividade lipolitica (AL) das fragbes bruta (P,) e livre
de protease (CPL-p) do Idtex de Carica papaya no dleo de
Bactris guineensis (corozo). Ldtex e dleo foram obtidos a
partir de residuos agroindustriais. Um planejamento ex-
perimental central composto permitiu estabelecer o efeito
da temperatura (T) e pH na atividade de P, e CPL-p. A es-
tabilidade térmica, de pH e pardmetros cinéticos também
foram determinados. A AL mdximo foi 722,43 + 1,92 U/g
(T=40°CepH=9)e518,65+4,70 U/g(T= 54°Ce pH=8)
com P, e CPL-p respectivamente. O P, apresentou maior
afinidade pelo dleo de corozo (K, = 1,3x10* £ 1,3x10°
uMeV = 18,66 + 0,47 pumol/ min) em comparacdo
ao CPL-p (K, = 2,6x10* £ 1,1x10° uM e V. . =1658 +
0,08 umol / min). Além disso, a maior eficiéncia na hidré-
lise, devido ao alto teor de dcidos graxos de cadeia média
(ldurico e miristico > 80%). Conclui-se que a fragdo P, €
um biocatalisador eficiente para a bioconversdo de dleo
de corozo, demostrando que os residuos dessas frutas sdo
recursos valiosos para suas cadeias produtivas.

INTRODUCCION

Bactris guineensis (L) H.E. Moore 1963 (familia Are-
caceae) es una palma tropical que crece en la region
Caribe Colombiana, El fruto (corozo) es utilizado en la
industria de alimentos para elaborar bebidas refres-
cantes, mermeladas y vinos que se comercializan a
nivel local [1]. En esta regidn, se producen aproxima-
damente 25.000 toneladas anuales por hectarea del
fruto [2], su procesamiento genera una biomasa resi-
dual que es desaprovechada generando un impacto
ambiental negativo, debido a la inadecuada disposi-
cion final en rellenos sanitarios [3]. Gran parte de esa
biomasa la constituye la almendra, cuyo contenido de
aceite es mayor al 40% [1]. El acido laurico (C12), prin-
cipal acido graso en el aceite de corozo (AC) (aprox.
65%), posee propiedades nutricionales benéficas,
como son la regulacién de los niveles de colesterol
en la sangre [4] y disminucion del riesgo de obesidad
[5]. Es asi, que debido al alto contenido presentado,
el AC puede constituirse en una fuente valiosa para la

obtencién de acido laurico. Ademas, el acido lauricoy
su monoacilglicérido (1-monolaurilglicerol) presentan
actividad antimicrobiana contra un amplio espectro
de bacterias gram positivas como Clostridium difficile,
Bacillus cereus y Sarcina lutea (9431), entre otras [6];
al igual que contra hongos y virus, como el de la esto-
matitis vesicular infecciosa [4,5].

Un método para obtener acidos grasos (AG) libres
de gran valor industrial es a través de la hidrdlisis de
sus aceites, usando métodos enzimaticos con lipa-
sas (EC.3.1.1.3). Las lipasas bacterianas (e.i. Acine-
tobacter radioresistens y Staphylococcus caseolyticus)
y fungicas (e.i. Rhizopus y Aspergillus) [7] son las mas
usadas para la bioconversion de lipidos; no obstan-
te, hay un creciente interés por las lipasas vegetales,
debido a su especificidad y estereoselectividad [8].

Las lipasas del latex del fruto de Carica papaya L., son
muy estudiadas [8, 9, 10]; se encuentran natural-
mente inmovilizadas en la matriz polimérica del latex
[8]. Actualmente, se reconocen tres fracciones con
actividad lipolitica, una cruda (P3), otra parcialmen-
te purificada libre de proteasas (CPL-p) y la fraccién
CPL-e que es libre de esterasa. Estas fracciones pre-
sentan diferencias en su especificidad por el sustrato
y cinética de reaccion [9,11] lo que supone la exis-
tencia de diferentes tipos de lipasas [8,12].

El uso de las lipasas del latex de C. papaya en la hi-
drdlisis de triacilglicéridos (TAG), emerge como un
método novedoso en la produccion de materias
primas crudas para la industria de los alimentos y la
agroindustria en general, tales como diacilglicéridos,
monoacilglicéridos, glicerol y AG libres [13].

En Colombia, la papaya se cultiva en gran parte del
territorio nacional, con una produccién aproximada
de 116,000 toneladas anuales del fruto [14]; no obs-
tante, existe una baja valorizacién de este cultivo; por
tanto, la obtencién de sub-productos de valor agre-
gado, como las lipasas del latex, se constituiria en una
oportunidad para fortalecer su cadena productiva.

En esta investigacién se estudié el efecto de
las variables de reaccion, temperatura, pH vy
concentracion de sustrato en la hidrdlisis enziméatica
del AC usando como biocatalizador las fracciones P,
y CPL-p del latex de C. papaya.
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METODO

Extraccion y caracterizacion del aceite
de corozo B. guineensis

Los frutos del corozo obtenidos en fruteras cercanas
al campus de la Universidad del Atlantico (10°59'32”
Ny 74°57'10” W), se secaron naturalmente a 30°C
y 75% de humedad relativa durante 5 dias. Se ex-
trajeron las almendras y luego se pulverizaron en un
molino de martillos para obtener una harina con ta-
mafo de particula de 500 micras. El aceite se obtu-
vo mediante extraccién sdlido-liquido con n-hexano
98% pureza (JT Baker), en un extractor soxhlet de
100 mL. Las extracciones se realizaron con 50 g de
harina de corozo, 100 mL de n-hexano y 3 h de ex-
traccion. El AC obtenido fue parcialmente refinado
mediante un proceso de desgomado, procedimiento
descrito por Paisan [15].

El perfil de AG del AC y del aceite de referencia (oli-
va) (AO) Marca Carbonell ®, fueron determinados
mediante cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas (CG-EM), de acuerdo con los pro-
tocolos descritos por la International Organization
for Standardization ISO 5509 [16] e ISO 5508 [17].
Los resultados se expresaron en cantidades relativas
(% p/p). El andlisis se realizé en un cromatoégrafo de
gases TRACE 1310 equipado con una columna de
acero inoxidable Rtx-1614® (15 m de longitud, 0,25
mm de didmetro interno y 0,1 um de espesor), usan-
do Helio como gas portador. Las condiciones de ope-
raciéon del equipo fueron: velocidad de flujo del gas
de 1,5 mL/min, rango temperatura de 330-360°C; el
gradiente de temperatura se inicié en 100°C durante
4 min, luego se incrementd hasta 160°C a razén de
7°C/min durante 2 min; el incremento se mantuvo
hasta una temperatura de 220°C durante 20 min.
El volumen de inyeccion del aceite fue de 1 pL, con
modo de inyeccion tipo Split. El sistema de deteccion
consistié en un MS/MS TSQ™8000 Evo Triple Qua-
drupolo con temperatura lineal de transferencia de
300°C, fuente de iones a 200°C, modo de ionizacién
porimpacto de iones y rango de masas 50-400 masa/
carga en modo de adquisicidn Full Scam. Se utilizé el
software integrador (Xcalibur) para el procesamiento
de los datos y como estandar FAME® 0053.

Obtencién de fracciones del latex de C. papaya

El latex de C. papaya se recolecté durante los meses
de julio y diciembre (época de lluvia), en cultivos lo-
calizados en el municipio de Sabanalarga, Atlantico
(10°37'48” N y 74°55'25” W) al norte de Colombia
(32°C y 84% humedad relativa), de acuerdo con el
procedimiento descrito por Ortega et al. [18]. Los fru-
tos seleccionados fueron los clasificados con grado de
maduracién 1 (fruto verde) y como no aptos para la
comercializacion, debido a la presencia de arrugas, de-
formaciones, ablandamiento o danos ocasionados por
plagas e insectos (manchas, mordeduras, chupones)
de acuerdo al “Protocolo de buenas practicas para pos
cosecha de papaya (Carica papaya L.)", razén por la que
se consideran un residuo agroindustrial [19]. Para la
obtencidon del latex, se realizaron incisiones longitu-
dinales al pericarpio del fruto con una profundidad de
2 a 3 mm [10]. El latex recogido se secd en frio (5°C),
en capas de 3 mm durante 5 dias, obteniéndose una
pasta dura, que fue pulverizada mediante maceracion
en mortero. El polvo fino resultante, correspondiente
a P, sealmacend¢ a -20°C. La fraccion CPL-p se obtuvo
a partir de P,, mediante lavados con agua destilada
a 4°C (cinco lavados), seguidos de centrifugacion a
10.000 rpm a 4°C durante 20 min [10,18] en un equi-
po Thermo Scientific, modelo Legend X1R. El preci-
pitado insoluble en agua (fraccion CPL-p) se liofilizd
en un equipo SYCLON-18N a -48°C y 0,098 mbar,
durante 72 horas. Ambas fracciones (P, y CPL-p) se
almacenaron a -20°C hasta su posterior uso.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sultafo sédico (SDS-PAGE)

Las fracciones P, y CPL-p se caracterizaron mediante
SDS-PAGE con un equipo Miniprotein Vertical QNX-
700 (C.B.S. Scientific). Se prepararon dos geles, un gel
de separacioén del 12% Ty un gel concentrador del 4%
C, seglin protocolo descrito por Sambrook y Russell
[18]. Las muestras se sembraron en cada pozo (20 ulL)
a concentraciones de 5,0-2,5-1,25 mg/mL. El corrido
electroforético se hizo a 120 V por 3 h; posteriormen-
te, los geles se tifieron con azul de Coomasie R-250
(Merck., S.A) durante 12 horas, luego se decoloraron en
una solucién de acido acético al 10% v/v y se visuali-
zaron en un equipo UVP Imaging Sys EC3410 LMS-26
97-0279-01 (Bio-Rad). Para determinar el peso mole-
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cular de las proteinas presentes en las muestras se co-
rrié un marcador de peso molecular pretenido Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ (Bio-Rad., UDA).

Influencia de la temperaturay el pH en la AL
de P,y CPL-p

Diseno experimental. Un disefio de superficie de res-
puesta central compuesto con una estrella creado con el
software Statgraphics Centurion XVI, fue aplicado para
estudiar el efecto de la Ty el pH sobre la AL de las frac-
ciones del latex de C. papaya (P, y CPL-p) en dos tipos
de sustratos: AC y AO. Las variables y niveles del dise-
Ao experimental se presentan en el Cuadro 1. El disefio
arroj6 12 combinaciones de experimentos o corridas
para cada fraccién (P, y CPL-p), las cuales se realizaron
por triplicado, para un total de 36 corridas (Cuadro 4).

Actividad lipolitica. Se empled el método de titula-
cion de AG libres para medir la AL en solucién acuosa
de P,y CPL-p. Inicialmente se prepar6é una emulsion
compuesta por 1,25 g de AC; 1,25 g de agua destilada;
2 mL de solucién tampén (de acuerdo al pH) y 0,125
g de Triton X-100 (Merck., S.A). También se prepard
una emulsién con AQ, para la cual se reemplazo el de-
tergente Triton X-100 con goma arabiga (Merck., S.A)
(7% p/p respecto a la cantidad de agua). El AO se us6
como referencia debido a su contenido mayoritario de
acido oleico (C18:1), lo que evita que la enzima tenga
preferencia por un acido graso en especifico [21].

La hidrdlisis del aceite emulsificado se realizé en fras-
cos erlenmeyer de 125 mL en un bafio de maria con
control de temperatura y movimiento reciproco Dub-
noff TPA-304 (Ethik Technology). La velocidad de agi-
taciéon se mantuvo constante en 200 rpm. Después
de 10 min de agitacién se agregd a la emulsion 0,05
g de la enzima. La mezcla se mantuvo en agitacion
constante durante 5 min, luego se agregd 10 mL de
una solucion de etanol: acetona: agua (1:1:1 v/v/v)
para detener la reaccion. Para la titulacion de los AG
libres se adicionaron a la mezcla de reaccién 10 mL de
KOH 0,05 My tres gotas del indicador fenolftaleina;
la valoracién se realizé con una solucién estandariza-
da de HCI 0,05 M; ademas se incluyd un blanco de
reaccion por tratamiento (emulsién sin enzima). La AL
de la lipasa fue calculada utilizando la ecuacién 1:

(vp — vq) x M x 1000
txmg

AL (U/g) = (Ec. 1)

Donde V, y V, son el volumen de HCI (mL) gastado
en el blanco y en el tratamiento respectivamente; M
es la molaridad del HCI; t es el tiempo de incubacion
en (min) y m_es la masa seca de la lipasa en (g). La
AL también se expres6 en actividad relativa A, de
acuerdo a la ecuacion 2.

Ar (%) = * 100

ALmax (Ec.2)

Donde AL (U/g) es la actividad alcanzada en cada en-
sayo y ALmax (U/g) es la actividad mas alta.

Efecto de la Ty pH sobre la estabilidad de P, y
CPL-p

Esta prueba tuvo como propdsito identificar los valo-
res de temperatura y pH a los cuales se logra mayor
estabilidad en la AL de las fracciones P,y CPL-p. Estas
pruebas se realizaron con AO. Para determinar la es-
tabilidad térmica, se mezclaron 0,05 g de cada frac-
cién (P, y CPL-p) con 2 mL de tampon Tris-HCI 0,1M
(pH 9). La incubacion se realizé a diferentes tiempos
(0 min, 5 min, 30 min, 60 min y 24 h) y rangos de
temperatura (30, 40, 50 y 60°C). Finalizado el tiempo
de incubacidn, se adicionaron 2,5 mL de la emulsién
del aceite. La AL de cada tratamiento se midié a 37°C
segln la metodologia descrita en la seccion anterior.
La estabilidad de P, y CPL-p a diferentes valores de
pH se determiné mediante incubacion de 0,05 g de
P,y CPL-p con 2 mL del correspondiente tampén de
acuerdo con el pH (Cuadro 2). La incubacién se realizd
a temperatura constante de 30°C, durante diferentes

Cuadro 1. Diseno de experimento central compuesto
con una estrella con sus variables y niveles.

Variables Niveles
T(°C) 26 40 54
pH* 8 9 10

* El pH se ajusté con: Tris-HCI 0,1 M (pH 8-9) y NaHCO,/
K,CO,20,1M (pH 10).

Cuadro 2. Composicion de los tampones utilizados.

Tampoén pH
CH,COOH/CH,COO" (0,1 M) 4-5
H,PO,/HPO,? (0,1 M) 6-7
Tris-HCI (0,1 M) 8-9
NaHCO,/K2CO,?(0,1 M) 10
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tiempos (0 min, 5 min, 30 min, 60 miny 24 h). La AL
se midié a 37°C usando la metodologia descrita.

Determinacion de los parametros cinéticos
de Michaelis-Menten

Los parametros cinéticos de las reacciones cataliza-
das por P,y CPL-p se ajustaron al modelo de Michae-
lis-Menten, el cual predice el comportamiento de la ci-
nética de las lipasas de C. papaya. Este modelo relaciona
la velocidad de una reaccién enzimatica con la concen-
tracion del sustrato y permite medir los parametros K,
VK, ylarelacion K /K, los cuales son constantes
especificas para cada enzima en condiciones definidas.
Los parametros cinéticos K, (constante de Michaelis),
V__ (velocidad de reaccién alcanzada cuando la enzima
se encuentra saturada por el sustrato) se determinaron
a partir del ajuste de los datos experimentales median-
te un procedimiento de regresiéon no lineal utilizando
el software OriginLab Pro 8; para el calculo de la K_,
(nimero de moléculas de sustrato que cada sitio activo
de la enzima convierte por unidad de tiempo) se par-
ti6 de la concentracion total de enzima de 3,91x10*
M, calculada con base en el peso molecular obtenido
por SDS-PAGE, utilizando la ecuacion 3. Se prepara-
ron diferentes concentraciones de sustrato (AC y AQO)
variando la proporcién de AG totales en la emulsién
entre 5,0-70% p/p (3x10* -5x10° uM). Las hidrdlisis se
realizaron a las condiciones de pH y temperatura mas
estables, determinadas en la seccién anterior. Las ve-
locidades iniciales de la reaccién de hidrdlisis fueron
determinadas a partir de los resultados de la AL.

Vmax

Kcat =
[E]total

(Ec. 3)

Donde V__ es la velocidad maxima alcanzada por la
enzimay, es la concentracion total de la enzima.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los disefios experimen-
tales se analizaron en el software Statgraphics Centu-
rion XVI. La significancia estadistica de los datos fue
determinada a partir del analisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de confianza del 95%, asi mismo se usé
la metodologia de superficie de respuesta para deter-
minar los valores de pH y T 6ptimos para la hidrélisis
de P,y CPL-p. Las gréficas de superficie fueron elabo-
radas usando el software OriginLab Pro 8.

RESULTADOS

Extraccion y caracterizacion del aceite
de corozo B. guineensis

El rendimiento de extracciéon fue de 39,99 + 0,05%
p/p; resultado similar al descrito en un estudio previo
(39,35% p/p), utilizando n-hexano [1]. Los compues-
tos mayoritarios presentes en el aceite correspondie-
ron a AGs de cadena mediana (C12:0 y C14:0), con
una composicién de 85,92 + 0,21%; mientras que los
AGs de cadena larga (C16:0y C18:1) correspondieron
al 14,10 £ 0,21% (Cuadro 3). En cuanto al grado de in-
saturacién, un 93,05 £ 0,45% de los AGs fueron satu-
rados; el acido oleico (C18:1) fue el Unico &cido graso
insaturado presente en el aceite (7,0 + 0,40%). Basado
en el perfil de AGs (Cuadro 3) se calculé la masa molar
del AC, obteniendo un valor de 687,60 + 0,47 g/mol.

Los resultados del perfil de AG del AO, demostraron
que los compuestos mayoritarios corresponden a AG
de cadena larga (C18:1 y C16:0) con una composi-
cion de 73,73 + 0,20% y 15,04 + 0,20% respectiva-
mente (Cuadro 3).

Obtencidn y caracterizacion electroforética
de P,y CPL-p

El 1atex de C. papaya se obtuvo de arboles cultivados
en fincas de la zona rural del municipio de Sabanalar-

ga, en el departamento del Atlantico. El rendimiento

Cuadro 3. Perfil de acidos grasos de los aceites de corozo

y de oliva.
Acidos AC* AO*
Grasos tR** (% p/p)*** t, | (% p/p)™*
Laurico (C12:0) 5,34 |64,20+1,1 | 5,28 |0,28+0,3
Miristico (C14:0) 8,24 |21,75¥1,3 18,19 |0,12+0,4
Oleico (C18:1) 13,27 | 7,00£0,4 | 13,28 | 73,73+0,2

Palmitico (C16:0) 11,04 |5,75+0,2 | 11,01 |15,04+0,2
Estearico (C18:0) 13,64 |1,35+0,1 | 13,61 | 3,62+0,1

Linoleico (C18:2) - - 13,14 | 6,25+0,3
Araquidoénico ) )

(C20:4) 15,01 |0,73+0,2
Palmitoleico ) ) 10.60 | 0.23+0 4
(C16:1A9) ’ U
Tridecanoico

(C13:0) - - 6,72 10,01+0,3

*AC: aceite de corozo; AO: aceite de oliva
**Tiempo de retencion (min)
***Cantidad relativa (media + DE dos réplicas)
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de obtencion de la fraccion P, fue de 23,23 + 1,14%
p/p (respecto al latex fresco); mientras que para la
fraccion CPL-p fue de 9,29 + 2,76% p/p. El anélisis
electroforético arrojé una banda de peso molecular
cercano a 29 kDa, la cual podria corresponder a la
lipasa del latex de C. papaya.

Influencia de la temperatura y del pH en la AL
de P,y CPL-p

La maxima AL de la fraccion P,, usando AC, fue de
722,43 + 1,92 U/g a 40°C y pH 9; con la fraccién
CPL-p fue de 518,65 £ 4,70 U/g a 54°Cy pH 8. Cuan-
do se usé AO, se obtuvo una AL maxima con la frac-
ciéon P, de 615,06 + 19,53 U/g a 54°Cy pH= 8; mien-
tras que con la fraccion CPL-p fue de 385,42 + 8,30
U/g a 60°C y pH 9 (Cuadro 4). Se observé mayor AL
de P,y CPL-p usando AC, con excepcién de la corrida
3 para la fraccién P, y las corridas 1y 6 para la frac-
cion CPL-p, donde la actividad fue mayor con el AO.

La mayor selectividad de ambas fracciones por el AC
podria explicarse por el alto contenido de AG de ca-
dena mediana (64,20% C12 y 21,75% C14) que con-
tiene. Este resultado es consistente con estudios pre-
vios, donde P, mostro selectividad mas alta por AG de
cadena corta como la tri-butirina (C4) y mediana como
la trioctanoina (C8), comparada con el AO [7, 22]. Otra
caracteristica de las lipasas del latex de C. papaya es
la estereoselectividad por las posiciones sn-1 y sn-3
(sn1/3) de los TAG. Se ha establecido que en los acei-
tes de algunas palmas, los AG de cadena mediana se

encuentran usualmente esterificados en las posicio-
nes sn1/3, esta caracteristica favoreceria la selectivi-
dad de las lipasas de C. papaya por este tipo de acei-
tes. Por ejemplo, el aceite de la palma de coco posee
54,3% de acido laurico (C12) en las posiciones sn1/3
[23,24], mientras que el aceite de semilla de palma
africana (palm kernel oil) posee 51,41% de C12 en las
posiciones sn1/3 [23]. Al igual que en los aceites de
estas palmas, el AC estd compuesto principalmente
por AG saturados de cadena mediana, que se encuen-
tran usualmente esterificados en las posiciones sn1/3
del glicerol [23,24], esta caracteristica favoreceria la
selectividad de P,y CPL-p por este tipo de sustratos.

El ANOVA de los resultados mostré que la T influye
significativamente en la AL de P, (ANOVA: Razén-F =
113,35; valor-p = 0,0000) y CPL-p (ANOVA: Razon-F=
57,64; valor-p= 0,0000) con el AC. El pH también
mostré efecto significativo en la AL de P, (ANOVA:
Razon-F= 25,76; valor-p= 0,0001) y CPL-p (ANOVA:
Razon-F= 26,65; valor-p= 0,0001); asi mismo, se ob-
servo efecto significativo de la interacciéon T-pH para
ambas fracciones (valor-p < 0,005) con este sustrato.

Los graficos de superficie de respuesta muestran que
T > 40°C, causan disminucion de la AL de P, sobre el
AC (Figura 1a); mientras que la fraccién CPL-p mos-
tré mayor tolerancia a T > 40°C, alcanzandose la T
Optima a 50°C (Figura 1b).

El efecto de la temperatura sobre la actividad de las
enzimas es bastante complejo, ya que a medida que

Cuadro 4. Resultados del disefio experimental de la AL (U/g) de las fracciones P,y CPL-p.

AL* (U/g)
Variables P, CPL-p

No T (°C) pH AO AC AO AC

1 26 8 405,81 + 6,55 639,84 + 13,30 338,83 + 5,62 219,21+ 0,29
2 26 10 257,02 + 1,03 474,85 + 3,07 226,38 + 8,51 282,84 + 1,47
3 54 8 615,06+ 19,53 411,90 + 6,16 337,55 + 1,40 518,65 + 4,70
4 54 10 214,50+ 6,89 404,93 + 13,74 223,09 + 7,34 318,97 + 12,30
5 40 7.6 342,18 + 4,89 617,30 + 5,81 223,94 + 6,76 418,64 + 3,01
6 40 10,4 331,02 + 8,12 517,44 + 11,95 228,52 + 7,09 209,86 + 8,37
7 20 9 414,00 + 0,56 565,81 + 5,45 232,33+ 5,73 238,14 + 8,95
8 60 9 446,94 + 2,46 311,92 2,10 385,42 + 8,30 497,13 + 12,27
9 40 9 449,63 + 531 701,27 + 9,16 352,72 + 0,01 285,35+ 9,15
10 40 9 539,82 + 7,02 697,48 + 3,69 350,89 + 4,86 331,85+ 9,72
11 40 9 490,58 + 12,92 623,58 + 12,09 328,08 + 4,59 436,57 +9,44
12 40 9 489,20 + 4,63 722,43 1,92 300,35 + 3,22 343,97 + 1,42

*valores medios + DE de tres réplicas
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esta incrementa, también lo hace la energia cinética
de las moléculas y por lo tanto, la velocidad de reac-
cion, alcanzando la temperatura donde la actividad
es maxima (T 6ptima); después de este punto ocurre
una inactivacién progresiva causada por la desna-
turalizacion de la enzima, resultando en la pérdida
completa de la actividad [25].

Para el caso del latex de C. papaya se observé que
las fracciones P,y CPL-p presentaron T 6ptimas dis-
tintas, esto habia sido descrito previamente [8,9], re-
portando los mismos valores éptimos observados en
el presente estudio (40°C para P,y 50°C para CPL-p),
lo cual supone la existencia de por lo menos dos ti-
pos de lipasas en el latex.

Respecto al pH, la AL de P, sobre el AC disminuyé a
pH > 9,0 (Figura 1a); en el caso de CPL-p, la AL mas
alta se obtuvo a pH = 8 (Figura 1b). Para ambas frac-
ciones, la actividad incrementé a partirde pH=7,5y
decay6 significativamente a pH > 9.

Estos resultados son consistentes con los reportados
por Rivera et al. [10], quienes determinaron un pH
6ptimo de 8,5 con P, y pH 6ptimo de 9 para CPL-p,
lo que indica la presencia de mas de una lipasa en el
latex de C. papaya. La importancia del pH del me-
dio sobre la actividad de las enzimas es ampliamente
reconocida, encontrandose valores de pH donde la
actividad es mas alta (pH éptimo).

El pH del medio influye en el estado de ionizacién de
las cadenas laterales de los aminoacidos y por tanto,
en la estabilidad de los enlaces iénicos que contri-
buyen a mantener la conformacién del sitio activo
[26]; adicionalmente, el pH del medio también puede
influir en las velocidades de reaccidon ya que este pa-
rametro es muy sensible a los valores de pKa (cons-
tante de ionizacion) de los aminoacidos directamente
involucrados en la catalisis [26, 27,28].

De la misma forma, el efecto significativo de la in-
teraccion T-pH sobre la AL de P, y CPL-p podria ser
explicado con base en la sensibilidad de los pKa de
las cadenas laterales de los aminoacidos a la tem-
peratura; por ejemplo se ha determinado que ami-
noacidos basicos exhiben cambios relativamente
grandes en su carga debido a la temperatura. Dado
que los residuos ionizables de las cadenas laterales
de los aminoacidos son importantes para mantener
la conformacion del sitio activo, un cambio de pKa

Figura 1. Superficie de respuesta para la AL de a) P,, b) CPL-p,
usando AC.
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impulsado por la temperatura puede tener un efecto
directo significativo sobre la catdlisis enzimatica [29].

EI ANOVA de los resultados con el AO, mostroé que el
pH tiene un efecto significativo en la actividad de P,
(ANOVA: Razon-F= 16,16; valor-p= 0,0009) y CPL-p
(ANOVA: Razon-F = 6,74; valor-p =0,0188). La T tuvo
efecto significativo en la actividad de CPL-p (ANOVA:
Razon-F= 6,23; valor-p= 0,0231); pero no en la activi-
dad de P, (ANOVA: Razén-F=2,30; valor-p=0,1475),
esto puede atribuirse, a que P3 posee una composi-
cion quimica mas compleja, donde ademas de las lipa-
sas, existen otras enzimas solubles y macromoléculas
en la matriz, dificultando la medicién del efecto real
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de la temperatura sobre la actividad catalitica de las
lipasas [30]. Ademas, se observé un efecto cuadratico
del pH sobre P, (ANOVA: Razén-F= 16,77; valor-p=
0,0008) y CPL-p (ANOVA: Razon-F= 17,71; valor-p=
0,0006). La interaccion T-pH sélo afecté a la fraccidn
P, (ANOVA: Razén-F= 6,42; valor-p= 0,0215).

Los graficos de superficie de respuesta para AO (Fi-
gura 2) muestran el efecto de curvatura del pH sobre
la AL de las fracciones P,y CPL-p, obteniéndose pH
o6ptimos de 8y 8,7 respectivamente. Por el contrario,
no se observo un efecto marcado de curvatura en el
rango de T evaluadas, razén por la cual fue dificil esta-
blecer una T éptima a través del modelo de superficie
de respuesta, para este sustrato. A pesar de esto, se
pudo observar que la AL de P, disminuye progresiva-
mente a partir de 30°C hasta llegar a la actividad mas
baja a los 60°C (Figura 2a). En el caso de CPL-p se ob-
servd un comportamiento contrario, con un aumento
progresivo de la AL a partir de 20°C (Figura 2b).

Efecto de la Ty pH sobre la estabilidad de P,
y CPL-p

Los resultados de los ensayos de estabilidad térmi-
ca de P, y CPL-p, muestran que la AL decae signifi-
cativamente luego de 5 min de incubacién (valor p
< 0,0327), en todos los valores de T evaluados. La
fraccion P, mostré disminucion del 22,67%y 13,66%
de la actividad a 30°C y 40°C, respectivamente; sin
embargo, la actividad fue significativamente menor
a 50°C (30,58%) y 60°C (56,61%). Los resultados
con CPL-p mostraron una menor reduccion de la
AL en comparacién con P, (4,43% entre 30 - 40°C;
13,65% a 50°C y 35,13% a 60°C). Después de 24 h
de incubacién, la actividad de ambas fracciones con-
tinué disminuyendo, observandose una reduccion
de hasta el 48,74% de la actividad para P, a 50°C
y de 41,42% en la actividad de CPL-p a 50°C. Estos
resultados confirman que la fraccion CPL-p posee
mayor estabilidad térmica, particularmente entre
30°C y 40°C. Una posible explicacion, es que CPL-p
se encuentra inmovilizada en la matriz insoluble del
latex, lo cual le proporciona mayor estabilidad [8].

Los ensayos de estabilidad de las fracciones P,y CPL-p
en los pH estudiados mostraron mayor estabilidad a
pH 9 entre 5 - 60 min de incubacion. Después de 24
horas de incubacion, las actividades de P, y CPL-p de-
cayeron un 21,27 y 39,36% de su valor inicial.

Figura 2. Superficie de respuesta para la AL de a) P,, b) CPL-p,
usando AO.

a-man (Bin) W
- :%
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Determinacion de los parametros cinéticos
de Michaelis-Menten

Para determinar los parametros cinéticos de las frac-
ciones P, y CPL-p, las reacciones lipoliticas se lleva-
ron a cabo a los valores de pH y temperatura mas
estables (T= 40°Cy pH=9).

Las Figuras 3y 4 presentan la cinética de la hidrdlisis
de ambos sustratos, catalizada por la lipasa presente
en la fraccion P, y CPL-p del ldtex de C. papaya. La
velocidad maxima (V__ ) de reaccion con el AC (18,66
+ 0,5 umol/min) fue significativamente menor a la
obtenida con el sustrato AO (32,30 = 0,6 umol/min)

(Cuadro 5), del mismo modo, se evidencié que con
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CPL-p la V_ con AC (16,58 *
0,1) fue menor a la obtenida con
AO (20,16 £ 0,3); esta se alcanza
cuando la enzima se encuentra
saturada por su sustrato, por lo
que un aumento en la concentra-
cion del sustrato después de este
punto no ocasionard incremento
en la velocidad de reaccién.

La constante de Michaelis-Men-
ten (K,,) fue otro pardmetro eva-
luado, esta es una medida de la
afinidad de la enzima por el sus-
trato, y corresponde a la concen-
tracion del sustrato en la cual la
velocidad de reaccién esigual ala
mitad de laV__ [13].

Para el caso de P, el va-
lor del K, para el sustrato AC
(1,3x10%£1,3x10° uM) fue 5,54
veces menor al obtenido con el
sustrato  AO (7,2x10%+5,4x10°)
(Cuadro 5), lo cual indica que la
lipasa en P, presenta mayor afini-
dad por el AC. Resultados similares
fueron obtenidos en la cinética de
reaccion de la lipasa presente en la
fraccion CPL-p de C. papaya (Figura
4), obteniéndose valores de V__ y
K,, que son 1,22 y 2,85 veces me-
noresenel AC(V__ =16,58 +0,1
umol/min; K, = 2,6x10%+1,1x103
comparado conel AO (V_ =20,16
+ 0,3 pmol/min; K, = 7,4x10%*
5,9x103 (Cuadro 5).

Para establecer la eficiencia de las
lipasas presentes en las fracciones
P,y CPL-p se calcul6 el valor de la
K . (nimero de recambio) y la rela-

cat

cién de la K /K|, (Cuadro 5).

La fraccion P, present6 la rela-
cion K_/ K|, mas alta cuando el
sustrato utilizado fue AC (8,6x10
4+7x10° uM1. min?), mientras
que la relacion mas baja la pre-
sentd la fraccion CPL-p con AO
(5,38 veces menor). Estos resul-

Figura 3. Efecto de la concentracion del sustrato en la hidrélisis de AC usando P, y CPL-p.
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Figura 4. Efecto de la concentracion del sustrato en la hidrélisis de AO, usando P,y CPL-p.
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tados indican que P, posee la ma-
yor eficiencia catalitica a 40°C y
pH = 9 y confirma la afinidad de
esta fraccion por el AC, lo cual
podria estar relacionado con la
mayor composicion de este acei-
te en AG de cadena mediana
como los acidos laurico (64,20 +

1,1%) y miristico (21,75 + 1,3%).
Asi mismo, esto confirma lo re-
portado en otros estudios, donde
la fraccion cruda posee alta AL
en TAG de cadena corta y media,
comparado con TAG de cadena
larga, como es el caso de la ma-
yoria de las lipasas [9].

79



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

Milena Urquijo-Rodriguez

Cuadro 5. Pardmetros cinéticos de las fracciones P,y CPL-p.

.. * K * %k
Fraccion S* (uchI?min) (J'M)
P AC 18,66+0,5 1,3x10%+1,3x10°
3 AO 32,30+0,6 7,2x10%+5,4x10°
CPLp AC 16,58+0,1 2,6x104£1,1x10°
AO 20,16 +0,3 7,4x10%+ 5,9x10°
Fraccién S* ("clalfn 1) (Eﬁ{lll(nh{;n-l)
P AC 10,85+0,3 8,6x10+£7x10°°
3 AO 18,78 +0,3 2,6x104 +2x10°
AC 9,64 £0,1 3,8x10“ +1x10°
CPLp AO 11,72 +0,2 1,6x10* £1x10°

* S = Sustrato
**Valores de la media + desviacion estandar de tres réplicas.

CONCLUSIONES

En esta investigaciéon se determiné la capacidad hi-
drolitica de las fracciones P, y CPL-p sobre los AG
presentes en el AC, evidenciando que P, posee mayor
AL comparada con CPL-p. Ademas, la temperatura y
el pH afectan de manera significativa la AL de ambas
fracciones, presentando diferentes valores de Ty pH
6ptimos. Segun los valores de Km obtenidos, P, pre-
sentd mayor afinidad por el AC en comparacion con
CPL-p, debido a la alta composicion de AG de cadena
mediana que contiene y a la estereoselectividad de
las lipasas por esa clase de AGs. Los frutos verdes
no comercializables de C. papaya y los residuos de
la almendra del corozo tienen un enorme potencial
para ser revalorizados mediante el aprovechamiento
de estas materias primas no convencionales, con el
propésito de fortalecer las cadenas productivas de
estos cultivos en el pais.
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RESUMEN

Merremia aegyptia (Convolvulaceae) no se ve afectada por la aridez que
presenta la mayor parte del territorio guajiro (La Guajira, Colombia). Sin
embargo, ha sido subestimada y considerada arvense al desconocerse sus
propiedades medicinales y otros posibles usos. Asi, con la presente investi-
gacion se pretendié establecer la influencia de los periodos climdticos y la
fenologia sobre la produccién de polifenoles en dicha especie y estimar el
potencial antioxidante de sus extractos. Se tomaron muestras de tejido foliar
durante un ano y se sometieron a extraccion con metanol, la concentracion
de polifenoles totales fue establecida mediante el método de Folin-Ciacol-
teau y se correlaciond con la precipitacion y temperatura mensual. Ademds,
se estimé el porcentaje de inhibicién de los extractos sobre el radical DPPH.
Los resultados obtenidos indicaron variacién en la concentracion mensual de
polifenoles totales, siendo enero de 2018 el mes donde se registré la mayor
concentracion (6,03%). Adicionalmente, los extractos presentaron mayor ac-
tividad antioxidante (85,15%) que el dcido ascérbico (38,65%). Se concluyé
que la disponibilidad de agua en el suelo afecta la produccién de polifenoles
en M. aegyptia y que esta especie representa un recurso vegetal susceptible
de ser cultivado y explotado bajo las condiciones ambientales de La Guadjira.

ABSTRACT

Merremia aegyptia (Convolvulaceae) is not affected by the predominant ari-
dity in most of guaijiro territory (La Guajira, Colombia). However, this species
has been underestimated and considered weed since its medicinal properties
and other possible uses are unknown. Thus, the present investigation was
tried to establish the influence of seasons and the phenology on the produc-
tion of polyphenols in M. aegyptia and to estimate the antioxidant potential
of its extracts. Foliar tissue samples were taken for one year and subjected to
methanol extraction, total polyphenol concentration was established by Fo-
lin-Ciacolteau method and correlated with monthly precipitation and tem-
perature. In addition the percentage of inhibition of its leaf extracts on the
DPPH radical was estimated. Results suggest variation in monthly concen-
tration of total polyphenols, obtaining the highest concentration in January
2018 (6,03%). Furthermore, the extracts have a higher antioxidant activity
(85,15%) than ascorbic acid (38,65%). It was concluded that the availability
of water in soil affects the production of polyphenols in M. aegyptia and
that this species represents a plant resource capable of being cultivated and
exploited under the environmental conditions of La Guaijira.

RESUMO

Merremia aegyptia (Convolvulaceae) ndo é afetada pela aridez da maior
parte do territério guajiro (La Guajira, Colémbia). Porém tem sido subesti-
mada e considerada como erva daninha pelo que nao sdo conhecidas suas
propriedades medicinais e outros usos possiveis. Nesse sentido, a presente
investigacdo procurou-se estabelecer a influéncia dos periodos climdticos e
a fenologia na producdo de polifendis nessa espécie e estimar o potencial
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antioxidante de seus extratos. Amostras do tecido fo-
liar foram colhidas por um ano e submetidas a extracdo
de metanol e, a concentracdo de polifendis totais foi
estabelecida pelo método de Folin-Ciacolteau e corre-
lacionada com precipitacdo e temperatura mensais,
além da porcentagem de inibicdo da extratos sobre o
radical DPPH. Os resultados obtidos indicaram variacédo
na concentracdo mensal de polifendis totais, sendo ja-
neiro de 2018 o més em que a maior concentracdo foi
registrada (6,03%); além disso, os extratos apresenta-
ram maior atividade antioxidante (85,15%) que o dcido
ascorbico (38,65%). Concluiu-se que a disponibilidade
de dgua no solo afeta a producdo de polifenéis em M.
aegyptia e que essa espécie representa um recurso ve-
getal capaz de ser cultivado e explorado nas condicées
ambientais do estado La Guadijira.

INTRODUCCION

Muchos de los metabolitos secundarios que produ-
cen las plantas presentan actividad bioldgica, por lo
tanto se pueden usar con fines medicinales [1-4]; es
asi como han hecho parte de la historia de, quiza,
todos los grupos étnicos. Actualmente muchas co-
munidades, indistintamente de si pertenecen a un
grupo étnico determinado o no, utilizan las plantas
para el tratamiento de una amplia diversidad de do-
lencias, enfermedades o para controlar los sintomas
asociados a las mismas. Pese a que en el departa-
mento de La Guajira (Colombia) la comunidad Wayuu
y su legado tienen una alta influencia como resultado
de sus practicas culturales, el conocimiento y utili-
zacion de especies vegetales con fines medicinales
esta disminuyendo, debido, por lo menos en parte, al
poco conocimiento de su diversidad biolégica. Adi-
cionalmente, los trabajos etnobotanicos son escasos,
lo que a su vez limita la proyeccién de utilizaciéon de
la biodiversidad vegetal en beneficio de la poblaciéon
del departamento, la regién y el mundo.

Historicamente todas las preparaciones medicinales
han derivado de especies vegetales [5], ya sea utili-
zando partes de la planta o extractos crudos de las
mismas. Hoy dia, muchos medicamentos son desarro-
llados a partir de plantas que presentan bioactividad
y en la mayoria de los casos se requiere el aislamiento
de los mismos y su posterior modificacién. En la me-
dicina moderna, las plantas son usadas como fuente
directa de agentes terapéuticos, modelos para nue-
vos compuestos sintéticos y como marcadores taxo-

némicos para el descubrimiento de nuevos compues-
tos [6]. Las batatillas (Convolvulaceae) son plantas
forrajeras que podrian aprovecharse en la obtencién
de sustancias bioactivas [7-10]; no obstante, a estas
plantas se les considera hierbas invasoras de terrenos
no ocupados e incluso han sido reportadas como ar-
venses y nocivas para el ganado [11-13], desestiman-
do su valor ecolégico, nutricional o medicinal.

La obtencién de nuevas sustancias para el tratamien-
to de diversas enfermedades es limitada y la informa-
cion basica para la elaboracién de farmacos menos
costosos y con menos efectos secundarios es aun
escasa y requiere de la evaluacion de materiales que
puedan producir de manera sostenida grandes canti-
dades de compuestos activos de manera controlada.
A pesar de que existen metodologias para la extrac-
cion y cuantificacion de polifenoles a partir de dis-
tintos 6rganos vegetales [14-20] la concentracion de
este tipo de sustancias depende mucho de la varie-
dad, la fenologia, la localizacién geografica y la época
de colecta, ademas el contenido de metabolitos se-
cundarios es variable entre una planta y otra, aunque
pertenezcan a la misma variedad [6, 21]. En este sen-
tido, varias especies del género Merremia han sido
objeto de investigacion en relacién con el contenido
de polifenoles y su potencial antioxidante, tal es el
caso de M. borneensis Merr. [22], M. hederacea (Burm.
f.) Hallier f., M. gangitica (L.) Cufo. [23], M. emargina-
ta (Burm. F.) Hall. F. [24], M. mammosa (Lour.) Hallier
f. [25] y M. umbellata (L.) H. Hallier [26]. Asi mismo,
el uso tradicional de M. aegyptia como antidiabético,
cicatrizante, antimicrobiano y antitumoral ha sido re-
portado [6], lo cual puede estar relacionado con su
contenido de polifenoles.

La concentracién de fenoles en tejidos vegetales se
ha utilizado como indicador del grado de resistencia
al estrés [27] y especificamente a los polifenoles se
les ha atribuido propiedades medicinales entre las
que se destacan su actividad antialergénica, antioxi-
dante, anticancerigena, antihiperglicémica, antimi-
crobiana y antiinflamatoria [28-32], esto indica la ne-
cesidad de conocer los beneficios de la biodiversidad
vegetal presente en el territorio guajiro con miras a
un mejor aprovechamiento, y aunque una revision
bibliografica podria mejorar el conocimiento sobre la
utilizacion de las especies vegetales presentes en la
region, la proyeccion de futuras investigaciones y la
obtencién de bioproductos de interés comercial sélo
se lograra con la realizacion de trabajos que permitan
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identificar los metabolitos que estas especies produ-
ceny qué factores ambientales influyen sobre la pro-
duccién de este tipo de sustancias. La especie objeto
de estudio de la presente investigacion tiene la ven-
taja adicional de estar totalmente adaptada a ecosis-
temas aridos [33, 34], lo que implica disponibilidad
de material para trabajar, en caso de comprobarse
la alta produccién de sustancias bioactivas bajo las
condiciones ambientales de La Guajira.

Con la presente investigacién se buscé estimar el
potencial antioxidante de los extractos foliares de
M. aegyptia y determinar las variaciones en la con-
centracion de polifenoles atendiendo a los periodos
climaticos regentes en regiéon Caribe colombiana y
a la fenologia de la especie. La informacién genera-
da soporta las bases para proponer el cultivo de M.
aegyptia, asi como la posibilidad de estimar la mejor
época de cosecha considerando el contenido de po-
lifenoles en las hojas y de esta manera aprovechar
la disponibilidad de suelos que por su aridez no per-
miten el establecimiento de cultivos convencionales.

METODO
Muestreo y definicién de los periodos climaticos

Se tomaron muestras de plantas de M. aegyptia, vi-
siblemente sanas y sin signos de herbivoria que cre-
cian en estado silvestre en un area urbana del mu-
nicipio de Riohacha (La Guajira), en las coordenadas
11°32'15,7” de latitud Norte y 72°53'36,7" de longi-
tud Oeste, con una temperatura promedio de 29,24
+ 1,31°C y humedad relativa de 72,75 + 4,11%. Las
muestras consistieron de hojas procedentes de la par-
te media de los tallos, las cuales fueron tomadas men-
sualmente durante un afo, en el periodo comprendi-
do entre septiembre de 2017 y agosto de 2018. Con
el fin de establecer la concentracién de polifenoles
en otros érganos, en el mes de marzo de 2018 se co-
lectaron flores completas (incluian todos los érganos
florales) y frutos maduros, en perfecto estado, proce-
dentes de las plantas objeto de estudio. Posterior a la
colecta, las muestras se trasladaron inmediatamente
al Laboratorio de Calidad Ambiental de la Universi-
dad de La Guajira (Riohacha, Colombia), donde fueron
procesadas para la obtencion de extractos vegetales.

Durante el periodo de estudio se registraron los cam-
bios fenoldgicos que presentaron las plantas objeto

de estudio y se establecieron tres estadios fenolégi-
cos: Crecimiento vegetativo (ausencia de estructuras
reproductivas), Floracion (desde la aparicion de las
primeras yemas florales hasta la aparicién de los pri-
meros frutos) y Fructificacion (a partir de la aparicion
de los primeros frutos). Los periodos climaticos fue-
ron definidos utilizando los reportes histoéricos y los
datos climatolégicos (precipitacion y temperatura) co-
rrespondientes al periodo evaluado en la presente in-
vestigacion, publicados por el Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales IDEAM [35].

Adicionalmente, se tomaron por duplicado muestras
del horizonte A del suelo adyacente a las plantas y
se hicieron determinaciones de los siguientes para-
metros: densidad aparente (método nucleo), textura
(Boyucos), humedad gravimétrica (gravimetria), es-
tructura (manual), retencion de humedad a 0,33 atm
(plato de Richards), pH (potenciométrico), conductivi-
dad eléctrica (conductimetro); siguiendo los protoco-
los de la seccion de fisica de suelos del laboratorio de
Ciencias Ambientales de la Universidad de La Guajira.
Al finalizar el muestreo las raices de las plantas eva-
luadas fueron extraidas y medidas en miras a asociar
las estrategias adaptativas de la especie para superar
el déficit hidrico con el contenido de polifenoles.

Obtencion de los extractos foliares

Hojas procedentes de tres plantas de M. aegyp-
tia fueron secadas en horno durante 48 h a 40°C,
posteriormente se maceraron independientemente
en nitrégeno liquido a temperatura de laboratorio
(24 £ 1°C), por aproximadamente 5 min, hasta ob-
tener un polvo fino. Se pesé 1 g de cada pulverizado
y se les adicioné 10 mL de metanol al 96%, se dejé
actuar por 2 horas y se filtré utilizando papel filtro
Whattman N°4, siguiendo la metodologia descrita
en trabajos previos [36]. Los extractos asi obtenidos
fueron utilizados en los ensayos posteriores.

Cuantificacién de polifenoles totales

La cuantificacion de polifenoles se hizo de acuerdo
con lo establecido por la IAEA [37], utilizando un
espectrofotometro UV-Vis Hach DR 5000. Los limi-
tes de deteccién y cuantificacién del equipo fueron
estimados como se describe en la guia tripartita ar-
monizada de la International conference on harmo-
nisation of technical requirements for registration
of pharmaceuticals for human use [38], mediante el
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método basado en la desviacién estandar del blanco
y la pendiente de una curva de calibrado de acido
galico construida para tal fin.

Se tomaron tres alicuotas de 21 ulL de cada extracto
y se depositaron en tubos de ensayo, de manera in-
dependiente se les adicionaron agua destilada hasta
un volumen de 1,25 mL, se les adicion6 625 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteu, se dejaron reposar por
10 minutos y luego se les adicionaron 3,125 mL de
solucién de Na,CO, al 20%. La mezcla en los tubos
de ensayo fue agitada en vortex hasta homogeni-
zar, después de dos horas se midié la absorbancia
a 760 nm. Los valores de absorbancia se utilizaron
para establecer la concentraciéon de polifenoles tota-
les utilizando la ecuacién de la curva de calibraciéon
(y = 0,0458x + 0,0092; R?= 0,9998) y el contenido
de estas sustancias se expresd en porcentaje sobre
una base de masa seca (1 g de tejido pulverizado),
como equivalente de acido galico (%EAG). Los or-
ganos reproductivos fueron procesaron de manera
similar al tejido foliar.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se deter-
miné mediante el método del DPPH [1], como se
describe a continuacién. Se tomaron cinco alicuotas
de 100 pL de cada extracto y se mezclaron, indepen-
dientemente, con 3,9 mL de una solucién de 1,1-Di-
fenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) a una concentracién
de 60 umol, recién preparada en metanol al 96%; la
mezcla se incubd a temperatura de laboratorio (24 +
1°C) en la oscuridad y se midié la absorbancia a 515
nm a los 0 y 30 minutos de reaccién. Se utilizé meta-
nol al 96% como control negativo y soluciones de 4ci-
do ascérbico a la misma concentracion de polifenoles
totales estimada en los extractos como control positi-
vo. Los porcentajes de inhibicion del radical DPPH se
calcularon de acuerdo con la ecuacion 1[39]:

Abspppy— AbSmuestra
AbspppH

% Inhibicién = (Ec. 1)

Donde: Abs_,,, es la absorbancia del control negati-
voat=0minutosyAbs_ _ eslaabsorbanciade las
muestras a t = 30 minutos.

Procesamiento de datos y analisis
de la informacién

Todos los ensayos se ajustaron a un disefio comple-
tamente aleatorizado. Los datos correspondientes a
la concentraciéon mensual de polifenoles y actividad
antioxidante fueron tabulados y graficados en Micro-
soft Excel®, analizados con ANAVAYy las medias fueron
separadas mediante el test de Duncan. La relacién entre
la fenologiay el contenido de polifenoles se establecio
comparando las variaciones en la concentracion mensual
de estas sustancias contra el estadio fenolégico de las
plantas en el mismo periodo; por su parte, la concen-
tracion mensual de polifenoles fue correlacionada con
la temperatura media mensual y las precipitaciones me-
diante el coeficiente de correlacién de Pearson. Todos
los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el
paquete de analisis estadistico SAS®v. University.

RESULTADOS

Fenologia de las plantas, caracteristicas
del suelo y periodos climaticos

Durante el periodo de estudio las plantas evaluadas
presentaron la siguiente fenologia: Crecimiento ve-
getativo, de septiembre a mediados de diciembre de
2017; Floracién, mediados de diciembre de 2017 hasta
mediados de enero de 2018. El estadio de Fructificacion
se dio desde mediados de enero de 2018y se prolongd
con la presencia simultanea de flores durante el resto
del tiempo contemplado en la investigacion (agosto
de 2018). Los cambios fenoldgicos coinciden con los
descritos para dicha especie [34], resaltando que esta
planta, propia de ambientes secos, florece y fructifica
mayoritariamente durante los meses de octubre a enero
y en menor grado en otros meses del afio por influen-
cia de las precipitaciones. Sin embargo, no fue posible
establecer la relacion entre el contenido de polifenoles
y la fenologia de las plantas, ya que la concentracién
de polifenoles varié indistintamente del estadio repro-
ductivo de las plantas, por lo que se considerd que la
produccién de este tipo de sustancias se ve afectada
mayoritariamente por las variables ambientales y no
por el estadio fenoldgico.

El andlisis del suelo adyacente a las plantas revel6 una
densidad de 1,45 g/cm3, lo que indica un alto grado
de compactacion que puede conllevar a dificultades
para la circulaciéon del agua y el desarrollo de raices; la
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estructura blocosa angular con de-
sarrollo moderado a fuerte y blo-
que de tamaio medio de 19 mm
es tipica en suelos donde la activi-
dad biolégica y la materia orgénica
no tienen gran influencia como
factor formador; la textura franco
limosa con contenidos de arcilla de
26,5%, limo del 37%, y arena del
36,55 es coherente con el grado
de estructura presente y la baja
conductividad y retencién hidrica,
reflejada en una humedad gravi-
métrica del 4,96% que indica un
déficit hidrico alto y la baja capa-
cidad de retenciéon de humedad a
0,33 atm (11,3%); también, se evi-
dencid alcalinidad (pH 8,48) y baja
conductividad eléctrica (1156 uS).
Las caracteristicas predominantes
son congruentes con lo reportado
para los suelos de la zona [40] y en
su conjunto estos pardmetros eda-
ficos pueden representar condicio-
nes estresantes para el desarrollo
vegetal, mas aun bajo las condicio-
nes climaticas predominantes. Por
su parte, las raices de las plantas
utilizadas durante la investigacion
tuvieron una longitud promedio de
163,9 cm (40,46 cm) y se exten-
dieron hasta una profundidad de
75,5 cm (+14,08 cm).

En cuanto a los periodos climati-
cos, hubo correspondencia entre
el régimen de lluvias evidenciado
durante el periodo evaluado y los
registros historicos [35], presen-
tandose dos periodos lluviosos: el
primero se extendié desde el mes
de septiembre hasta noviembre
de 2017, siendo octubre y no-
viembre los meses con mayores
precipitaciones (180 y 164 mm,
respectivamente) con algunas llu-
vias esporadicas en el mes de di-
ciembre. Durante este primer pe-
riodo se obtuvo un acumulado de
399 mm, concentrando la mayor

precipitacién del aio. El segundo
periodo de lluvias se dio entre los
meses de abril a junio de 2018,
siendo las lluvias menos intensas
y abundantes (43,7 mm en total).
Los periodos secos se dieron du-
rante los meses de enero, febre-
ro, marzo, julio y agosto de 2018,
destacandose por precipitaciones
muy bajas (entre 0,5 mm en el
mes de marzo de 2018y 16,3 mm
en el mes de agosto del mismo
afo) y temperaturas mas altas du-
rante los meses de julio y agosto
(31,22 + 0,01°C). No obstante lo
anterior, se resalta que el terreno
adyacente al sitio donde crecie-
ron las plantas objeto de estudio
permanecio inundado por varios
meses (octubre de 2017 a enero
de 2018), evento que fue atri-
buido a las caracteristicas fisicas
del suelo, las cuales dificultaron
la conductividad hidraulica que
permitiera la percolacion del agua
del periodo lluvioso (septiembre -
noviembre de 2017), lo que pudo
haber influido en la concentracién
de polifenoles en algunos meses
de la temporada seca.

Concentracion de
polifenoles totales
en los extractos foliares

El limite de deteccién del espec-
trofotometro utilizado fue esti-
mado en 0,41 ppm vy el limite de
cuantificacion en 1,24 ppm.

Los resultados obtenidos eviden-
ciaron que la concentraciéon de
polifenoles en M. aegyptia varian
de un mes a otro durante todo
el ano y el andlisis estadistico de
los datos corroboré la existencia
de diferencias significativas en el
comportamiento de esta varia-
ble durante el periodo evaluado
(p< 0,0001). Se registrd un incre-
mento paulatino en la produccién
de polifenoles totales desde los
meses de septiembre de 2017
(0,32% EAG) a enero de 2018
(6,03% EAG); posteriormente se
evidencié un descenso en la con-
centracién de estas sustancias
durante los meses de febrero y
marzo de 2018 (1,24% EAG en
ambos meses), seguido de un leve
aumento durante los meses de

Figura 1. Variacion mensual del contenido promedio de polifenoles totales (%) en M.
aegyptia (barras * la desviacion estandar). La linea continua muestra la precipitacion
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abril a junio de 2018 (2,02 a 2,52% EAG), disminu-
yendo nuevamente durante los meses de julio y agos-
to (1,62 'y 1,42% EAG, respectivamente) (figura 1).

Debido a que en los meses de diciembre de 2017 y
enero de 2018 se evidencioé la mayor concentracion
de las sustancias de interés (siendo estos parte de
uno de los periodos secos del ano y se esperaba que
la concentracién de polifenoles en las plantas evalua-
das disminuyera), no se encontrd correlacion signifi-
cativa entre el contenido de polifenoles y el régimen
de lluvias (r= -0,2676; p=0,4004). Aun asi, varios tra-
bajos de investigacion sefalan la relacion existente
entre estas dos variables y se considera coherente
con los resultados de la presente investigacion te-
niendo en cuenta que habia agua acumulada en el
suelo durante los primeros meses del periodo seco.
De igual manera, no se evidencié correlacién entre
la temperatura mensual promedio y la concentracion
mensual de polifenoles (r=-0,1836; p=0,5678).

El incremento en el contenido de polifenoles desde el
mes de noviembre de 2017 hasta enero de 2018 se
atribuyen, por un lado, a las lluvias relativamente fre-
cuentes durante los meses de septiembre a noviem-
bre de 2017, asi como a la inundacién del area colin-
dante con el sitio donde crecian las plantas, la cual
se mantuvo desde el mes de octubre de 2017 hasta
entrado el ano 2018, posiblemente como consecuen-
cia de las caracteristicas fisicas del suelo. Como se
indicd en parrafos anteriores, los meses de diciembre
a febrero corresponden histéricamente al periodo
seco; sin embargo, el alto contenido de polifenoles
en estos meses se considera que estuvo influenciado
por la acumulacién de agua en la superficie del suelo
y su lenta infiltracion como consecuencia de la com-
pactacion del mismo. Sumado a su poca estructura
(debida a la falta de materia organica), los bloques
que conforman este suelo presentaron resistencia a
romperse y tuvieron un grado fuerte de desarrollo,
caracteristicas que dificultan la capacidad de las rai-
ces de las plantas para explorar horizontalmente; no
obstante, las raices presentaron una longitud consi-
derable y una penetracion suficiente como para ac-
ceder al agua contenida en estratos bajos del suelo,
lo cual proporcioné mayor cantidad de agua a estas
plantas, incrementado la produccién de polifenoles.

Se ha descrito el efecto de la cantidad de agua dis-
ponible para las plantas sobre la produccion de poli-
fenoles en Camellia sinensis L. [41], encontrando que

el aumento en el contenido de agua en el suelo tiene
una relacién directamente proporcional con la con-
centracién de polifenoles, variando desde 12% en
suelos con el menor potencial hidrico (14% de con-
tenido de agua) hasta 25% en los suelos con mayor
potencial hidrico (38% de contenido de agua). Estos
hallazgos fueron soportados en el hecho de que al ser
el agua uno de los insumos de la fotosintesis, afecta la
produccién de sustancias orgdnicas en la planta, en-
tre estas los metabolitos secundarios. Los resultados
en mencién coinciden con los obtenidos en Olea eu-
ropaea L. Cv. Cobrancosa (un genotipo bien adaptado
a ambientes con bajo suministro anual de agua), don-
de se evidencié que la deficiencia de agua disminuye
el contenido de polifenoles, siendo muy evidente en
condiciones de secano (disminucién en el contenido
de polifenoles totales de 61,3 a 15,7 mg EAG g V42

Los menores contenidos de polifenoles en M. aegyptia
durante los meses de septiembre-octubre de 2017 y
febrero-marzo de 2018 sugieren una respuesta a la
falta de agua en los meses de sequia que los prece-
dieron (julio - agosto y diciembre-enero, respectiva-
mente), disminuyendo la produccién de compuestos
fendlicos. Asi mismo, el incremento en la concentra-
cién de estas sustancias en los meses de abril a junio
de 2018 coincide con las lluvias registradas en este
periodo. La influencia de la variacién estacional sobre
el contenido de polifenoles en hojas de I. batatas ha
sido establecida [43], hallando que la concentracién
de éstos disminuye durante el verano e incrementaba
nuevamente después de dicha estacion. Asi mismo, se
hallé una concentraciéon promedio de polifenoles de
6,9%, lo cual contrasta con lo encontrado en la pre-
sente investigacién al obtenerse una produccién pro-
medio de 2,11% EAG en M. aegyptia. No obstante, en
el trabajo anteriormente citado no se correlacioné la
disponibilidad de agua para las plantas con la produc-
cion de polifenoles, en su lugar se encontré que esta
variable se correlacionaba directamente (y de forma
negativa) con la temperatura ambiental, lo cual difiere
con los resultados de la presente investigacion, donde
no se evidencié correlacidn entre estas variables.

M. aegyptia es una especie adaptada a condiciones
de aridez, por tanto se esperaba que mantuviera al-
tos contenidos de polifenoles como estrategia con-
tra el estrés ambiental, como ha sido evidenciado en
Achillea pachycephala y Sesamum indicum [44, 45],
donde se encontré que la concentracién de polifeno-
les incrementa a medida que las plantas se exponen
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a mayores niveles de estrés hidrico. Por otro lado,
en Brassica rapa [46] se encontré que el estrés hi-
drico disminuye la concentracién de polifenoles de
forma leve, lo cual deja en evidencia que el genotipo
influye sobre esta respuesta fisiolégica. Los trabajos
realizados sobre las especies anteriormente citadas
reportan que los flavonoides decrecen bajo condi-
ciones de estrés, mientras que los acidos caféico y
clorogénico incrementan, coincidiendo con los resul-
tados obtenidos en Cynara cardunculus [47].

Se ha establecido que el estrés hidrico incrementa
el contenido de polifenoles totales en Amaranthus
tricolor, (una especie adaptada a dicho estrés) [48]
y existen reportes de la produccién variable de po-
lifenoles en especies que crecen en un ecosistema
arido de Brasil; oscilando entre 2,5% (Macroptilium
lathyroides (L) Urban) y 22,0% (Stylosanthes humilis
Kunth) [49], lo que supone la influencia del genotipo
y las adaptaciones al estrés sobre el comportamiento
de esta variable. También se reporta una produccién
de polifenoles de 6,1% en M. aegyptia, valor similar al
encontrado en el presente trabajo para esta especie
en el mes de enero de 2018 bajo las condiciones am-
bientales de La Guajira; sin embargo, debe tenerse
en cuenta que los datos tomados en los trabajos aqui
citados son puntuales y no consideran una linea de
tiempo, lo que no permite evidenciar variaciones en
el contenido de estas sustancias. Asi, la diferencia en
el contenido de polifenoles durante el resto del afio
puede deberse a las variaciones en las condiciones
ambientales a las que estuvieron sometidas las plan-
tas y corresponden con los periodos climaticos.

El contenido de polifenoles totales en seis genotipos
de I. batatas fue analizado, encontrando que la con-
centracion de éstos fluctud entre 12,18 y 16,17% [14].
Posteriormente, se indicd que en esta misma especie el
contenido de polifenoles varia entre 6,3 y 13,5% (de-
pendiendo del genotipo) [36], valores que distan de los

hallados en el presente trabajo; no obstante, debe resal-
tarse que M. aegyptia crece abundantemente en suelos
marginales del territorio guajiro, por lo que aun asi re-
presenta un buen insumo para la produccion de antioxi-
dantes que merece ser estudiada a fondo con fines de
aprovechamiento. Ademas, las propiedades medicinales
de M. aegyptia y otras especies relacionadas han sido re-
portadas, destacandose su utilizacion como antimicro-
biano, diurético, tratamiento de quemaduras en la piel y
trastornos del higado [2, 50, 51], bioactividad que tam-
bién ha sido asociada con la presencia de polifenoles.

La concentracién promedio de polifenoles en flores
fue de 7,4% (+1,05), mientras que la concentracién
de estas sustancias en los frutos estuvo por debajo
del limite de deteccién del equipo. En relacién con
la concentracién de polifenoles en tejido foliar en
el mes de marzo de 2017 (1,24 +0,34%), las flores
presentaron contenido de polifenoles 5,94 veces su-
perior. La diferencia en el contenido de polifenoles
en hojas y flores sugieren que los polifenoles produ-
cidos en las hojas son traslocados a las flores donde
desempenaran funciones relacionadas con la atrac-
cion de polinizadores o evitar la florivoria [52, 53].
A su vez, la mayor concentracién de polifenoles en
flores explicaria, en parte, los valores marcadamente
mas bajos de estas sustancias en las hojas durante
los estadios de floracion y fructificacion.

Actividad antioxidante

Los resultados de la presente investigacién mostra-
ron que la capacidad antioxidante de los extractos
foliares de M. aegyptia (85,15%) es superior a la
del acido ascorbico (38,65%), lo cual es atribuido a
la concentracion de polifenoles en los mismos. El
andlisis estadistico de los datos permitié establecer
diferencias estadisticamente significativas en el por-
centaje de inhibicion del radical DPPH para las sus-
tancias evaluadas (p < 0,0001) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Actividad antioxidante de extractos de M. aegyptia sobre una solucion de DPPH (60 pumolar). Los valores en cada celda
representan la media de cada tratamiento + la desviacion estandar.

MUESTRA ABS 0’ ABS 30’ % INHIBICION 30’
Extracto M. aegyptia (38,93 ppm) 0,110 £ 0,006 0,103 £ 0,006 85,15+0,79 a
Ac. Ascérbico (38,93 ppm) 0,428 + 0,002 0,427 + 0,002 38,65+0,28b
Met-OH 96% 0,696 + 0,000 0,695 + 0,001 0,215+ 0,10

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de inhibicién de las sustancias evaluadas

sobre el radical DPPH (a = 0,05).
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Los resultados tabulados en el Cuadro 1 son simila-
res a los obtenidos en trabajos previos [23], donde se
reporta la inhibicion del radical DPPH en un 60,31%
utilizando extractos foliares de M. gangitica, haciendo
énfasis en que la actividad antioxidante de los extrac-
tos fue superior a aquella obtenida con soluciones de
acido ascérbico a 100 pg mL?, lo cual fue relacionado
con la concentracion de polifenoles en los extractos.
Asi mismo, se ha obtenido correlacion positiva alta
(R?=0,907) entre la concentracién de polifenoles en
extractos foliares de I. batatas y la actividad antioxi-
dante de los mismos [36], lo que coincide con otros
reportes [39, 54, 55, 56], donde se sefala la relacion
entre un mayor contenido de compuestos fendlicos y
la alta actividad antioxidante de extractos vegetales.
Por otra parte, la relacion directa entre el contenido de
derivados de acidos fendlicos y flavonoides con la acti-
vidad antioxidante de extractos crudos de M. borneen-
sis ha sido argumentada (hasta un 80% de inhibicion del
radical DPPH, utilizando 100 ug de extracto) [22].

No obstante lo anterior, se hace necesario conocer
el tipo y concentracion individual de los compues-
tos fendlicos presentes en los extractos mas que la
concentracion total de éstos, ya que este grupo de
sustancias es bastante amplio y varios autores [1, 43,
571 han sefalado la presencia de derivados del acido
cafeoilquinico, acido galico, acido cinamico, acido
ferdlico, eriocitrina, hesperidina, acido rosmarinico y
metil-rosmarenato en extractos vegetales, todos ellos
con diferente potencial antioxidante. De igual mane-
ra, se ha encontrado diferencias en la actividad an-
tioxidante al evaluar fracciones de los extractos de M.
borneensis [22], lo que refuerza la idea anterior. Por
otro lado, se encontré que en I. batatas la composi-
cion y concentracion de polifenoles individuales varia
entre genotipos de la misma [14], lo cual podria pre-
sentarse a nivel individual y que también es suscep-
tible de estar influenciado por variables ambientales.

Aunque algunos autores consideran que los polife-
noles son las sustancias con las mayores propiedades
antioxidantes en organismos vegetales [36, 58], otros
reconocen que estos compuestos no son los Unicos
fitoconstituyentes en un extracto vegetal que pueden
inhibir radicales libres [39]. Sobre este hecho, se ha
sefalado que aparte de los polifenoles, la vitamina E,
el RB-caroteno y la luteina pueden contribuir a la inhi-
bicién de radicales libres en extractos foliares de I. ba-
tatas [36], por lo que no podria descartarse que otras
sustancias presentes en los extractos de M. aegyptia

hayan contribuido a los resultados obtenidos. Sin em-
bargo, también debe considerarse que la actividad an-
tioxidante de los extractos vegetales (y por extension
el de otras sustancias) puede estar influenciada por
los diferentes mecanismos de inhibicién de radicales
libres que presentan las sustancias que los constitu-
yen, asociados con algunas variables como peso mole-
cular, nimero de anillos aromaticos y naturaleza de la
sustitucién de grupos hidroxilo [28]. Adicionalmente,
se ha reportado a los acidos cafeoilquinicos como los
compuestos con mayor concentracién en las hojas de
I. batatas y que esta varia entre periodos climaticos
[43], lo que influye sobre la capacidad que tienen los
extractos de inhibir radicales libres, dejando en evi-
dencia que la época en que se cosechen las hojas para
obtener los extractos definira, por lo menos en parte,
el grado de actividad antioxidante de los mismos.

CONCLUSIONES

M. aegyptia constituye una fuente potencial de polife-
nolesy la disponibilidad de agua para las plantas de esta
especie (y no la fenologia, ni la temperatura) determi-
na la concentracion de este tipo de sustancias, por lo
que la época del afio (considerando especificamente
las precipitaciones) o la saturacion de agua que tenga
el suelo son factores a tener en cuenta al momento
de planear la cosecha de las plantas si se pretende su
aprovechamiento industrial. Asi mismo, se requiere la
cuantificacion individual de polifenoles para garanti-
zar que la extraccion se realice en el momento donde
aquellos que presenten mayor actividad antioxidante
estén presentes en concentraciones relativamente altas.
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RESUMEN

La mayoria de suelos empleados para la agricultura difieren en sus propie-
dades fisicas quimicas y bioldgicas, la participacion de cada una de éstas
determina la fertilidad natural que posee el suelo para el establecimiento de
cultivos. Actualmente, se desconoce la importancia de entender las propie-
dades electroquimicas de los suelos como pardmetros de fertilidad, en don-
de la determinacion de variables como Capacidad de Intercambio Catidnico
(CIC) y puntos de Carga Cero (PCC), promoverian informacion valiosa para el
adecuado manejo y calibracién de planes de fertilidad. Uno de los pardme-
tros fundamentales para identificar suelos de carga variable o permanente
es la determinacion del PCC, identificado como el valor de pH en el cual tan-
to cargas positivas como negativas se igualan; esta investigacion evaluo el
efecto diferentes dosis de cal viva sobre algunas propiedades fisicoquimicas
del suelo motivo de estudio, dichas dosis fueron aplicadas a bandejas con
cantidades conocidas de suelo. Segtin los resultados obtenidos respecto a la
dindmica del fésforo se concluye que el valor de pH éptimo para la solubili-
dad del mismo se encuentra en un intervalo de 6,3 a 6,6, y el valor de PCC
para el suelo evaluado muestra un valor de 4,67 indicando que las cargas
variables predominan sobre las permanentes. Asi mismo se define una CICE
de 4,7 y un fosforo soluble que fluctua de manera importante a partir de la
aplicacion de CaCOa3 que se diferencia del fosforo disponible por que reporta
su mayor nivel con la aplicacién de 4,5 Mg ha-1 de CaCO3.

ABSTRACT

Most of the soils for agriculture differ in their chemical, physical and biologi-
cal properties the participation of each one of these determines the natural
fertility that has the soil for the establishment of crops. The importance of
understanding the electrochemical properties of soils as fertility parameters
is currently unknown, where the determination of variables such as cation
exchange capacity (CEC) and Point Zero (PCC) will promote the proper ma-
nagement and calibration of fertility plans. One of the key parameters to
identify soils variable load or permanent load is the determination of the
PCC, identified as the pH value in which both positive and negative charges
are equal; therefore if natural state soil has a pH above the PCC will have a
predominance of negative or high CIC charges, contrary to that if this same
submit a pH value below to PCC generating high anion exchange capacity
(CIA) or strong presence of positive charges. This research sought to trans-
form the positive charges of organo-mineral complex to negative by limin
different techniques, applied to trays with known amounts of soil. According
to the results obtained regarding phosphorus dynamics, it is concluded that
the optimum pH value for its solubility is in a range of 6,3 to 6,6, and the PCC
value for the soil evaluated shows a value of 4 indicating that variable loads
prevail over permanent ones. Likewise, a CICE of 4,7 is defined and a soluble
phosphorus that fluctuates significantly from the application of CaCO3 that
differs from the available phosphorus because it reports its highest level with
the application of 4,5 Mg ha-1 of CaCO3.

PALABRAS CLAVE:
Punto de carga cero, Carga
variable, Capacidad de
intercambio catidnico.

KEY WORDS:

Zero point load, Variable load,
Cation exchange capacity.

PALAVRAS-CHAVE:

Ponto de carga zero, Carga
variavel, Capacidade de troca.
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RESUMO

A maioria dos solos utilizados para agricultura diferem
em suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, a par-
ticipacdo de cada um deles determina a fertilidade natu-
ral que tem cada um deles possui para o estabelecimento
de culturas. Atualmente, ndo se sabe a importdncia de
que e o entendimento das propriedades eletroquimicas
dos solos como pardmetros de fertilidade, onde a deter-
minacdo de varidveis como Capacidade de Troca Cacdo
(CIC) e Pontos de Carga Zero (PCC), promoveria o geren-
ciamento e calibracdo adequados de planos de fertili-
dade Um dos parametros fundamentais para identificar
solos de carga varidvel ou permanente é a determinagdo
do PCC, identificado como o valor de pH no qual as car-
gas positivas e negativas sdo equalizadas; Esta pesquisa
buscou transformar as cargas positivas do complexo 6r-
gdo-mineral em cargas negativas por meio de diferentes
técnicas de calagem, aplicadas em bandejas com quan-
tidades conhecidas de solo De acordo com os resultados
obtidos em relacdo a dindmica do fésforo, conclui-se que
o valor 6timo de pH para sua solubilidade estd na faixa
de 6,3 a 6,6, e o valor de PCC para o solo avaliado mos-
tra um valor de 4,67 indicando que as cargas varidveis
prevalecem sobre as permanentes. Da mesma forma, é
definido um CICE de 4,7 e um fésforo soluvel que flutua
significativamente da aplicacdo de CaCO3, que difere do
fésforo disponivel porque relata seu nivel mais alto com
a aplicacdo de 4,5 Mg ha-1 de CaCO3.

INTRODUCCION

Los suelos Andisoles se caracterizan por poseer una
fuerte afinidad a la retencion de fosfatos debida a la
alta composiciéon de materiales amorfos y complejos
organo-minerales de aluminio (Al) y Hierro (Fe) que li-
mitan el desarrollo vegetal [1]. Los suelos con propie-
dades andicas en Colombia se encuentran ubicados
en la regién Andina y cubren alrededor de 4,5% del
territorio nacional [2], se caracterizan por presentar
un contenido de carbono menor al 25% (en peso) re-
tencion de fosfatos mayor o igual al 85% , contenido
de Al'y Fe mayor o igual al 2% y CIC variable [3]. Este
fenédmeno genera altos costos respecto a la utiliza-
cion de fertilizantes fosféricos en los diferentes sis-
temas de produccién agricola establecidos en el pais.
El fésforo es uno de los elementos primarios que mas
requieren las plantas; este puede limitar la produccion
debido a su alta reactividad, situacion que le permite
interactuar quimicamente con la materia organicay la

superficie mineral de los coloides y formas activas de
ciertos cationes de la solucién del suelo [4].

Una de las mayores limitantes de produccion en sue-
los andisoles es el alto contenido de arcillas amorfas
y sesquioxidos de hierro y aluminio; considerados
como materiales de carga variable, es decir, que tan-
to la capacidad de intercambio catidnico (CIC) como
anionico (CIA) estan influenciadas por cambios de
pH [5] y la fuerza idnica de la solucién [6]. Por lo an-
terior, para este tipo de suelos y segln sus porcen-
tajes materiales amorfos se ha definido el punto de
carga cero (PCC) como el valor de pH en el cual el
complejo 6rgano-mineral del suelo se encuentra en
equilibrio electrostatico igualando cargas positivas y
negativas. Los cambios por aumento o disminucion
respecto al pH, tomando como referencia el PCC, ge-
neran predominio de cargas negativas (valor de pH
superior al PCC) y positivas (valor de pH inferior al
PCC), considerando estas ultimas como una de las
mayores limitantes respecto a la dindmica del fésforo
en este tipo de suelos, ocasionadas por la alta adsor-
cion de fosfatos en el complejo 6rgano mineral [7].
Es importante tener en cuenta que dentro de la clasi-
ficacion de suelos a nivel de orden son muy pocos los
que presentan cargas variables destacandose suelos
oxisoles, ultisoles y andisoles [8].

El aluminio (Al**) es el responsable en gran parte, de
la retencién de fosfatos en suelos acidos a través de
mecanismos de adsorcién, precipitacion e hidrdlisis
[1]; otra de las grandes limitantes respecto a la dispo-
nibilidad de fésforo es que la fracciéon de humus en
andisoles forma facilmente complejos con metales
como el AlI** y en un medio normalmente acido los
grupos hidroxilo combinados con este metal acom-
plejado, forman ligandos con H,PO, y HPO,= [9]. Asi
mismo, la acumulacién de materia organica (M.O.) es
mayor en suelos andisoles localizados a mayor alti-
tud [10,11], debido a la baja taza de mineralizacién
(> 2.000 msnm); investigaciones realizadas en suelos
Andisoles de Ecuador y Colombia pertenecientes al
trépico alto, permiten concluir que la fijacién de fos-
foro estd estrechamente relacionada con el conteni-
do de M.O. en el suelo, por la alta presencia de com-
plejos humus-Al y escaso contenido de bases [2,12]

Otra de las limitantes en el manejo de suelos andi-
soles es que los altos porcentajes de materia orga-
nica poseen una elevada capacidad buffer la cual
dificulta el aumento del pH por medio de la aplica-
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cion enmiendas. AuUn mas si se tiene en cuenta que
la eficiencia de un encalado estd en funcion de otras
variables como las caracteristicas pedogenéticas de
suelo y las condiciones climaticas de la zona [13]. A
partir de esto, se considera que para aumentar el pH
en una unidad en un suelo andisol es necesario in-
corporar entre 15y 20 ton ha* de carbonato de cal-
cio puro transformado a materiales comerciales [14],
sin embargo, es necesario tener en cuenta que esta
dosis genera inestabilidad fisica del suelo por causa
de un sobre encalado. El aporte excesivo de materia-
les encalantes puede provocar una retencién vy /o fi-
jacién de micro elementos por un desbalance iénico,
0 una acelerada transformacion de la M.O que podria
modificar la biota del suelo e insolubilizar algunos
elementos [12]. Por lo tanto, es necesario realizar
pruebas de incubacién para determinar las dosis y
materiales encalantes mas eficientes para aumentar
el pH del suelo, controlando que no se altere su esta-
bilidad y tampoco se condicione la disponibilidad de
los nutrientes a disposicion de la planta [5].

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar
diferentes dosis de cal viva sobre algunas propiedades
fisicoquimicas del suelo donde se determin® el PCC en
un suelo andisol de Boyac3, a partir del método de ti-
tulacién salina [15], teniendo en cuenta que la incorpo-
racion de materiales encalantes contribuye y favorece
el incremento de bases intercambiables permitiendo la
correccién quimica, el incremento de pH y la disminu-
cion en el porcentaje de saturacion de AP+ [13].

METODO

El desarrollo del estudio se dio en sector tierra ne-
gra del municipio de Ventaquemada, departamento
de Boyaca, coordenadas N 5°26"13"y W 73°27"21",
piso térmico esta entre frio y paramo con temperatu-
ras que oscilan entre 13°C y 16°C y una altitud pro-
medio de 2630 m.s.n.m., precipitaciones cercanas a
los 2645 mm/afio [16].

Seleccién, muestreo y descripcion del suelo
estudiado

Para escoger el sitio de muestreo se realizaron visi-
tas exploratorias realizando cajuelas de observacién
y pruebas de campo para determinar la presencia de
materiales amorfos (test de Fieldes Perrot) a partir de
antecedentes de caracterizacion de suelos y estudios

realizados por el Instituto Geografico Agustin Coda-
zzi [17] para suelos con propiedades andicas perte-
necientes a la zona de Tierra Negra, Boyaca.

A partir de la identificaciéon de las caracteristicas
mencionadas, se delimité una zona de 18 hectareas
ubicadas en inmediaciones del municipio de Venta-
quemada que de acuerdo a los andlisis previos y en
correspondencia a informacion reportada por el IGAC
que relaciona el contenido de carbono organico su-
perior al 6% y epipedén mayor a 50 cm en paisajes
de montanay altiplanicie de climas frio y muy frio con
régimen de humedad udico. Una vez determinado el
sitio de muestreo, se tomaron muestras a 20 cm de
profundidad, evitando la disturbacién de las muestras
que puedan interferir en la obtencién de resultados.
El total de las muestras fueron llevadas al laboratorio
de suelos de la Universidad Pedagégica y Tecnolégi-
ca de Colombia UPTC donde se realizaron los ana-
lisis fisicoquimicos correspondientes al desarrollo de
esta investigacion, posterior a ello se clasificd taxo-
noémicamente a nivel de subgrupo el suelo estudiado
identificdndolo como un Tipyc melanudands segun las
Claves para la Taxonomia de Suelos [ 18].

Teniendo en cuenta las propiedades fisico quimi-
cas mas relevantes que poseen los suelos andisoles
como Densidad Aparente (Da) cercana a 0,8 g/cm?,
alto poder buffer, alta retencién de fésforo, conteni-
do de aluminio activo, baja saturacién y acidez desde
muy fuertemente acida en horizonte superficiales
a moderadamente acida en horizontes profundos
[19]. Se realiza anélisis fisicoquimico del suelo con la
aplicacién de los siguientes procedimientos; textura
calculo a partir de Bouyoucos, materia organica por
método de titulaciéon Walkley - Black, pH por méto-
do potenciémetro, relacién suelo-agua, Ca, Na, Mg,
K por absorcién atémica, determinaciéon de acidez
intercambiable por método de KCI 1N y la capacidad
de intercambio catiénico efectiva CICE obtenido a
partir de la suma de las bases intercambiables.

Determinacién del PCC
La determinacién del PCC como eje central de la inves-
tigacion se llevd a cabo por medio del método de titu-

lacion salina [8,15] el cual se describe a continuacion:

e Se depositaron 4 g de suelo en un frasco de 100
mL, replicidndolo 6 veces.
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e Luego se adicionaron 20 mL de agua desionizada 'y
HClo NaOH aunaconcentracién 0,1 N, en cadauno
de los seis frascos hasta obtener pH aproximados
de 3, 4, 5, 6, 7 y 8, agitando constantemente.
Posteriormente, cada frasco se llevé a un volumen
final de 40 mL adicionando agua des ionizada.

e Después se dejé6 que el suelo se equilibrara
durante 4 dias a temperatura ambiente, agitando
ocasionalmente y se midio el pH en equilibrio (pH1).

e Luego de que se equilibré el pH, se adicioné 1
mL de NaCl 2N vy se agité reciprocamente por 3
horas inmediatamente después se midio el valor
del pH (pH2).

e Para cada frasco, se calculé el valor de delta de
pH de acuerdo a las ecuaciones 1y 2.

ApH = pH2 - pH1 (Ec. 1)

Se grafico A pH (x) vs pH1 (y)

En la grafica se determiné

A pH = 0 Que correspondio al PCC. (Ec.2)

Donde PCC corresponde con el valor de pH que no
varia con la concentracién salina. Este procedimiento
se realizd por tres veces y se utilizaron los valores
promedios para realizar la grafica.

Pruebas de incubacion

En esta fase de la investigacién el suelo evaluado se
sometid a pruebas de incubacién en invernadero, con-
sistente en la adicién de dosis crecientes de carbona-
tos de calcio CaCO, expresadas como equivalente qui-
mico (EQ) a dosis constantes de suelos [20]; teniendo
como unidades experimentales bandejas en las cuales
se depositaron las muestras de suelo extraidas en cam-
po, suministrando en cada bandeja 2 kg de suelo.

Cada una de las bandejas sometidas al estudio reci-
bié la dosis indicada de acuerdo con el tratamiento,
para lo cual fue necesario realizar una mezcla homo-
génea del suelo y el material de encalado, teniendo
en cuenta mantener una temperatura de 25°C asi
como el suelo a capacidad de campo. El suelo en es-
tudio recibié dosis crecientes de dolomita calcinada
(60,9% CaO + 32,2% MgO) en equivalencia de gra-
mos segln la densidad del suelo y la definicién de
dosis en Mg ha, con el fin de valorar la capacidad

del material para aumentar el pH a valores superiores
al PCC. Teniendo en cuenta las alteraciones sufridas
por el material a partir de su origen asi como las con-
diciones bajo las cuales se somete al proceso de cal-
cinacién se trabaja con una dolomita comercial que
garantiza minima variacién en el material.

Una vez realizados los montajes, cada unidad experimental
se llevo a capacidad de campoy se sellaron mantenién-
dolos a una temperatura promedio de 25°C, se tomaron
lecturas a los 30 dias después de la incubacion con el
fin de evaluar la reactividad quimica de diferentes dosis
de dolomita calcinada, en términos de lo ocurrido a las
variables analizadas (pH, CICE, P soluble, P disponible
y concentracion de bases intercambiables).

La trasformacion de dosis de CaCO, en dolomita cal-
cinada se realizé teniendo en cuenta el equivalente
quimico (EQ) de la dolomita calcinada, el cual se de-
termind a partir de la suma de la participacién por-
centual de sus componentes quimicos, cada uno de
ellos multiplicado por el valor unitario correspondien-
te a EQCaCO, de la sustancia pura [14], arrojando un
valor de 170; para el equivalente granulométrico (EG)
este se ajustd a 100; segun los EQ y EG de la dolomita
calcinada usada en el experimento donde 588 kg de
dolomita calcinada equivalen a 1000 Kg de CaCO,.

Diseno experimental

El disefio experimental fue un completamente al azar
(DCA), con tres réplicas por cada tratamiento (cuadro
1), para un total de 30 unidades experimentales. Los
datos obtenidos se analizaron individualmente para
ser sometidos a pruebas de normalidad y homogenei-
dad de varianzas, posteriormente se realizé un Ana-
lisis de Varianza (ANOVA) junto con una prueba de

Cuadro 1. Definiciéon de tratamientos (pruebas de incubacion).

Tratamientos Dosis de CaCO, (Mg ha?!)
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Tukey al 5% empleando el programa estadistico SAS
v. 9.2e (Institute Inc., Cary, NC).para determinar dife-
rencias significativas entre tratamientos.

RESULTADOS

A partir de las propiedades fisicoquimicas represen-
tativas de los Andisoles en comparacion con las con-
diciones del suelo en estudio (cuadro 2) se muestra
una posible intervencién agricola, dada la baja acidez
intercambiable y mediana concentracion de Ca?,
que puede obedecer a la posible incorporaciéon de
materiales con contenidos de calcio.

Punto de Carga Cero

A partir de la aplicacion del método de titulacion sali-
nay teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
cada una de las réplicas desarrolladas, se encontrd
en el proceso de obtencion de pH en equilibrio, una
fuerte capacidad buffer por parte de los suelos [21]
posiblemente por un alto contenido de materia orga-
nica presente en el suelo evaluado (18,70%).

El valor de PCC para este Andisol resulta relativamente
bajo por el alto contenido de materia organica que con
sus grupos funcionales disminuye el pH del suelo [7],
que presenta una alta CIC o un posible predominio
de cargas positivas con respecto a las negativas en el
complejo coloidal orgénico, diferente a lo que puede
suceder con materiales coloidales amorfos de origen
mineral (al6fana y sesquiéxidos de Fe y Al) los cuales
presentan valores de PCC superiores a 6,5 [22] (figura 1).

Cuadro 2: Resultados del analisis fisicoquimico del suelo.

Parametro Resultado Unidad
Tex Franco Limoso 10-65-25 NA
Da 0,9 (g cm™)
pH 5,0 NA

M.O. 18,70 (%)
P disp. 11,6 (mg kg)
P sol. 1,83 (mg kg)
Al 1,7
AR 1,4 Ke)
Ca* 256 2
Mg?* 0,26 oo
K* 0,39 IS
Na* 0,09 §
CICE 47

Curvas de Encalamiento

Los resultados de las curvas de encalamiento en tér-
minos de lo ocurrido a las variables estudiadas re-
flejaron una condicién caracteristica de los suelos
andisoles, representada en su alta capacidad buffer
la cual muestra que son necesarias del orden de 10 a
12 ton ha de CaCO, puro transformado a dolomita
calcinada para aumentar en una unidad el pH [14]
(figura 2), pero en contraste para este tipo de sue-
lo solo se requieren del orden de 3 a 4 ton ha'de
CaCO, para neutralizar total o parcialmente el alumi-
nio intercambiable de Al (figura 2).

Respecto a la concentracién de Ca?* y Mg?* se encon-
tré un aumento significativo en funcién de la cantidad

Figura 1. Valor de PCC de un Typic melanudands, Tierra Negra,
Boyaca.

pH1

DO = N W
1

-2 -1 Delta pH 0 1

El valor de PCC corresponde a 4,67 segun la intercepcion de
la curva en la recta.

Figura 2. Comportamiento del pH frente a aplicacion de
tratamientos enTypic melanudands, Tierra Negra, Boyaca.

25 4

N w = (9] [} ~ o=}
pH

0 15 3 55 6 9 12 15 18 24
Dosis de CaCO, en Mg ha"'
s Al ([Al+H+]) —6— pH
Efecto de la aplicacién de dosis crecientes de CaCO, en Mg
ha* transformadas a dolomita calcinada en el cambio de pH,
respecto neutralizacién de la acidez intercambiable (AI** + H*).
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de dosis de Cal, lo que indica que de acuerdo a la com-
posicién se mantiene de manera coherente el aporte
de Ca?*y Mg?* por parte del material (figura 3 ay b).

Segln los datos anteriores, la aplicacién de 1 ton ha*
de dolomita calcinada daria un aporte en concentra-
cion en meq 100 g para calcio y magnesio de 1,2
y 0,89 respectivamente. Situacién que ocasiona un
incremento de la capacidad de intercambio catiénico
efectiva (CICE) originada por el aumento de Cay Mg
intercambiables [14], a partir de pH superiores a 5,5.

Figura 3. Comportamiento de Ca, Mg y CICE a partir de la
aplicaciéon de dolomita calcinada
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Promedios con letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos, segun la prueba de Tukey (P<0,05), barras
verticales indican error estandar (n=3).

Dinamica del fésforo en funcion
del P disponible y el P soluble

Segun los datos obtenidos respecto a P disponible y
soluble es importante referirse la dinamica del fosfo-
ro y los valores de pH que se puedan presentar en el
suelo, lo que permite relacionar el aumento del pH con
un fendmeno de desorcion del fosforo por parte del
complejo organomineral al aumentar su solubilidad [8]
(Figura 4-5 a); pero el aumento en solubilidad solo se
evidencia con valores de pH cercanos a 6,3 puesto que
por encima de este valor la solubilidad decrece, posi-
blemente por los enlaces covalentes y formas precipi-
tadas de Ca?'y P (fosfatos célcicos) [1] que se estima
estan relacionados con los incrementos en la concen-
tracion de Ca?*. Lo anterior confirma que la concentra-
cion de oxidos de Fe y Al a pH menores de 5,5 intensi-
fican la proporcién de P adsorbido o fijado [1].

Al revisar el comportamiento del fésforo disponible
se encuentran fluctuaciones del elemento hasta va-
lores de pH cercanos a 5,6. lo que permite inferir que

Figura 4. Dinamica del fésforo soluble y disponible, en un suelo
Andisol por la aplicacién de dosis de dolomita.
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Tratamientos con letras distintas presentan diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (P < 0,05), barras
verticales indican error estandar (n=3).
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el P de intercambio o disponible en la fraccion orga-
nomineral disminuye al incrementar los contenidos
de calcio los cuales evidencian la posible formacion
de fosfatos calcicos en el suelo. (Figura 4, b).

CONCLUSIONES

El PCC para el suelo evaluado muestra un valor de
4,67 indicando la presencia de un suelo de carga
variable que domina sobre las cargas permanentes,
y que puede estar relacionado con la presencia de
un alto porcentaje de materia orgdnica que ocasiona
efecto buffer dentro del suelo.

La neutralizacion total o parcial de la acidez inter-
cambiable para el suelo del estudio se puede lograr
a partir de cantidades equivalentes a 3 y 4,5 ton ha™*
de CaCO, transformadas a dolomita calcinada.

Segln los resultados obtenidos respecto a la dina-
mica del fésforo se concluye que el valor de pH 6p-
timo para la solubilidad del mismo se encuentra en
un intervalo de 6,3 a 6,6, rango por debajo del cual la
disponibilidad del fosforo se ve comprometida.

La capacidad de intercambio catiénico CICE, mostro
un incremento gradual de su concentracion relacio-
nado con el aumento de los niveles de Mg y Ca a
partir de la aplicacion del CaCO,.
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RESUMEN

La cebada es uno de los cereales mds importantes a nivel mundial. En Boya-
cd, Colombia, sus dreas de siembra han disminuido, entre otras causas, por
la falta de materiales genéticos sobresalientes. Esta investigacion tuvo como
objetivo caracterizar morfoagronémicamente 83 accesiones de la coleccién
base de germoplasma de FENALCE, en Chivatd, Colombia. Se utilizé un dise-
o de bloques completamente al azar y los descriptores del IPGR. Se obtuvo
que el color de la auricula, forma de la arista y hdbito de crecimiento no mos-
traron alta variabilidad, contrario a los rasgos asociados al rendimiento y la
reaccion a roya (Puccinia spp.). Los cuatro primeros componentes explicaron
mds del 70% de la variacidn. En el grupo uno se encontraron las accesiones
con caracteristicas agrondmicas deseables: MALTERA 2, MALTERA 5, CB
CUCHUQ 163, CB CUCHU L 128, CB XVII MISE 6, CB 195 COS -01-03, CB
117 SULBATE, CB 52 ONSLON, CB 143 PM - 17 X POLA, CB 92 PAX, CB
125 BONANZA, CB 197 COPELAND, CB 184 (PTRIN), CB 84 JUBILANT,
CB 38 ROMANTIK, CEBADA L12 NAR, CB CUCHUQ 66, CEBADA L1 5B
NARy CB 221 556-564, las cuales pueden ser tenidas en cuenta en progra-
mas de mejoramiento genético en Boyacd.

ABSTRACT

Barley is one of the most important cereals worldwide. In Boyacd, Colom-
bia, its planting areas have decreased, among other causes, due to the lack
of outstanding genetic materials. This research aimed was to characterize
morphoagronomically 83 accessions from the FENALCE germplasm base
collection, in Chivatd, Colombia. A completely randomized block design and
the IPGR descriptors were used. It was found that the color of the auricle,
the shape of the awn and the growth habit did not show high variability,
contrary to the traits associated with yield and the reaction to rust (Puccinia
spp.). The first four components explained more than 70% of the variation. In
group one, accessions with desirable agronomic characteristics were found:
MALTERA 2, MALTERA 5, CB CUCHUQ 163, CB CUCHU L 128, CB XVII
MISE 6, CB 195 COS -01-03, CB 117 SULBATE, CB 52 ONSLON, CB 143
PM - 17 X POLA, CB 92 PAX, CB 125 BONANZA, CB 197 COPELAND, CB
184 (PTRIN), CB 84 JUBILANT, CB 38 ROMANTIK, CEBADA L12 NAR, CB
CUCHUQ 66, CEBADA L1 5B NAR and CB 221 556-564, which can be
taken into account in genetic improvement programs in Boyacd.

RESUMO

A cevada é um dos cereais mais importantes do mundo. Em Boyacd, Colém-
bia, suas dreas de plantio diminuiram, entre outras causas, devido a falta de
materiais genéticos em circulacdo. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar
morfoagonomicamente 83 acessos da colecdo de bases de germoplasma FEN-
ALCE, em Chivatd, Colémbia. O delineamento experimental foi em blocos ca-
sualizados e os descritores IPGR. Verificou-se que a cor do dtrio, a forma da cris-
ta e o hdbito de crescimento néo apresentaram alta variabilidade, ao contrdrio
das caracteristicas associadas ao desempenho e a reacdo a ferrugem (Puccinia

PALABRAS CLAVE:

Cereal, Descriptor, Diversidad,
Variacién morfoldgica.
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spp.). Os quatro primeiros componentes explicaram mais
de 70% da variacdo. No grupo um, foram encontrados
acessos com caracteristicas agronémicas desejdveis:
MALTERA 2, MALTERA 5, CB CUCHUQ 163, CB CUCHU
L 128, CBXVIIMISE 6,CB 195 COS-01-03,CB 117 SUL-
BATE, CB 52 ONSLON, CB 143 PM - 17 X POLA, CB 92
PAX, CB 125 BONANZA, CB 197 COPELAND, CB 184
(PTRIN), CB 84 JUBILANT, CB 38 ROMANTIK, CEBADA
L12 NAR, CB CUCHUQ 66, CEBADA L1 5B NAR e CB
221 556-564, que podem ser levados em consideracdo
nos programas de melhoramento genético em Boyacd.

INTRODUCCION

La cebada (Hordeum vulgare L.) es una planta diploide
(2n = 2x = 14 cromosomas), monoica y autdgama, perte-
neciente a la familia Poaceae, originaria de Asia 'y ocupa
el 9,4% de la superficie total de cereales cultivados en
el mundo, aportando un 7,8% de la produccién total
[1,2,3]. Se encuentra representada por dos ecovariedades:
distichum, también conocida como cebada cervecera, y
vulgare, nominada cebada forageira. Debido a su amplia
adaptacion agroecoldgica se cultiva cominmente en
zonas templadas, como cultivo de verano, y en zonas
tropicales, como cultivo de invierno. Es rica en nutrientes
porque tiene una alta concentracién de carbohidratos,
una concentracion moderada de proteinas, un alto con-
tenido de fibra dietética, especialmente 3-glucano, y es
una buena fuente de fésforo y potasio [4]. Es un cereal
multipropésito que se utiliza para la alimentacién animal
y humana en variedad de formas como cebada perlada,
harinas, copos, semolina y malta, en la produccion de
etanol o como cultivo asociado [5].

En Colombia se reporta que, durante el afio 2017, se
sembraron de este cereal 2.957 ha con una produc-
cion de 5.510 toneladas, siendo los principales depar-
tamentos productores Cundinamarca, Narifio y Boyaca
[3]. El 10% de la produccién nacional est destinada a
los molinos de perlado y produccién harinera (consu-
mo humano), un 5% se vende a los agricultores como
semilla, y el 85 % restante es utilizado por la industria
cervecera y maltera [2]. Esa es la materia prima funda-
mental para la elaboracién de cerveza, influyendo no-
tablemente en la mayoria de sus caracteristicas como
cuerpo, sabory aroma; esta bebida representa un 75%
del gasto de los hogares colombianos en licores, con
un consumo per capita de 44 L/ano siendo el tercer
pais con mayor consumo después de Brasil y México,
moviendo alrededor de $21,6 billones por afio [2].

El proceso de domesticacion de la cebada durante
siglos ha influenciado su genética, acumulando gra-
dualmente caracteristicas importantes como raquis
fuerte, espigas de seis carreras, cariépside desnuda,
numero, forma, tamafio y viabilidad de la semilla,
reduccién de la dormancia, entre otras, obteniendo
como resultado aquellas variedades locales que ex-
hiben patrones abundantes de variacién para carac-
teres cualitativos y cuantitativos y una amplia adap-
tacion agroecoldgica a diferentes tipos de estrés
bidticos y abidticos [6]. En efecto, se han realizado
una gran cantidad de estudios sobre la diversidad
genética en la cebada cultivada y silvestre. Estos, son
una herramienta importante que ayuda al mejora-
miento de cultivos en la identificacion de diversas li-
neas parentales para la hibridacién y para introgresar
genes deseables dentro de germoplasma élite [7,8].

El estudio de los recursos genéticos de cebada con base
en sus caracteristicas morfoagronémicas, bioquimicas
y moleculares es todavia una herramienta importan-
te para el manejo de las colecciones de germoplasma
de cultivos ya que han permitido la identificacién de
duplicados, el establecimiento de colecciones nucleo,
investigar las relaciones entre las variedades locales y
sus especies silvestre y priorizar el material para su uso
en programas de mejoramiento [9,10,11].

Caracterizar un germoplasma basicamente, significa
identificary describir las diferencias entre las accesiones.
Ademas de la informacién sobre el origen del material
(datos de pasaporte), normalmente también se consideran
las diferencias relacionadas con el rendimiento agricola
de las accesiones, asi como las botanicas relacionadas
con los descriptores especificos de cada taxon [12].

Estudios de caracterizacion agromorfolégica de
germoplasma de cebada en diferentes regiones del
mundo, han demostrado la existencia de variabili-
dad genética en distintas caracteristicas asociadas
al rendimiento del grano. Asi, en el estudio de la
evaluacién de las caracteristicas agromorfélogicas
de 20 accesiones de cebada de la coleccién nicleo
del banco de germoplasma de Albania, encontraron
variabilidad en las caracteristicas altura de la planta,
longitud de la espiga, densidad de la espiga, cubri-
miento del grano y peso de 1000 granos [13]. Re-
sultados que fueron corroborados en otros estudios
[5,7] quienes al evaluar 2.517 accesiones de cebada
del Instituto de Investigacion Agricola de la Zona de
Transicion de Eskisehir, en Turquia, encontraron una
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serie de similitudes y diferencias fenotipicas entre los
materiales de varios paises, asi como la existencia de
una gran diversidad que se extiende entre y dentro
del germoplasma de todo el mundo. Este cultivar
ofrece una rica fuente de recurso genético para los
mejoradores, para que desarrollen variedades me-
jor adaptadas a diferentes zonas agroclimaticas del
mundo. Otros estudios han demostrado la influencia
de los factores ambientales, ya sea de tipo espacial
o temporal, influyendo en la expresién de las carac-
teristicas morfoldgicas evaluadas y como estos fac-
tores pueden influir positiva o negativamente en el
rendimiento de los materiales [14, 15, 16].

Con base en los resultados obtenidos en este tipo
de investigaciones, se han podido obtener ganancias
cualitativas y cuantitativas significativas, haciendo
asi mas eficiente el proceso de seleccion y evalua-
cion de materiales dentro de los esquemas que bus-
can la identificacion de las mejores combinaciones
parentales para generar poblaciones segregantes. A
nivel internacional, también se ha evaluado el efecto
de las mutaciones puntuales mediante la técnica Tl-
LLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genoma)
como una estrategia de premejoramiento y genera-
cion de poblaciones mutantes altamente variables
para las caracteristicas de interés [17].

En Colombia, se siembran los cuatro tipos de cebada,
que resultan de la combinacién del nimero de carre-
ras en la espiga y la persistencia de las glumillas del
grano: las de dos y seis carreras, cada una con granos
desnudos y cubiertos. El objetivo principal del fito-
mejoramiento en cereales menores en el pais, ha sido
el obtener genotipos con adecuados rendimientos de
grano, resistentes a las enfermedades, especialmente
la roya (Puccinia spp.), y con una buena calidad [9]. El
rendimiento es quiza la parte mas importante, ya que
determina que se siembre o no un genotipo dado,
por parte de los agricultores. Estudios realizados de-
mostraron el efecto diferencial de los componentes
de rendimiento en materiales de cebada de dos y seis
carreras, siendo de gran utilidad para la seleccién en
campo Yy orientar las hibridaciones [9]. Por otra par-
te, la evaluacién agrondmica de nueve genotipos
promisorios de cebada en el convenio FENALCE (Fe-
deracion Nacional de Cultivadores de Cereales y Le-
guminosas) y Bavaria S.A. en la region alto-andina de
Cundinamarca y Boyaca, permitié identificar dos ge-
notipos promisorios de seis hileras y tres de dos [18].

Dentro de este contexto, el objetivo de esta investi-
gacion fue caracterizar morfoagronémicamente, en
Chivata, Colombia, 83 accesiones de cebada proce-
dentes de la coleccién de Fenalce en las regionales
de Narino y Boyaca y explorar fuentes de variacion
para su uso futuro en programas de mejoramiento y
conservacion de cebada.

METODO
Material Vegetal

Se evaluaron 83 accesiones de cebada (H. vulgare) de
la coleccion base de cereales de FENALCE Boyac3,
procedentes de las regionales de Narifio y Boyaca
(Cuadro 1).

Localizacion

Para la evaluacién morfoagronémica de las acce-
siones de cebada, éstas se establecieron en la fin-
ca La Vega de Agro Chivata, ubicada en la vereda la
Siatoca del municipio de Chivata Boyacd, ubicado a
2.811 m.s.n.m, latitud 5° 33’ 28,3422” Ny 73° 14’
30,894” W. Su temperatura promedio oscila entre los
11,4°Cy 14,7°C, con una humedad relativa del 82%
y precipitacion promedio de 1000 mm anuales, con
suelos arcillo-arenosos [19].

Implementacion y conduccion del experimento

Para la siembra se tomé un lote que anteriormente
habia sido cultivado con papa, por lo cual no requirié
de desmalezado, se utilizdé un surcador manual para
establecer los surcos a 20 cm de distancia entre si, con
una densidad de siembra de 80 Kg/ha. Se realizé con-
trol cultural y quimico para las malezas de hoja ancha
y angosta. No se realizé control de enfermedades, de-
bido a que uno de los objetivos del trabajo fue evaluar
el grado de resistencia o susceptibilidad a patégenos
como laroya. La cosechayy la trilla se realizaron de forma
manual, para conservar la pureza genética de cada uno
de los materiales, mientras que el secado del material
se realizé a temperatura ambiente bajo techo.

El disefio experimental fue de bloques completa-
mente al azar, en donde los tratamientos corres-
ponden a cada una de las accesiones evaluadas; con
cuatro repeticiones cada una. La unidad experimen-

106



Yurani Velasco-Laiton

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

Cuadro 1. Accesiones evaluadas de la coleccion base de cereales de Fenalce.

N° Accesion N° Accesion
1 CB 186 TROPICAL -1 43 |CB 23 ALEXIS
2 CB3I13S10%9A 44 | CB 202 NEMESIA
3 CB1TD 1 UPTC-09 A 45 |CB 30 PODOLGKL 8
4 CB XVII MISE 6 46 |CB 155 BUSHE
5 L,2 TDR MELTALFE 47 |CB152(110 112 TERM) SAN 17 A
6 CB-7TD25UPTC-09 A 48 |CB 205 PROPINO
7 CB METEALFE BY -09B 49 |CB 3NN (237)
8 CEB 1A SELTROP1 139 50 |CB 141 IRACA
9 CB-7TD 39 UPTC -09 A 51 |CB221556-564
10 |CEBCC3A51-09H 52 |CB 167 (1102- 2 TREM)
11 | CB 195 COS -01-03 53 |CB57 PCR-91- 5B- 99
12 |CB 117 SULBATE 54 |CB 109 TX OID 265
13 |CB 52 ONSLON 55 |CB 10 MESTERNHAZI 153
14 |CB 143 PM-17 X POLA 56 | NN 64 (233)
15 | CB 180 BOHTIR 57 |CB 137 IRACA
16 |CB 92 PAX 58 |CB 220 BRS BORMA
17 | CB 125 BONANZA 59 |CB 120 YANALA
18 | CB 197 COPELAND 60 |CB 173 TIPPER
19 |CB 217 BRS GRETA 61 |CB 139 IRACA
20 |CB175TALLON 62 |CB 118 POLA
21 |CB 144 IRACA 63 |CB 158 BUSHELL XP
22 | CB 172ZARJAN/ 8D 64 |CB 243 IRACA
23 |CB255IRACA 65 |CB 218 BRS 195
24 |CB 138 IRACA3 X POLA-S11 66 | 162 X PM POLA
25 |CB196 C0O3-12-21 67 | CBTROPICALIORG 19 35 SI 09A
26 |CB83TERNO 68 |87 IRACA SLADKO
27 |CB241IRACA 69 | CEBADA L11 NAR
28 |231 NN 165 70 |CEBADA L14 5B NAR
29 |CB 184 (PTRIN) 71 |CEBADA L3 5B NAR
30 |CB110-TXOLP274 72 |CEBADA L9 NAR
31 |CB 188 LAISA 73 |CEBADA L2 5B NAR
32 |CB165PM-3POLA 74 | CEBADA L1 5B NAR
33 |CB 138 BORUN 75 |CEBADAL13 CB NAR
34 |CB 225 TROPICAL -2 76 |CEBADA L12 NAR
35 |CB 210 SANTUARIO 77 | CB ESPERANZA NAR
36 | CB 5 bcardiniijal 78 |CBL55BNAR
37 |CB 191 BOUCLIN 79 |MALTERA 2
38 |CB 84 JUBILANT 80 |MALTERA5
39 |CB 240 POWER 81 |CBCUCHUQ 163
40 |CB 38 ROMANTIK 82 |CBCUCHUQ 66
41 |135IRACA 83 |CBCUCHUL128
42 | CB 100 BONUS

tal se establecié de manera aleatoria, que corres-
ponde a cuatro surcos de cada material separados
0,20 m de distancia con una longitud entre surco de
5 m (longitud del surco 25 m). Se evaluaron 10 plan-
tas al azar por cada material.

Caracterizacion Morfoagronomica

Una vez establecidas las accesiones en campo, se
realizd la caracterizacion morfoagronémica em-
pleando los descriptores y algunas variables de ren-
dimiento agronémico [18,20]:
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Habito de crecimiento (HC). Se determind de mane-
ra visual, a los 60 dias después de emergencia, usan-
do la escala: 1: erecto, 2: semierecto y 3: rastrero.

Vigor de la planta (VP). Se estimé de manera visual,
calificando en escala de 1-9, considerando el porcentaje
de germinacién de las plantas y crecimiento homogéneo
de la parcela, siendo 1 la menor calificacion.

Color de auricula. Se determiné visualmente cuando
las plantas se encontraban en floracién, tomando como
referencia la hoja bandera, de acuerdo con la escala: 1:
verde, 2: morado palido, 3: morado y 4: morado oscuro.

Daio por enfermedades foliares. Se evalué durante
el ciclo del cultivo hasta grano lechoso, adoptando la
escala: 0: no enfermedad y 5: espiga completamente
negra por la presencia de patégenos foliares.

Dias a espigamiento (DE). Se determind consideran-
do los dias desde la siembra hasta el momento cuan-
do mas del 50% de las espigas, sobresalen mas del
50% de la hoja bandera.

Altura de la planta (AP). Se midio, previo a la cose-
cha, tomando la altura desde el suelo hasta la espiga,
sin considerar las aristas.

Porcentaje de volcamiento (PDV). Se evalué durante
la madurez del cultivo, de manera visual, estimando
el grado de volcamiento.

Longitud de la espiga (LE). Se realizd la medicion
desde la base de la espiga hasta el 4pice, sin conside-
rar la longitud de la arista.

Nudmero de hileras por espiga. Se determiné median-
te observacion directa, en la etapa de espigamiento a
madurez: 1: dos filas, 2: tres a cinco filas y 3: seis filas.

Precocidad (P). Se tomd como dias transcurridos des-
de la siembra hasta el punto de cosecha: 1: precoz
(menos de 95 dias), 2: semiprecoz (95-105 dias), 3:
semitardia (106-115 dias) y 4: tardia (mas de 115 dias).

Porcentaje de roya foliar (Puccinia spp.)
Porcentaje de roya en espiga (Puccinia spp.). Se de-

termind durante el espigamiento y grano en estado
lechoso, midiendo la incidencia en porcentaje (%).

Calificacién de roya (Puccinia spp.). Se determind
durante el espigamiento y grano en estado lechoso.
Usando la escala de Cobb, modificada por [18], la
cual mide la incidencia en porcentaje (%) y la reaccion
como R: Resistente, MR: Moderadamente Resisten-
te; MS: Moderadamente Susceptible y S: Susceptible.

Numero de macollas por planta (NMP). Se evalué al
final del ciclo del cultivo, utilizando la escala: 1: escaso
(menos de 4), 2: regular (4-6) y 3: abundante (mas de 6).

Numero de macollas efectivas (ME). Se determind el
numero de macollas con espigas por planta, durante
el proceso de maduracién y secado.

Forma de la arista de la lema. Se realizé al momento
en el que el grano llegd a secado, utilizando la escala
1: sin aristas, 2: arista corta, 3: arista larga, 4: aris-
ta en forma de capucha sésil y 5: arista en forma de
capucha alargada.

Numero de granos por espiga (NG). Se midié en el
periodo de cosecha realizando desgrane en cada
planta.

Tamano del grano (TG). Después de cosecha se to-
maron 10 granos de cada repeticion, y con un cali-
brador en sentido longitudinal se midié expresando
en milimetros, segun la escala: 1: pequefio (< 5 mm),
2: intermedio (6 a 9 mm) y 3: largo (=1 O mm).

Peso de mil semillas (PMS). La medicidon de esta va-
riable se realizé durante la cosecha, tomando al azar
1000 granos de cada parcela y pesandolos en una
balanza de precision.

Rendimiento: Con base en las caracteristicas de
peso y la humedad del grano. De la produccién total
de cada unidad experimental, se determiné en g/par-
cela al 15% de humedad.

Andlisis de la Informacion

Con los datos obtenidos de la caracterizacién morfoa-
grondmica se realizé un andlisis multivariado usando
el programa estadistico InfoStat versién 2018. Se
realizé la prueba de Bartlett para asegurar la homo-
geneidad en los datos tomados para posteriormente
generar la matriz de correlaciones y se hizo el anélisis
de componentes principales, para determinar las ca-
racteristicas mas discriminantes dentro del conjunto
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de variables evaluadas [21]. Los componentes princi-
pales se graficaron en un plano bidimensional. Con el
paquete estadistico NTSYSpc® se realizo el analisis
de conglomerados jerarquicos mediante la matriz de
distancias taxondmicas medias entre caracteres cuali-
tativos y cuantitativos y el algoritmo por agrupamien-
to (UPGMA), para ello se aplica la distancia euclidiana
al cuadrado y el algoritmo de enlace completo.

RESULTADOS

En la evaluacion de las caracteristicas cualitativas, el
habito de crecimiento determina el grado de dificultad
en las labores de cosecha, y los materiales erectos faci-
litan las labores agrondmicas e igualmente materiales
no erectos tienen una tendencia al volcamiento [9].

En este estudio se encontrd que todas las accesiones
presentaron un crecimiento erecto, excepto 231 NN
165, CB 165 PM - 3 POLA y CB 225 TROPICAL-2,
las cuales mostraron inclinacién en el desarrollo de
su tallo, es decir, un crecimiento semi-erecto. Aspec-
to que concuerda con los resultados encontrados al
evaluar 136 accesiones de cebada del INIAP en Qui-
to, Peru, en donde encontraron que no hubo diferen-
cias significativas en estas variables [22].

En la caracteristica de color de la auricula se pudo
observar que el 82% de las accesiones presentaron
un color verde y el 18% restante morado palido, mos-
trando poca variabilidad de esta caracteristica en las
accesiones evaluadas. Sin embargo, este es un rasgo
que normalmente se utiliza para la diferenciacion de
germoplasma de cebada [5,12]. En cuanto a la forma
de la arista de la lema, se presenté en tres categorias:
cortas, en capucha sésil y larga, siendo esta ultima la
que predomind en las accesiones evaluadas (78%). En
otras investigaciones, esta caracteristica ha mostra-
do ser un caracter altamente variable y que permite la
discriminacion del germoplasma de cebada [5,6,16].

En la variable precocidad no se encontraron diferen-
cias entre las accesiones ya que todas tuvieron un
punto superior de cosecha a los 115 dias que, segln
la escala utilizada por [18], son materiales de tipo tar-
dio, por lo cual es necesario establecer estrategias de
mejoramiento que conduzcan a obtener materiales de
ciclos cortos. Los mejoradores generalmente prestan
atencidn a la precocidad en sus procesos de seleccion,
especialmente en areas con regimenes de precipita-

ciones impredecibles, aunque se considera que los
cultivos de ciclo tardio tienen un mayor rendimiento al
tener un periodo de madurez tan largo; esto no signifi-
ca que las accesiones tardias siempre vayan a producir
los mayores rendimientos en condiciones favorables,
por otro lado se reporta que las variedades tempranas
presentan resistencia a ciertas enfermedades [5,7,15].

La calificacion de royas (Puccinia spp.) es una varia-
ble de interés para la caracterizacion de las accesio-
nes de cebada, ya que esta se manifiesta desde los
primeros estados vegetativos de la planta y puede
ir aumentando considerablemente de acuerdo a la
reaccion de cada material [9,12]. Por tal razdn, se
presenta alta variabilidad para esta caracteristica, en
donde 55 materiales fueron moderadamente resis-
tentes (66%) y 28 moderadamente susceptible, entre
éstos ultimos CB 57 PCR- 91- 5B- 99, CB 109 TX
OID 265,CB 10 MESTERNHAZI 153, CB 83 TERNO,
CB 110-TXOLP 274 fueron los que presentaron un
alto porcentaje de roya en plantay espiga, por lo cual
podrian ser descartados para programas de mejora-
miento genético en cebada. En otros estudios, se han
encontrado reacciones diferentes a roya en la eva-
luacién de germoplasma de cebada en la regién alto
andina de los departamentos de Cundinamarca y Bo-
yaca, siendo las lineas 163 y 161 las que mostraron
mayor resistencia [18]. Los materiales que muestran
menor reaccion al ataque de royas son de preferencia
para el mercado, debido a que esta enfermedad se
considera limitante en el cultivo, reduciendo la tasa
fotosintéticay, por ende, el rendimiento del material.

El 54% de las accesiones presentaron daiio foliar grado
2, donde la afeccién se considera medianamente leve.
Las accesiones 87 IRACA SLADKO, 162 X PM POLA,
CB 137 IRACA, CB 152 (110 112 TERM) SAN 17 A,
CB 100 BONUS, CB 225 TROPICAL -2, CB 5 bcardini-
ijal y CB XVII MISE 6 presentaron los valores mas ba-
jos de dano foliar, siendo una caracteristica deseable,
al ser mas resistentes o tolerantes al daiio foliar no se
verd afectada de igual manera, el area foliar, traducién-
dose en una mayor tasa fotosintética, mas desarrollo y
crecimiento y, por ende, mayores rendimientos.

En relacion con la variable nimero de macollas por
planta, el 16% de las accesiones presentaron menos
de 4 macollas (escaso), el 40% tuvo entre 4y 6 (re-
gular) y el 28% mas de 6 macollas (abundante). Las
que presentaron mayor nimero de macollas en este
estudio fueron MALTERA 2, MALTERA 5, CB XVII
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MISE 6, CB 117 SULBATE, CB 172 ZARJAN/ 8D, CB
138 IRACA 3 X POLA - S11, CB 184 (PTRIN), CB 84
JUBILANT, CB 141 IRACAy 162 X PM POLA. Estas
pueden ser consideradas en programas de mejora-
miento genético, ya que esta es una caracteristica
estrechamente correlacionada con el rendimiento.
Otra caracteristica asociada al rendimiento es el
tamano del grano, donde el 31% de las accesiones
tuvieron un tamano de grano mayor (210 mm). Ade-
mas, esta variable presenta una correlacion positiva
con el peso de 1.000 semillas que también muestra
un incremento en estas accesiones [6,9,13].

El nimero de carreras o filas por espiga es una varia-
ble morfolégica ligada al rendimiento de las plantas,
pues algunos materiales de 6 carreras cuentan con
mayor nimero de granos por espiga lo que deter-
minaria una mayor cosecha. Sin embargo, se deben
tener en cuenta otras variables asociadas puesto que
genotipos con espigas de dos carreras de varieda-
des comerciales (Metcalfe, Tropical 1) produjeron un
mayor nimero de macollas efectivas y granos mas
pesados frente a materiales de 6 carreras (Andina,
128) [9,23]. Para las 83 accesiones evaluadas se en-
cuentra que la cantidad de cebada de dos carreras
es similar a las cebadas de seis carreras, esto coin-
cide con lo reportado en otros estudios en donde
se encontraron promedios para nimero de filas por
espiga entre 2,11 a 6 [22]. En la evaluacion de 57
accesiones en las Islas Canarias, a excepcion de las
variedades CBT01080 y CBT01321, todos los ma-
teriales presentaron seis filas o carreras por espiga
[16]. Los materiales de dos carreras son utilizados en
la industria maltera, mientras los de 6 se utilizan en
su mayoria en la industria harinera, por lo tanto, los
resultados indican la posibilidad de cultivar cebada
de uso en las industrias, tanto harinera como maltera
en el departamento de Boyaca [18].

En general, en la evaluacion de los caracteres cuali-
tativos se encontré que algunas variables como color
de auricula, forma de arista y habito de crecimiento
no mostraron alta variabilidad. La variable reaccién a
roya nos indica que hay materiales moderadamente
resistentes con los cuales se pueden ampliar nuevos
estudios. En cuanto a nimero de macollas, los mate-
riales que presentan mayor nimero deben ser tenidos
en cuenta, debido a que un mayor nimero de macollas
mayor rendimiento se tendra. Se obtuvo un tamaio de
grano adecuado en las accesiones similar al presentado

en variedades comerciales, ademas algunas accesiones
presentaron un tamaiio de grano superior lo cual es
importante tener en cuenta ya que es un componente
de rendimiento. El nimero de carreras por espiga influ-
ye en el rendimiento, pero no es la Unica variable que
lo afecta, el estudio mostré valores muy similares para
materiales de 2 o de 6 carreras, resultados que con-
cuerdan con la evaluacién de germoplasma de cebada
tanto a nivel internacional como nacional [10,15,18].

Para los descriptores cuantitativos (Cuadro 2) se encontrd
un coeficiente de variacion mayor al 30% para las carac-
teristicas volcamiento, nimero de macollas efectivas,
nimero de granos por espiga, infestacion de roya a
nivel foliar, y rendimiento, representando la variabilidad
mas alta, mientras que caracteristicas como altura de la
planta, longitud de la espiga, peso de mil semillas, dias
a espigamiento, roya en espiga y vigor presentaron un
coeficiente menor al 30%. La diversidad genética es la
suma de caracteristicas genéticas dentro de cualquier
especie y género, la cual es necesaria para el éxito de
cualquier programa de mejoramiento. El coeficiente
de variacion (CV) es un indicador de diversidad donde
valores por encima de un 10% se considera que hay
gran diversidad en la caracteristica evaluada [5]. Los
resultados encontrados en este estudio, muestran que
las accesiones exhiben rasgos comunes entre ellas, ca-
racteristicas como el nimero de dias a espigamiento
se relaciona con la precocidad, siendo la mayoria de
los materiales de ciclo vegetativo tardio y no se pre-
sentan cambios en el resultado de dias aparicion de la
espiga. En la evaluacién de germoplasma de cebada en
India, encontraron los mayores valores de coeficiente
de variacion para las caracteristicas correlacionadas con
el rendimiento y que caracteristicas como altura de la
planta fueron las menos divergentes [10].

Para la variable volcamiento, el resultado de 43,37%
se debe a que algunas accesiones no presentaron
esta caracteristica, mientras que otras como el CB
152 (110 112 TERM) SAN 17 A (15%), CB 155 BUS-
HE (20%) CB 165 PM-3 POLA (20%) y CB 225 TRO-
PICAL-2 (10%), si presentaron volcamiento. Esta es
una caracteristica no deseable en materiales de ce-
bada, ya que indica que el tallo no tiene la capacidad
de soportar el peso de la espiga o corrientes de vien-
to, por lo general, se asocia con la longitud del tallo;
sin embargo, también se presenta en materiales de
longitud promedio, por lo que deben ser descartados
en programas de mejoramiento genético [18].
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Cuadro 2. Estadistica descriptiva para los caracteres cuantitativos
de 83 accesiones de cebada.

Variable Media | Desviacion | Coeficiente
Estandar Variacién
Vigor de la planta 6,77 0,87 12,91
Altura de la planta 61,55 13,14 21,35
Dias a espigamiento 93,58 12,22 13,06
Volcamiento (%) 1,08 4,69 43,37
Longitud de la espiga 7,03 1,42 20,17
Roya foliar (Puccinia spp.) 31,99 22,87 31,5
Roya en espiga (Puccinia spp.) 9,29 10,87 11,02
Numero de macollas efectivas 5,39 2,25 417
Numero de granos por espiga 40,31 16,52 40,98
Peso de mil semillas 69,16 8,95 12,95
Rendimiento 1617,07 858,03 53,06

En cuanto a la variable infesta-
cion de royas a nivel foliar y en
espiga se obtuvo un porcentaje
superior al 100%, esto se debe a
resultados altamente contrastan-
tes donde se observan materiales
con porcentaje de infestacion de
roya inferior al 20% como MAL-
TERA 2, MALTERA 5, CB CU-
CHUQ 163, CB CUCHUQ 66, CB
CUCHU L128, CB ESPERANZA
NAR y CB L5 5B NAR, mientras
que otros materiales como CB 57
PCR- 91- 5B- 99, CB 109 TX OID
265, CB 10 MESTERNHAZI 153,
CB 83 TERNOyCB 110 - TXOLP
274, alcanzaron valores del 90%
de infestacion, mostrando asi alta
susceptibilidad en la escala.

La roya (Puccinia spp.) es uno de
los problemas fitosanitarios mas
limitantes del cultivo, debido a la
amplia distribucién del patégeno, su
agresividad e impacto econdémico.
Aunque este hongo puede controlar-
se mediante la aplicacién oportuna
de fungicidas, se debe hacer énfasis
en el mejoramiento de la resisten-
cia (identificacion de individuos
resistentes) como una alternativa
rentable, ambiental y amigable para
el consumidor [24,25] por lo que los
materiales con menores porcentajes

de infestacion, pueden ser una al-
ternativa econdmicamente rentable
para los agricultores del pais.

La variable rendimiento presen-
té un coeficiente del 53,06% vy la
media para esta variable fue de
1617,07 kg/ha. Esto se debe a
que algunos materiales tuvieron
rendimientos altos 4444,32 (CB
184 PTRIN) y otros muy bajos con
208,78 kg/ha (CB 188 LAISA). Se
ha encontrado que el rendimiento
puede verse afectado por condi-
ciones sanitarias [19]. Por lo tan-
to, los materiales en este ensayo
que presentan rendimientos altos
y baja reaccién a roya son de im-
portancia para futuras investiga-
ciones tendientes a la identifica-
cion de materiales élite.

El caracter nimero de macollas
efectivas, es una variable Util para
estimar el rendimiento de los ma-
teriales. En este estudio se encon-
tré que el 16% de los materiales
presentaron menos de 4 macollas
(escaso), el 40% en un rango de
4-6 (regular) y el 28% mas de 6
macollas (abundante). Los mate-
riales que presentan mayor nime-
ro de macollas en este ensayo son
MALTERA 2, MALTERA 5, CB XVII

MISE 6, CB 117 SULBATE, CB
172 ZARJAN/ 8D, CB 138 IRACA
3 X POLA - S11, CB 184 (PTRIN),
CB 84 JUBILANT, CB 141 IRACA
y 162 X PM POLA. Resultados
contrarios a los reportados por
[18], en donde los genotipos de
cebada evaluados presentaron en
promedio 4,5 macollas y [9] en la
evaluaciéon de 12 genotipos de
cebada seis con espigas de seis
carreras y los restantes de dos
carreras, en donde las cebadas de
dos carreras, registraron un mayor
nimero de macollas con respecto
a las de seis, cuya diferencia de
0,44 fue altamente significativa, lo
cual también ya habia sido repor-
tado en otros estudios de carac-
terizacion morfoagronémica de
hordeum [16,25]. Estos resultados
demuestran que el macollamiento
estd influenciado por las caracte-
risticas del genotipo, condiciones
del terreno, densidad de siembra,
rotacion de cultivos, fotoperiodo,
entre otros [9,16,18,25].

Por otro lado, las variables peso de
mil semillas, dias a espigamiento y
vigor muestran los valores mas bajos
de cv 20%, ya que sus mediciones
dan resultados similares en todas las
accesiones. El vigor tiene relaciéon
con la homogeneidad de la parcela
y germinacién de la misma, sien-
do deseable un valor alto en esta
variable. Para dias a espigamiento,
se tienen un valor promedio de 93
dias, clasificando a las accesiones
de ciclo tardio, mientras que otros
materiales evaluados presentaban
un promedio de 76 a 80 dias [22].

La variable peso de mil semillas
se encontré en un rango de 40,5
a 70,4 g, con una media de 69,16,
mostrando asi una baja dispersion
de los datos, resultados superiores
a los reportados por [13] al evaluar
el patrén de diversidad morfolégi-
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ca en la coleccién base de cebada de Albania (rango
40.5 a 54.3; promedio 48,71). En la evaluacion de 10
genotipos de cebada en México en cinco fechas de
siembra y dos ciclos agricolas, encontraron que los
cultivares en ambientes contrastantes muestran ren-
dimientos de semillas diferentes, pues la mayoria pre-
senta adaptaciones especificas a condiciones ambien-
tales determinadas [26]; en cebada el cultivar tiene
una funcién importante en el rendimiento de semilla
y las caracteristicas agronémicas, como el potencial de
rendimiento, macollas por planta y calidad fisica de la
semilla, permiten mejorar la estabilidad del rendimien-
to [27]. La fecha de siembra es un aspecto importante
en el manejo agronémico del cultivo de cebada, porque
estd directamente relacionada con la calidad industrial
del grano [28]. Se encontraron diferencias altamente
significativas, en efecto el peso de 1000 semillas fue
mayor en las cebadas de dos carreras, con una diferen-
cia de 5,37g [9], resultados similares a los encontrados
en este estudio han sido reportados por [10,11,12,25].

Las accesiones evaluadas presentaron una altura
promedio de 69,16 cm. En otros estudios realizados
se encontré una altura comprendida en un rango en-
tre 69,3 y 84,3 cm [18], resultados similares a los re-
portados en este estudio, en donde el promedio para
la altura de la planta fue de 69,16 cm.

En cuanto a la variable longitud de espiga en la eva-
luacién de las 83 accesiones de cebada, se encon-
tré una media de 7,03 cm, resultados similares a los
reportados en estudios de germoplasma en el pais
[18]. Esta variable influye en el rendimiento en co-
secha debido a la relacién con el nimero de granos
por espiga. Por otra parte, las accesiones CEBADA
L12 NAR, CB CUCHUQ 66, CEBADA L1 5B NAR,

CB 221 556-564 y CB 165 PM - 3 POLA, presentan
valores superiores a 50 granos por espiga, mientras
que en los trabajos de [9] obtuvieron un maximo de
25 granos por espiga para la variedad Explorer.

El anélisis de componentes principales sobre las co-
rrelaciones de rasgos morfolégicos y agronémicos
cuantitativos, identificé las variaciones de los com-
ponentes principales y la proporcién de la varianza
total explicada por cada factor (Cuadro 3).

Los cuatros primeros componentes explican mas del
70% de la variacion total, lo cual es aceptable para la
caracterizacion de colecciones de germoplasma [13].
Las caracteristicas con la ponderaciéon mas significativa
dentro de los PC se pueden utilizar como marcadores
cuantitativos para la evaluacion y caracterizacién del
germoplasma de cereales [13]. En el primer componente
las variables que mayor aporte hicieron a la varianza
total observada fueron roya foliar (0,76), roya en espiga
(0,7), altura de la planta (0,61) y dias a espigamiento
(0,6). Para el segundo componente, las variables altura
de la planta (0,58) y peso de mil semillas (0,65) y en el
tercero, se encuentran las variables nimero de macollas
efectivas (0,57) y rendimiento (0,73). Estos resultados
concuerdan con las investigaciones realizadas ante-
riormente en caracterizaciones morfoagronémicas en
cebada [8,10,14]. En éstas, la variabilidad se encontré
en las caracteristicas morfoldgicas de la planta en ge-
neral, seguidas por los rasgos asociados a rendimiento.

En la Figura 1 se observa la dispersiéon de los materia-
les. En los cuadrantes | y Il se agrupan la mayoria de
las variables, en el I, se ubican la mayor parte de las
accesiones indicando poca variabilidad para el peso de
mil semillas, macollas efectivas, vigor y volcamiento.

Cuadro 3. Componentes principales (CP) obtenidos en la caracterizacién de 83 accesiones de cebada.

Variable CP1 CP2 CP3 CP4
Vigor de la planta -0,41 0,42 -0,02 -0,36
Altura de la planta 0,61 0,58 -0,06 -0,05
Dias a espigamiento -0,6 -0,11 0,47 -0,01
Volcamiento -0,2 0,23 0,06 0,72
Longitud de la espiga 0,44 0,36 0,16 -0,27
Roya foliar (Puccinia spp.) 0,76 -0,24 0,23 0,08
Roya en espiga (Puccinia spp.) 0,7 -0,11 0,3 0,15
Numero de macollas efectivas -0,38 0,34 0,57 0,33
Numero de granos por espiga 0,19 0,48 -0,25 0,52
Peso de mil semillas -0,14 0,65 -0,13 -0,27
Rendimiento 0,16 0,17 0,73 -0,22
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La caracterizacién revelé una am-
plia variacion entre las variedades
locales de cebada en casi todas
las caracteristicas morfoldgicas
(rasgos cualitativos y cuantitati-
vos) estudiados como se indica
en el cuadro 3. Esto puede expli-
carse por la evolucion del germo-
plasma de cebada, lo que sugiere
niveles significativos de variacion,
en respuesta a la presién de se-
leccion [6]. Los estudios sobre el
germoplasma de las especies, han
demostrado el valor y la impor-
tancia de los caracteres agromor-
folégicos, con relevancia directa
para los agricultores y mejorado-
res en el establecimiento de es-
trategias para la conservacion
y para estimar la diversidad del
germoplasma y para describir el
nivel de discriminacion de las va-
riedades. También han mostrado
cémo los agricultores seleccionan
los cultivares de maiz (Zea mays
L.), dependiendo de sus carac-
teres agromorfologicos [29]. Del
mismo modo, se ha evidenciado
cémo la combinacién de méto-
dos etnobotdnicos con andlisis
genéticos puede dar una idea de
cémo se mantiene y gestiona la
diversidad genética de los culti-
vos. Estos valores descriptivos de
los caracteres morfolégicos son
genéticamente heredables vy, por
lo tanto, deben ser considerados
a la hora de evaluar la diversidad
genética en las plantas [5,13,16].

El dendrograma basado en las dis-
tancias euclidianas discriminé a las
accesiones en tres grupos basados
en las caracteristicas morfoagro-
ndémicas mas representativas (Fi-
gura 2). En el grupo | a una distan-
cia de 6 se encuentra el 27% de
las accesiones evaluadas, siendo
las caracteristicas mas representa-
tivas de este grupo, peso de 1000
semillas, tamafio de grano, como

la reacciéon a royas y porcentaje
de roya en hoja y espiga y sobre-
saliendo las accesiones: MALTE-
RA 2, MALTERA 5, CB CUCHUQ
163, CB CUCHU L 128, CB XVl
MISE 6, CB 195 COS -01-03, CB
117 SULBATE, CB 52 ONSLON,
CB 143 PM - 17 X POLA, CB 92
PAX, CB 125 BONANZA, CB 197
COPELAND, CB 184 (PTRIN), CB
84 JUBILANT, CB 38 ROMANTIK.

Por el contrario, en el grupo Il se
encuentran las accesiones que pre-
sentaron susceptibilidad a la roya,
dano foliary alto porcentaje de infes-
tacién de roya tanto en hojas como
espigas (CB 143 PM - 17 X POLA, CB
241 IRACA, CB 188 LAISA, CB 202
NEMESIA, CB 57 PCR- 91- 5B- 99,
CB 10 MESTERNHAZI 153, NN 64
(233), CB 220 BRS BORMA).

Figura 1. Distribucion de variables morfologicas y agronomicas analizadas en 83

accesiones de cebada.
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ALTURA: Altura de la planta; DE: Dias a espigamiento; LONGESP: Longitud de la espiga;
ROYA: Roya foliar; ROYESPI: Roya en espiga; MEFECTIVA: Nimero macollas efectivas;
GRANOS: Numero de granos por espiga; P100S: Peso de mil semillas.

Figura 2. Dendrograma obtenido mediante el analisis de clasificacion de 83 accesiones

de cebada.
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El tercer grupo estad conformado por las accesiones
que presentaron similares peso de 1000 semillas,
tamafo de grano, reaccién a roya, caracterizandose
porque la mayoria de estas accesiones no presen-
t6 roya a nivel de la espiga pero si a nivel foliar, en
este grupo se encuentran a las accesiones CB 155
BUSHE, CB 152 (110 112 TERM) SAN 17 A, CB 225
TROPICAL -2, 162 X PM POLA, CB 100 BONUS,
CB 30 PODOLGKIJ 8, mientras materiales como CE-
BADA L3 5B NAR, CEBADA L9 NAR, CEBADA L13
CB NAR a pesar de presentar reacciones diferentes
tiene porcentajes de infestacion similares.

Se pudo observar que el patron de agrupamiento
obtenido mostré una asociaciéon con el rendimiento
agrondémico de las accesiones, indicando que la cla-
sificacion puede ayudar a discriminar y seleccionar
las accesiones para esta caracteristica. En términos
generales, de acuerdo con la evaluacién morfoagro-
némica realizada en las accesiones de cebada en el
municipio de Chivata Boyaca, se puedo observar va-
riabilidad en la expresién fenotipica de las caracteris-
ticas, especialmente aquellas variables cuantitativas,
relacionadas con el rendimiento y que las accesiones
MALTERA 2, MALTERA 5, CB CUCHUQ 163, CB
CUCHU L 128, CB XVII MISE 6, CB 195 COS -01-03,
CB 117 SULBATE, CB 52 ONSLON, CB 143 PM - 17
X POLA, CB 92 PAX, CB 125 BONANZA, CB 197
COPELAND, CB 184 (PTRIN), CB 84 JUBILANT, CB
38 ROMANTIK, CEBADA L12 NAR, CB CUCHUQ
66, CEBADA L1 5B NAR y CB 221 556-564, mues-
tran caracteristicas deseables para poder ser inclui-
dos en programas de mejoramiento que busquen la
identificacion de materiales élite para el consumo
humano, animal y para la industria maltera [9,18].

CONCLUSIONES

En la evaluaciéon morfoagronémica del germoplasma
de cebada se encontré que las caracteristicas aso-
ciadas a rendimiento, como nimero de macollas por
planta, nimero de granos por espiga, nimero de espi-
gas, peso de 1000 semillas al igual que la calificacién
de las royas fueron altamente variables en todas las
accesiones evaluadas, en tanto que caracteristicas
como el color de la auricula, forma de la arista y habi-
to de crecimiento no mostraron mucha variabilidad.

Se identificaron accesiones con caracteristicas agroné-
micas deseables, las cuales pueden ser tenidas en cuen-

ta en programas de mejoramiento genético que bus-
quen la obtencién de materiales con altos rendimientos,
resistencia a roya y adaptados a las condiciones locales.
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ABSTRACT

The guacamole is a product based on avocado very desirable in world gas-
tronomy. The aim of this study was to select a formulation of guacamole
prepared with avocado powder and fresh avocado (G,,,.) from sensory
methodologies. Initially, a discriminative ranking analysis was performed,
which allowed to select the best overall quality formulation and subsequent-
ly a descriptive analysis was performed by a multidimensional approach to
the selected G,,,,. and commercial guacamole obtained with fresh avoca-
do (G,.), where descriptors of appearance, color, flavor and texture were
evaluated. Trained panelists were used, who evaluated 15 formulations
obtained from the variables: dry solids of guacamole (DS, . ) (30,30-
25,25-20,20%), dry solids provided by AF (DS, ) (0-25-50%) and lime color
(0-0,015-0,030%). The discriminative methodology selected two formula-
tions: 1) DS . .. = 25,25%, DS,, = 25% and lime color = 0,015% (F,) and
2) DS, oo = 30,30%, DS, = 50% and lime color = 0,030% (F, ). According
to the greater similarity with the G, sample, regarding the contribution of
DS.......mse And higher content of dry solids provided by the AP (DS,,), F, for-
mula was selected for the descriptive test, which provided descriptors with
desirable characteristics by consumers of Tex-Mex products.

RESUMEN

El guacamole es un producto a base de aguacate muy apetecido en la gastro-
nomia mundial. El objetivo de este estudio fue seleccionar una formulacién de
guacamole preparada con polvo de aguacate y aguacate fresco (G,, ) a partir
de metodologias sensoriales. Inicialmente, se realizé un andlisis discriminati-
vo tipo ranking, el cual permitié seleccionar la formulacion de mejor calidad
general y posteriormente se realizé un andlisis descriptivo por aproximacion
multidimensional al G, , . seleccionado y a un guacamole comercial obtenido
con aguacate fresco (G,,), donde se evaluaron descriptores de apariencia, co-
lor, sabor y textura. Se utilizaron panelistas entrenados, los cuales evaluaron
15 formulaciones obtenidas a partir de las variables: sélidos secos del guaca-
mole (SS_,......) (30,3-25,25-20,2%), sélidos secos aportados por AF (SS,)
(0-25-50%) y color lima (0-0,015-0,030%). Los datos obtenidos se analiza-
ron estadisticamente usando la prueba de Friedman. El andlisis discriminativo
selecciond dos formulaciones: 1) SS ncamoe = 29,25%, S, = 25% y color lima
=0,015%(F,)y 2) SS,comoic = 30,30%, SS,. = 50% y color lima = 0,030% (F ).
Debido a la mayor similitud con el G,, en cuanto al aporte de SS_ "y al
mayor contenido de sélidos secos aportados por el PA (SS,), la formula F, fue
seleccionada para la prueba descriptiva, la cual proporcioné descriptores con
caracteristicas deseadas por los consumidores de productos Tex-mex.

Cémo citar este articulo: MISAEL-CORTES RODRIGUEZ, FRANCY STEPHANIE-
ORREGO VARGAS, JUAN DIEGO-TORRES OQUENDO. Discriminative and
descriptive sensory analysis of guacamole dressing made from “Hass” avocado powder.
Revista Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial,18(2),2020.117-126,
DOl:http://dx.doi.org/10.18684/BSAA(18)117-125

KEYWORDS:

Sauce, Salad dressing, Overall
quality, Sensory profile.

PALABRA CLAVE:

Salsa, Aderezo para ensaladas,
Calidad general, Perfil sensorial.

PALAVRAS-CHAVE:

Molho, Molho para salada,
Qualidade geral, Perfil sensorial.

118



Misael Cortés-Rodriguez

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

RESUMO

O Guacamole é um produto a base de abacate que é
muito popular na culindria mundial. O objetivo deste
estudo foi selecionar uma formulagdo de guacamole
preparada com pé abacate e abacate fresco (G,,,,.) de
metodologias sensoriais. Inicialmente, foi realizada uma
andlise de classificacdo discriminativa, que permitiu a
selecdo da melhor formulacdo de qualidade geral e pos-
teriormente, uma andlise descritiva por aproximacdo
multidimensional do G,,, . selecionado e um guacamole
comercial obtido com abacate fresco (G,,), onde os des-
critores de aparéncia, cor, sabor e textura foram avalia-
dos. Utilizou-se panelistas treinados, que avaliaram 15
formulacées obtidas a partir das varidveis: sélidos secos
do guacamole (SS.,. . ) (30,30-25,25 -20,20%), s6-
lidos secos fornecidos pelo AF (SS,,) (0-25-50%) e cor
de lima (0-0,015-0,030%) e a andlise estatistica foi
realizada a partir do teste de Friedman. A andlise dis-
criminativa selecionou duas formulacées: 1) SS =

Guacamole

25,25%,SS,.=25% e corlima=0,015% (F,)e 2) SS_,...
more = 30,30%, SS,,. = 50% e cor lima = 0,030% (F, ). De-
vido a maior semelhanca com o G, enquanto ao aporte
do SS,...... € maior teor de sélidos secos fornecido pelo
PA(SS,,), a férmula F, foi selecionada para o teste des-
critivo, que forneceu aos descritores as caracteristicas

desejadas pelos consumidores de Produtos Tex-mex.

INTRODUCTION

Sauces and salad dressings have been part of the hu-
man diet for thousands of years ago, they are used to
flavor food, moisturizing and masking various culinary
preparations [1]. Guacamole, making part of the Mexi-
can dishes that mostly fit the range of “spicy dishes”
is classified among the sauces and salad dressings,
this category is extended to any product that has in
its composition a high amount of Spice-flavored [2].
According to the Colombian technical guide [3], a
food sensory analysis is an examination of physical
and chemical attributes of a product that are percei-
ved by the senses, allowing to know quantitative and
qualitative properties of the food by trained panelists,
and still fundamental for the development of new pro-
ducts with greater acceptance by consumers [4].

The main sensory characteristics that are taken into
account to assess the quality and sensory shelf life of
a sauce and salad dressings are attributes such as co-
lor, flavor, consistency, appearance, texture and ove-

rall quality [5]. The texture is one of the major quali-
tative parameters that can be seen by the senses of
touch, sight, and hearing; It is related to the rheologi-
cal properties and structure of foods [6]. The appea-
rance or visual impression is the outward appearance
that foods show, as the resulting expression of color,
size, shape and quality status of food [7]. The tas-
te and smell are perceived by chemoreceptors that
can receive specific notes of taste and smell (taste
+ smell) for each food, like spicy attributes of dres-
sings and sauces [8]. The pulp of ripe avocado which
avocado is made with is characterized by having ex-
cellent sensory attributes, such as bright green moist
creamy texture [9] and attributes of flavor as floral,
herbal, green, sweet and oily, among others.

The aim of this study was to select by sensory me-
thodologies a guacamole formulation made from
avocado powder (AP) and fresh avocado (FA) (G,,,.),
with quality attributes similar to a commercial guaca-

mole made from 100% fresh avocado (G,)).

METHOD

This research was carried out in the Laboratory of
Sensory Food Analysis at the University of Antioquia.
The average environmental conditions were 24.8 °C
and 51% relative humidity.

Materials

Avocado powder (AP) was obtained by spray drying,
according to the methodology described by Marulan-
da et al. (2018) [10]. For AP, avocado “Hass” (Persea
americana Mill) from the eastern region of Antioquia
was used; also, red onion (Allium cepa L.), paprika
(Capsicum annuum), coriander (Coriandrum sativum),
garlic (Allium sativum) and additives in the following
categories: preservatives (sodium benzoate and po-
tassium sorbate), antioxidants (Butyl hydroxytoluene
and sodium erythorbate), acidulants (citric acid) and
hydrocolloids like rubber xanthan were used.

Guacamole preparation

The formulation of the G,,,., was prepared to re-
constitute the AP at 50% of the water of the formu-
lation, using a blender Kitchen Aid Artizana 194 rpm
(position 6) for 4 min; then vegetables, spices, and
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additives previously disintegrated with the remaining
water were added and stirred for 2 min.

Fifteen formulations obtained by combining the va-
riables: dry solids of guacamole (DS .) (30,30
- 25,25 - 20,20%), dry solids provided by AF (DS,)
(0 - 25 - 50%) and lime color (0O - 0,015 - 0,030%)
were evaluated. The statistical analysis was perfor-
med from the Friedman test.

The dependent variable was: sensory general quality
of G, First a discriminative test (ranking metho-
dology), later, the sample with a best general quality
was compere with a G, through a descriptive test
(sensory profile by multidimensional approximation,
where descriptors of appearance, color, flavor and
texture were evaluated).

General conditions for discriminative and
descriptive trials

The trials were conducted in the Laboratory of Sen-
sory Analysis of Food of Universidad de Antioquia, by
means of a trained panel with and age range between
25 and 55 years, of male and female gender. Relati-
ve humidity conditions were recorded in the area of
testing, at the beginning and end of the study. Cubi-
cles separated and fitted according to regulations and
white light were used. The regulatory framework for
sensory analysis [3, 11, 12] was taken into account.

Discriminative sensory analysis

15 formulations were evaluated, with the participa-
tion of 7 trained judges, which were identified accor-
ding to experimental design and in addition, a test
code for each sample was designated. The formulas
were strategically organized based on the guacamole
soluble solids (DS_ .. ) in three groups with an E,,
E,, and E, delivery order. For each of these groups, it
was conducted the methodology of ranking test, ac-
cording to the general quality [13] and it was selec-
ted the one with the highest score of each group, in
cases in which equal scores were obtained a pairwise
comparison test [14] was carried out. Finally, a fourth
group comprised of samples with the highest scores
of the other three groups was submitted to the last
ranking test, to choose the best formulation of the
whole 15 samples collection. General quality analy-
sis having the G_, as the pattern was considered.

Statistical analysis

For the four groups of formulas the Friedman test
(F...) was applied (equation 1) to establish significant
differences among the samples graded with respect
to the overall quality, this considering that if F__ > F,
it is concluded that there are consistent differences
between the ranks order. In case of finding minimum
significant difference according to the Friedman test,
it should be carried out a test of minimum significant
difference (MSD) (equation 2). A null hypothesis whe-
re there is a significant difference between the sums
of ranks of samples and an alternative hypothesis
where there is a significant difference between the
sums of ranks of samples are proposed.

12

m[R%+R§+R§+Ri]—3i(p"+1) (Eq. 1)

Fiest =

Where: j =7 judges; R= sum of ranks for each sample;
p” = number of samples.

MSD = 7z * /w
6

Where: z = 1,96; j = 7 judges; p” = 5; significance
level: 5%. If the absolute value of the difference be-
tween the sums of ranks of two products is equal to
or greater than the MSD, it is concluded that the two
products have received significantly different ranks.

(Eq. 2)

Descriptive sensory analysis

The descriptive test was performed with the partici-
pation of 6 trained judges, who identified and selected
sensory descriptors which enable the establishment
of a sensory profile by a multidimensional approach
for (G.,) and (G,,,,) products, this last being selected
throughout the discrimination analysis. Following the
NTC 3932/1996 [14], it was initially performed a se-
lection of descriptors in terms of appearance, smell,
taste, and aroma of G, and G,,,.,, then an assort-
ment of the most representative descriptors was ob-
tained by means of a group consensus, finally an in-
tensity evaluation of the of each of these descriptors
on an individual basis was carried out. The result of
the entire assessment gives rise to a sensory profile
and an overall quality of each product. Statistics were
analyzed by using the Friedman test method.
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Microstructural analysis

The micrographics of G,,,., y G, were performed
on a optical compound microscope Nicon E200, the
samples were put in the slides, and lenses in 10X.

RESULTS
Discriminative analysis

The conditions of temperature and relative humidi-
ty recorded during the sessions of sensory evalua-
tion for the 15 formulations were: for the session 1:
25,2-25,9°C (+0,1°C) and 41,0-52,0% (+1,0%); and
for the session 2: 23,0-25,0°C (x0,1°C) and 55,0-
56,0% (£1,0%) respectively.

Table 1 describes the general quality of the guaca-
mole formulations evaluated. The order from hi-
ghest to lowest in terms of the overall quality of the
four-valued groups was as follows:

e Group 1 (F,,, F,, F,, F, F): The Friedman test
established minimum differences between these
samples, therefore the test (MSD) was carried
out, in which minimal differences between the
samples of higher score were not found, then,
a consensus was achieved among panelists on

e Group 2 (F,, F.F

e Group 3 (F

choosing F,, formula as the one with the greatest
balance in smell and taste, also, soft, viscous
and pasty texture attributes. Results: F__: 9,90
F*=9,11 and MSD = 11,59.

1» Fg F5) significant differences
with the Friedman test were found among
these formulas, also, MSD test was performed,
which no minimum significant difference among
samples with highest scores was found. Then
a pairwise comparison between F, and F, was
performed. In terms of overall quality sample, F,
was chosen by its greatest balance in smell and
taste, fleshy, doughy and viscose texture. Results:
F... 14,51, F*=9,11 and MSD = 11,59.

s Fo Fo Fig Flo), no significant
difference during the Friedman test were found,
so F, was selected by consensus among panelists
on organoleptic attributes appointing out this
formula as the one with the best slightly viscous
texture, spicy and with more balance in taste and
smell. Results: F_: 8,57 and F*= 9,11.

e Group4(F,F,,F,)significant differences with the

Friedman testui/ve‘;e found among these formulas,
also, MSD test was performed, which no minimum
significant difference among samples with highest
scores was found. Then a pairwise comparison between

Table 1. General quality of guacamole formulations.

DS, ] DS, . Delivery Sum of ranges
Sample ‘E%) (%F)A Lime color (%) Code p—— (General quaglity)
Standard or commercial sample 25,25 25 0 422 Initial Initial
F. 30,30 50 0 791 E, 23
Fo 20,20 50 0,030 219 E, 17
F. 20,20 50 0,000 922 E, 12
F, 25,25 50 0,015 123 E, 24
Fi 30,30 50 0,030 179 E, 29
F, 25,25 25 0,015 871 E, 28
F. 30,30 25 0,015 21 E, 27
Fq 25,25 25 0 500 E, 17
Fia 20,20 25 0,015 313 E, 9
F, 25,25 25 0,030 944 E, 24
F, 30,30 0 0,030 611 E, 26
F. 30,30 0 0 532 E, 27
F, 25,25 0 0,015 111 E, 23
Fio 20,20 0 0 305 E, 14
Fie 20,20 0 0,030 549 E 15
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F,and F , was performed. It was
concluded, by the panelists, that
both formulas have the greatest
quality characteristics scores,
and that there are no significant
differences between them.
Results: F_: 225,0, F*=9,11
and MSD = 7,33.

The comparison of F, and F,, for-
mulations in terms of increased
use of AP was determining the re-
lationship between DS, and DS,
(DS,,/DS.,), which was 2,594
and 0,831, respectively. This re-
sult evidence that F, formulation

(OS¢ eomae = 25.25%, DS, =
25,0% and lime color = 0,015%)
favors a greater use of the AP in
the formulation. Now, by similari-
ty with the commercial standard
(G,,) as to the contribution of DS-
cuscamoe 3Nd greater representation
in the DS, (%), was selected F
(G to the descriptive test.

2

AP+FA)

Descriptive test

Sensory analysis by multidimen-
sional approach was performed
toG_,and G,,, ., in a session with
room conditions of initial tempe-

Table 2. Quality descriptors for G, y G,,, ., products (*p<0,05).

Descriptor G, Gpara Valor p
Bright appearance 4,0 4,0 1,000
Spice presence appearance 3,3 3,5 0,317
Appearance of color homogeneity 4.3 4,5 0,317
Lumpy appearance 1,0 1,3 0,317
Avocado odor 4,0 3,5 0,083
Odor Salty 2,0 2,0 1,000
Odor Sweet 1,0 1,3 1,000
Odor Herbal 3,0 2,8 0,083
Odor acid 2,5 2,3 0,180
Odor Alliaceous 2,3 3,0 0,025*
Odor spicy 3,0 3,5 0,180
Odor chemical 1,0 1,0 0,554
Odor oily 1,0 2,0 0,045*
Sweet taste 1,8 1,8 0,180
Acid flavor 3,0 3,0 1,000
Qily flavor 3,0 3,8 0,143
Salty flavor 3,0 2,8 0,317
Bitter taste 1,3 1,8 1,000
Green flavor 2,0 2,0 0,563
Herbal flavor 2,8 2,3 0,647
Avocado flavor 3,8 4,0 0,564
Alliaceous flavor 2,5 3,0 0,025*
Spices flavor 3,0 3,3 0,317
Astringent taste 2,0 2,0 1,000
Spicy taste 2,0 2,3 0,317
Chemical flavor 1,0 1,3 0,083
Soft texture 3,3 3,3 0,317
QOil texture 2,5 3,3 0,103
Viscous texture 3,0 3,0 0,157
Fibrous texture 2,3 1,5 0,103
Overall Quality 3,0 2,0 0,083

rature = 24,7°C and final 25,4°C,
initial relative humidity of 55%
and 60% at the end. The sensory
descriptors obtained for G_, and
G,.,;, based on parameters of
appearance, color, flavor, texture,
are set out in table 2 and figure 1.

For appearance and texture des-
criptors, it can be seen that no
significant differences (p>0,05)
were found. In descriptors eva-
luated for odor and taste, only at-
tributes oily smell, alliaceum sme-
Il and alliaceum taste presented
significant statistical differences
(p<0,05). Attributes found for the
guacamoles were the presence
of spices, bright appearance and
lumpy appearance among others.
The spicy appearance, taste, and
odor are typical of Mexican, In-
dian and some Asians sauces and
dressings (Sheldrake, 2003). The
lumpy appearance and fibrous
texture are characteristic attribu-
tes of the guacamole, desired by
the modern consumer that is also
related to a more natural product.
The homogeneity of the color
appearance was given by the vi-
sualization of spice particles with
their respective chromaticities,
within the green bright avocado
matrix [16]. Bright appearance
of F, is consistent with the oil
content of avocado, which com-
prised the dispersed phase in the
guacamole dressing; this descrip-
tor was also been evidenced in
dressings like mayonnaise [17].

Oily smell presented significant
statistical difference (p<0,05)
where G, , ., acquired the highest
score, which could be attributed
to the physical form of the oil
drops in G, inducing a grea-
ter perception of oily smell [18].
On the one hand, the raw mate-
rial AP consists of droplets of oil
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below 50u diameter which occupy a greater surface
areain G,,, ... On the other hand, the FA presents bi-
gger drops of oil (millimetric) with considerable space
between them as shown in the images of figure 2.
The oily texture descriptor did not present significant
statistical differences (p > 0,05) with respect to the
two products. This parameter is characteristic of the
oil emulsions in water, where the oily phase is res-
ponsible for providing attributes desired by the con-
sumer as a creamy, soft, nutty and buttery flavor [9].

Alliaceous odor and taste attributes presented signi-
ficant statistical differences (p<0,05) regarding both
products, which is characteristic of the spiced garlic,
that, in this case, was not expected (G,,,,. presen-
ted the highest score), since both products have the
same spice proportion. This effect could be associa-
ted with the lower fat content of G,,,.(28,9% db)
versus G, (55,8% db), due to the ability of the lipid
fraction to capture or enhance flavors depending on

the food matrix. First, the fat can form a barrier be-
tween taste compounds and taste receptors, resul-
ting in a decrease in the intensity of the perceived
flavor, this being a masking effect. Second, fat can
increase the concentration of water-soluble flavor
compounds in the aqueous phase, creating a mass
with a greater flavor intensity (enhancer effect) [19].

There were no significant statistical differences
(p>0,05) in the attributes of avocado taste and odor,
with respect to both products. The result of great
importance taking into account that PA is obtained
with the spray drying technology that involves high
temperatures, also several investigations have repor-
ted the loss of volatile compounds in avocado sub-
mitted to global warming [20]. Some of the common
descriptors between the two products like green
(unripe), herbal and spicy odor and taste, showed
no significant statistical differences (p>0,05), which
correlates with avocado characteristic flavor volatile

Figure 1. Sensory profile by a multidimensional approach for samples G, and G, +F,.
Avocado odor
Overall i
) Quality 4,5
Fibrous texture
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Sweet odor
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Figure 2. Micrographs of G,, ., (a)y G, (b) by an optical microscope with lenses 10X.
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RESUMEN

La sericultura en el Departamento del Cauca se encuentra en una dindmica
constante que busca fortalecer distintos eslabones de su cadena productiva.
En el proceso de devanado del capullo se genera la pupa de gusano de seda
como subproducto, el cual no es aprovechado de manera eficiente. Con el
objeto de evaluar la pupa y harina de gusano de seda, como fuentes alter-
nativas de inclusion en dietas para la nutricion animal, se realizé el andlisis
composicional de materia seca (%MSA), humedad (%HR), cenizas (%CNZ),
proteina bruta (%PB), extracto etéreo (%EE), quitina (%QTN) y la digestibili-
dad in vitro de la materia seca (%DivMS). Para ello, se utilizaron pupas fres-
cas (PGS) y harina de pupa (PGSh), suministradas por sericultores asociados
a CORSEDA. Los resultados efectuados en base seca arrojaron valores de PB
de 50,05y 51,73%; EE 41,36y 37,62%; QTN 2,47y 5,49%, para pupay ha-
rina respectivamente. En términos de la digestibilidad de la materia seca, la
pupa tuvo un mejor comportamiento con 84,73 contra 77,45% respecto a la
harina. El perfil nutricional de la pupa fresca y la harina permitié determinar
que son materias primas potenciales para ser utilizadas en la formulacion de
balanceados para la industria animal.

ABSTRACT

The sericulture in Cauca department is a constant dynamic looking for stren-
gthening different tiers of its productive chain. In the process of winding the
cocoon, the pupa of the silkworm is generated as a by-product, which has
not been accurately exploited. In order to evaluate the pupa and silkworm
meal, as alternative sources to include in diets for animal nutrition, the com-
positional analysis was made from dry matter (%MSA), humidity (%HR), ash
(%CNZ), crude protein (%PB), ether extract (%EE), chitin (%QTN) and in vitro
digestibility of dry matter (% DivMS). For this purpose, we used fresh pupae
(PGS) and pupal meal (PGSh), supplied by CORSEDA’s farmers. The dry base
results showed values of PB 50,05 and 51,73%; EE 41,36 and 37,62%; QTN
2,47 and 5,49%, for pupa and meal respectively. In terms of the digestibility
of the dry matter, the pupa had a better performance with 84,73 against
77,45% corresponding to meal. The nutritional profile of the fresh pupa and
meal allowed to determine that they are potential raw materials to be used
in the formulation of balanced food for the animal industry.

RESUMO

A sericultura no Departamento de Cauca, estd em constante dindmica em
busca do fortalecimento de diferentes elos de sua cadeia produtiva. No pro-
cesso de enrolamento do casulo, a pupa do bicho-da-seda é gerada como um
subproduto, que ndo é usado de forma eficiente. A fim de avaliar a pupa de
bicho da seda e farinha, como fontes alternativas para inclusdo em dietas de
alimentos para animais, a andlise da composicdo foi realizada: matéria seca
(%MSA), humidade (%HR), cinzas (%CNZ), proteina bruta (%PB), extrato etéreo
(%EE), quitina (%QTN) e digestibilidade in vitro da matéria seca (%DivMS). Para
este propasito, pupas frescas (PGS) e farelo de pupa (PGSh) foram usadas, for-
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necidas pelos agricultores da CORSEDA. Os resultados da
base seca mostraram valores de PB de 50,05 e 51,73%;
EE 41,36 e 37,62%; QTN 2,47 e 5,49%, para pupa e fa-
rinha, respectivamente. Em termos de digestibilidade da
matéria seca, a pupa teve um melhor desempenho com
84,73 contra 77,45% com relacdo a farinha. O perfil nu-
tricional das pupas e farinhas frescas, permite determinar
que sd@o matérias-primas potenciais, a serem utilizadas na
formulacdo de balanceamento para a industria animal.

INTRODUCCION

Debido a su gran adaptabilidad y amplia distribucién,
la clase insecta conforma la mayor diversidad y bio-
masa del planeta, constituyendo cuatro quintas par-
tes del reino animal [1].

Los insectos poseen un alto valor nutritivo, repre-
sentado principalmente por una fuente de excelente
calidad de proteinas y vitaminas, ademas de que ge-
neran gran cantidad de beneficios de caracter am-
biental y sanitario, por lo que se consideran como
una materia prima alternativa para la industria ali-
mentaria humana y animal [2,3], sin embargo, poco
se ha promovido su uso para este fin [1].

En este sentido, la harina de insectos podria reempla-
zar potencialmente entre el 25y el 100% de la harina
de soya o de pescado en alimentos para animales [4];
cinco especies de insectos son las mas utilizadas en
alimentacién animal: la mosca soldado negro, gusano
de la harina, grillos, gusanos de mosca doméstica y
gusanos de seda; esta preferencia se debe a que los
buenos niveles de aminoacidos esenciales presentes
en las harinas de insectos, con contenidos mas al-
tos de como lisina, metionina y leucina, comparados
con la harina de soya y de pescado. Son también una
buena fuente de acidos grasos, proporcionando un
equilibrio nutricional entre proteina y energia para la
alimentacion de animales de granja [4, 5].

La sericultura en Colombia se enmarca en tres com-
ponentes basicos de la cadena, que comprenden la
fase agricola con el cultivo de morera Morus sp, una
fase pecuaria con la cria del gusano de seda Bomb-
yx mori L. para la produccién de capullos a partir de
los cuales se obtiene la seda, y una fase artesanal
o agroindustrial para la obtencién de filamentos,
tejidos y prendas [6].

La pupa de gusano de seda es uno de los principa-
les subproductos generados en la cadena sericola.
Su uso ha sido investigado desde 1926 en areas del
conocimiento como la genética, bioquimica, biologia
molecular, ciencias agricolas, biolégicas y medicina.
Los paises con mayor participaciéon en la investiga-
cion pertenecen al continente asiatico, destacan-
dose Japén, China e India, mientras que el aprove-
chamiento industrial es de amplio espectro en la
industria farmacéutica, médica, cosmética y como
una herramienta biotecnoldgica, y potencialmente
en la alimentaciéon humana y animal [7].

Debido al incremento en la demanda de proteina de
origen animal, aunado al incremento en los costos de
la alimentacion y a los problemas relacionados con el
abastecimiento de materias primas de calidad para la
formulacién de alimentos balanceados, se hace nece-
sario investigar alternativas de alimentacion viables
que puedan suplir la escasez de recursos alimenticios.
En este sentido, el objetivo del estudio fue determi-
nar la calidad composicional de la pupa fresca y de la
harina, en términos de su andlisis proximal, digestibi-
lidad in vitro, porcentaje de quitina y nivel de energia,
que permita conocer la proporcién de los elementos
y macromoléculas que los integran y, con ello, inferir
su uso potencial en la alimentacion animal.

METODO
Localizacion

La investigacién se desarroll6 en las instalaciones de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
del Cauca (Colombia), a una altura de 1733 msnm,
temperatura media de 19°C y precipitacion de 1.800
mm anuales.

Material experimental

Se utilizaron pupas frescas obtenidas después del
devanado del capullo de seda, con un peso promedio
de 2 gy 5 cm de longitud, y harina de pupa con 8%
de humedad, previamente procesada y almacenada
al vacio durante un periodo aproximado de 6 me-
ses. Las pupas fueron suministradas por CORSEDA
(Corporacion para el Desarrollo de la Sericultura del
Cauca) provenientes de diferentes unidades de pro-
duccion sericolas del departamento.
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Obtencidn de la pupa fresca (PGS)

Una vez se sometio el capullo al proceso de devanado
para obtener la seda, quedd como remanente el forro de
la pupa (21 a 23% de seda no devanable), el cual, para
ser removido sin alterar su estructura fisica, se sometid
a un proceso de coccién en agua a 90°C durante 45 min,
lo que facilité el rompimiento del hilo permitiendo la
liberacién de la pupa. Para garantizar su conservacion,
se sometieron a temperaturas de congelacion (-25°C).

Obtencién de la harina de pupa de gusano de
seda (PGSh)

Para la fabricacion de la harina, las pupas seleccio-
nadas (20 kg) se secaron en un horno deshidratador
de alimentos con flujo de aire mixto a 65°C duran-
te 5 h, para conseguir una humedad final entre 8 y
10% que permitio triturarlas en un molino de tornillo
eléctrico. Finalmente, la harina resultante fue empa-
cada al vacio y almacenada durante 6 meses a una
temperatura de -25°C.

Andlisis de laboratorio

Se selecciond una muestra representativa de 200
g de pupa (PGS) y harina (PGSh), respectivamente,
para su analisis quimico y con ello determinar la cali-
dad nutricional de esta materia prima. En el cuadro 1
se muestran los métodos empleados para determinar
la composicion nutricional en base seca de la pupay
la harina [8], los cuales se efectuaron por duplicado
en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Univer-
sidad Nacional de Colombia sede Palmira. La energia
se determind con respecto al aporte caldrico de la
proteina bruta, extracto etéreo y carbohidratos [9],
utilizando la siguiente expresion:

EB(kcal/kg) = 5,66 * PB + 9,43  EE + 4,1 x CHOS (Ec. 1)

La determinacién del porcentaje de quitina se realizd
quimicamente por digestion acida y alcalina, para fi-
nalmente aplicar la expresion 2:

masa final muestra inicial

% QTN = 100 (Ec. 2)

* *
masa inicial %MS analitica

Con respecto a la digestibilidad in vitro de la materia
seca para monogastricos, se aplicé la expresion 3:

(peso muestra — MS)residuos

0, 1 =
DS peso muestra — MS

+100 (Ec. 3)

RESULTADOS
Andlisis composicional

En el cuadro 2 se muestran los resultados prome-
dio del analisis composicional de la pupa y la hari-
na, en donde se evidencian diferencias significativas
(p<0,05) en el contenido de nutrientes presentes en
las dos muestras comparadas, en tanto que materia
seca y cenizas no se presentaron diferencias.

Proteina. Con respecto a los valores de proteina bru-
ta, se observa que superan el 50%, con valores de
51,73y 50,05% para la harina y pupa fresca, respecti-
vamente. En términos del valor promedio de este nu-
triente, otros estudios reportan valores de proteina
cruda para B. mori de 49,3 [6] y 51,1% [10], similares
a lo obtenido en este ensayo, y superiores a lo repor-
tado por Rodriguez et al. [1], con valores de 46,87%
de proteina verdadera. Con respecto a otras especies,
estudios reportan niveles de proteina cruda que os-
cilan entre 55 y 70% en base seca para 11 insectos
comestibles en diferentes localidades de México [11].

Cuadro 1. Métodos empleados para el analisis quimico y composicional de la pupa (PGS) y harina (PGSh).

Método Referencia
Materia seca Secado de la materia prima a 105°C durante 24 h AOAC, 1990
Cenizas Calcinacién en mufla a 600°C durante 24 h AOAC, 1990
Proteina Método Kjeldahl Kjeldahl, 1983
Extracto etéreo Método SOXHLET AOAC, 1990

Quitina

Método quimico (digestion acida y alcalina)

Van Soest & Wine, 1975

Extracto libre de nitrégeno

Método matematico por diferencia

Energia bruta Método matematico

Digestibilidad in vitro Método Pre-cecal

Parr, 1941
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Cuadro 2. Analisis proximal y significancia estadistica, de la pupa (PGS) y la harina (PGSh), de gusano de seda Bombyx mori L,
en base seca.

Anilisis (%) Base Seca % (PGS) DS BaseSeca% (PGSh) DS Sig (p< 0,05)*
Materia Seca 95,13 1,520 (94,4 0,077 0,563
Proteina Cruda 50,05 0,445 51,73 0,261 0,044
Extracto Etéreo 41,36 0,127 37,62 0,657 0,016
Quitina 2,47 0,388 5,49 0,261 0,012
Cenizas 3,42 0,091 3,36 0,014 0,491
Extracto Libre de Nitrégeno 2,7 0,162 1,8 0,120 0,025

DS; Desviacién Estandar.

*La probabilidad del estadistico es inferior a 0,05, por lo que se puede inferir, que existen diferencias

en todos los componentes a excepcion de la materia seca y cenizas.

En términos del grado de digestibilidad de proteina
en pepsina al 0,2%, se reporta un valor de 79,46%,
lo cual permite inferir su alto potencial para el uso en
la alimentacién, tanto animal como humana [1, 10].

En este andlisis no se realizo el perfil de aminoacidos
presentes, sin embargo, se resaltan investigaciones
[7,10] que reportan la presencia de 18 aminoécidos,
de los cuales sobresalen el acido glutamico y aspar-
tico con un valor mayor a 10 g/100 g de proteina;
siguen en orden de importancia la arginina, leucina,
tirosina, fenilalanina, lisina, alanina y valina, con con-
tenidos entre 10 y 5 g/100 g; la threonina, serina,
prolina, glicina, histidina, metionina e isoleucina que
estan presentes entre 1y 5 g en 100 g, mientras que
el acido cistéico y cisteina, estan presenten en me-
nos de un 1 g sobre 100 g de la proteina [6].

En este contexto, los aminoacidos se clasifican como
esenciales y no esenciales, siendo los primeros los
que mas participan en la construccién de proteina
muscular y por lo tanto a ganancia de peso en la ma-
yoria de los animales [12]. En particular, las especies
menores requieren de los 8 aminoacidos esenciales
(Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Triptéfano,
Fenilalanina, Treonina y Valina) [13], los cuales son
condicionantes en la mayoria de los procesos meta-
bolicos y se traducen en mejoras de los pardmetros
productivos en los animales.

La pupa de gusano de seda presentd valores de 4,16,
9,22,5,32, 3,20, 0, 5,50, 4,61y 6,23 de los aminoaci-
dos mencionados anteriormente, sobre el 100% de la
proteina. Contrastando estos valores con otras mate-
rias primas de uso comun en la industria alimentaria,
como la harina de pescado (54% PB) que contiene
3,81, 6,45, 6,10, 2,36,0,81, 3,75, 4,03 y 4,74 respec-
tivamente [14], se puede observar el potencial de este

material para el uso en dietas para la alimentacion
animal. Otras investigaciones concluyeron que, en el
caso particular de los pollos de engorde, se requieren
altas cantidades de aminoacidos, en especial lisina y
metionina, de lo contrario sus parametros producti-
vos se veran seriamente afectados. Para suplir esta
exigencia nutricional, los balanceados para animales
requieren utilizar materias primas de origen animal y
vegetal con alta cantidad de aminoacidos, lo que per-
mitiria en cierta medida, hacer un aporte importante
de estos nutrimentos [13]; sin embargo, los altos cos-
tos de produccion, debido principalmente a la depen-
dencia de materias primas proteicas importadas para
la produccién de alimentos balanceados como la hari-
na de pescado, hacen que las industrias pecuarias se
vean seriamente afectadas en su rentabilidad [15]. En
este contexto, son varios los autores [16, 17] que tra-
tan de identificar subproductos industriales de origen
animal, como los ensilados de residuos pesqueros en
alimentacion de especies menores, con el objeto de
encontrar alternativas de alimentacién no conven-
cional, que den un uso eficiente a los subproductos
generados y que, a su vez, permitan en cierta medida,
disminuir los costos de produccion.

Extracto etéreo. Se encontré que la pupa tiene mayor
contenido de grasas (41,36%) que la harina (37,62%).
En este aspecto, se han encontrado reportes inferio-
res de 20,63y 26,99% para pupa [1,7]y 16,3y 34,4%
para larva de B. mori, respectivamente [1].

Las grasas presentes en la harina de pupa represen-
tan mas de la tercera parte de la composicion quimica
total, lo que denota la calidad de esta materia prima
como fuente energética. En efecto, estudios [1, 17, 18]
reportan que los insectos contienen una mayor canti-
dad de acidos mono insaturados y poliinsaturados.
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Si se analiza la relacion entre el contenido proteini-
co vy el perfil lipidico, en especial la concentracion de
acidos insaturados, resulta valioso el uso potencial de
la harina en la fabricacién de balanceados, ya que se
favorece la relacion energética/proteica, permitiendo
que el animal emplee los lipidos como fuente de ener-
gia sin generar gastos proteicos innecesarios, que au-
mentarian los costos de produccién y contaminacion
por la formacién de exudados nitrogenados [19].

Por otra parte, son varios los estudios que tratan de
evaluar diferentes alternativas nutricionales en alimen-
tacion de especies menores, buscando fuentes ener-
géticas y proteicas de bajo costo o disponibles en la re-
gion, que permitan disminuir los costos de produccién
sin que se afecten los parametros productivos [20, 21].

Quitina. En relacién a los carbohidratos estructura-
les, la quitina y la fibra cruda, componen la estructura
externa o exoesqueleto de los insectos, formando un
complejo polisacérido de alto peso molecular [22, 23].

En términos de los valores presentes en la cuticula
de la pupa, se evidencia un contenido de quitinaen la
harinay pupa de 5,49 y 2,47%, respectivamente. Por
otra parte, en determinaciones anteriores indepen-
dientes en muestras de harina de pupa, se encontra-
ron resultados de fibra cruda de 2,41y 2,72%.

El contenido de fibra en la harina es menor al 3%,
lo que favorece su utilizacién en raciones animales,
ya que una alta concentraciéon de fibra en piensos
para nutricion animal en monogastricos, produce un
incremento en el consumo para adquirir los niveles
de energia digerible necesaria para el crecimiento y
mantenimiento [24] vy, a la vez, puede afectar para-
metros de digestibilidad en la dieta [25].

Cenizas. Los valores de cenizas son similares para am-
bas muestras, encontrando valores de 3,36 y 3,42%
entre harina y pupa respectivamente. Los minerales
son esenciales para desarrollar diversas funciones en el
organismo, actuando como catalizadores de reacciones
metabdlicas; este contenido debe tenerse en cuenta
cuando se pretende dar un aprovechamiento a la espe-
cie, como suplemento en la fortificacion de piensos para
consumo animal [26] y en alimentacién humana [27].

Energia. El balance 6ptimo de energia y proteina en
la dieta es importante, ya que un exceso o deficiencia
genera un retraso en la tasa de crecimiento. Si hay

deficiencias energéticas, el organismo hara uso de la
proteina, disminuyendo el aporte de este nutriente
para la sintesis de tejidos. Por el contrario, un exce-
so de energia genera que el animal sacie su apetito,
antes de ingerir una cantidad suficiente de proteina
para satisfacer la tasa de crecimiento [28].

En estudios realizados anteriormente con bomba calo-
rimétrica en muestras de pupa de gusano de seda, en
los laboratorios Aval Quimico y en el de Bromatologia
y Abonos Organicos de la Universidad de Narifio, se
obtuvieron valores de 6890 y 6920 kcal/kg, respecti-
vamente, los cuales son superiores al realizado por Ro-
driguez et al. [1] que obtuvieron 6.220 kcal/kg de ener-
gia bruta; con respecto a esta investigacion, los valores
calculados por método matematico arrojaron 6.846 y
6.551 kcal/kg para pupa y harina, respectivamente.

En este sentido, la pupa de gusano de seda posee ma-
yor cantidad de energia bruta que otras materias pri-
mas proteicas utilizadas en la nutricién animal, como
la harina de carne (3.988 kcal/kg), de pescado (4.040
kcal/kg), de plumas (5.137 kcal/kg), de visceras (5.219
kcal/kg, de sangre (5.103 kcal/kg), de soya (4.471
kcal/kg) y materias de caracter energético como el
gluten de trigo (5.123 kcal/kg) y de maiz (4.977 kcal/
kg) [29]. Estas diferencias estan dadas principalmente
por la alta concentraciéon de grasas presentes en la
muestra estudiada, que le brindan un valor energéti-
co interesante para la formulacién de piensos.

Digestibilidad in vitro. En la medicion de este para-
metro, se evaluaron tres muestras de cada material y
el resultado promedio se reporta en la figura 1.

Se ha planteado la hipdtesis de que la matriz de la
quitina puede reducir el acceso de quitinasas o pro-
teinasas a sus sustratos, reduciendo asi no sélo su di-
gestibilidad, sino también la de los lipidos y proteinas.
Esto trae como consecuencia una baja utilizacién de
nutrientes y del rendimiento en el crecimiento de los
animales alimentados con esta materia prima [28].

Existen estudios que reportan que los insectos de cuer-
po blando como el gusano de seda, contienen menos
quitina y son mas digestibles que otros [4, 22, 23]. En
este estudio se encontré que la digestibilidad de la ha-
rina fue menor (77,45% en promedio), debido a la can-
tidad de carbohidrato estructural representado en el
5,49% de quitina presente en la muestra; en contraste,
en la pupa los resultados de digestibilidad son mas altos
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Figura 1. Promedios de digestibilidad In Vitro de la materia
seca, de la harina y pupa de gusano de seda.
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(84,73%), con un contenido menor de quitina (2,47%).
Si se comparan estos resultados con la harina de pes-
cado, ésta presenta valores de digestibilidad entre 80 a
90%, dependiendo de la fuente utilizada, del valor pro-
teico inicial y del método de fabricacion [30].

CONCLUSIONES

En Colombia no existen reportes del aprovechamiento
de la pupa de B. mori como alternativa para la alimen-
tacion animal, ya que la cadena sericola es valorada
principalmente para la produccion artesanal o agroin-
dustrial de fibras textiles; sin embargo, de acuerdo
con los resultados reportados en esta investigacion,
puede ser utilizada para la alimentacion por su alto
contenido proteico y energético, caracteristicas que
pueden convertirla en un ingrediente con un alto valor
agregado en la industria de los alimentos balanceados.

Las diferencias en contenido de la mayoria de los nu-
trientes de la harina y la pupa no son significativas,
pero es interesante resaltar una mayor presencia de
extracto etéreo en la pupa (41,36) que en la harina
(37,62), lo que permite inferir que la transformacién
de la pupa en harina, buscando generar un mayor
tiempo de conservacion de esta materia prima, es
una opcidn que no altera de manera significativa el
perfil de nutrientes y su posterior uso como alimento.

Las proporciones de quitina encontradas influyen di-
rectamente sobre la digestibilidad, siendo mayor en
la pupa (84,73%) que en la harina (77,45%).

Las caracteristicas nutricionales presentes hacen que
el gusano de seda B. mori, ya sea como harina o pupa
fresca, pueden ser considerado como una alternati-
va alimentaria de alto valor bioldgico, representado
principalmente en un buen balance entre el aporte
proteico y lipidico.
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RESUMEN

La capacidad que tienen los forrajes para recuperarse del corte permite di-
sefar estrategias de manejo, por ello, se evaluaron diferentes tiempos de
recuperacion en temporada seca y de lluvias en Vicia sativa L., Avena sativa
L., Trifolium repens L., Trifolium pratense L., Medicago sativa L., y Dactylis
glomerata L. en Boyacd (2.700 msnm) en un disefio completamente al azar,
con un arreglo factorial 4 x 6 que correspondié a cuatro periodos de recupe-
racion (25, 30, 35 y 40 dias) y seis forrajes. Las variables evaluadas fueron
produccion de materia seca (MS), altura, calidad nutricional, y disponibilidad
de N, Cay P en el suelo al iniciar y al finalizar el ensayo. Los datos fueron
analizados con Anova y la prueba de Tukey (p<0,05). Se observé que la pro-
duccion de forraje (MS) difirié en todas las especies entre los periodos de
recuperacion y el contenido proteico unicamente en avena, las demds va-
riables no cambiaron estadisticamente. Se concluye que el tiempo éptimo
de corte es de 40 dias para trébol rojo, vicia y avena; de 35 dias para trébol
blanco y 30 dias para pasto azul y alfalfa.

ABSTRACT

The ability of the forages to recover from being cut, allows to design mana-
gement strategies, therefore different recovery periods in the dry and rainy
season were evaluated in Vicia sativa L., Avena sativa L., Trifolium repens L.,
Trifolium pratense L., Medicago sativa L., y Dactylis glomerata L. in Boyacd
(2.700 masl) in a completely random design, with a 4 x 6 factorial arrange-
ment that corresponded to four recovery periods (25, 30, 35 and 40 days)
and six forages. The variables evaluated were production of dry matter (MS),
height, nutritional quality, and availability of N, Ca and P in the soil at the
beginning and end of the test. The data was analyzed with Anova and the
Tukey test (P 0,05). It was observed that forage production (DM) differed in
all species between recovery periods and protein content only in forage oats,
the other variables did not change statistically. It is concluded that the opti-
mal cutting time is 40 days for red clover, Vicia and oats, 35 days for white
clover and 30 days for cocksfoot and alfalfa.

RESUMO

A capacidade que tém as forragens para recuperar do corte permite desenhar
estratégias de manejo, por isso se avaliaram diferentes periodos de recupe-
racdo na estacdo seca e chuvosa em Vicia sativa L., Avena sativa L., Trifolium
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repens L., Trifolium pratense L., Medicago sativa L., y
Dactylis glomerata L. em Boyacd (2700 msnm) em um
desenho completamente aleatério, com um arranjo fato-
rial 4 x 6 que correspondeu a quatro periodos de recupe-
racdo (25, 30, 35 e 40 dias) e seis forragens. As varidveis
avaliadas foram producdo de matéria seca (MS), altura,
qualidade nutricional, e disponibilidade de N, Ca e P ao
iniciar e ao finalizar o ensaio. Os dados foram analisados
com Anova e o teste de Tukey (p<0,05). Observou-se que
a producdo de forragem (DM) diferiu em todas as espé-
cies entre os periodos de recuperacdo e o teor de proteina
apenas na aveia, as demais varidveis ndo sofreram alte-
racées estatisticamente. Concluise que o tempo ideal de
corte é de 40 dias para trevo vermelho, vicia e aveia, 35
dias para trevo branco e 30 dias para cocksfoot e alfafa.

INTRODUCCION

El area ocupada por forrajes en Colombia se ha in-
crementado desde 1960 por influencia de los pastos
introducidos como pasto amargo (Brachiaria decum-
bens), para (Brachiaria mutica) y guinea (Megathyrsus
maximus) y, en los Ultimos 50 afios, el area destinada
a su establecimiento se ha duplicado [1] como con-
secuencia del mejoramiento genético y liberacién de
semillas evaluadas en campo por diferentes institu-
ciones de caracter publico y privado. En Boyaca, ocu-
pan cerca del 60% del territorio en donde se desarro-
lla actividad ganadera de lecheria, doble propésito y
ceba, pero en el ambito nacional, el departamento
es reconocido por su produccion lechera debido a su
topografiay a su entorno agroecolégico [2]. Esta acti-
vidad se concentra en municipios ubicados sobre los
2.000 msnm [3] como en la provincia de Sugamuxi
(Aquitania, Cuitiva, Firavotba, Iza, Mongui, Tota, Pes-
ca entre otros), provincia Norte (Boavita, Covarachia,
San Mateo, Susacon, Tipacoque entre otros), provin-
cia Gutierrez (Chiscas, el Cocuy, Guican, Panqueba
entre otros) y provincia de Tundama (Paipa, Floresta,
Belen, Busbanza, Cerinza, Corrales, Santa Rosa de
Viterbo entre otros), en donde el forraje con mayor
cobertura es kikuyo (Penisetum clandestinum) por su
rapida propagacion, adapatacion a la zona y por sus
cualidades nutricionales (21,13% MS, 14,47% PC)
[4]. Ademas, otros forrajes de clima frio que suelen
encontrarse en los sistemas ganaderos son falsa poa
(Holcus lanatus), ryegrass (Lolium spp), trébol rojo
(Trifolium pratense), trébol blanco (Trifolium repens),
avena forrajera (Avena sativa L.), azul orchoro (Dac-
tylis glomerata), vicia (Vicia sativa), alfalfa (Medicago

sativa) y sauco (Sambucus nigra L.) [5]. Estas especies
son limitadas por diferentes caracteristicas como hu-
medad, nutrientes, lumiosidad y caracteristicas del
suelo, de modo que estos factores corresponden a
condiciones de estrés capaces de ejercer influencia
en la respuesta de crecimiento y produccion de bio-
masa en los forrajes, como consecuencia de un efec-
to directo sobre su metabolismo y fotosintesis [6] y
en la fijacién de carbono en materia seca acumulada
en las hojas que son el area de captacion de la luz [7].

El pastoreo y/o frecuencias de corte tardias o tem-
pranas también repercuten en la calidad nutritiva y
produccion de forraje, con largos periodos de recu-
peracion se obtiene mayor materia seca de un pasto
lignificado que es menos digestible a costa de una re-
duccién considerable en su calidad nutricional y, en
el caso contrario, forraje tierno que tiene alto conte-
nido de proteina pero menor produccién de biomasa.

El estudio del crecimiento de estas especies en dife-
rentes areas resulta de importancia econdmica ya que
esto permite adecuar actividades de manejo para lo-
grar una ganaderia eco-eficiente [8]. El éxito y la pros-
peridad de esta actividad estd determina por la dis-
ponibilidad adecuada y oportuna de alimentos y los
forrajes son la fuente mas econdémica para satisfacer
las necesidades dietéticas del ganado [9]. Igualmente,
el conocimiento del tiempo éptimo para el corte, y las
especies con mejor respuesta por zona agroecolégi-
ca, resultan utiles en condiciones de campo para ele-
gir los mejores cultivares en un sistema productivo en
funcién del lugar y caracteristicas del suelo. Por ello,
el objetivo de este trabajo fue establecer el tiempo
6ptimo de corte a través de la produccion de forraje y
valor nutricional de las especies vicia (Vicia sativa L.),
avena forrajera (Avena sativa L.), trébol blanco (Trifo-
lium repens L.), trébol rojo (Trifolium pratense L.), alfalfa
(Medicago sativa L.) y azul orchoro (Dactylis glomerata
L.) y la disponibilidad de nutrientes en el suelo como
contribucion al conocimiento de la respuesta de cre-
cimiento de forrajes de clima frio.

METODO

El estudio se realizd en la granja experimental La
Maria de la Universidad Pedagdgica y Tecnolégica
de Colombia ubicada a 2700 m.s.n.m. en el depar-
tamento de Boyaca en las coordenadas 5°33'7' N
y 73°21'23” W con una temperatura promedio de
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13°C. Las especies forrajeras fueron establecidas en
parcelas de 2 x 3 m?con espacio entre filas de 50 cm,
una vez encalado vy fertilizado el suelo de acuerdo a
los requerimientos de los forrajes y disponibilidad de
nutrientes. Este se clasificé como franco arcilloso, y
presento las siguientes caracteristicas: pH 5,74, 2,55
MO%, 16,2 CICy 1,2 CE dS m™* (5,67 Ca, 2,64 Mg,
1,12 K, 0,18 Na en Meq 100 g de suelo) de acuer-
do al andlisis reportado por el laboratorio de suelos
de la misma universidad, a partir de una muestra re-
presentativa (1 Kg) derivada de la mezcla de 24 sub
muestras ha! de suelo tomadas al azar en zigzag.

Las parcelas fueron regadas dos veces por semana du-
rante tres horas y luego de 3 meses de establecimien-
to se realizd un corte de homogeneidad para iniciar
el rebrote (dia 0). Los tratamientos evaluados fueron
cuatro periodos de recuperacion: 25, 30, 35 y 40 dias,
en las especies vicia (Vicia sativa L.), avena forrajera
(Avena sativa L.), trébol blanco (Trifolium repens L.), tré-
bol rojo (Trifolium pratense L.), alfalfa (Medicago sativa
L.) y azul orchoro (Dactylis glomerata L.) y se analizé su
efecto sobre las variables de respuesta produccién de
forraje verde, materia seca total, altura, valor nutritivo
y disponibilidad de nutrientes en el suelo. Para deter-
minar la produccién de forraje en materia seca, que
es considerado un parametro que muestra la adap-
tabilidad de las especies al medio en el que se estan
evaluando [10], se realizé un corte de 1 m? de pasto
en cada parcela con un marco para aforo y luego se
hizo un corte de uniformidad segln la metodologia
propuesta por el CIAT [10] de la red internacional de
pastos tropicales (RIEPT). El peso de la materia seca
(MS) se calculd con la siguiente expresion [10]:

PF x ps

MS/m2 = —

(Ec. 1)

PF: peso fresco de la muestra
pf: peso fresco de la submuestra
ps= peso seco de la submuestra.

Las muestras se secaron (60°C) en una estufa mar-
ca Memmert® (Karl Kolb, Schwabach, Alemania) y la
humedad (H) se calculé por diferencia [11].

La altura se evalud de 3 plantas seleccionadas al azar en
cada parcela y se midié en centimetros desde el suelo
hasta el punto mas alto de la planta sin estirarla [10].

Para el andlisis nutricional se envié una muestra de
500 g de forraje en sobres de papel puestos dentro de
bolsas plasticas individuales al laboratorio AGRILAB
compafia limitada, alli se hallé en base seca, el con-
tenido de cenizas por incineracion a 700°C, extracto
etéreo con éter, fibra cruda, proteina total por Kjel-
dahl, fésforo seglin la norma NTC 234 y calcio con aci-
do nitrico de acuerdo a los procedimientos reportados
por el laboratorio. Para establecer el tiempo 6ptimo
de corte se hizo la relacién entre la produccién de bio-
masa en materia seca y el contenido proteico.

Cada tratamiento tuvo 3 réplicas y cada parcela co-
rrespondié a una unidad experimental para un total
de 72 parcelas distribuidas en un disefio completa-
mente al azar con un arreglo factorial 4 x 6, donde 4
correspondio a los periodos de recuperacion (25, 30,
35y 40 dias) y 6 al nimero de especies (Vicia, avena
forrajera, trébol rojo, trébol blanco, alfalfa y azul or-
choro). Los datos obtenidos en los diferentes perio-
dos de recuperacion fueron analizados con un Anova
y donde hubo diferencias significativas se aplicé la
prueba de Tukey (p<0,05) en el paquete estadistico
SPSS statistics version 19.

RESULTADOS

Durante el tiempo del ensayo (enero - abril 2019) se
observé variacion en la temperatura (8,1-22,1°C) y
en la pluviosidad (0,2-4,6 mm/d) (Figura 1) en el area
de estudio (3.000 msnm). En marzo y abril se presen-
taron las lluvias mas intensas en promedio 3,3y 4,6
mm/d respectivamente de acuerdo con el reporte de
la estacion climatica de la Universidad Pedagégica y
Tecnolégica de Colombia.

Forraje verde y biomasa en materia seca

No se presentaron diferencias estadisticas (p=0,05)
en la produccién de forraje durante la época de lluvia
y seca, lo que se atribuye al uso de riego. Sin embar-
go, existieron diferencias entre los periodos de recu-
peraciony la produccién de forraje verde por especie.

En vicia la mayor produccion de forraje verde se obser-
vbalos35(16,2 £ 4,6 tonha?')y40dias (16,7 £ 1,4 ton
ha) al igual que en alfalfa (14 + 1,2 ton ha*; 14,2+ 1,2
ton ha). En avena forrajera, trébol rojo y azul orchoro,
la mayor produccién se obtuvo a los 40 dias (25,7 + 3,3
ton ha?, 14,3 + 6,3 ton ha?, 3,62 + 0,9 ton ha'respec-
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tivamente), mientras que en trébol
blanco no se presentaron diferen-
cias a los 40, 35 y 30 dias (Figura
2). La producciéon de materia seca
presentd diferencias estadisticas
entre los periodos de recuperacion
(p= 0,05). No obstante, a los 35y
40 dias el forraje (MS) fue mayor
en vicia y trébol blanco, mientras
que en avena y trébol rojo a los
40 dias; y en alfalfa y azul orcho-
ro a los 30, 35 y 40 dias sin exis-
tir diferencias estadisticas entre
estos periodos de recuperacion
(p=0,05) (Cuadro 1).

En alfalfa, la producciéon de mate-
ria seca es aproximadamente de
12,2 ton ha durante el afio [12],
en avena de 11,50 a 20,78 ton
ha'en un periodo de corte de 60
a 70 dias [9], en azul orchoro de
4,44 a 108 g/planta con variabili-
dad por genotipo [13] y entre 0,13
ton ha!ly 8,04 + 0,19 ton ha?
cuando esta en mezcla con trébol
rojo [14], de modo que los resulta-
dos obtenidos alcanzan los rangos
reportados, alfalfa con proyeccién
anual de 20,25 ton ha?, avena
20,1 ton ha?, azul orchoro 7,92
ton havy vicia 29,2 ton ha.

En trébol rojo, los rendimientos de
produccién de materia seca en el
afo van desde 3,4 ton ha'a 13,9
ton ha?' lo que se relaciona con
la persistencia de la planta a las
condiciones ambientales, mane-
jo, pastoreo y al habito de creci-
miento que, a diferencia del trébol
blanco que es estolonifero, crece
a partir de meristemas apicales de
modo que no hay regeneracion de
las plantas muertas [15,16], por
ello esos resultados son menores
a los observados en este trabajo
con corte cada 40 dias que alcan-
zan los 2,3 ton ha' (MS) de modo
que se proyectan rendimientos de
20,7 ton ha'(MS) al afio.

Figura 1. Temperatura maxima, temperatura minima y pluviosidad durante el periodo
comprendido entre enero y abril.
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Figura 2. Produccién de forraje verde durante los diferentes periodos de recuperacion
en las especies vicia (Vi), avena forrajera (AV), trébol rojo (TG), trébol blanco (TRG),
alfalfa (AL) y azul orchoro (AZ).
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Cuadro 1. Produccion de forraje ton ha™! materia seca (MS).

X Periodo de recuperaciéon(Dias)
Especie
25 30 35 40

Vicia sativa L. 1,37+0,1c| 1,9+0,1b 3,5+0,1a 325+0,1a
Avena sativa L. 2,61+£02c|32+0,1c 44+0,1b 6,7+0,1a
Trifolium pratense L. |1,37+0,1b| 1,5+0,1b 1,5+0,2b 23+0,1a
Trifolium repens L. 041+02b| 0,67+0,1b |0,77+0,1a |0,72+0,2ab
Medicago sativa L. 1,17+0,1b|2,38+0,1a [22+03a 225+02a
Dactylis glomerata L. | 0,4+0,1b [0,84+0,1a 0,7+0,1a 0,88+0,1a

Letras distintas por especie indican diferencias significativas con la prueba de Tukey

(P =10,05)

Mientras que en trébol blanco
con 9 rotaciones al afo es decir
pastoreos cada 40 dias se ha lo-
grado producciones de 13,03 a
14,1 ton ha [17] valores supe-

riores a lo obtenido que en el afo
se aproxima a 6,48 ton ha' de
modo que esta especie no tuvo
buen rendimiento bajo las condi-
ciones evaluadas, ademas, el con-
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tenido de materia seca fue menor
al reportado de 266 g MS kg de
forraje verde [17].

Altura

El periodo de recuperacion influ-
yo6 significativamente en la altura
alcanzada entre los 25 y 40 dias
en vicia, avena, alfalfa y pasto
azul (p= 0,05) pero no en trébol
rojoy blanco. En vicia la altura es-
tuvo entre 81 + 6,24y 116 £ 7,5
cm, en avena forrajera de 84,66 +
9,5a129 + 1,5 cm, en trébol rojo
de 72,3+ 7,5a 80,6 + 6,02 cm,
en trébol blanco de 26,7 £ 1,5 a
28,3 + 1,5 cm, en alfalfa de 70,6
+ 3,05a853+0,5cmyen azul
orchoro de 25,13 £ 1,6 a 29,6
1,5 cm (Figura 3).

Estos resultados coinciden con
las alturas reportadas en litera-
tura entre 59,83 y 83,33 cm en
alfalfa, 99,9 y 123,8 cm en ave-
na, 56,9 cm en azul orchoro, en
trébol rojo hasta 97 cm, en trébol
blanco entre 10y 30 cmy en vicia
hasta 120 cm [9,13,18].

Caracteristicas nutricionales
del forraje y quimicas del suelo

Se presentaron diferencias esta-
disticas (p=0,05) en el porcentaje
de materia seca entre los perio-
dos de recuperacion en todas las
especies evaluadas excepto en
los tréboles. Para el contenido
de proteina solo avena presentd
diferencia significativa entre los
cortes. El resto de las caracte-
risticas nutricionales evaluadas
(contenido de cenizas, extracto
etéreo, fibra bruta, calcio y fés-
foro) no cambiaron estadistica-
mente (Cuadro 2). A los 25 dias
se presentaron las proteinas mas
altas excepto para el trébol blan-
co que fue alos 30y 35 dias, pero

Figura 3. Altura durante diferentes periodos de recuperacién en las especies vicia (VI),
avena forrajera (AV), trébol rojo (TG), trébol blanco (TRG), alfalfa (AL) y azul orchoro (AZ).
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al relacionar el forraje producido
con las caracteristicas nutricio-
nales se observd que en vicia a
los 35 dias se obtuvo 0,93 ton
ha™ de proteina, es decir 0,12 ton
ha adicionales que a los 40 dias,
sin embargo, esta especie por
lo general se siembra con avena
forrajera que a su vez expresa su
mayor potencial a los 40 dias de
rebrote con 1,23 ton ha' de pro-
teina, por ello, se debe considerar
la siembra por separado de estas
especies, y en caso de asociacion
el corte optimo es cada 40 dias.

Esta misma frecuencia se reco-
mienda para trébol rojo que al-
canza 0,59 ton ha' de proteina,
lo que a su vez representa 0,21
ton ha adicional respecto a los
35 dias, y también para alfalfa
con 0,58 ton ha, aunque es po-
sible realizar cortes a los 30 y 35
dias ya que la diferencia no es sig-
nificativa (0,016 ton ha).

En trébol blanco y azul ochoro la
mayor produccién de proteina en
relacién con el forraje se obtuvo a
los 30 y 35 dias respectivamente
con un valor aproximado de 1,18
ton ha' para ambas especies. El
rendimiento de este parametro

nutricional por unidad de 4area
se relaciona con la obtencién de
materia seca, de modo que en
trébol rojo se ha encontrado pro-
teinas que oscilan entre 1,6 a 2,9
ton ha el primer afio ydesde 1,1
a 1,9 ton ha' al cuarto afo [15],
valores superiores a lo observa-
do en este estudio a diferencia
de trébol blanco cuyo contenido
proteico fue mayor a 232,4 g kg
(Ms) con 40 dias de corte [17].
Mientras que en alfalfa se esti-
man de 0,25 a 0,35 ton ha? de
nitrégeno [12] que se encuentra
concentrado en un 70% en las
hojas [19] en general puede va-
riar entre 22,13 y 27,7% de PC
[12,20]. Por otro lado, en avena
forrajera es comun encontrar de
7,08 210,66 % PB [9], en vicia sa-
tiva 347 a 374 g kg de MS [21]
y cuando se realizan mezclas de
pasto azul orchoro y trébol blan-
coentre 17,5y 22,2% PB [14] ca-
lidad nutricional aceptable.

Por otro lado, el pasto contiene
minerales esenciales para el ga-
nado, pero sus concentraciones
estan influenciadas por factores
climaticos, del suelo y agronémi-
cos que conducen a situaciones
dificiles para la suplementacién
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Cuadro 2. Caracteristicas nutricionales durante diferentes periodos de recuperacion en las especies vicia (VI),
avena forrajera (AV), trébol rojo (TG), trébol blanco (TRG), alfalfa (AL) y azul orchoro (AZ).

Caracteristica Dia Vi AV TG TRG AL AZ
25 83,1+0,2a 81,8+0,3a 80,2 + 2,7 80,8+ 1,3 857+1,1a 80,6+14a
H (%) 30 82,7+0,1a 80,3+0,2a 81,6 +0,9 82,1+04 772+0,3b 71,3+08b
35 779+08b 76,8+0,8b 81,7+1,3 81,7+24 852+0,6 a 738+25b
40 80,5+0,5¢c 72,9+0,3c 83,6 +0,8 83,9 +0,7 83,1t1,1a 755+12b
25 16,8+0,3 ¢ 18,1+0,3c 19.8+2,7 192+13 143+1,1b 194+14c
MS (%) 30 172+0,1b 19,7+0.2c 184+0,9 179+04 15,7+0,6 b 28,7+0,8a
35 194+0,5b 23,2+08b 183+ 1,3 183+24 158+15b 26,1+25b
40 22,1+08a 27+0,3a 16,3+0,9 16,1+0,7 22,7+04a 245+09b
25 8,6+0,1 8,6 +0,1 9,8+0,1 12+1,5 9,1+0,8 9,5+0,8
CE (%) 30 7,6 £0,1 8,5+0,1 74+0,6 11,1+0,1 9,1+1,1 10,2+0,7
35 8,1+0,1 8,6 +0,1 9,7+0,7 10,9+0,3 11,8+0,1 109+1.1
40 92+0,1 10,7 +0,2 10+0,2 9,7+0,1 9,7+0,2 8,7+04
25 2,6+0,1 2,1+0,1 2,5+0,2 2,3+0,2 1,7+0,1 2,5+0,8
EE (%) 30 21+0,1 24+0,1 1,8+0,1 2,6 +0,1 2,2+0,3 22+04
35 2,6+0,1 2,6 +0,1 1,8+0,2 1,8+0,1 1,7+0,1 2,6 +0,1
40 23+0,1 2,1+0,2 25+0,1 22+0,1 2,3+0,1 29+0,6
25 252+0,9 194+22 14,5+0,5 13,6 +1,2 20,6 +1,6 26,1+04
FB (%) 30 275+4,6 20,1+1,2 19+3,1 16,9 +4,3 22,1+1,2 26,2 +0,2
35 28,7+2,1 24,3+0,9 141+17 18,5+ 0,5 219+11 25,4 +0,5
40 29,7 +1,7 252+1,5 16,3+0,5 18,1+ 1,9 22,2+0,3 251+1,5
25 26 £0,41 17,8+0,9a 28,8+279 289+1,1 264+25 22,8+27
PB (%) 30 248 +0,3 132+04b 27,6 £33 306+1,1 254+19 223+21
35 23+1,3 12,3+0,5b 24,6 +1,5 30,6 +2,3 257+0,5 20,5+1,5
40 225+15 11,8+0,4b 24,2 +0,9 26,9 +0,2 234+15 19,1+1.2
25 0,27 £0,1 0,22 +0,1 0,35+0,1 0,35+0,1 041+0,1 0,22 +0,1
P (%) 30 0,34 +0,1 0,23+0,1 0,27 +0,1 0,28 +0,1 0,3+0,1 0,2+0,1
35 0,3+0,1 0,39 £0,1 0,31+0,1 0,3+0,1 04+0,1 0,26 £0,1
40 0,5+0,5 0,92 +0,5 04+0,1 04+0,1 0,3+0,1 0,69 £ 0,2
25 0,87 £0,1 0,35+0,1 1,6 £0,1 1,1+0,1 1,6 0,1 0,6 +0.1
Ca (%) 30 09+0,1 04+0,1 1,6 £0,1 1,2+0,1 2,2+0,5 0,5+0,1
35 0,98+0,1 0,52+0,2 1,5+0,1 1,1+0,1 2,2+04 0,5+0,1
40 0,93+0,1 0,52+0,1 1,8+0,1 1,2+0,1 23+04 0,6+0,1

H: humedad, MS: materia seca, CE: cenizas, EE: extracto etéreo, FB: fibra bruta, PB: proteina bruta, P: fosforo, Ca: calcio. Letras
diferentes indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P= 0,05).

de minerales de los animales [22], en avena forrajera
es comun encontrar entre 9,08 y 14,34% de conteni-
do mineral [9] y en alfalfa valores de 0,35 a 0,41 de
fosforo (% P) y de 2,43 a 1,96 en calcio (%Ca) [19].

No hubo diferencias significativas entre el conteni-
do de calcio y fosforo en los forrajes, pero, las di-
ferencias numéricas muestran un comportamiento
general de disminucion respecto al tiempo (Cuadro
3), esto mismo se reporta en trébol rojo en donde
el contenido de calcio en el suelo pasé de 1.880 (10

cm)a 1.210 mg kg de MS (40 cm) y en fosforo de 37
(10 cm) a 10 mg kgt de MS (40 cm) [23].

Lo que se debe a la absorcion de estos nutrientes por
la planta, el calcio para la formacion de paredes ce-
lulares, como cofactor de algunas enzimas que estan
involucradas en la hidrélisis de ATP y como segundo
mensajero en la regulacion metabdlica que media los
procesos de estrés y desarrollo [6,24,25,26]. Mien-
tras que el fosforo es utilizado por la planta como
cofactor durante la fijaciéon de nitrégeno por ello el
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Cuadro 3. Caracteristicas quimicas del suelo al comienzo y final del periodo de recuperacion.

Caracteristica Dias VI AV TG TRG AL AZ
H 0 6,07 5,48 5,95 6 6,14 5,52
P 40 6,05 5,75 5,94 6,06 6,15 5,6
0 3,36 2,91 3,47 3,31 3,65 3,54
MO (%)
40 2,52 2,53 3,38 2,79 3,34 3,19
N (%) 0 0,162 0,141 0,168 0,16 0,177 0,183
) 40 0,122 0,122 0,163 0,135 0,162 0,102
0 1500 1340 1390 1460 1380 1350
Ca (mg kgt MS)
40 1260 510 1370 1500 1320 1285
0 105 113 107 89,1 105 98,5
P (mg kg* MS)
40 79,3 76,5 101 72,6 94,7 72,8

MO: materia orgénica, N: nitrégeno, Ca: calcio, P: fésforo. Vicia (VI), avena forrajera (AV), trébol rojo (TG), trébol blanco (TRG), alfalfa

(AL) y azul orchoro (AZ).

requerimiento de fésforo en las leguminosas es mas
alto, ademas, influye en el desarrollo de los nddulos,
forma la estructura de los acidos nucleicos, nucleé-
tidos, fosfolipidos y ATP [18]. Aunque no hubo va-
riaciones relevantes en el pH del suelo, las especies
evaluadas se adaptaron bien lo que se debe a la re-
sistencia de estos forrajes a condiciones de acidez
ligera, excepto la alfalfa, por ello es comdn que azul
orchoro se desarrolle en suelos con pH de 6,8 y con-
tenido de materia organica de 1,2% [13,22] al igual
que trébol blanco y trébol rojo aunque también pue-
den desarrollarse a pH de 6,4 y 6,1 respectivamente
o en rangos inferiores a pH 5 en suelos compactos
pobremente drenados [15,17,27], por ello son espe-
cies potenciales en los sistemas ganaderos ya que se
adaptan a diferentes condiciones y toleran la presen-
cia de metales pesados como el Pb, ademas contri-
buyen a la fertilidad del suelo por la fijacion de N, en
simbiosis con diazétrofos [28].

Como se mencionaba, alfalfa es el Unico forraje eva-
luado con condicionamiento de pH en el suelo ya que
su desarrollo éptimo se encuentra entre 6,4y 6,85
[18] y por debajo de 4,8 su crecimiento es dificil y se
reduce significativamente [19] aunque puede tolerar
rangos de 7,5 a 7,74 [18] de modo que el pH de 6,14
del suelo donde se realizé el trabajo fue aceptable. Este
parametro es importante ya que la neutralidad facilita
la disponibilidad de elementos como el Py el K [29] de
modo que con rangos de pH similares se ha detectado
niveles de P de 61 mg kg [19].

CONCLUSIONES

El periodo de recuperacion en Vicia sativa L., Avena sa-
tiva L., Trifolium repens L., Trifolium pratense L., Medicago
sativa L.,y Dactylis glomerata L. influye en la produccién
de biomasa (verde y seca) y en su calidad nutricional con
diferencias significativas en el contenido de proteina, que
es alto alos 25 dias de rebrote y disminuye gradualmente.

En trébol rojo, avena forrajera y vicia se logré una
produccion éptima de materia seca de 2,3 ton ha’,
3,25 ton ha'y 6,7 ton ha a los 40 dias respectiva-
mente con un contenido proteico de 24,2%, 11,8% y
22,5% por especie.

En alfalfa la mayor produccién de forraje se produjo
alos 30, 35y 40 dias sin diferencia significativa entre
ellos, no obstante se puede sugerir que el momento
o6ptimo de corte es a los 35 dias ya que se relaciona
con el mayor porcentaje de PB (25,7%).

Trébol blanco presentd la mayor produccién de fo-
rraje a los 35 dias (0,77 ton ha') con buen valor de
PB (30,6%) por lo que se recomienda esta fecha de
corte para pastoreo.

Azul orchoro presentd la mayor produccion de forra-
jealos 30, 35y 40 dias sin existir diferencias estadis-
ticas (0,7 ton ha') pero se recomienda realizar pasto-
reo a los 30 dias ya que en este corte se observo la
mayor PB (22,3%)
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El contenido de calcio y fésforo en las especies no
tuvo variacion significativa entre periodos de recu-
peracion, sin embargo, en el suelo su contenido se
redujo gradualmente por efecto de su absorcién e in-
corporacién en la estructura de la planta, esto mismo
se observé con el nitrégeno disponible en el suelo.
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RESUMEN

Se aplicé un recubrimiento elaborado con almiddn de yuca modificado por via
dcida, para evaluar el comportamiento pos-cosecha del tomate bajo condicio-
nes ambientales, determinando su efecto sobre las caracteristicas estructu-
rales del tomate y su accién microbiolégica sobre los hongos Colletotrichum
sp y Fusarium Sp. La modificacion de almidén nativo de yuca variedad SM
707-17 se realizé por adicion de dcido citrico (15% p/p respecto al almidén en
base seca) a una suspension de almidén sometida a condiciones controladas
de temperaturay velocidad de agitacion. El efecto se comparé con el de la apli-
cacion de otros elaborados con base en almidén modificado enzimdticamente
y almiddn nativo, siendo T1: muestra testigo; T2: recubrimiento con almidén
modificado enzimdticamente; T3: recubrimiento con almidén modificado con
dcido citrico y T4: recubrimiento con almiddn nativo. La aplicacion se reali-
76 de forma manual con esponja limpia y estéril; los tomates se colocaron en
bandejas rotuladas dejando secar por 24 h a temperatura ambiente, a partir
de las cuales se inicié la medicion de las variables crecimiento microbiano y
caracterizacion microscopica del exocarpo del tomate durante 15 dias, apli-
cando un disefo factorial completamente al azar 4x6, que tuvo en cuenta el
tipo de muestras relacionadas e independientes; los datos obtenidos se ana-
lizaron mediante el software SPSS version 19 con el cual se encontré que el
factor “Recubrimiento” no influyé sobre las variables de respuesta analizadas,
a diferencia del factor “Tiempo” que tuvo efecto decisivo sobre las mismas.

SUMMARY

A coating elaborated with modified cassava starch was applied by acid rou-
te, to evaluate the post-harvest behavior of the tomato under environmental
conditions, determining its effect on the microbiological and structural cha-
racteristics. The modification of native starch of cassava variety SM 707-17
was carried out by addition of citric acid (15% w/w with respect to starch
on dry basis) to a suspension of starch subjected to controlled conditions of
temperature and speed of agitation. The effect was compared with that of
the application of others elaborated based on enzymatically modified starch
and native starch, being T1: control sample; T2: coating with enzymatically
modified starch; T3: coating with starch modified with citric acid and T4:
coating with native starch. The application was made manually with clean
and sterile sponge; The tomatoes were placed in labeled trays, allowing to
dry for 24 h at room temperature, from which the microbial growth and mi-
croscopic characterization of the tomato exocarp was measured for 15 days,
applying a completely randomized 4x6 factorial design that had consider the
type of related and independent samples; the data obtained were analyzed
using SPSS software version 19, which found that the “Coating” factor did
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not influence the response variables analyzed, unlike
the “Time” factor that had a decisive effect on them.

RESUMO

Um revestimento elaborado com fécula de mandioca
modificada foi aplicado por via dcida, para avaliar o com-
portamento pds-colheita do tomate sob condicoes am-
bientais, determinando seu efeito sobre as caracteristicas
microbioldgicas e estruturais. A modificacdo do amido
nativo da variedade de mandioca SM 707-17 foi reali-
zada pela adicdo de dcido citrico (15% p/p em relacédo ao
amido em base seca) a uma suspensdo de amido subme-
tida a condicoes controladas de temperatura e velocidade
de agitacdo. O efeito foi comparado com o da aplicagdo
de outros elaborados com base em amido enzimatica-
mente modificado e amido nativo, sendo T1: amostra
controle; T2: revestimento com amido enzimaticamen-
te modificado; T3: revestimento com amido modificado
com dcido citrico e T4: revestimento com amido nativo.
A aplicacdo foi feita manualmente com esponja limpa e
estéril; Tomates foram colocados em bandejas rotuladas
deixado a secar durante 24 h a temperatura ambiente, a
partir do qual as varidveis de medicdo do crescimento mi-
crobiano e microscopica tomate caracterizacdo exocarp
comecou durante 15 dias, usando um desenho factorial
4x6 completamente casualizado que tinha considerar o
tipo de amostras relacionadas e independentes; os dados
obtidos foram analisados no software SPSS versdo 19,
que constatou que o fator “Coating” ndo influenciou as
varidveis de resposta analisadas, diferentemente do fator
“Time” que teve efeito decisivo sobre elas.

INTRODUCCION

El tomate es la hortaliza de mayor consumo en Co-
lombia y abastece el 59% de la poblacién [1], su vida
Util esta entre 7 y 10 dias en condiciones de almace-
namiento de 10-12,5°C y 90-95% de Humedad Re-
lativa, aunque tiende a deshidratarse por ser clima-
térico. La maduracion estd acompanada por cambios
en el sabor, color, aroma, textura y pérdida de firmeza
debido a cambios fisicos y quimicos asociados con la
degradacion de la pared celular y la solubilizacién de
las pectinas por las enzimas pectinesterasa (PE), po-
ligalacturonasa (PG) y pectatoliasa (PL) [2]. Debido
a su manipulacién constante e inapropiada desde el
momento de cosecha por el empleo de canastillas
plasticas para recoleccién y transporte, pasando por

la seleccion, clasificacion y almacenamiento ocurre
contaminacion del producto (materiales, cantidad,
sobre amontonamiento, etc.) y la aparicion de magu-
lladuras, abrasiones, impactos, cortaduras, ataque de
insectos que favorecen la apariciéon de enfermedades
causadas por hongos y bacterias tales como Alternaria,
Botrytis, Diploidia, Monilia, Penicillium, Phomopsis, Rhi-
zophus, Erwinia y Pseudomonas. Debido a los innume-
rables elementos que ocasionan pérdidas de calidad,
se estan generando y usando técnicas y tecnologias
pos-cosecha para retrasar la senescencia y mantener
la calidad del producto durante un mayor tiempo,
como por ejemplo la aplicacion de recubrimientos.

Teniendo en cuenta el creciente interés por consumir
productos naturales mas sanos, seguros y respetuosos
con el medio ambiente, se estan desarrollando recubri-
mientos naturales que crean una barrera semipermea-
ble a gases y al vapor de agua al crear una atmdsfera
modificada que reduce la velocidad de respiracion y
deshidratacion, ademas de permitir la incorporacién
de aditivos alimentarios que retardan la aparicion de
desdrdenes fisiologicos [3]. Los recubrimientos deben ser
transparentes, estar exentos de sabores, olores extranos,
sustancias nocivas para la salud, estables a distintas
condiciones de almacenamiento, ser extensibles para
que el alimento quede recubierto de forma homogénea
y ofrecer resistencia a dafios mecanicos leves [4].

El almidon es un componente alimentario utilizado en
el mejoramiento de propiedades funcionales y como
solucién de recubrimiento a partir de materiales como
maiz (Zea mays) y yuca (Manihot esculenta Crantz), en-
tre otros. Las limitaciones del almidén nativo dismi-
nuyen su funcionalidad por el grado de ramificacion,
la relacion amilosa-amilopectina, distribucion del peso
molecular, condiciones de pH, temperatura y presion
aplicadas, que afectan las propiedades mecanicas, tér-
micas, estructurales y de barrera, como la disminucién
de la resistencia a esfuerzos de corte, descomposi-
cion térmica, alto nivel de retrogradacién y sinéresis
[5]. Por esta razon, se realiza la modificacion de sus
propiedades por via quimica, fisica o biolégica como
reticulado (cross-linking) con fosfatos o adipatos, pre-
gelatinizacion, dextrinacién o hidrdlisis acida [6].

Los acidos organicos son utilizados como regulado-
res de acidez, agentes antimicrobianos o modifica-
dores quimicos de propiedades funcionales del almi-
don; el &cido citrico actia como promotor de enlaces
cruzados (reticulacion) entre las cadenas y mejora las

147



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

Nelsy Hoyos-Yela

propiedades mecanicas [7]. Se uso el acido en la eva-
luacién de un recubrimiento comestible con base en
agary acido citrico aplicado en papa fresca, logrando
mantener las caracteristicas sensoriales y de calidad
del tubérculo, ademas de reducir la pérdida de agua
con respecto a la muestra testigo después de 25 dias
de almacenamiento [8].

Se evalud el efecto de la adicién de acido citrico en
las propiedades de tensién y de barrera en peliculas
elaboradas con base en almidén termoplastico de
yuca y su posible accién microbiolégica sobre dos
hongos causantes de dafios en el tomate.

METODO

El proyecto se desarrollé en las instalaciones de la Plan-
ta Piloto para el procesamiento de vegetales, Labora-
torios de Biotecnologia, Reologia y Empaques de la Fa-
cultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca
y en la Unidad de Microscopia Electrénica ubicada en
el Museo de Historia Natural, en la ciudad de Popayan,
Colombia, a una altitud de 1.738 msnm, temperatura
media de 19°C y Humedad Relativa (H.R) del 77,75%.

Materiales

Se usaron tomates larga vida variedad Indaba en
grado 4 de madurez, didmetro ecuatorial promedio
de 8 cm y axial de 6 cm, producidos bajo cubierta
y cultivados en la finca “El Porvenir” de la vereda
Cinco Dias, Municipio de Timbio (Cauca), con altura
promedio de 1.850 msnm, temperatura media entre
16 y 23°C. Se us6 almidén nativo de yuca variedad
SM 707-17 proveniente de la rallanderia “La Agusti-
na” ubicada en Mondomo (Cauca) y almidén de yuca
SM 707-17 modificado enzimaticamente con alpha
- amylasa Bacillus amyloliquefaciens Ban 240L (Sigma
Aldrich), con grado de modificacion del 10% de Equi-
valente de Dextrosa (E.D.) [9].

Se requirié acido citrico monohidrato grado analitico
con pureza del 99,5%, marca Carlo Herba, para reali-
zar la modificacion del almidén de yuca por via acida;
aceite esencial de limoncillo (Cymbopogon citratus) de
grado alimentario, por sus propiedades antimicrobia-
nas y antibacteriales; glicerina como plastificante no
volatil de bajo peso molecular que mejora la flexibi-
lidad, manejabilidad y habilidad de extension del re-
cubrimiento [10]; Tween 80, aditivo alimentario con

accion surfactante para facilitar o aumentar la emulsi-
vidad, dispersién y adherencia del recubrimiento [11].

METODO
Modificacion del almidén con acido citrico

El almidon en suspension de 100 g al 40% p/p en base
seca se hidrato por 1 hora; se midié pH inicial (5,5)y se
llevé a agitacion de 175 rpm con temperatura de 52°C en
el Shaker Thermo Scientific; cuando la suspension alcanzo
los 52°C, se adicion6 acido citrico (15%), nuevamente
se midio el pH y se colocd en el shaker a las mismas
condiciones durante 14 h. Al finalizar este tiempo se
ajusté el pH 5,5 por neutralizacion con NaOH 3Ny 1N.

Se transfirieron las suspensiones a tubos falcon para
centrifugar a 4500 rpm por 30 min (establecido por
preliminares) y obtener el sobrenadante para medir ED
en el espectrofotometro UV marca SHIMADZU 1800
[5], procedimiento seguido para el almidén con 25%
p/p en base secay las concentraciones de acido citrico,
evaluando por separado las concentraciones de NaOH.

Acondicionamiento del fruto

Se seleccionaron tomates larga vida en estado 4 de
madurez, redondos, sanos e inocuos, firmes y jugosos,
enteros, con apariencia lisa, sin grietas o quemaduras
de sol, sin dafos mecanicos o producidos por insectos
[12], lavados por inmersidn en agua potable y desinfec-
cién con solucion de hipoclorito de sodio a 5 ppm du-
rante 15 minutos y secados con toalla absorbente [4].

Modificacion del almidén

Se obtuvo una suspensién de 100 g usando 25% p/p
de almidén en base seca y acido citrico grado analiti-
coal 15% p/p en base seca [13] con ayuda del Shaker
Thermo Scientific a 52°C, 175 rpm con tiempo de
modificacion de 14 horas, luego de 14 horas se cen-
trifugd a 4500 rpm por 30 min, se eliminé el sobrena-
dante y se seco el almidén en el horno, iniciando con
una temperatura de 20°C, con aumentos progresivos
de 5°C hasta llegar a 45°C (establecido en pruebas
preliminares) y humedad de 12% [14].

Preparacion y aplicacion del recubrimiento

Se realiz6 una pre-mezcla de los componentes del
recubrimiento (agua, glicerol, almidén de yuca, acei-
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te esencial, tween 80) a 300 rpm y 40°C, se calenté
desde 40 hasta 75°C por 10 min hasta la gelatiniza-
cion del almidén durante 15 min [15].

Crecimiento microbiano

Se identificaron los especies de hongos que atacan
al tomate, realizando 5 aislamientos a partir del fruto
contaminado naturalmente, proporcionandole el me-
dio de cultivo. Se cortaron 4 trozos de tejidos de to-
mate enfermo y sano, de 1 cm? de dreay de 2 mm de
grosor; a cada muestra se le realizaron 4 enjuagues
por 1 minuto cada uno, el primero con hipoclorito
al 1%, el segundo con etanol al 75%, el tercero y el
cuarto con agua destilada estéril. Se secaron en pa-
pel absorbente estéril, se sembraron en agar PDA 'y
se incubaron a 25°C por dos dias; cuando se observo
el crecimiento de los hongos se aislaron 4 muestras
de cada caja de Petri en PDA, cortando pequefas
muestras del cultivo de aproximadamente 0,25 mm?,
que se re sembraron en PDA, iterativamente hasta
obtener un cultivo puro [16].

Para medir la estructura de la epidermis del toma-
te recubierto, se utilizé Microscopio Optico de Alta
Resolucion (MOAR) Marca Nikon modelo Microphot
y un Microscopio Electrénico de Transmision (MET)
Marca JEOL, modelo JEM 1200EX. Las muestras de
5 mm de longitud y 1 mm de grosor se fijaron en glu-
taraldehido al 6% y paraformaldehido al 4% en Bu-
ffer de Fosfato Salino (PBS) [17], con modificaciones.

Se utilizé un disefno factorial 4x6 completamente al
azar, donde los factores fueron “Tipo de recubrimien-
to” con 4 niveles (tratamientos T1 a T4) y “Tiempo”
con 6 niveles (Dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15) denominados
Pl, D3, D6, D9, D12, D15, respectivamente.

T1= Muestra Testigo (tomate sin recubrir)

T2= Recubrimiento con almidén de yuca modificado
enzimaticamente

T3= Recubrimiento con almidén de yuca modificado
con acido citrico

T4= Recubrimiento con almidén de yuca nativo.
Se realizaron tres réplicas con cuatro repeticiones por

cada tratamiento, tomando 30 unidades experimentales
por réplica. Los resultados obtenidos fueron evaluados

por pruebas paramétricas (ANOVA), no paramétricas y
paramétricas con medidas repetidas; con una probabi-
lidad de 95% empleando el software SPSS version 19.

RESULTADOS

Después del aislamiento, se hizo seguimiento al cre-
cimiento del hongo, observando sus esporas y carac-
teristicas especificas macro morfolégicas como color,
superficie, borde, consistencia, aspecto y desarrollo;
también, se caracterizaron los hongos de forma micro
morfoldgica, teniendo en cuenta estructuras repro-
ductivas, presencia de hifas y la formacién de esporas,
conidias y la forma del micelio que permiten la identi-
ficacion del hongo que inicia la degradacion del fruto.

Caracteristicas macro morfolégicas y
descripcién microscépica de hongos que inician
el deterioro y degradacién en el fruto de tomate

Durante este periodo se evalué la sintomatologia por
area afectada en los tomates (Cuadro 1) evidencian-
do que Colletotrichum sp. causé mayor dano que Fu-
sarium sp., sobre los tejidos del tomate deteriorando
el exocarpo, luego en el mesocarpo y con pudricién
al final (Dia 15) en el endocarpo (Figura 1), apare-
ciendo pequefas manchas himedas en el (Dia 6),
hundidas y de forma circular que se asemejan a las
depresiones dejadas por objetos redondos causados
por los hongos [16].

En esas colonias crecientes de Colletotrichum sp se
denota que parte central se ennegrece y endurece
ligeramente debido a los acérvulos negros que se
desarrollan por debajo de la epidermis del fruto. Y
para Fusarium sp.,con un micelio generalmente aéreo,
abundante, algodonoso y con coloracién variable de
blanco a rosado durazno [16], con conidioforos varia-
bles, escasos y simples o corpulentos cortos con rami-
ficaciones irregulares, conidias hialinas, macroconidias
ovoides (Figura 2). Las manchas al pasar el tiempo se
hacen numerosas y coalescentes, producen primero el
ablandamiento acuoso del fruto y por ultimo su pu-
dricién, que es acelerada por otros microorganismos.

Inhibicién de los hongos
Durante los dos primeros dias el tratamiento T2 re-

velé mayor consumo de O2, mientras que los trata-
mientos T1 y T4 mantuvieron mayores valores en la
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velocidad de respiracion a partir del dia 3 respecto a
los demas tratamientos a causa del incremento en la
actividad metabdlica [18], este incremento en la va-
riable de respuesta concuerda con los resultados ob-
tenidos por [19], que encontraron incrementos noto-
rios en la tasa de respiracion en tomates sin recubrir
lo que atribuyen a la difusién libre de gases como O2
y CO2; el incremento de la tasa de respiracion condu-
ce a la maduracion propia del fruto.

Es importante mencionar que al final del estudio, los
frutos de todos los tratamientos presentaron diferen-
tes niveles de deterioro, en donde una de las razones
por las cuales los recubrimientos probablemente no
inhibieron completamente el crecimiento de microor-
ganismos son porque al parecer los hongos que ini-
cian el deterioro permanecen en el fruto desde eta-
pas tempranas en el cultivo y que solo se desarrollan
por cambios fisiolégicos dados por la etapa de madu-
racion; y puede deberse a la escasa adherencia de los

recubrimientos sobre los frutos no permitié formar
una capa uniforme que restringiera el desarrollo de
especies fungicas como ha sido reportado por [20].

Durante de estudio con el paso del tiempo, el ablan-
damiento de los frutos, las manchas se extienden
hasta alcanzar un porcentaje de infeccion con el T1
entre 24,36 y 43,43% ya que los tomates no tenian
recubrimiento por lo tanto los poros de la epidermis
se hacen mas suceptibles al ataque por microorganis-
mos [21], en este caso causados por Colletotrichum
sp., y Fusarium sp., con el tratamiento T2 el entre
14,16 y 33,23% de éarea infectada, presentando me-
nor inhibicién de microorganismos, dado que su ma-
duracion fue prematura respecto a los demas, lo que
se pudo notar de manera cuantitativa en el consumo
de O, y liberacion de CO, y de manera cualitativa en
la acelerada apariciéon de hongos, pues en el dia 6
ya se habian desarrollado en algunos frutos (Figura
3); a partir de este momento, el hongo evoluciond

Cuadro 1. Resumen de datos de patogenicidad de Colletotrichum sp. y Fusarium sp., por cada tratamiento utilizado.

. Tiempo de Area infectada (cm?) Area infectada (%)
Tratamiento . . . N
evaluacion Max Med Min Max Med Min
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 12,24 4,896 2,448 24,36 9,75 4,87
T D6 15,02 6,008 3,004 29,90 11,96 5,98
D9 19,54 7,816 3,908 38,89 15,56 7,78
D12 20,05 8,02 4,01 39,91 15,96 7,98
D15 21,82 8,728 4,364 43,43 17,37 8,69
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 0 0 0
D6 7,11 2,85 1,42 14,16 5,66 2,83
2 D9 14,41 5,77 2,88 28,69 11,48 5,74
D12 14,92 5,97 2,98 29,70 11,88 5,94
D15 16,69 6,68 3,34 33,23 13,29 6,65
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 0 0 0
T3 D6 5,01 2,00 1,00 9,97 3,99 1,99
D9 12,31 4,92 2,46 24,50 9,80 4,90
D12 12,82 5,13 2,56 25,51 10,20 5,10
D15 14,59 5,83 2,92 29,04 11,61 5,81
Pl 0 0 0 0 0 0
D3 0 0 0 0 0 0
T4 D6 5,97 2,39 1,19 11,89 476 2,38
D9 13,27 531 2,65 26,42 10,57 5,28
D12 13,78 5,51 2,76 27,44 10,97 5,49
D15 15,55 6,22 3,11 30,96 12,38 6,19
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Figura 1. Caracteristicas macromorfoldgicas (anverso), microfotografia y aspecto del Colletotrichum sp en el fruto.
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hasta desintegrarse en el fruto causando olores des-
agradables y exudacion de liquidos, mientras que los
frutos tratados con acido citrico fueron atacados tres
dias después que los otros tratamientos con un por-
centaje de area afectada entre 9,97 y 29,04%, puede
deberse al potencial inhibitorio del acido citrico al
degradar en enzimas celuloliticas y pectinoliticas de
los hongos [22, 23].

Con el tratamiento el T4 se evidencié un compor-
tamiento similar al de T3, con areas afectadas entre
4,76y 12,38%.

Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR)

La muestra testigo y la recubierta con almidén nativo
presentaron cuticula delgada, de color azul agua ma-
rina intenso, células epidérmicas achatadas y parén-
quima con grosor mayor que el de las células epidér-
micas, frente a otros cortes de exocarpo a los cuales
se les aplicd recubrimiento con almidén modificado
enzimaticamente y con acido citrico, en los cuales se
generd un ensanchamiento de la cuticula del exocar-
po [23], y de la capa de colénquima, debido a que la
cuticula no es impermeable al presentar porosida-
des que facilitan el ingreso de compuestos polares y
apolares, lo que permite inferir que pequefas partes
acuosas del recubrimiento penetraron la cuticula pro-
vocando el ensanchamiento de la células epidérmicas
y colenquimatosas [24]. Los tomates a los cuales se
les aplico recubrimiento de almidén modificado con
acido citrico, presentaron una apariencia con aumen-
to en el tamano de las células del exocarpo en forma
circular frente a las demas muestras (Figura 4).

Figura 2. Caracteristicas macromorfoldgicas de Fusarium Sp. (anverso) y Microfotografia.

(. :H!

Clamidiospora

Figura 3. Observaciones del dia 6: a) Testigo y Tratamiento T2,
b) Recubrimiento con almidén modificado con acido citrico y
Recubrimiento con almiddn nativo.
T

b) Recubrimiento con almidén modificado con 4acido citrico y
recubrimiento con almidén nativo

Debido a la falta de estudios que relacionen la intro-
duccién de recubrimientos (de almidén de yuca) en
células epidérmicas de tomate, se intuye que la mo-
dificacion (enzimatica o por via acida), produce una
disminucién en la viscosidad del almiddn, lo que hace
mas facil la penetracién del recubrimiento hacia el
interior de las células epidérmicas [21]. Se encontrd
una diferencia entre las imagenes del exocarpo de los
tratamientos T2 y T3; en este Ultimo, la capa de co-
lénquima presentd mayor tamafio con células redon-
deadas (respecto a T2), lo que significa que a través
del mesocarpo se dio una transmision de componen-
tes presentes en el recubrimiento.
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Figura 4. Imagenes del exocarpo del tomate con diversos recubrimientos.

& Celulas
epidérmicas

Exocémpo y Exocarpo
de tomate (T1)

Exocarpo (T2)

Figura 5. MET del Exocarpo de tomate.

con almidén nativo

Microscopia Electrénica
de Transmisiéon (MET)

Se obtuvieron imagenes en las que se pudo apreciar la
seccion de la cuticulay las células epidémicas, corrobo-
rando lo observado en las imagenes de MOAR (Figura 5).

o

Exocarpo (T3) Exocarpo (T4)

CONCLUSIONES

De forma cualitativa se establecié que los frutos del
tratamiento T3 presentaron retraso de 3 dias en la
maduracién y en el ataque por hongos, por lo que se
concluye que el 4cido citrico se puede afnadir como
agente conservante en recubrimientos y no como
modificador de almidén para uso en los mismos,
dado que se necesita una enorme cantidad para lo-
grar mayor viscosidad.

Con la Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR)
y Microscopia Electrénica de Transmision (MET), se
observaron las diferencias en las células epidérmicas
del exocarpo de tomate, siendo el recubrimiento con
almidén modificado con acido citrico el que produjo
mayor ensanchamiento de las células epidérmicas.
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RESUMEN

El manejo sanitario de los sistemas de produccién se realiza con la adicién de
antibiéticos (APC) en el alimento; sin embargo, estas prdcticas han incremen-
tado los problemas de resistencia por parte de las bacterias patégenas. A partir
de esto se evalué el efecto del suministro de L. casei en los pardmetros pro-
ductivos y region gastrointestinal de esta especie. La investigacion se realizé
en las instalaciones y laboratorios de la Universidad de Narifio y se determi-
naron pardmetros zootécnicos, cuadro hemdtico, quimica sanguinea y andlisis
coproldgico. De igual manera, se realizé histologia e inmunohistéquimica del
intestino delgado de los animales. Se encontré que el suministro de la bacteria
mostré pardmetros productivos similares a los obtenidos con los tratamientos
testigos. Los resultados para quimica sanguineay orina presentaron variaciones
en cuanto a los datos de referencia, sin embargo, se debe tener en cuenta que
los animales utilizados para la evaluacion presentan diferencia en cuanto al
manejo, dado que la mayoria de reportes se tienen en animales de laboratorio
y pocos en sistemas de produccion. Ademds, se observo disminucion en la pre-
sencia de lesiones gastrointestinales de los animales con suministro de L. casei.
Los resultados demostraron la viabilidad del suministro de L. casei en cuyes.

ABSTRACT

The sanitary management of the production systems is carried out with the ad-
dition of antibiotics (GPA) in the food. However, these practices have increased
resistance problems on the part of pathogenic bacteria. From this, the effect of
the supply of L. casei on the productive parameters and gastrointestinal region
of this species was evaluated. The research was carried out in the facilities
and laboratories of the University of Narifio. Zootechnical parameters, blood
count, blood chemistry and coprological analysis were determined. Similarly,
histology and immune-histochemistry of the small intestine of the animals was
performed. It was found that the bacterial supply showed productive parame-
ters similar to those obtained with the control treatments. The results for blood
and urine chemistry showed variations in reference data, however, it should be
taken into account that the animals used for the evaluation have a difference
in handling, given that the majority of reports are in animals of laboratory and
few in production systems. In addition, there was a decrease in the presence
of gastrointestinal lesions of animals with a supply of L. casei. The results de-
monstrated the viability of the supply of L. casei in guinea pigs.

RESUMO

O gerenciamento sanitdrio dos sistemas de producdo é realizado com a adicdo
de antibiéticos (APC) nos alimentos; No entanto, essas prdticas aumentaram
os problemas de resisténcia por parte das bactérias patogénicas. A partir disso,
foi avaliado o efeito do suprimento de L. casei nos pardmetros produtivos e na
regido gastrointestinal dessa espécie. A pesquisa foi realizada nas instalagées e
laboratérios da Universidade de Narifio. Pardmetros zootécnicos, hemograma,
quimica sanguinea e andlise coprolégica foram determinados. Da mesma for-
ma, foi realizada histologia e imuno-histoquimica do intestino delgado dos ani-
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mais. Verificou-se que o suprimento bacteriano apresen-
tou pardmetros produtivos semelhantes aos obtidos com
os tratamentos controle. Os resultados para a quimica do
sangue e da urina mostraram variagées nos dados de re-
feréncia, no entanto, deve-se levar em consideracdo que
os animais utilizados para a avaliacdo apresentam dife-
rengas no manuseio, uma vez que a maioria dos relatos é
em animais de laboratério e poucos em sistemas de pro-
ducdo. Além disso, houve uma diminuicdo na presenca de
les6es gastrointestinais de animais com um suprimento
de L. casei. Os resultados demonstraram a viabilidade do
suprimento de L. casei em porquinhos-da-india.

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibidticos promotores
de crecimiento (APC) en los sistemas de produccién
animal ha incrementado la resistencia de bacterias
patdgenas intestinales, lo que provoca problemas sa-
nitarios [1]. Las bacterias, como todos los seres vivos,
tienen la capacidad de adaptarse a los cambios en el
ambiente para mejorar su supervivencia. Junto a lo
anterior, el ciclo bioldgico de las bacterias es corto,
lo que eleva la probabilidad de presentar mutaciones
que favorecen la resistencia [2]. Por otra parte, se ha
observado que los microorganismos tienen la facul-
tad de transmitir genes resistentes a otras especies
bacterianas, lo que incrementa el problema [3].

Para evitar estas dificultades, las investigaciones se
han enfocado en el uso de microorganismos que crean
antagonismo con bacterias patégenas [4]. Dentro de
este grupo, se encuentran las bacterias acido lacticas
(BAL), que se han estudiado de manera amplia en los
seres humanos y algunas especies animales [5]. Al res-
pecto, Lactobacillus casei ha mostrado efectividad en el
control de bacterias patdgenas y se ha descubierto que
su antagonismo es producto de mecanismos como la
disminucién del pH del ambiente por la produccién de
acido lactico, la produccién de bacteriocinas, exclusion
competitiva, y la estimulacion del sistema inmune del
huésped [4-6]. Todos estos mecanismos demuestran
que L. casei es una bacteria con alto potencial para el
manejo como microorganismo probidtico.

Sin embargo, el estudio de estos microrganismos en
el cuy (Cavia porcellus) es escaso y falta mucho por
comprender sobre la forma como interactian con
esta especie [7]. Al respecto, Aviles-Esquivel et al.
[8] mencionan que el cuy es un animal herbivoro no

rumiante, que se cria en la regién andina de américa
del sur como fuente de proteina. Se indica que el cuy
se ha constituido en una especie productiva de alto
rendimiento en los algunos paises suramericanos,
que ayuda a la seguridad alimentaria de zonas margi-
nadas y con alto indice de pobreza [9].

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de esta investi-
gacion fue determinar los efectos del suministro de
L. casei en los pardmetros productivos e histolégicos
del cuy (Cavia porcellus).

METODO

Los experimentos fueron aprobados por el comité de
ética de la Universidad de Narifio y los procedimien-
tos se realizaron teniendo en cuenta las normas de
bienestar animal de la Republica de Colombia.

Los andlisis se realizaron en el laboratorio de investigacion
PROBIOTEC-FORAPIS, él area de catedra y servicio
de patologia veterinaria de la clinica veterinaria Carlos
Martinez Hoyos, el bioterio y laboratorios especializados
de la Universidad de Narifio (Pasto, Colombia), situado
entre los 2,500 y 2.800 msnm, tiene una precipitacién
de 980 mm, temperatura de 13,1°C y humedad re-
lativa promedias del 73%, respectivamente. De igual
manera, se utilizo el servicio de microscopia electronica
de la Universidad Nacional, Sede de Medellin (Colombia).

Se uso la cepa comercial Lactobacillus casei ATCC®
11456. Se ajusto el indculo, y se realizaron pruebas
de resistencia a pH de 7,5y 9, siguiendo los procedi-
mientos descritos por Jurado-Gamez et al.[10].

Para el ensayo in vivo se utilizaron 110 cuyes machos
destetos (14 dias de edad) de linea mejorada prove-
nientes de una explotacién particular tecnificada de
cuyes del municipio de Tuquerres (Narifio, Colombia),
con un peso promedio de 300+ 0,5 g; los animales se
distribuyeron en 4 tratamientos con 10 réplicas por
tratamiento y 3 animales por réplica. Los tratamien-
tos evaluados fueron: T1 alimento balanceado, forra-
jey agua destilada; T2 alimento balanceado, forraje y
L. casei; T3 forraje y agua destilada; T4 forraje y L. ca-
sei. Los animales tuvieron un periodo de adaptacién
de cinco dias, y el ensayo tuvo una duracion de 40
dias. El alimento balanceado no tuvo aditivos promo-
tores de crecimiento y el agua destilada se usé como
excipiente (placebo) en los tratamientos T1y T4.
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El indculo (L. casei) se suministré de forma oral me-
diante un gotero, a razén de 5 mL/animal/dia distri-
buido en dos tomas (2,0 mL cada suministro), la pri-
mera a las 7:00 am y la segunda a las 5:00 pm. Se
utilizé6 una concentraciéon de 1 x 107 UFC/mL en el
inéculo. Para la dieta con suplemento se suministré
310 g de forraje y 30 g de alimento balanceado, y
para los tratamientos con solo forraje, este se incre-
mentd 50 g para un total de 320 g dia.

Al final de la investigacion, los animales fueron sa-
crificados mediante la administraciéon intravenosa de
Pentobarbital sédico (390 mg/mL) y difenilhidantoi-
na sédica (50 mg/mL) a una dosis de 1 mL/kg peso.
Se realizé evaluacién macroscépica de los animales
siguiendo la técnica de necropsia estandarizada por
el laboratorio de patologia de la Universidad de Na-
rino [11]. Se tomaron muestras del tracto gastroin-
testinal y se colocaron en formol buferado al 10%
para fijacion por 24 horas, luego se realizé el corte de
duodeno, yeyuno e ileon y se ubicaron en cassettes
para inclusién de tejidos debidamente rotulados; se
les realizé inclusién en parafina y coloracién de he-
matoxilina y eosina. Este procedimiento se realizé en
las instalaciones de la fundacion hospital San Pedro
de Pasto (Colombia). De igual manera, se determind
el contenido de acido lactico en la carne de cuy.

Se determinaron las variables productivas consumo
de materia seca (CMS), ganancia de peso (GP) y con-
versién alimenticia (CA). De las muestras de sangre se
determind cuadro hematico, nitrégeno ureico (BUN)
y creatinina, finalmente, se realizé andlisis coprologi-
co. La muestra de sangre fue obtenida por puncién
intracardiaca y las muestras de heces fueron tomadas
directamente del colon al momento del sacrificio.

Los micropreparados de Hematoxilina y Eosina (H/E)
de rutina se describieron y evaluaron histolégica-
mente mediante visualizacién a través de micros-
copia 6ptica; para esto se tuvo como referencia his-
toldgica a Scundamure [12] y para la descripcion de
alteraciones microscopicas a Jubb et al. [13].

Las tinciones diferenciales fueron Tincién de Gram
para identificacion de bacterias Gram positivas y/o
negativas; y acido peryddico de Schiff (PAS) para de-
teccién de glucégeno y carbohidratos. Estas laminas
se realizaron en la Corporacién de patologia veteri-
naria Corpavet® en la ciudad de Bogota, Colombia.

Para precisar los hallazgos se emplearon marcadores
monoclonales inmuno-histoquimicos de uso en hu-
manos CD3 y CD7%a a los bloques de parafina del
tracto gastrointestinal de los animales para evaluar la
expresion de linfocitos T y B del tejido linfoide aso-
ciado al intestino GALT.

Las muestras de los segmentos conservadas en glu-
taraldheido al 5% fueron analizadas en el Laboratorio
de Microscopia electrénica de barrido de la Univer-
sidad Nacional, sede Medellin utilizando el protocolo
para el procesamiento de este tipo de muestras defi-
nido por dicho Laboratorio.

La cepa lactica fue microencapsulada de acuerdo con
lo descrito por Rodriguez et al. [14]; para ello, la bac-
teria se suspendié al 20% p/v (60 g de Maltodextrina
y 60 g de Inulina en 280 mL de Inéculo bacteriano
previamente ajustado) en relacion 1:1 p/p la cual se
agité hasta homogenizar.

Se utilizé el equipo de secado por aspersion Secador
Spray Bilon 6000s®, con una temperatura de entrada
de 170°Cy una temperatura de salida en un rango de
65 a 67°C con ciclo completo de 2 horas y 30 minutos.
El material microencapsulado se empaquetd en reci-
pientes oscuros de plastico previamente esterilizados
y se almacenaron a temperatura ambiente (20 + 2°C).

Las pruebas de resistencia a diferentes pH se evalua-
ron mediante un disefio irrestrictamente al azar. Los
pardmetros productivos, la quimica sanguineay el he-
matocrito fueron analizadas mediante andlisis de va-
rianza con el procedimiento PROC GLM del paquete
estadistico SAS University [15]. El peso inicial se inclu-
y6 como covariable para consumo de materia seca. La
comparacion de medias se realizé con el procedimien-
to LSMEANS a un nivel de significancia del 5%.

Para la caracterizacion microscopica, histoquimica
e inmunohistoquimica del tracto gastrointestinal se
empled estadistica descriptiva y registro fotografico
del proceso.

RESULTADOS

Los resultados mostraron que la bacteria fue resis-
tente a pH basico, con un mayor crecimiento a pH 9
(p< 0,05; figura 1).
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El suministro de agua destilada y el in6culo no mos-
traron problemas al momento de suministrarlos. Los
resultados para consumo, ganancia de peso y conver-
sién alimenticia se pueden observar en el cuadro 1.

Los valores indican que no hay diferencias en el CMS
(p>0,05). La ganancia de peso fue menor para los trata-
mientos T3y T4 (p< 0,05), mientras que la conversion
alimenticia fue mas alta para el tratamiento T3 (p<0,05).

Los resultados del hemograma se observan en el
cuadro 2. No hubo diferencia para el contenido de
hematocritos (p> 0,05), mientras que los leucocitos
y las proteinas totales fueron mayores en el T2 (p<
0,05); en cuanto a las plaquetas, se observa que T2
muestra el menor valor y los tratamientos T1 y T3
los valores mas altos (p<0,05); los neutrdéfilos fueron
menores para el T3 y los linfocitos fueron menores
en el T4 y mayores en el T3 (p<0,05).

En el cuadro 2 se indican los resultados de BUN y
creatinina. Se usaron como referencia los valores de-
terminados por Washington y Van Hoosier [16]. El
valor de creatinina fue diferente para el tratamiento
T2 (p<0,05), tratamiento que presentd valores infe-
riores a los de referencia; los otros valores no difi-
rieron y se encuentran dentro del rango reportado.
En cuanto a BUN, los valores encontrados fueron
similares (p> 0,05), pero mayores a los de referencia.

Las caracteristicas macroscépicas del coprolégico mos-
traron valores normales para la especie con coloracion

marrén oscura, consistencia liquida, presencia de moco
y no se observaron parasitos. Para las caracteristicas
microscopicas (cuadro 2), los resultados fueron positi-
vos para la presencia de Isoporas en los tratamientos

T1y T2y positivo en T3 para tropozoitos ciliados.

Figura 1. Resistencia a diferente pH.

LN UFC/mL

Cuadro 1. Valores de consumo de alimento, ganancia de peso

407
367
327
287
247
20

i

|

10

7
pH

y conversion alimenticia en cuyes.

T1 T2 T3 T4
CcMS 19402 | 2011,03 | 21404 | 21485
(@) +2310° | +24,09° | 2299 | #32,5°
GP 397,6 402,4 273,0 311,1
(g) +20,3° +10,4° +15,20 +13,20
A 49 5,01 6,95 6,13
+0,03° +0,04° +0,02? +0,02%

CMS: consumo de materia seca, GP:
conversion alimenticia.

Cuadro 2. Hematocrito y Parametros bioquimicos en el cuy.

ganancia de peso, CA:

Analito REF. T1 T2 T3 T4
Hematocrito % 35-45 47,5+1,232 51+1,342 47,5+1,072 55,542,342
Leucocitos x 10° /pL 7-14 3,1+0,45° 11+£1,232 3,15+0,56° 2,1+0,78°
Plaquetas x 10¢/uL 250 - 850 410+16° 103+19¢ 441+252 3091720
Proteinas totales g/dL! 4,6 - 6,2 5,2+0,45° 6,4+0,352 5,4+0,61° 5,5+0,34°
Neutroéfilos seg. % 20 - 60 30+1,23° 29+2,03° 17,3+1,56¢ 32+1,38°
Linfocitos % 30 - 80 65+2,34° 67+3,02° 79,5+3,17° 59,5+3,22¢
Monocitos % 2-20 0,1+0,01° 1,0+0,19° 0,2+0,01° 0,4+0,01°
Eosinofilos % 0-5 0 0 0 0
Basdfilos % 0-1 0 0 0 0
Absoluto (linfocitos) 3000 - 8000 2245b 8260° 2590° 13100
Creatinina (mg/dL) 0,6-2,2 0,7+ 0,01° 0,1+ 0,01° 0,5+ 0,01° 0,5+ 0,01°
BUN 9-32 32,92 51,9 39,22 35,72
Trichomonadida -- N N N N
Isospora spp -- P P N N
Balantidium coli -- N N P N
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Las placas tefiidas no mostraron lesiones representa-
tivas en los tratamientos con L. casef, pero si se obser-
varon lesiones en los tratamientos control (figura 2).

En la Figura 3A se presenta los tejidos de duodeno.
Esta tincion fue positiva para todos los tratamientos
y su capa presentaba mayor grosor y fue mas eviden-
te que en los controles.

En la Figura 3B se indica la marcacién para linfocitos
T (CD3). Inicialmente la imagen (B1) corresponde al
control y la (B2) al segmento ileon del tratamiento 4
con fuerte inmunomarcacion.

En la figura 3C se observa la marcacién de linfocitos
B (CD79). En la imagen (C1) del control positivo y la
(C2) de duodeno, se aprecia fuerte inmunomarcacion
para linfocitos B. Se evidencié la presencia de acido
lactico en la carne de cuyes suplementados con cepas
probidticas, con valores de 0,96y 1,42 mg/g de carne;
mientras que en los animales control no fue detectado.

Otros hallazgos

En la Figura 3E se presenta la morfologia del parasi-
to Balantidium coli, el cual fue observado durante el
andlisis de las ldminas de Hematoxilina y Eosina so-
bre todo en el colon. Este parasito se identificd en los
tratamientos 1y 3 los cuales no recibieron Lactobaci-
llus casei. Los resultados de la microencapsulacién se
observa en la figura 3F, lo que indica que la bacteria
fue microencapsulada de manera efectiva.

Los microorganismos candidatos a probidtico deben
tener la capacidad de resistir los cambios en el pH
del tracto gastrointestinal [17]. La zona del estémago
presenta pH muy bajo, de alrededor de 3, lo que im-
posibilita el crecimiento microbiano y se constituye
en una barrera efectiva para invasores bacterianos
[18]. Sin embargo, los andlisis realizados en otros
estudios in vitro han demostrado que L. casei tiene
la capacidad de resistir estos pH tan bajos [10]. Al
respecto, Subramanian et al. [19] manifiestan que las
BAL disponen de mecanismos para regular la con-
centracion de hidronios en el interior de la célula,
que les permite disminuir su contenido y con ello
evitar la acidez de su medio intracelular.

Dado que el estémago no es la Unica barrera en el
tracto gastrointestinal, la porciéon del intestino del-
gado presenta valores de pH alcalinos, que alcanzan

Figura 2. Enteritis crénica moderada.

valores de 10; esto se convierte en un problema para
la sobrevivencia de las bacterias probidticas [20]. La
evaluacién de diferentes pH alcalinos demostré buena
viabilidad de L. casei a estas concentraciones. Al res-
pecto, Aliaga et al. [21] indican que el intestino del cuy
llega a presentar un valor de pH alrededor de 8 que es
inferior a pH 10 evaluado en esta investigacion, lo que
posibilita la sobrevivencia de L. casei en esta zona, que
le permitiria competir con otros organismos presentes
en el tracto gastrointestinal del cuy [22]. Liu et al. [23]
indican que un crecimiento de 1 x 10 UFC/mL (20,72
Ln UFC/mL) es adecuado para colonizar el tracto gas-
trointestinal; al respecto, los valores encontrados en
los distintos pH demuestran que la cepa tolera estas
condiciones. Sin embargo, el crecimiento a pH 9 fue
mayor, lo que indica que a estas condiciones, la cepa
tiene mayores probabilidades de sobrevivencia.

En cuanto al consumo, Guevaray Carcelén [24] encon-
traron valores similares con el suministré de Lactoba-
cillus y levadura. Por otra parte, Sdez-Lara et al. [25]
indican que los probiéticos no alteran la ingesta de los
animales, corroborando los resultados encontrados.
Aunqgue en otras especies, se ha observado una mejora
en el consumo de los animales [26, 27], todavia no exis-
te un consenso al respecto, por lo que falta mayor in-
formacion para tener resultados concluyentes [28,30].

Los resultados para la ganancia de peso se deben al
alimento balanceado, ya que los tratamientos T3y T4
recibieron solo forraje. Al respecto, Caicedo et al. [9]
mencionan que el cuy tiene un mayor rendimiento
productivo cuando la dieta de forraje es enriquecida
con el suministro de alimento balanceado, factor que
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Figura 3. Tinciones de inmunohistoquimica, Alcian Blue y diferenciadoras para el intestino delgado; microfotografias del tejido
intestinal de Cavia porcellus; y mlcroencapsulado de Lactobac:llus casei.

!"Tau

A: tincion de células caliciformes; B1: marcacion linfocitos T (testigo); B2: marcacion linfocitos T (ileon T4); C1: marcacion linfocitos
B (testigo); C2: marcacion linfocitos B (duodeno T4); D: microencapsulacion; E: parasito Balantidium coli (colon T1); F: tamafio y

forma del microencapsulado.

explica las diferencias encontradas entre tratamien-
tos. Sin embargo, todos los valores son similares a los
reportados por Ramos et al. [31], lo que indica que no
se alter6 de manera significativa el pardmetro bajo
las condiciones evaluadas. Para la conversién alimen-
ticia, los resultados son similares a la GP y se pueden
explicar bajo el mismo fendmeno [32].

Los hallazgos histolégicos muestran que L. casei se
adhirié al tracto digestivo y muestra caracteristicas
de agente controlador de organismos patégenos. Los
trabajos de Gamboa et al. [33] y Santarmaki et al. [34]
mencionan que esta caracteristica es muy importante
para evaluar cepas bacterianas con fines probidticos.
Entre los mecanismos antagénicos se ha observado
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que L. casei produce bacteriocinas que tienen dife-
rentes formas de accién [35], algunas afectan direc-
tamente la membrana celular de otros microorganis-
mo, otras inhiben procesos metabdlicos vitales para
la célulay, en la mayoria de los casos, las BAL pueden
disminuir el pH del medio con la produccién de acido
lactico [36]; todos estos mecanismos pueden regular
el crecimiento de otros microorganismo y crear una
barreras protectoras para el organismo huésped [37].

De igual manera, los hallazgos en el analisis coprolé-
gico mostraron una disminucién de parasitos como
consecuencia de la acciéon inhibitorio de L. casei. Sin
embargo, falta conocer mucho sobre los mecanismos
de accidn con este tipo de parasitos, para identificar
que realmente los efectos observados son conse-
cuencia de los tratamientos evaluados [38].

La inmunomarcacién observada puede ser una res-
puesta al dafio tisular generado por las lesiones en-
contradas en los tejidos, un probable crecimiento
bacteriano o una reaccién con el medio de cultivo su-
ministrado. Estos resultados indican que para el caso
de los cuyes, el suministro de una dieta liquida alteré
las condiciones gastrointestinales de los animales.
Al respecto, los estudios realizados por Bustios et
al. [39] revelan que en especies que tienen un bajo
consumo de agua de bebida y que suplen sus reque-
rimientos de este importante nutriente a través de
los alimentos consumidos, pueden presentar altera-
ciones en el tracto digestivo como consecuencia del
suministro de una sustancia (agua), cuando estos no
se encuentran adaptados a este tipo de suministro.

CONCLUSIONES

El suministro de Lactobacillus casei en cuyes (Cavia por-
cellus) no afecta los parametros productivos de consu-
mo de alimento y ganancias de peso, pero si mejora
la conversion alimenticia de los animales alimentados
solo con forraje; lo anterior demuestra que el sumi-
nistro de la bacteria lactica puede ser una alternativa
al uso de antibidticos en los sistemas de produccion.
La inmuno histoquimica y la tinciéon Alcian Blue de-
mostraron ser una herramienta Gtil para determinar
lesiones en cuy. Sin embargo, se debe continuar con
la evaluacioén de la cantidad de inéculo a suministrar.
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RESUMEN

La industria ldctea genera enormes cantidades de suero de leche que fre-
cuentemente, es vertido como residuo. El presente trabajo tiene como ob-
jetivo elaborar una bebida de valor proteico a base de suero de leche con
diferentes concentraciones de pulpa, de la fruta amazénica Theobroma
grandiflorum (copoazu). Se realizé la caracterizacion fisico-quimica del suero
de leche y se elaboraron tres formulaciones de bebidas variando el porcen-
taje de pulpa de copoazti (10, 20 y 30% p/p). Las bebidas Idcteas obtenidas
se evaluaron en cuanto a pH, la acidez en dcido Idctico, grasas, proteinas,
recuento de microorganismos y aceptacion sensorial. Las tres formulaciones
cumplen con los requerimientos fisicos, quimicos y microbioldgicos estableci-
dos en lanorma NTE INEN 2609:2012, para bebidas de suero leche y el and-
lisis estadistico no muestra diferencias significativas entre los tratamientos.
La evaluacion sensorial fue realizada por un panel no entrenado y se consi-
deraron cuatro atributos con base en cincos puntos de la escala heddnica. PALABRAS CLAVE:
La formulacién de mayor aceptacion fue la bebida de 70% de lactosuero y Copoazu, Evaluacién sensorial,
30% de copoazu, y el sabor fue el factor de mayor puntuacién. Finalmente, Valor proteico, Lactosuero
todas las bebidas elaboradas presentan porcentajes proteicos superiores a
los requerimientos para bebidas Idcteas.
KEYWORDS:

Cupuacu, Sensory evaluation,

ABSTRACT Protein value, Whey.

The dairy industry generates huge quantities of whey that is frequently dis-

charged as waste. The present work aims to prepare a protein beverage ba- PALAVRAS-CHAVE:
sed on whey with different concentrations of the Amazonian fruit pulp from Cupuacu, Avaliacao sensorial,
Theobroma grandiflorum (cupuacu) The physical-chemical characterization Valor protéico, Soro de leite.
of the whey was carried out and three beverage formulations were prepared

by varying the percentage of copoazu pulp (10, 20, and 30% w/w). The milk

drinks obtained were evaluated in terms of pH, acidity in lactic acid, fats,

proteins, count of microorganisms, and sensory acceptance. The three for-

mulations meet the physical, chemical and microbiological requirements es-

tablished in the whey beverages standard NTE INEN 2609: 2012, and the

statistical analysis does not show significant differences between treatments.

The sensory evaluation was carried out by an untrained panel and four attri-

butes were considered based on five points of the hedonic scale. The most

widely accepted formulation was the 70% whey and 30% cupuacu drink, and

the taste was the highest-scoring factor. Finally, all beverages elaborate have

higher protein percentages than the requirements for dairy drinks.

RESUMO

A industria de laticinios gera grandes quantidades de soro que € freqliente-
mente descartado como residuo. O presente trabalho visa preparar uma bebi-
da a base de proteina a base de soro de leite com diferentes concentracées de
polpa, da fruta amazénica Theobroma grandiflorum (cupuacu). Foi realizada
a caracterizacao fisico-quimica do soro e preparadas trés formulacées de be-
bidas, variando a porcentagem de polpa de cupuacu (10, 20 e 30% p/p). As
bebidas ldcteas obtidas foram avaliadas em termos de pH, acidez em dcido
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Idtico, gorduras, proteinas, contagem de microrganismos
e aceitacdo sensorial. As trés formulacées atendem aos
requisitos fisicos, quimicos e microbioldgicos estabeleci-
dos na norma NTE INEN 2609: 2012, para bebidas de
soro e a andlise estatistica ndo mostra diferencas signi-
ficativas entre os tratamentos. A avaliacdo sensorial foi
realizada por um painel néo treinado e quatro atributos
foram considerados baseados em cinco pontos da escala
hedénica. A formulacdo mais amplamente aceita foi a
bebida com 70% de soro de leite e 30% de cupuacu, e
o sabor foi o fator de pontuacdo mais alto. Finalmente,
todas as bebidas fabricadas tém maiores percentagens
de proteina do que as exigéncias para as bebidas ldcteas.

INTRODUCCION

La industria lactea genera alrededor de 200 millones
de toneladas de suero de leche por afio como con-
secuencia de la fabricacion de queso [1]. Las esta-
disticas indican que una importante porcién de este
residuo es descartada como efluente el cual crea un
serio problema ambiental debido a que afecta fisica
y quimicamente la estructura del suelo, una disminu-
cion en el rendimiento de cultivos agricolas y cuando
se desecha en el agua, reduce la vida acuatica al ago-
tar el oxigeno disuelto [2].

La eliminacion del suero se debe, entre otros aspec-
tos, al desconocimiento de algunos productores so-
bre las bondades nutricionales de este subproducto
y a la dificultad para acceder a las tecnologias apro-
piadas para su manejo y procesamiento; también a li-
mitaciones en la regulacién alimentaria que permitan
la apropiada utilizacién como ingrediente alimenticio.
Sin embargo, durante las Ultimas décadas ha habido
un creciente interés en la utilizacién de suero de leche
para la produccién de productos de valor afadido, y
aprovechar los nutrientes como proteina, lactosa, mi-
nerales y vitaminas presentes en el suero de leche [3],
por lo que su reutilizacién es una importante alterna-
tiva para la produccién de alimentos [4, 5].

Varios autores Cappato et al. (2018) Siqueira, et al.
(2013), Amaral, et al. (2018) [6-9], recientemente han
propuesto el uso de frutas como un enfoque intere-
sante en la elaboracién de bebidas de lactosuero. Por
ejemplo Cappato et al. (2018) [6] emplea la pulpa de
acerola (Malpighia emarginata DC) en la elaboracién
de una bebida de suero de leche. Mientras, Amaral et
al. (2018) [8, 9] han empleado mezclas de jugos de

uvas en preparaciones con CO, supercritico y eva-
luados aspectos sensoriales. Por su parte, Siqueira
et al. (2013) [7] argumentan sobre los beneficios del
empleo de un 25% de pulpa de guanabana en for-
mulacién de bebidas lacteas, tanto en la preferencia
de los consumidores, como en los valores nutritivos,
siendo incluso, superiores a bebidas lacteas fermen-
tadas, por lo que la adicién de pulpa de fruta, puede
incorporar caracteristicas sensoriales deseables v,
ademads, contribuir a aumentar el valor nutricional.

La fruta copoazu (Theobroma grandiflorum) es una de
las nueve especies nativas de la regién amazédnica
del genero Theobroma. La pulpa obtenida de la fru-
ta es de color blanco amarillento, esta compuesta de
un 61% de carbohidratos, 6% de proteina y un 7%
de polisacaridos de pectina [10]. Ademas, tiene un
alto valor nutricional, siendo una fuente de acido as-
corbico (96-111 mg/100 g) y compuestos fendlicos
(20,5 mg/100 g) [11] y segun Pugliese [12], presenta
una mayor actividad anti-oxidante que otras pulpas
de fruta que son mas cominmente utilizados para la
produccién de yogur, tales como pulpa de fresa. Ade-
mas, es relativamente rica en calcio, fésforo y hierroy
presenta un contenido moderado de vitamina C [13].

Faber (2015) y Costa (2017) [13, 14] manifiestan que
tiene excelentes caracteristicas tales como aroma, sa-
bor y textura que le confieren un alto potencial eco-
némico. Por su sabor distintivo se utiliza como ingre-
diente para la fabricaciéon de helados, jugos, licores,
vinos, jaleas, yogures, mermeladas y otros productos,
en lugar de ser consumido en forma natural [15].

El objetivo del presente trabajo fue elaborar una be-
bida de valor proteico a base de suero de leche con
diferentes concentraciones de copoazu, con adecua-
das propiedades sensoriales y nutricionales, como una
alternativa de ofrecer un valor agregado al lactosuero
proveniente de la fabricacion de queso. Para ello, se
identificaron las principales etapas del proceso de ela-
boracién de la bebida, se caracterizaron los parame-
tros fisicos-quimicos y microbioldgicos del producto
final y finalmente se evaluaron las caracteristicas nu-
tricionales y sensoriales de la bebida elaborada.

METODO

Para la elaboracion de la bebida se empled lactosuero
descremado sin sal, procedente de la elaboracion de
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queso de Industrias de Lacteos “San Salvador” de la
Provincia de Chimborazo, Ecuadory pulpa de copoazu
(Theobroma grandiflorum), extraida de las frutas de pro-
ductores locales, de la provincia de Pastaza, Ecuador.
Adicionalmente, se empled azucar, como edulcorante, y
como conservante sorbato de potasio (grado alimentario),
mientras como estabilizante se utilizé la gelatina sin sabor
(grado alimentario). Todo el proceso de elaboracién se
realiz6 en el Laboratorio de Investigacién de la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chim-
borazo (ESPOCH), ubicado en Av. Panamericana Sur km
1 1/2 enla ciudad de Riobamba, provincia de Chimbo-
razo, Ecuador, coordenadas, 1°1'39"36 S, 78°40'48” O.
Los valores medios de temperatura media y humedad
relativa en el mes de la investigacion (febrero/2019)
fueron de 14,4°Cy 71,1%, respectivamente.

Elaboracion de la bebida a base de suero lacteo
con diferentes concentraciones de copoazu

Formulacién del producto. El lactosuero (LS) y la pulpa
de copoazt (C) se mezclaron a diferentes proporcio-
nes durante la formulacién; 90 LS:10 C (F1), 80 LS:20
C(F2)y 70 LS:30 C (F3). El Cuadro 1 muestra los de-
talles de las cantidades de materias primas necesarias
para la elaboracion de 1000mL de bebida lactea no
fermentada. Las cantidades de suero lacteo se esta-
blecieron en funcién de los requerimientos de la nor-
ma NTE INEN 2609:2012 (Bebidas de suero leche),
mientras que para los conservantes y estabilizantes
se consideraron los limites maximos permitidos de la
Norma NTE INEN 2074 (Aditivos Alimentarios).

Parametros establecidos en la Normativa Ecuatoriana.
Para la elaboracién de la bebida se cumplié con los pa-
rdmetros regulados en las normas técnicas ecuatoria-
nas. En el caso de la calidad del suero de leche (Materia
prima), se siguié la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 2594: 2011-08 Suero de leche liquido, tanto
para los requisitos fisicoquimicos como microbiolégi-
cos. Mientras para la bebida a base de suero de leche

Cuadro 1. Formulaciones de la bebida de lactosuero y copoazu.

- F1 | F2 | F3
Ingredientes
(gramos)
Lactosuero 737,5 655,5 573,8
Pulpa de copoazu 82,0 164,0 |245,7
Azlcar 180,0 |[180,0 |180,0
Sorbato de potasio (conservante) | 0,4 0,4 0,4
Gelatina (estabilizante) 0,1 0,1 0,1

(producto final) se consideraron los requisitos expues-
tos en la Norma Técnica Ecuatoriana, NTE INEN 2609:
2012-01. Bebida de suero. Requisitos.

Operaciones para el desarrollo de la bebida
proteica a base de lactosuero y pulpa de copoazt

El proceso se inicié con una limpieza y desinfeccion
de todos los equipos y materiales. Se seleccionaron
las frutas sin danos fisicos aparentes, se lavaron y
pelaron. Luego, se realiz6 un despulpado manual con
un mazo de madera, para separar la masa del fruto
de las semillas. Posteriormente, el lactosuero se filtré
con papel filtro Whatman No 4, y se mezcldé con la
pulpa de copoazu. Después, la mezcla se homogenizé
en una licuadora industrial durante 30-60 s. Una vez
distribuidos uniformemente todos los ingredientes se
procedid a la pasteurizacion, esta operacion se llevo
a cabo en una marmita a 75°C por un tiempo de 10
min. Inmediatamente, se realizé un proceso de enfria-
do para causar golpe térmico, se llevé acabo con bafno
en agua a 6°C, hasta alcanzar 20 °C. Posteriormente,
se adiciond gelatina sin sabor (0,01%) (estabilizante) y
sorbato de potasio (0,05%) (conservante). El produc-
to pasteurizado se envasé manualmente a una tem-
peratura de 20°C en botellas de plastico de 250 mL.
Finalmente, el producto se almacend en condiciones
normales de refrigeracion (4°C), con la finalidad de
mantener las propiedades organolépticas de la bebida.

Evaluacion fisico-quimico y microbiolégica
del suero y de las bebidas a base de suero
de leche y copoazi

Andlisis fisico-quimico. Los pardmetros determina-
dos fueron: pH, acidez, °Brix, proteina, y grasa. En el
caso del pH, se siguieron los procedimientos descri-
tos en la Norma Técnica (NTE INEN 389) y se empled
un pHMetro Marca Thermo Scientific, modelo Orion
Versa Star Pro. La acidez se midié como acidez titula-
ble, expresada como acido lactico. Se colocaron 20,0
mL de lactosuero en un Erlenmeyer y se le adicioné
40,0 mL de agua destilada. Luego se afiadieron 2 cm?®
de solucién indicadora de fenolftaleina y con agita-
cion se tituld con una solucion de hidréxido de sodio
(0,1 N), una vez visualizado el color rosado, se con-
tinué anadiendo solucién durante 30 segundos. Se
tomé lectura del consumo de la solucion y se obtuvo
el % de acidez titulable como acido lactico. Para la
determinacion de °Brix, se pesaron 5 g de muestra 'y
se diluyé con 50 mL de agua destilada, se colocé una
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gota de la muestra en el prisma del refractémetro
abierto, y se realizé la lectura del porcentaje en peso
de azlcar para las soluciones azucaradas o el por-
ciento de sélidos solubles en el caso de tratarse de
otras sustancias (puré o pasta de tomate, vinagres,
etc.). Por su parte, el contenido de proteina se deter-
mind segun los procedimientos descritos en la nor-
ma NTE INEN 0016. En el equipo de Kjeldahl, para
digestion y destilacion se procesaron 5 g de muestra
con acido sulfurico concentrado y se realizé la valo-
racion del exceso de acido, con hidréxido de sodio
(0,1N), en presencia de rojo de metilo y se empleé el
factor de conversion de 6,38. Los principales equi-
pos empleados fueron refractémetro marca Hanna
Instruments, Balanza analitica marca Ohaus Pioneer
y bafno de maria ultrasénico, modelo SONICA. Mien-
tras, los reactivos empleados fueron de grado anali-
tico: Hidréxido de sodio, Sigma aldrich, Grado Reac-
tivo Acs. 298%, Acido sulfirico 98%, Loba Chemie,
Rojo de metilo (Acros Organics) y Fenolftaleina Acs.

Andlisis microbiolégico. Se realizd el andlisis micro-
biolégico de las tres bebidas, aplicando el Método Bri-
tanico en placas Petrifilm y los resultados fueron com-
parados con los limites establecidos en la norma (NTE
INEN 2609:2012), para bebidas de suero de leche.

En el andlisis microbiolédgico se analizd principalmen-
te la presencia de los siguientes microrganismos: ae-
robios Mesofilos, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli. En el caso, de los tres primeros se utilizo el mé-
todo de recuento en siembra en placas de peliculas
secas rehidratables Mientras, para la E. coli se realizd
en un medio de cultivo liquido por el método de de-
terminacién del nimero mas probable (NMP) por la
técnica de dilucién en tubos de acuerdo a las normas
NTE INEN 1529-6 y NTE INEN 1529-8.

Evaluacion sensorial de las bebidas

Para conocer el grado de aceptaciéon de la bebida
frente a los consumidores se realizé una encuesta or-
ganoléptica a un panel no entrenado, compuesto por
30 personas con edades comprendidas entre 18 a 21
anos. El modelo empleado, se baso en el color, olor,
sabory texturay estuvo en funcion de la escala hedé-
nica con base en 5 puntos: Me gusta mucho (5), Me
gusta (4), No me gusta ni me disgusta (3), Me disgusta
(2), Me disgusta mucho (1). Criterios que también han
sido considerados en otras investigaciones [16, 17].

Tratamiento de los datos

Los datos de los diferentes andlisis (fisico-quimico,
microbiolégico y organoléptico de las pruebas de
preferencia y aceptacién) fueron analizados es-
tadisticamente utilizando el programa Statistica Ver-
sion 8. Se realizé estadistica descriptiva para conocer
los valores medios, minimos, maximos y la desviacion
estandar. En el caso de distribucién normal, se aplicé
el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de com-
paraciéon de tratamientos de Tukey (p<0,05), o la
Prueba no paramétrica de Friedman para realizar
comparaciones entre las muestras o formulaciones.
En los casos que el estadistico Friedman resulté sig-
nificativo, se analizaron las diferencias entre las vari-
ables a través de la prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon para dos muestras relacionadas.

RESULTADOS
Evaluacion del suero de leche

Caracteristicas fisico-quimicas. El Cuadro 2 muestra
los resultados obtenidos de los andlisis fisico-quimi-
cos realizados al suero dulce en la elaboracion de las
bebidas lacteas. Como se puede apreciar el pH obteni-
do fue de 6,45, lo que permite clasificar al lactosuero
utilizado como dulce, por provenir de la coagulacion
enzimatica, por uso de enzima coagulante. Mientras
el valor de proteina fue de 0,88%, considerandose si-
milar al requerido en la NTE INEN 2594:2011.

Estos resultados son similares al lactosuero emplea-
do en el estudio de Montesdeoca et al. (2017), que
reportan valores de pH de 6,6, acidez de 0,16% y pro-
teina de 0,8 [18]. Por su parte, otros estudios como el
de Skryplonek et al. (2019), difieren en cuanto al pH

Cuadro 2. Caracteristicas fisico - quimicas del suero dulce.

Parametros Suero dulce Va:)c;:.?:irsr;sl)ggos
Grasa, % 0,57 Hasta 0,3
Temperatura, °C 20
pH 6,45 6,4-6,8
Acidez, % 0,178 0,16
Proteina, % 0,88 >0,8
°Brix 6,2

*Segln NTE INEN 2594: 2011-08
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(valor de 4,85) y la acidez (0,49%), pero en ese caso es
suero acido [5]. En este estudio los valores de acidez
son inferiores y de igual manera el pH es un valor mas
basico, pues la materia prima es suero dulce.

Evaluacion microbiolégica. Con el fin de alcanzar
la calidad e inocuidad del producto y detectar otros
microorganismos que podrian ser causantes de alte-
raciones microbianas (enfermedades) se efectuaron
analisis microbioldgicos para revelar la presencia de
estos, antes de iniciar con la elaboracién de las bebi-
das lacteas; los resultados se muestran en el Cuadro 3.

Como se puede observar en el Cuadro 3, los parame-
tros del andlisis microbioldgico para el suero dulce,
se encuentran dentro de los limites establecidos. Por
lo que los datos reflejan los resultados positivos de la
planta de lacteos “San Salvador”, en cuanto a higiene
e inocuidad de los alimentos, pudiendo estar asocia-
dos con la modernizacién de su infraestructura, tec-
nificacion de los procesos y la correcta aplicacién de
normas de higiene que garantizan la inocuidad de los
derivados lacteos y los subproductos como el suero.

Caracteristicas fisico-quimicas y
microbiolégicas de las bebidas a base de
suero de leche y copoazl

Como se puede apreciar en el Cuadro 4, las bebidas
pasteurizadas F1, F2 y F3, cumplen con los parame-
tros fisico-quimicos y microbiolégicos que establece
la norma NTE INEN 2609:2012, para bebidas de
base suero lacteo. En el andlisis estadistico de com-
paracién de medias, la formulacion 1 muestra dife-
rencias significativas con las formulaciones 2 y 3 en
los pardmetros proteina lactea y grasa entre el pri-
mer tratamiento con el tratamiento 2 y 3, esto esta
asociado a que es el tratamiento que contiene mayor
cantidad de lactosuero. Sin embargo, en la grasa to-
tal no existen diferencias significativas, entre las tres
bebidas elaboradas, por lo que la adicion de la fruta
infiere en el contenido proteico lacteo, pero no en el
contenido proteico total de la bebida.

Adicionalmente, todas las formulaciones cumplen
con los requerimientos de proteina lactea, segin la
Normativa Técnica Ecuatoriana que establece un va-
lor minimo de 0,4%, y en los tres casos evaluados los
resultados son superiores a 0,82%, lo que muestra
que las bebidas presentan buenos valores proteicos
y por tanto pueden ser alimentos adecuados.

Cuadro 3. Resultados del analisis microbioldgico del suero
dulce pasteurizado.

. Suero V?k."es
Parametros dul maximos
ez permisibles*
Aerobios meséfilos UFC/mL 1000 30000
E.coli NMP/mL ausencia <10
Staphylococcus aureus UFC/mL | ausencia <100

* Los valores corresponden al indice maximo permisible para
identificar nivel de buena calidad, segiin NTE INEN 2594:
2011-08.

También, fueron encontradas diferencias en los °Brix,
entre las formulaciones 1 y 2 con la formulacién de
30% de pulpa de fruta, este Gltimo tiene un valor
superior que los demas, y esto esta asociado a que
es la bebida que contiene mayor cantidad de pulpa
de fruta y la fruta tiene 61% de azlcares totales en
base seca, por lo que la bebida elaborada contendra
mayor cantidad de azlicares en su composicion [10].

Por su parte, el resto de los parametros, lactosa en el
producto parcialmente deslactosado, latosa en el pro-
ducto bajo en lactosa y acidez no difieren estadistica-
mente entre las formulaciones elaboradas. Los crite-
rios de porcentajes de lactosa (tanto en el producto
parcialmente deslactosado, como en producto bajo
en lactosa) de las tres bebidas presentan valores que
cumplen con la norma, pues en todos los casos los
resultados obtenidos son inferiores a los limites maxi-
mos de lactosa de la norma NTE INEN 2609:2012.

Es importante resaltar que las tres bebidas cumplen
todos los parametros fisicos-quimicos, pero en el caso
de la bebida F3 presentan los mayores valores protei-
cos a pesar de presentar en su composicion, menores
cantidades de suero lacteo (70%), por lo que parte de
este valor esta asociado a la fruta anadida que como
plantean [15], posee elevados valores nutricionales
(20,6 mg/g en peso seco). Asi mismo, la bebida F3
posee los valores menores en cuanto a % de Lactosa
(para producto parcialmente deslactosado, como en
producto bajo en lactosa), lo que también puede ser
un factor importante para la asimilacién de la misma.

Al comparar estos resultados con estudios similares
se encuentran diferencias principalmente en la acidez,
pues los analisis fisico-quimicos realizados en otros es-
tudios, como Montesdeoca et al. obtienen una acidez
superior (0,8%) y Brix de 15% en las bebidas elabora-
das. Por su parte, Thakkar et al. (2018), obtiene 1,71,
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pero en este caso se trata de una bebida fermentaday
ademas presenta un 60% de jugo de naranja anadido
que también incide en el nivel de acidez (1,42%) [19].

Mientras, Skryplonek et al. (2019) en una bebida fer-
mentada elaborada con 50% de lactosuero y 50% de
leche y la cepa Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-
12, la acidez se mantiene en valores cercanos a 0,5 [5].

Por su parte, los criterios microbiolégicos evaluados
también muestran resultados positivos, pues en todos
los casos y parametros evaluados (Aerobios mesofilos,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella/25 g,
Deteccion de Listeria monocytogenes/ 25 g) se encuentran
muy por debajo de los limites permisibles. En el caso
de los dos Ultimos, con ausencia de los mismos como
rige la norma técnica nacional, para este tipo de bebida.

Los resultados obtenidos estan asociados a la cali-
dad de las materias primas empleadas, pues como se
menciond anteriormente, en la evaluacion microbio-
l6gica el suero de leche cumplia los pardametros. Otro
aspecto importante fue que la elaboracion se reali-
z6 siguiendo las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) y cumpliendo las medidas de higiene e ino-
cuidad necesarias para la elaboracion de alimentos.

El andlisis microbiolégico determina el grado de
contaminacion al que esta expuesto el producto en
sus diferentes etapas. Al multiplicarse los microor-
ganismos en el alimento, pueden producir cambios
en sus caracteristicas organolépticas y en su pH, lo

que se traduce en alteraciones faciles de constatar,
como rancidez, acidez o alcalinizacién, putrefaccién
y aparicion de manchas en la superficie. Pero puede
ser también que el alimento no presente alteracion
apreciable, y sin embargo estar contaminado, repre-
sentando asi un riesgo para el consumidor.

Evaluacion sensorial

Los resultados de la evaluacién de la bebida, sobre el
color, olor, sabor y textura fueron obtenidos siguien-
do la escala heddnica con base en cinco (5) puntos.
El Cuadro 5 muestra los resultados obtenidos de las
diferentes caracteristicas organolépticas del produc-
to y las diferencias estadisticas.

En el Cuadro 5 se observan los resultados de la califica-
cién para cada atributo, sobresaliendo la formulacion 3
(70% de suero lacteo y 30% de pulpa de copoazul), pues
en todos los atributos presenta los valores superiores
(entre 4,63-4,93/5), también presenta los mayores ran-
gos con el color (2,90), olor (2,88), sabor (2,98) y textura
(2,82). Al analizar las diferencias de los atributos entre
las formulaciones, todos (color, olor, sabor y textura)
presentan diferencias significativas (Valores de p=0,00).
También, los coeficientes de concordancia de Kendall
son altos, lo que indica que existe concordancia entre
los evaluadores, sobresale el atributo sabor que presen-
ta el valor mayor (0,975), muy cercano a la unidad.

Por su parte, en el Cuadro 6 aparecen los valores de
la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, que se

Cuadro 4. Resultados de la caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica de las bebidas.

Parametros/100mL de bebida F1 F2 F3 Requisitos*
Proteina lactea % 0,9 £0.012 0,84 +0.00° 0,82 £ 0.01° >0,4
Grasa, % 0,83 + 0.00? 0,77 £ 0.01° 0,73 £0.01°
Proteina % 1,59 +0.022 1,6 +0.012 1,63 +0.012
Lactosa en el producto parcialmente deslactosado | 1,2 + 0.032 1,2 £ 0.042 1.05 +0.032 <14
Latosa en el producto bajo en lactosa 0,80 + 0.032 0,70 £ 0.032 0,70 £ 0.032 <0,85
°Brix 7,25 +0.06° 7,3 +0.06° 7,5+0.032
Acidez 0,25 £ 0.022 0,22 +0.012 0,23 £0.012

Microbiolégicos

Aerobios mesoéfilos UFC/mL <10 <10 <10 30000-100000
Escherichia coli UFC/mL <1 <1 <1 <10
Staphylococcus aureus UFC/mL <1 <1 <1 <100

Salmonella /25g. -

Deteccién de Listeria monocytogenes/ 25g -

* Requisitos NTE INEN 2609:2012

ab | etras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos para la prueba ANOVA, Tukey (0,05)
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Cuadro 5. Estadisticos descriptivos y resultados de la prueba de Friedman para los atributos sensoriales de las tres formulaciones

de la bebida de suero lacteo y pulpa de copoazu.

. Calificacion para cada atributo (Media, +DE)
Cadigo

Color Olor Sabor Textura
F1 2,83+ 0,38 3,03+0,81 1,23+0,77 3,1+1,02
F2 3,4+0,62 3,7+0,47 3,53+0,68 3,4+0,67
F3 4,73+0,45 4,63+0,49 4,93+0,25 4,77+0,50

Prueba de Friedman Rango promedio/Suma de los rangos

F1 1,23/37 1,28/38,5 1,03/31 1,55/46,5
F2 1,87/56 1,83/55 1,98/59,5 1,63/49
F3 2,90/87 2,88/86,5 2,98/89,5 2,82/84,5
Chi2 Friedman. 49,00 49,56 58,51 35,09
Valor de p (5%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Coeficiente de concordancia de Kendall 0,817 0,826 0,975 0,585

realizé para conocer las diferencias del analisis sen-
sorial, entre las formulaciones evaluadas, donde exis-
ten diferencias significativas en todos los pardmetros
analizados, excepto en la textura de las formulaciones
1y 2(p=0,17yz=1,37). La informacion de las pruebas
estadisticas no permite excluir ninguno de los facto-
res en los criterios sensoriales, aunque el sabor mues-
tra los mayores valores de z, y también en las escalas
de valoracién, anteriormente abordada.

Este resultado concuerda con otros resultados de
andlisis organolépticos de bebidas a base de lacto
suero. En el caso de Rodriguez et al. (2013), la bebida
elaborada con cultivo para yogurt y Lactococcus lactis
sub. lactis y pulpa de Maracuya el panel

evaluador le confirié una excelente calificacién [20].
Mientras, en el estudio de Molero-Méndez et al.
(2017), las bebidas elaboradas fueron fermentadas
y también tuvieron buena aceptacién, en todos los
parametros evaluados, y la esencia de coco fue la de
mejor valoracion [17].

Resultados similares obtuvieron Thakkar et al. (2018)
con una bebida probidtica funcional formulada (60%
Jugo de naranja 'y 40% suero lacteo), donde la evalua-
cion sensorial del color, sabor y aceptabilidad general
fue superior a 8 de 9 puntos posibles en la valoracion
de la escala heddnica [19]. Igualmente, Montesdeo-
ca et al. (2017) evaluaron el grado de aceptacion de
una bebida lactea fermentada utilizando lactosuero
como sustituto parcial de leche y los atributos: apa-
riencia, aroma, sabor, textura y calidad general obtu-
vieron resultados aceptables (superiores a 5, en una
escala de clasificacion del 1 al 9) [18].

Cuadro 6. Resultados de la Prueba no paramétrica de los
rangos con signo de Wilcoxon para los aspectos sensoriales
evaluados de las tres formulaciones (p <0,05)

Color Olor Sabor Textura
Contraste

Z p z p z p z p
F1-F2 3,170,001 |3,41/0.00|4,62|0,00|1,37|0,17
F1-F3 4,780,000 | 4,62 |0.00|4,78|0,00 | 4,32 | 0,00
F2-F3 4,29 10,000 | 4,37 |0.00|4,70| 0,00 | 4,37 | 0,00

Adicionalmente, como plantean Ramirez-Navas and
Castro [21], discriminar entre un atributo u otro, a par-
tir de pruebas sensoriales no es adecuado, pues las
sensaciones que puede experimentar un consumidor
al ingerir un producto no se producen por un solo sen-
tido, sino que estan involucrados distintos estimulos
que actlian como respuesta a la estimulacion compleja.

CONCLUSIONES

Se identificaron las etapas del proceso de elabora-
cion de tres formulaciones de bebidas a base de sue-
ro de leche, siendo en la etapa de mezclado donde se
encuentran las principales diferencias al emplearse
concentraciones de copoazu/lactosuero de 10/90%,
20/80% y 30/70%. Las tres formulaciones elabo-
radas cumplen con todos los los parametros fisicos
quimicos y microbiolégicos establecidos en la norma
NTE INEN 2609:2012, para bebidas de suero leche.
La formulaciéon de mayor aceptacion segun los re-
sultados estadisticos de la evaluacién sensorial fue
la bebida de 70% de lactosuero y 30% de copoazy,
siendo el sabor, el factor de mayor puntuacién de los
cuatro evaluados. Todas las bebidas elaboradas pre-
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sentan porcentajes proteicos muy superiores a los
requerimientos para bebidas lacteas, por lo que se
considera que es posible brindar al consumidor una
bebida con importantes caracteristicas nutricionales.
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