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ALCANCE

La Revista Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial es una publicación 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 investigación en el campo 
de la ciencia, la ingeniería y la tecnología, que tengan un impacto en el sector agrario regional, 
nacional e internacional en temas como agroindustria alimentaria y no alimentaria, ciencias 
agrícolas y pecuarias, ciencias forestales, energía y medio ambiente, biotecnología, equipos y 
procesos, administración industrial, en idiomas español e inglés (si se postula en inglés, debe 
adjuntarse certificación de traducción realizada por una institución reconocida).

POLÍTICAS EDITORIALES

Compromiso de tipo formal

Con la remisión del manuscrito postulado para evaluación y publicación, el (los) autor(es) acep-
ta(n) la totalidad de las condiciones estipuladas en las directrices de publicación.

Compromiso de tipo ético

Los autores deben establecer, por escrito (ver formato), un compromiso de tipo ético en cuanto a la 
originalidad y carácter inédito del manuscrito postulado, incluyendo los datos personales de cada 
uno de los autores: nacionalidad, escolaridad, correo electrónico institucional, teléfono, dirección 
postal y filiación institucional o, en su defecto, la dirección web donde pueden ser consultados, 
enlaces a bases de datos como CvLac, Google scholar, Researchgate, etc. La revista se abstendrá 
de aceptar y publicar manuscritos que presenten conflictos de intereses conocidos que puedan 
afectar su credibilidad; si estos conflictos no son declarados, el manuscrito será rechazado.

Derechos de autor

Con el envío de los trabajos, el (los) autor (es) conceden “Derechos de Autor” a la revista, por 
lo que los trabajos no pueden tener derechos otorgados a terceros, a la fecha de envío. La con-

5

· NORMAS DE PUBLICACIÓN ·

Vol. 20 No 1 · Enero–Junio 2022 · ISSN–1692-3561 · ISSN-e 1909-9959 · DOI: https://doi.org/10.18684



cesión de Derechos de autor significa la autorización para que la revista pueda hacer uso del 
manuscrito, o parte de él, con fines de divulgación y difusión de la actividad científica- tecnológi-
ca: en ningún caso, dichos derechos afectarán la propiedad intelectual que es propia de el (los) 
autor (es). Si se requiere una modificación en la autoría de un manuscrito luego de su postula-
ción (y antes de su publicación), los proponentes deben informarlo por escrito adjuntando las 
razones de tal decisión: el comité editorial será la instancia que tomará la decisión final.

PROCESO GENERAL

Envío de manuscritos

El texto completo de los trabajos en formato Word, más la carta de presentación y la informa-
ción de los evaluadores sugeridos (dos pares nacionales o internacionales), deben remitirse por 
intermedio de la plataforma Open Journal System (OJS) (http://revistas.unicauca.edu.co/index.
php/biotecnologia/index), luego del registro como usuario o, en caso excepcional, por correo 
electrónico (biotecnofaca@unicauca.edu.co o biotecnofaca2009@gmail.com)

Evaluación

El Comité Editorial someterá los manuscritos a un software anti plagio y se encargará de la revi-
sión inicial, se reservará el derecho de rechazar un manuscrito (decisión definitiva e inapelable) 
que presente deficiencias en estructura y redacción y que no cumpla con las áreas temáticas, las 
normas de publicación y referencias pertinentes o sugerir modificaciones con el objeto de lo-
grar una mejor calidad (https://revistas.unicauca.edu.co/index.php/biotecnologia/about/sub-
missions). Los trabajos aceptados se evaluarán a doble ciego, por árbitros expertos en el área 
de conocimiento, quienes emitirán un concepto detallado sobre la pertinencia y atractivo cien-
tífico y tecnológico, la rigurosidad del tratamiento del tema, el ajuste a las normas de la revista 
y su contribución al desarrollo de la ciencia, la ingeniería y la tecnología. Por ningún motivo se 
permitirá la evaluación simultánea de más de dos manuscritos por un autor proponente; si dos 
manuscritos le son aceptados, serán publicados en ediciones diferentes.

Si el concepto de los dos árbitros es negativo, el manuscrito se rechaza. Si se presenta un concepto 
positivo y uno negativo, se acude a un tercer árbitro que determinará la condición del documento 
en evaluación: si es rechazado, el manuscrito y las observaciones de los árbitros se remiten a los 
autores para que consideren su sometimiento a otra publicación. Si el manuscrito es aceptado 
con modificaciones menores o mayores, éste y las observaciones de los árbitros se remiten a los 
autores para que éstos envíen una versión revisada y corregida en máximo 20 días, acompañada 
de una carta dirigida al Editor-Jefe (ver formato) enumerando detalladamente los cambios rea-
lizados con base en las observaciones de los árbitros: será el Editor-Jefe quien decida sobre la 
aceptación de la versión corregida. Pasados los 20 días, el editor, a discreción, tratará el manuscri-
to como caducado, por lo que deberá ser presentado nuevamente siguiendo el proceso indicado.

Los árbitros deben contar con título de maestría como mínimo, árbitros nacionales deben es-
tar inscritos en la base de pares evaluadores de COLCIENCIAS, poseer CvLAC, ORCID, Google 
Scholar actualizados y acreditar publicaciones en el área específica durante los dos últimos 2 
años previos al proceso de evaluación.

TIPOS DE MANUSCRITOS

Artículos de investigación científica

Documento que presenta, de manera detallada, los resultados de investigación científica original 
que signifiquen un aporte original al conocimiento en las áreas de acción de la revista. Se acepta 
un máximo de 5.500 palabras y 8 figuras y/o cuadros, entre 25 y 40 referencias, y su estructura es:

1. INTRODUCCIÓN, 2. MÉTODO, 3. RESULTADOS, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Artículo corto

Documento breve que presenta resultados originales preliminares o parciales de una investi-
gación científica o tecnológica, que por lo general requieren de una pronta difusión. Se acepta 
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un máximo de 4.000 palabras y 5 figuras y/o cuadros, mínimo 15 referencias, y su estructura es: 
1. INTRODUCCIÓN, 2. MÉTODO, 3. RESULTADOS, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Artículo de reporte de caso

Documento que presenta los resultados de un estudio sobre una situación particular del sector, con el 
fin de dar a conocer las experiencias técnicas y metodológicas que constituyen un aporte al desarro-
llo, que incluye una revisión sistemática comentada de la literatura sobre casos análogos. Se acepta 
un máximo de 5.500 palabras y 8 figuras y/o cuadros, mínimo 20 referencias y está constituido por: 1. 
INTRODUCCIÓN, 2. MÉTODO, 3. RESULTADOS, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Artículos de reflexión

Documento que presenta resultados de investigación sobre un tema específico bajo una óptica ana-
lítica, interpretativa y crítica del(los) autor(es) con base en fuentes originales, se acepta un máximo 
de 4.000 palabras y 6 figuras y/o cuadros, mínimo 30 referencias. La estructura es: 1. RESUMEN, 2. 
INTRODUCCIÓN, 3. DESARROLLO DEL TEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Artículo de revisión (Review)

Su publicación será producto de la invitación a investigadores reconocidos en áreas del campo 
de acción de la revista. Corresponde a una revisión analítica y crítica de literatura sobre un cam-
po en ciencia o tecnología en el que se analizan, sistematizan e integran los resultados de inves-
tigaciones publicadas para mostrar los avances científicos y las tendencias de desarrollo, más 
los aportes de los proponentes. Se acepta un máximo de 8.000 palabras y 6 figuras y/o cuadros, 
mínimo 50 referencias y está compuesto por: 1. RESUMEN, 2. INTRODUCCIÓN, 3. DESARRO-
LLO DEL TEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Cartas al editor

Son comunicaciones cortas, con posiciones críticas, analíticas o interpretativas sobre los ma-
nuscritos publicados previamente en la revista, temas o asuntos de interés profesional para los 
lectores, que a juicio del Comité editorial constituyen un aporte importante a la discusión del 
tema por parte de la comunidad científica de referencia.

Editorial

Documento escrito por el editor, un miembro del comité editorial o un investigador invitado 
sobre orientaciones en el dominio temático de la revista, sobre aportes a los investigadores en 
cuestiones de presentación y estructura de sus artículos, con reflexiones sobre la presentación 
de documentos escritos, su normatividad, su importancia y otros.

En cualquiera de los casos, el número de palabras permitidas incluye los resúmenes en español 
e inglés, figuras, cuadros, agradecimientos, referencias, etc.

SECCIONES DEL MANUSCRITO

Las partes que componen en documento son (ver artículo ejemplo):

La INTRODUCCIÓN debe resaltar la importancia de la investigación, presentar la literatura 
relacionada y entregar antecedentes necesarios para comprender la hipótesis de los autores. 
Al final, se debe hacer alusión a la pregunta de investigación o hipótesis, culminando con los 
objetivos del trabajo propuesto.

El MÉTODO debe tener suficiente información que permita a otro investigador replicar el en-
sayo y lograr los mismos resultados, además de contener la localización y condiciones del lugar 
donde se adelantó experimento, el diseño experimental, el análisis estadístico y las referencias 
de los métodos ya publicados.

Los RESULTADOS deben presentar en forma clara objetiva e imparcial los hallazgos y nuevos 
conocimientos que arrojó la investigación como respuesta al objetivo planteado, apoyados con 
cuadros y figuras, con el análisis estadístico y de los alcances de otros investigadores que ali-
menten la discusión.
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Las CONCLUSIONES se describen de forma clara y precisa, derivadas del análisis 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 líneas.

Las REFERENCIAS deben contener todos los documentos utilizados. Todas las citaciones pre-
sentadas en el manuscrito deben coincidir con la lista de referencias del final, nunca debe refe-
renciarse un autor que no haya sido citado en el texto y viceversa. Mínimo el 70% de ellas deben 
ser recientes (de los últimos tres años) y corresponder a artículos de investigación científica de 
corriente principal que puedan respaldar lo escrito, minimizando el uso de literatura gris (máxi-
mo el 10% de ellas, si se considera necesario) y la auto citación que no puede superar el 15%.

FORMATO GENERAL

En tamaño carta (21,59 cm de ancho y 27,94 cm de alto) con interlineado sencillo a una colum-
na, escrito en Arial recta (excepto los nombres científicos que van en cursiva) de 11 puntos, 
márgenes de 3 cm en el borde superior, 2 cm en el inferior y 2,5 cm en las márgenes laterales. 
No se permite el uso de cajas de texto

Las cifras decimales se separan con coma. Si se hace uso de siglas, la primera mención en el 
documento debe considerar el significado completo, luego de ello, se usa la sigla como tal. No 
utilice puntos después de las unidades de medida (g, mm, m, km, ha, l, etc.). Si se usan números 
seguidos de un símbolo, separar con un espacio entre uno y otro, ej: 100 m, 250 km. Para los 
valores de significancia estadística, usar letra p en minúscula. Si se requieren coordenadas geo-
gráficas usar 6°18’ N, y 53°33’ W.

Cuadros y figuras

Deberán ubicarse luego de su respectiva citación en el texto y procesarse en el formato original, 
con buen contraste y resolución (calidad mínima de 300 dpi) para evitar policromías y facilitar 
la diagramación. En caso de requerir un pie de tabla/figura o fuente de consulta, debe estar es-
crito en Arial 8 puntos normal. El título de los cuadros va en la parte superior (Cuadro 1. Título 
descriptivo.) y el de las Figuras en la parte inferior (Figura 1. Título descriptivo.), no debe superar 
dos líneas, en Arial recta normal 9. Se deben usar líneas horizontales para separar la información 
del cuadro y cada columna debe tener encabezado (en negrilla, con mayúscula inicial). El tama-
ño de fuente al interior de un cuadro es arial 9 puntos normal.

Existen dos opciones para su citación:

Ejemplo 1:

… en la figura 1 se visualiza un comportamiento….;

Ejemplo 2:

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 1)…..

Título del manuscrito

Debe estar en español e inglés y hacer referencia al contenido de una forma clara y con-
cisa, escrito en Arial 24 puntos, negrilla y centrado. Puede ser tan extenso como se considere y 
constar de dos partes, separadas entre sí por dos puntos. En nota al pie, antes de las filiaciones 
institucionales y, precedido de un asterisco, indicar el título del proyecto que originó el manus-
crito, la entidad financiadora y la fecha de culminación (día, mea, año), si corresponde.

Información del autor (es)
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Los autores se nombran según la importancia y contribución en la investigación y/o en 

la preparación del manuscrito, separados entre sí por punto y coma y enumerados con 

superíndice. Incluir los apellidos y nombres completos (si los posee), separados entre sí por un 

guión medio. En nota al pie de página (Arial 8 puntos, en la parte inferior de la primera página 

y justificada) se indicará la filiación de cada autor, la palabra Correspondencia (en negrilla) y 

dos puntos, en la que debe aparecer el correo institucional del autor elegido para el envío de 

correspondencia.
Ejemplos:

Para autores:

MORAN-ZEMANATE, JUAN-PATRICIO1; GOBERT-ALAIS, MARC-ANDREW2; 
REYES P., CARLOS A.3

Para filiación institucional:

* Título del proyecto de origen: ”Evaluación de los procesos agroindustriales 
desarrollados en zonas rurales del Departamento del Cauca”. Financiación: 
Entidad aportante. Culminación: 26 de enero de 2019.

1 Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de investigación 

Ciencia y Tecnología de Biomoléculas de Interés Agroindustrial (CYTBIA). Máximo 

título profesional alcanzado. Ciudad, País. https://orcid.org/0000-0003-1154-6765 

Correspondencia: gfvssp@unicauca.edu.co

Resumen

La palabra RESUMEN debe justificarse al margen izquierdo, en mayúscula y negrilla, iniciando 
la escritura luego de dos interlíneas en un solo párrafo justificado, entre 250 y 300 palabras e 
incluirá Introducción, justificación, objetivos, metodología, resultados y conclusiones de la in-
vestigación haciendo énfasis en los logros alcanzados. Debe ser conciso, escrito en español e 
inglés (ABSTRACT).

Palabras clave

Se ubican luego de cada resumen. El título en mayúscula, negrilla, en español (PALABRAS 
CLAVE) e inglés (KEYWORDS) seguido de dos puntos. Incluir, por lo menos diez (10) palabras 
separadas entre sí por punto y coma, cada unas de las cuales inicia con mayúscula. Se pueden 
tomar del cuerpo del texto y de las referencias usadas, se pueden repetir palabras encontradas 
en el título, usar acrónimos y varias versiones de un término en diferentes idiomas.

Ejemplo:

PALABRAS CLAVE: Bactris gasipaes; Maduración; Pos cosecha; Reología; Se-
nescencia.

Títulos

Los de primer nivel para partes principales del manuscrito en arial 11 puntos, mayúscula soste-
nida y negrilla); los de segundo nivel con mayúscula inicial, negrilla y sin punto final, separados 
del texto por dos interlineas. Los de tercer nivel con mayúscula inicial, negrilla y un punto segui-
do, continuando el texto en el mismo renglón luego de un espacio.

Ejemplo:

MÉTODO

Materiales

Material vegetal. El material vegetal usado………….

Expresiones matemáticas
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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 expresión (Ec.1) con números arábigos consecutivos justificada al margen de-
recho (para mayor facilidad, insertarlas en un cuadro de dos columnas, sin bordes), citándolas en 
el sitio indicado. El significado de las variables y sus respectivas unidades deben aparecer luego 
de que se utilicen por primera vez, usando el Sistema Internacional de Unidades (SI).

Ejemplo:

(Ec. 1)

A is the absorbance at 452 nm, MW is the molecular weight of β-carotene (536,8 g/mol), DF is 
the dilution factor, VH is the volume of hexane (0,003 L), ε is the molar extinction coefficient of 
β-carotene in hexane (145.300 L/mol cm, Rodríguez- Amaya, 2001), l is the path length (1 cm) 
and SM is the weight of starchy matrix in dry basis (0,04902 g).

Citaciones

Las citas dentro del texto siguen el formato (autor/es, año). Se podrán incluir trabajos acepta-
dos, pero aún no publicados, especificando el nombre de la revista seguido de la expresión “en 
prensa/in press” o con su DOI correspondiente.

Dependiendo del número de autores que posea la publicación citada, se usará el siguiente for-
mato:

Ejemplos:

Un autor:

Gómez (2020) encontró diferencias significativas en o

La estructura celular se vio afectada por la aplicación de (Gómez, 2020)

Dos autores:

Rawlings and Betece (2020) o (Rawlings and Betece, 2020)

Tres o más autores:

Malone et al., (2020) o (Malone et al., 2020)

Si se usan varias referencias que sirven de soporte a un tema particular, se consideran éstas en 
orden cronológico.

Ejemplo:

Los materiales biodegradables presentan beneficios……(Arboleda, 2018; At-
kins and Fred, 2019; Martínez et al. 2020).

Para autor corporativo se coloca el nombre de la organización. La primera ocasión que se usa 
una organización, se considera con el nombre completo y entre paréntesis la sigla. En adelante, 
se cita solamente con la sigla.

Ejemplo:

La primera vez:

…según la ORGANIZACIÓN DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA AGRICUL-
TURA Y LA ALIMENTACIÓN (FAO, 2016)….

Para la segunda y demás veces:

….la consolidación de la cultura alimentaria (FAO, 2016) permite….



La cita de una cita es usada cuando se tiene acceso a una fuente de información a tra-
vés de otra. Por ejemplo, si se está consultando un libro de Stephen Hawking y este cita 
una opinión o afirmación de Roger Penrose, entonces:

Ejemplo:

Penrose (citado por Hawking, 2010) piensa que las matemáticas (...)

Lista de referencias

La referencias consultadas se presentan en orden alfabético incluyendo los nombre y 
apellidos completos (si el manuscrito consultado así lo permite) de TODOS los autores 
(omitiendo el uso de et al, en mayúscula sostenida), con sangría francesa de 1,25 cm 
a partir de la segunda línea de cada una de ellas. Si se usa más de una referencia del 
mismo(s) autor(es), estas deben ir en orden cronológico y, si corresponden al mismo 
año, se deben diferenciar con letras minúsculas, lo cual también será aplicado en las 
citaciones.

Para la referenciación de números o volúmenes de alguna publicación es necesario 
usar números arábigos y no romanos. Los nombre de las revistas no se deben abre-
viar. Se debe incluir el DOI (Digital Object Identifier) de todas las referencias que lo 
posean, en formato vínculo (https://doi.org/10.6036/7171) que permita el acceso di-
recto al documento con un click. No se debe poner un punto al final de un DOI o de una 
URL. Se deben indicar los numeros de página de inicio y finalización (completos) de un 
recurso (por ejemplo p. 238-250 y no p. 238-50). En revistas que publican una versión 
online porovisional sin paginación (online first) o revistas con publicación cointunua, 
es suficiente indicar “online first” o un número que se asigna por el editor (por ejemplo 
e196234 o art. 14) o no poner nada,: en ambos casos, puee ser suficiente con el 
volúmen y número de la edición. Al usar referencias electrónicas, no usar las expresio-
nes “Recuperado de”, “Internet”, “Online”, “Disponible en”.

Artículo científico sin DOI

DE BARROS-FERNANDES, REGIANE-VICTÓRIA; COSTA-GUIMARÃES, ISABELA; 
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EDITORIAL

En Colombia es estratégico seguir avanzando en la articulación de los procesos de 
investigación a los programas de extensión rural, dado que hace muchos años se con-
sideró en todos los países como un servicio que debía impartir el Estado. Así mismo, 
se considera que en el campo colombiano es importante la asistencia técnica que se 
retroalimenta de un componente investigativo que permita mejorar la competitivi-
dad y productividad; obedeciendo a este fin, en el marco normativo ya se cuenta con 
la Ley 1876 del 29 de diciembre de 2017 por la cual se crea el Sistema Nacional de 
Innovación Agropecuaria (SNIA) y, para efectos del esquema de asistencia técnica, se 
crea el concepto de extensión agropecuaria que define como un proceso de acompa-
ñamiento mediante el cual se gestiona el desarrollo de capacidades de los productores 
agropecuarios, su articulación con el entorno y el acceso al conocimiento, tecnologías, 
productos y servicios de apoyo, con el fin de hacer competitiva y sostenible su pro-
ducción, al tiempo que contribuye a mejorar de la calidad de vida familiar.

La extensión agropecuaria facilita la gestión de conocimiento, el diagnóstico y solu-
ción de problemas, en los niveles de la producción primaria, la postcosecha, la trans-
formación y la comercialización; el intercambio de experiencias y la construcción 
de capacidades individuales, colectivas y sociales se debe relacionar con aspectos 
como la superación de la pobreza, la reforma agraria en función de la concentración 
y tenencia de la tierra, la disponibilidad de alimento, el hambre y la sustentabilidad 
ambiental; según el Censo Nacional Agropecuario, tan sólo el 10% de los campesinos 
para el año 2014, contaban con asistencia técnica por parte del gobierno, siendo ésta 
es una de las causas por las que existe poca rentabilidad en los cultivos, sumado a la 
precariedad en las estrategias de comercialización de los productos. En el marco del 
acuerdo de paz, se aprobó la ley SNIA que busca potencializar y diseñar acciones de 
investigación, desarrollo tecnológico, formación y capacitación para sector agrope-
cuario, con miras a lograr avances futuros en el sector rural en Colombia.

Sumado a lo anterior, se deben reconocer las situaciones que dificultan la defini-
ción de programas y proyectos de extensión rural, entre ellas la ausencia de datos 
estadísticos que den cuenta de la situación rural, la presencia de múltiples actores 
concentrados en zonas del país menos prioritarias o zona marginadas, baja articu-
lación y actualización entre los actores prestadores de los servicios de extensión y 
acompañamiento técnico, falta de profesionales aptos para prestar los servicios, 
baja cobertura y mala calidad en la prestación de los servicios, el desconocimiento 
del Estado de los servicios de extensión y su importancia para el desarrollo humano 
rural integral debido a la falta de procesos y planificación a largo plazo, la evalua-
ción y seguimiento, que en muchos casos, ha llevado hacer un mal uso del suelo 
con zonas subutilizadas con una alta productiva alimentaria y destinadas para la 
ganadería extensiva.
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El país debe identificar y ordenar a los actores involucrados, articular y evitar la dupli-
cidad de esfuerzos y reconocer el capital humano capacitado para la implementación 
de los servicios de extensión. Esto contribuye a entregar pautas para fortalecer un 
aspecto relacionado con la necesidad de cumplir con garantías en la calidad del ser-
vicio. Se debe entonces, afirmar que la extensión rural tenga un enfoque territorial 
que permita el acercamiento eficiente con y para las comunidades y encontrar las 
estrategias para garantizar la gratuidad del servicio de extensión en los municipios 
más dispersos.

La extensión rural bajo un enfoque territorial, implica comprender que los procesos de 
inclusión económica de los territorios rurales no sólo están representados en criterios 
de competitividad, sino también en las ventajas comparativas que pueden surgir de 
las particularidades locales y/o regionales. Según esto, las políticas públicas enfocadas 
en la prestación del servicio de extensión deben propender por espacios de capaci-
tación de los asistentes técnicos y extensionistas para que desarrollen habilidades y 
competencias que los conviertan en promotores del desarrollo humano rural integral, 
lo que supone que deben ser capaces de valorar las capacidades locales, la gestión y 
apropiación del conocimiento y de adelantar un proceso de acompañamiento técnico 
no invasivo para la toma de decisiones productivas y organizativas, bien sea a nivel 
individual o asociativo.

Se espera que la extensión agropecuaria del SNIA permita llevar avances de tec-
nología, información y procesos de aprendizaje a las familias rurales colombianas 
que lo requieran, y que todos los sectores productivos puedan beneficiarse como 
oferentes o beneficiarios, generando una mayor productividad económica. Hablar 
de los servicios de extensión y de innovación rural en Colombia, representa un reto 
y una responsabilidad que permea a todas las universidades del país, siendo crítico 
frente a situaciones que han marcado la historia, como el problema de las rentas y 
la tenencia de la tierra, que refleja contextos de desigualdad en todo el territorio 
nacional, el cual puede ser tratado desde los sistemas de extensión y de innovación 
rural. Si se tiene en cuenta la actual situación causada por la pandemia, la reactiva-
ción de la economía el sector rural es la estrategia para avanzar en la posibilidad de 
tener un desarrollo humano rural integral que integre la investigación con el servi-
cio extensión rural y, porqué no, una reforma agraria esperada por los colombianos, 
articulados a proyectos de largo aliento para sector rural que busquen garantizar 
una paz duradera a las poblaciones campesinas.

Gustavo Adolfo Alegría Fernández
Profesor Universidad del Cauca

Esp. Nutrición Animal–Esp. Formulación Proyectos
Magister en Agroecología

PhD ©. Medio Ambiente y Sociedad
Universidad Pablo de Olavide

Sevilla-España
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RESUMEN

Ganoderma lucidum es un hongo medicinal con gran demanda en el mercado 
mundial, reconocido por poseer numerosos compuestos bioactivos con poten-
cial antioxidante, principalmente por sus polifenoles, triterpenos y polisacári-
dos. En el presente estudio se determinó el contenido de polifenoles totales 
mediante el método de Folin-Ciocalteu y la evaluación de grupos funcionales 
estructurales mediante espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR) en extractos etanólicos y acuosos del cuerpo fructífero de G. lucidum 
obtenidos del cultivo en sustrato lignocelulósico de aserrín de Pandala talau-
manariñensis y paja de Avena sativa. El contenido de polifenoles totales fue 
mayor en los extractos acuosos (32,44 ± 0,7023 mg EAG/g) lo que indicaría 
que otros compuestos bioactivos de G. lucidum con actividad antioxidante 
podrían ser arrastrados en el agua caliente, enriqueciendo el extracto. Los 
espectros IR de G. lucidum presentaron bandas de absorción en el rango de 
3372,59 a 670,27 cm-1, las cuales resultaron comparables con información 
espectral IR de productos comerciales del género Ganoderma. Los resultados 
encontrados muestran un interesante potencial de G. lucidum como fuente de 
antioxidantes naturales que pueden usarse en la industria alimentaria y medi-
cinal, dado su contenido de polifenoles totales.

ABSTRACT

Ganoderma lucidum is a medicinal fungus that has a worldwide demand due 
to its numerous bioactive components such as polyphenols, triterpenes, and 
polysaccharides, which have antioxidant potentials. This study assessed the 
total polyphenol content through the Folin-Ciocalteu method and analyzed 
structural functional groups using Fourier-transmform infrared spectroscopy 
(FTIR). Ethanolic and aqueous solutions were extracted from fruiting bodies of 
G. lucidum growing in lignocellulosic substrates of sawdust and straw obtai-
ned from Pandala talaumanariñensis and Avena sativa, respectively. The total 
polyphenol content was higher in the aqueous solutions (32,44 ± 0,7023 mg 
GAE/g), which would indicate that other bioactive compounds of G. lucidum 
can be extracted with hot water, enriching this solution. The IR spectra of G. lu-
cidum showed absorption bands between the 3372,59 to 670,27 cm-1 range, 
which were similar to IR spectral information of the genus Ganoderma. These 
results demonstrate an interesting potential of G. lucidum as a source of natu-
ral antioxidants that can be used for the food and medicinal industry, given its 
total polyphenol content.

PALABRAS CLAVE:
Basidiomycete; Actividad 
antioxidante; Folin Ciocalteu; 
FTIR.

KEYWORDS:
Basidiomycetes; Antioxidant 
activity; Folin Ciocalteu; FTIR.
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INTRODUCCIÓN

Las especies de Ganoderma son hongos basidiomycetes degradantes de la madera con cuerpos fructíferos du-
ros (Boh et al., 2007). Ganoderma lucidum también conocido como Reishi o Lingzhi es una especie de la clase 
Agaricomycetes, que pertenece a la familia Ganodermataceae del orden Polyphorales (Pinya et al., 2019), esta 
especie es rica en compuestos bioactivos con potencial medicinal, principalmente triterpenoides, polisacáridos, 
nucleótidos, esteroides, ácidos grasos, proteínas y glicopéptidos (Cör et al., 2018).

Las especies de Ganoderma no están clasificadas como hongos comestibles, ya que tienen un sabor amargo y 
dureza en sus cuerpos fructíferos y no tienen la textura carnosa característica de los hongos comestibles, pero 
su importante valor económico se debe a sus propiedades medicinales (Hapuarachchi et al., 2018). Actualmente, 
G. lucidum es utilizado como materia prima para la producción de alimentos funcionales (Uddin et al., 2019) y 
de las diferentes partes de su cuerpo fructífero, micelio o esporas se pueden encontrar en el mercado, diversos 
productos, tales como cápsulas blandas, inyecciones, tabletas, bebidas (Liu & Zhang, 2018), polvo, té (Sangee-
tha et al., 2019), extractos, suplementos dietéticos (Wu et al., 2017), café, productos de esporas, jarabes, pastas 
de dientes, jabones y lociones, también se comercializan alimentos y suplementos farmacológicos que mejoran 
el sistema inmunológico y mejoran las funciones metabólicas (Hapuarachchi et al., 2018). Recientemente, los 
efectos farmacológicos del género Ganoderma han atraído una atención considerable por parte de la comuni-
dad científica mundial (Zhao et al., 2019), en especial por el contenido de polisacáridos y triterpenoides de G. 
lucidum, que han sido reconocidos como una fuente natural prometedora de compuestos inmunomoduladores, 
anticancerígenos y antioxidantes (Liu & Zhang, 2019) además, numerosos autores han evidenciado que los tri-
terpenos y polisacáridos son los principales componentes fisiológicamente activos de G. lucidum (Hu et al., 2018) 
y se ha demostrado que los extractos de G. lucidum en varios solventes son eliminadores de radicales libres, 
anti-diabéticos y antioxidantes (Sharif et al., 2017).

Los efectos de eliminación de radicales libres por G. lucidum están relacionados con su mecanismo terapéutico 
para prevenir y tratar enfermedades, como bronquitis crónica, hipertensión, hiperlipidemia, diabetes, hepatitis, 
patología tumoral y envejecimiento. Por lo tanto, la función principal de los productos de G. lucidum es inhibir 
las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Lin & Deng, 2019) mediante la actividad de varios de sus compuestos 
como los fenólicos (Oludemi et al., 2018). Por consiguiente, el objetivo de esta investigación fue evaluar el con-
tenido de polifenoles totales de extractos etanólicos y acuosos del cuerpo fructífero deshidratado y molido de 
Ganoderma lucidum que fue conservado en refrigeración por un periodo de seis años, así como la determinación 
de grupos funcionales estructurales mediante espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR); lo 
anterior para la evaluación de la estabilidad química de bioactivos presentes en G. lucidum.

MÉTODO

Localización

El trabajo se realizó en el laboratorio e invernadero del Grupo de Investigación en Biotecnología Agroindustrial y 
Ambiental (BIOTA) de la Universidad de Nariño en la ciudad de San Juan de Pasto, Colombia, ubicada a una altura 
de 2.527 m.s.n.m, con una temperatura promedio de 12 °C, y precipitación anual de 1.059 mm (IDEAM Pasto).
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Material fúngico

Se emplearon basidiomas de Ganoderma lucidum (cepa WC806 UPenn) deshidratados, molidos y conservados 
en refrigeración, obtenidos del cultivo en el invernadero del Grupo BIOTA (año 2014), en sustrato lignoceluló-
sico con la siguiente composición en base seca: 78 % aserrín de Pandala talaumanariñensis, 20 % paja de Avena 
sativa, 1 % de sacarosa y 1 % de CaCO

3
, siendo la humedad de los sustratos de cultivo del 70 %.

Preparación de los extractos

Los extractos se prepararon de acuerdo a la metodología de Santillán et al. (2017). Para la obtención de los extractos 
etanólicos (EE) se adicionaron 2 g de muestra seca del basidioma en polvo, en 100 mL de etanol al 90 % durante 24 h con 
agitación magnética en oscuridad y temperatura ambiente, se filtró y aforó a 100 mL con etanol al 90 %. Los extractos 
acuosos (EA) se prepararon agregando 2 g de muestra seca del basidioma en polvo, en 100 mL de agua destilada en 
ebullición, de igual forma se filtró y aforó a 100 mL con agua destilada. Se prepararon tres muestras por cada extracto 
que fueron simbolizadas como EE

n
 (n=1,2 o 3) y EA

n
 (n=1,2 o 3), las cuales cada una fueron evaluadas por triplicado.

Contenido de polifenoles totales

La cuantificación de polifenoles totales se realizó por el método de Folin Ciocalteu (F-C), utilizando Na
2
CO

3
 al 

20 % p/v como buffer, la curva de calibración se elaboró utilizando una solución de ácido gálico a 1000 ppm y, a 
partir de esta solución, se prepararon soluciones de 50, 100, 300, 500 y 700 ppm de ácido gálico (GA) en agua 
destilada tipo II. En un matraz se agregó 1 mL de muestra, 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 4 mL de solución 
de Na

2
CO

3
 y se aforó a 10 mL con agua destilada, se calentó a 50 ºC en baño María por 10 min y se midió la ab-

sorbancia a 765 nm en un espectrofotómetro marca Thermo scientific genesys 10 UV (Santillán et al., 2017). Las 
muestras se analizaron de igual forma sustituyendo el patrón GA por 1 mL del extracto a evaluar. El resultado 
promedio de las lecturas se expresó en mg equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra (mg GAE/g).

Espectros FTIR

G. lucidum en polvo fue mezclado uniformemente con cristal KBr, la mezcla se presionó manualmente hasta for-
mar la tableta y la medición se realizó en un espectrofotómetro IR Affinity 1S. El espectro FTIR es generalmente 
aceptable cuando se logra una transmisión del 60 al 70 % (Choong et al., 2013).

Análisis estadístico

Los datos se analizaron con el software Statgraphics® Centurion XVI. Los valores de polifenoles totales para los 
extractos se evaluaron con el ANOVA unidireccional y el de Tukey. Los valores de P inferiores a 0,05 se conside-
raron estadísticamente significativos.

RESULTADOS

Al realizar la evaluación del contenido de polifenoles totales, según el ANOVA unidireccional, no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas (p= 0,1217) entre la media del contenido de polifenoles totales (mg 
GAE/g) y el tipo de extracto, con un nivel del 95,0 % de confianza. En la figura 1 se observa que no existen dichas 
diferencias, no obstante, la concentración de polifenoles totales de G. lucidum en los extractos acuosos (EA) fue 
más alta frente a los extractos etanólicos (EE), tal como se evidencia en el Cuadro 1.
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Figura 1. Gráfico de medias de polifenoles totales expresado en miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo 
de muestra.

Cuadro 1. Valores promedio de polifenoles totales según el tipo de extracto

No. de Muestra
EA

(mg GAE/g)
EE

(mg GAE/g)

1 32,44 ± 0,70 25,11 ± 9,24

2 30,96 ± 3,38 22,44 ± 8,17

3 29,71 ± 2,12 18,39 ± 6,90

Los resultados encontrados en este estudio para los extractos acuosos fueron superiores a los de otras investi-
gaciones. Rašeta et al. (2016) determinaron el contenido de polifenoles totales en extractos acuosos de cuerpos 
fructíferos de G. applanatum de 21,07 ± 0,42 mg GAE/g y 11,38 ± 0,67 mg GAE/g para G. lucidum. En cuanto a 
extractos alcohólicos de hongos del género Ganoderma, se reportan valores mayores a los de la presente investi-
gación. Mishra et al. (2014) reportaron un valor de 28,27 mg GAE/g en peso seco en extractos metanólicos de G. 
lucidum, mientras que Huerta et al. (2016) reportaron 49,15 ± 0.17 mg GAE/g en extractos etanólicos de G. curtisii.

El tipo de solvente tiene una influencia significativa en la dinámica del proceso de extracción y la composición 
química del extracto (Veljović et al., 2019). Pese a no encontrar diferencias estadísticamente significativas según 
el tipo de solvente empleado en este estudio, se evidenció una mayor concentración de polifenoles totales en 
los extractos con agua caliente, contrariamente a que los polifenoles son más solubles en disolventes orgánicos 
polares como el etanol y metanol (Sudheer et al., 2019). Esto apunta a que en los extractos acuosos obtenidos 
se pudieron arrastrar otros compuestos como los polisacáridos, comúnmente asociados a los polifenoles, ya 
que los macrohongos poseen triterpenos y polisacáridos en sus estructuras especializadas para la formación de 
esporas (Santillán et al., 2017), siendo estos últimos altamente solubles en agua caliente (Veljović et al., 2019).

La actividad antioxidante en basidiomicetes se ha relacionado con la presencia de compuestos de bajo peso mo-
lecular (polifenoles), pero también se atribuye al contenido de triterpenos y polisacáridos de alto peso molecu-
lar (Santillán et al., 2017). Lo anterior indica que, tanto el disolvente utilizado como la temperatura, influyen en 
la extracción de polifenoles como de otros compuestos del basidioma de G. lucidum y de esta forma la actividad 
antioxidante en extractos acuosos del hongo, puede ser mayor en comparación con su valor en extractos puros. 
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Lee y Lim (2019) encontraron valores más altos en el contenido de polifenoles totales en extractos acuosos de 
G. lucidum (33,1 ± 1,9 mg GAE/g) que en el extracto de polisacáridos de G. lucidum (5,8 ± 0,6 mg GAE/g), dada la 
pérdida de compuestos activos como consecuencia del proceso de purificación.

Por otra parte, el aumento del contenido de polifenoles totales en el extracto obtenido por ebullición en agua 
del cuerpo fructífero de G. lucidum, responde a la liberación de compuestos fenólicos, además del arrastre de 
compuestos insolubles, dada la descomposición celular y de enzimas oxidativas por el efecto térmico, por lo 
cual, para la preservación del contenido fenólico es recomendable que el proceso de extracción bajo condicio-
nes de ebullición acuosa se realice por un tiempo inferior a cinco minutos (Minh et al., 2019).

En este estudio, los extractos acuosos del basidioma de G. lucidum se obtuvieron por ebullición durante tres minu-
tos, reportando un valor máximo de 32,44 ± 0,7023 miligramos Equivalente de ácido gálico por gramo de muestra 
en base seca (mg GAE/g), destacando de esta forma que el agua es un excelente solvente de extracción, no solo 
por disminuir costos del proceso y la contaminación derivada del uso de solventes orgánicos, sino también por 
la generación de extractos con elevada concentración de compuestos fenólicos. Esto, es además ventajoso en la 
preparación de té e infusiones de carácter alimentario, pues asegura el consumo de compuestos bioactivos con 
actividad antioxidante que hacen parte de G. lucidum y que son beneficiosos para la salud humana (Santa Rosa, 2016).

De hecho, los extractos acuosos en caliente de G. lucidum concentran mejor los polisacáridos y diversos estudios 
han concluido que estos compuestos son potentes antioxidantes (Wu & Wang, 2009). Además, G. lucidum tiene 
alta actividad captadora de radicales libres, la cual está asociada a la presencia de compuestos triterpénicos que 
son utilizados como mecanismo de defensa contra sustancias oxidantes (Wang et al., 2019).

Espectro FTIR de Ganoderma lucidum

En el espectro infrarrojo de G. lucidum (Figura 2) se observan las siguientes bandas: 3372,59 cm-1; 2927,99 cm-1; 
1651,09 cm-1, 1563,33 y también se observan varios picos seguidos entre 1500 cm-1 y 1000 cm-1.

Figura 2. Espectro FTIR de Ganoderma lucidum
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El espectro FTIR de este estudio es similar al encontrado por Choong et al. (2013) a partir de un producto comer-
cial con Lingzhi 100 % natural, lo que indica que los compuestos bioactivos de las muestras empleadas en esta 
investigación se conservaron sin sufrir degradación durante el proceso de refrigeración del polvo de G. lucidum 
durante 6 años. El espectro FTIR del producto comercial con Lingzhi presentó bandas anchas y fuertes en la región 
de 3400–3300 cm-1 que pueden asignarse al modo de estiramiento O–H, mientras que el pico a 2925 cm-1 corres-
ponde al estiramiento C–H. Igualmente, se ha reportado el pico a 2923 cm-1 como estiramiento de C-H en extractos 
crudos de G. lucidum (Sangeetha et al., 2019). En el espectro desde 1750 cm-1 a 1500 cm-1 se encontraron picos que 
corresponden a amida de proteína, en el que para el producto comercial con Lingzhi se reporta un pico a 1639 cm-1 

asignado a la amida I de proteínas y un pico a 1556 cm-1 asignado a la amida II (Choong et al., 2013).

En el espectro FTIR de esta investigación se observa un pico fuerte a 3372,59 cm-1 (Figura 2) que corresponde 
al estiramiento O-H/C-H del grupo ácido carboxílico. Los grupos alquilo (C-H) y carbonilo (C=O) se observaron a 
2927,99 cm-1 y 1651,09 cm-1, respectivamente y los picos en las regiones de 1780–800 cm-1 son correspondien-
tes a amida I, amida II y proteínas.

Bandas entre 1000 y 1100 cm-1 indican la presencia de polisacáridos, más exactamente la banda 1080 cm-1, la cual 
se asigna al estiramiento de CO en β-glucanos y carbohidratos (Kozarski et al., 2012). En el presente estudio, en el 
espectro FTIR se observa una banda a 1079,19 cm-1, la cual indicaría la presencia de β-glucano; similar resultado 
fue encontrado por Ma et al., (2018) en muestras de micelios de Ganoderma liofilizadas que presentaron la banda en 
1078 cm −1, relacionada al estiramiento de β-glucanos. Además, en la región de 1780–800 cm-1 se puede observar una 
banda fuerte en 1651,09 cm-1 que podría corresponder a la absorción de compuestos aromáticos, probablemente 
de los polifenoles. Kozarski et al., (2012) encontraron una banda fuerte en 1635 cm-1 en compuestos aislados de G. 
lucidum, la cual indicó la presencia de compuestos fenólicos, pese a que esa región es característica de las proteínas, 
la banda relativamente intensa se superpuso con las vibraciones de estiramiento fenólicas.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigación indican que no hay diferencia estadísticamente significativa entre el con-
tenido de polifenoles de los extractos acuosos y etanólicos de G. lucidum, sin embargo, los extractos acuosos 
presentaron mayor contenido de polifenoles totales.

La concentración de polifenoles totales en extractos acuosos y etanólicos de G. lucidum, al igual que las bandas 
del espectro de absorción FTIR, resultaron comparables con los resultados de otras investigaciones por lo que 
se verifica la presencia de compuestos polifenólicos y de otros compuestos bioactivos como los polisacáridos 
(β-glucanos), lo que demuestra que la refrigeración del hongo deshidratado y molido en un periodo de seis años, 
influye positivamente en la estabilidad química de dichos compuestos.
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RESUMEN

La ganadería de leche del trópico alto colombiano utiliza una alta relación de fo-
rraje concentrado en la dieta diaria, la cual ,en la mayoría de los casos, deja már-
genes económicos poco favorables al productor siendo necesaria la búsqueda 
de alternativas para la alimentación que ayuden a solventar esta problemática. 
El objetivo del presente trabajo fue evaluar la producción, calidad de la leche y 
hacer un análisis económico de vacas Holstein, suplementadas con ensilaje de 
botón de oro (EBO) o ensilaje de maíz (EMA). Se seleccionaron 10 vacas Hols-
tein con características homogéneas y se conformaron dos grupos: un grupo fue 
suplementado con el tratamiento EMA y el otro con EBO, en un diseño de so-
brecambio. Se evaluó la producción de leche/vaca/día sin ajustar y ajustada al 4 
% de grasa, la calidad composicional de la leche (% y kg/vaca/día), la eficiencia 
alimenticia (EA), la eficiencia energética (EE) y se realizó un análisis económico. 
No hubo diferencias estadísticas significativas (p>0,05) en el consumo de mate-
ria seca de ensilaje entre tratamientos, pero sí en la producción de leche, los kg 
de grasa y proteína/vaca/día, y en la EA (p< 0,05), con diferencia a favor de EBO. 
Así mismo, el costo de producción del litro de leche y la diferencia ventas-costos 
por vaca/día estuvieron a favor del tratamiento EBO. Los resultados sugieren 
que el EBO es una alternativa viable productiva y económicamente, en la suple-
mentación de vacas lactantes en el trópico alto colombiano.

ABSTRACT

The dairy farming in the Colombian highland tropic uses a high ratio of con-
centrate forage in the daily diet, which, in most cases, leaves unfavorable eco-
nomic margins for the producer, making it necessary to search alternatives for 
feeding that help to solve this problem. The aim of this work was to evaluate 
the milk production and quality, and to make an economic analysis of Holstein 
cows, supplemented with wild sunflower silage (EBO) or corn silage (EMA). Ten 
Holstein cows with homogeneous characteristics were selected and two groups 
were formed: one group was supplemented with EMA treatment and the other 
with EBO, in an over-exchange design. The milk production/cow/day without 
adjusting and adjusted to 4 % fat, the compositional quality of the milk (% and 
kg/cow/day), the feed efficiency (EA), the energy efficiency (EE) and an econo-
mic analysis was carried out. There were no statistically significant differences 
(p>0,05) in the consumption of silage dry matter between treatments, but the-
re were in the milk production, the kg of fat and protein/cow/day, and in the 
EA (p<0,05), with a difference in favor of EBO. Likewise, the cost of production 
per liter of milk and the difference between sales and costs per cow/day were 
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in favor of the EBO treatment. The results suggest that EBO is a productive and economically viable alternative in the 
supplementation of lactating cows in the Colombian highland tropic.

INTRODUCCIÓN

Los sistemas de producción bovina en Colombia basan la alimentación animal en el consumo de forrajes bajo 
pastoreo, lo cual tiene alta dependencia de la variabilidad climática, toda vez que durante la época seca se redu-
ce la oferta de alimento, por lo que es necesario identificar, evaluar y aplicar alternativas como el ensilaje, enca-
minadas a la conservación de forrajes durante la época en la que se concentra la producción vegetal, en pro de 
asegurar alimento de buena calidad durante todo el ciclo productivo. El ensilaje representa una de las prácticas 
de mayor popularidad en los sistemas de producción de lechería especializada, usado tanto para la sustitución 
o complementación de los alimentos balanceados (Lazzarini et al., 2019; Ramírez-Rivera et al., 2019). Durante 
el proceso de ensilado, los carbohidratos solubles del forraje se fermentan y con la participación de bacterias 
ácido-lácticas, se reduce el pH del medio, con lo cual se inhibe el desarrollo de microorganismos indeseables, 
conservando calidad y palatabilidad del material (Borreani et al., 2018). Considerando el potencial nutricional 
de algunas especies forrajeras del trópico tales como Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Cratylia argéntea, 
entre otras (Castro-Montoya and Dickhoefer, 2018), el ensilaje es una alternativa viable para diversificar el plan 
de alimentación y para mejorar la productividad y el margen de rentabilidad.

El ensilaje de maíz es un alimento muy utilizado en los sistemas de producción lechera, con un valor energético y 
proteico que fluctúa entre 2,5 y 2,79 Mcal EM/kg materia seca (MS) y 6,3 a 12,5 % proteína bruta (PB), respecti-
vamente (Agrosavia, 2013). La inestabilidad en el precio y su competencia con la alimentación humana, inducen 
a buscar alternativas económicas y sostenibles que no perjudiquen la producción ni la calidad de la leche. Exis-
ten otras especies forrajeras, aún poco evaluadas para la nutrición de bovinos, pero extremadamente adaptadas 
a las condiciones edafoclimáticas tropicales, con potencial para la alimentación de rumiantes y con metaboli-
tos secundarios que pueden influenciar beneficios nutricionales y mitigación de emisiones de metano entérico 
(Sandoval-Pelcastre et al., 2020). Dentro de estas especies se destaca el botón de oro (Tithonia diversifolia) que 
se caracteriza por su rápido crecimiento y la acumulación de nitrógeno en sus hojas, como las leguminosas. En 
el ensilaje de botón de oro, Betancourt et al., (2017) registraron 22,1 % PB, 16,4 % de Fibra Neutro Detergente 
(FND) y 43,9 % de carbohidratos no estructurales (CNE). En los últimos años, con la introducción de bancos 
forrajeros y sistemas silvopastoriles en los sistemas de producción de leche, la utilización de esta planta ha au-
mentado (Braun et al., 2016), no obstante, existe poca información sobre los resultados productivos derivados 
de su empleo en forma ensilada. El objetivo de este trabajo fue evaluar la producción y calidad composicional de 
la leche, y hacer un análisis económico de la producción de leche de vacas Holstein consumiendo dos tipos de 
ensilaje, de maíz (Zea mays) o ensilaje de botón de oro (Tithonia diversifolia).

MÉTODO

Localización

El trabajo experimental se desarrolló en la hacienda La Montaña (Universidad de Antioquia), ubicada en el mu-
nicipio de San Pedro de los Milagros (15 °C y 2.350 m.s.n.m.), en una zona de bosque húmedo montano bajo 
(bh-MB).
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Tratamientos

Se evaluó la respuesta productiva de los animales suplementados con la misma cantidad de materia seca prove-
niente de dos ensilajes, botón de oro (Tithonia diversifolia) (EBO) y maíz (Zea mays) (EMA) (ensilaje comercial). La 
dieta base estuvo compuesta por pasto Rye-grass sp. de 30 días de rebrote, en pastoreo, maíz extruido y alimento 
balanceado. La suplementación se hizo en función de los requerimientos nutricionales de cada animal. El ensila-
je fue ofrecido una sola vez en el día a las vacas, antes del ordeño de la tarde, en el corral de espera.

Preparación ensilaje de botón de oro

Se utilizaron plantas enteras de botón de oro de 70 días de edad, cosechadas a 60 cm de altura, se pre-marchi-
taron por 24 horas acorde con la metodología descrita por Navarro et al., (2006), se picaron utilizando una pica 
pasto comercial, a un tamaño de 4 cm aproximadamente, y se almacenaron en canecas de 130 kg de capacidad. 
Para la preparación, se dispusieron capas de forraje en las canecas, seguidas de la adición de una mezcla líquida 
preparada previamente, denominada aditivo, estaba compuesta por el inóculo activado y melaza diluida: cada 
capa fue compactada manualmente. El inóculo se preparó de la siguiente manera: se mezcló 1 L del inóculo 
BIO-RENOVA® (Lactubacillus paracasei spp, streptomyces scabies, Saccharomyces cerevisiae spp) en concentracio-
nes superiores a 100.000.000 unidades formadoras de colonia por mililitro de solución (108 UFC/mL) con 1 L 
de activador de la misma referencia y 18 L de agua, esa mezcla se denominó inóculo activado. Por cada litro de 
la mezcla anterior (inóculo activado), se adicionaron 15 kg de melaza y 15 L de agua, según recomendación del 
fabricante. El aditivo anterior sirvió para la preparación de una tonelada de ensilaje de botón de oro. El ensilaje 
fue ofrecido a los animales después de un mes de fermentación.

Características de los animales

Se utilizaron 10 vacas Holstein-Friesian. Se conformaron dos grupos de animales, cada uno de cinco unidades 
experimentales, buscando la mayor homogeneidad posible en producción promedio de leche en los últimos sie-
te días (PL), porcentaje de proteína y grasa láctea, días en leche (DEL), número de partos y peso vivo (PV). La 
evaluación tuvo una duración total de 50 días, con dos periodos de 25 días cada uno, con 10 días de adaptación 
a la dieta y 15 días de evaluación. En el primer periodo, la mitad de las unidades experimentales recibieron el 
tratamiento EBO y, posteriormente, durante el segundo período, recibieron el tratamiento EMA. La otra mitad 
de las unidades experimentales recibió los tratamientos en orden inverso. Las características de los animales de 
cada tratamiento se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Características de los animales y asignación de secuencias de evaluación.

Grupo
Peso Número de

Partos1

Días en
Leche

Producción de 
leche

(L/vaca/día)2

Grasa
Láctea

Proteína
láctea Secuencia

(kg) (%)2 (%)2

1 544,30 ± 27,15 2,9 ± 1,05 160,7 ± 35,10 28,9 ± 2,55 3,35 ± 0,45 3,0 ± 0,20 EBO-EMA

2 540,95 ± 38,15 2,9 ± 1,05 158,85 ± 35,3  28,7 ± 3,35 3,15 ± 0,50 3,0 ± 0,20 EMA-EBO

1 Mediana

2 Promedio de los últimos siete días antes de ingresar al experimento.

Manejo nutricional

Se obtuvo la ración de cada animal a partir de los requerimientos de proteína cruda y energía neta de lactancia 
(EN

L
) descritos por el NRC (National Research Council, NRC, 1989) (en promedio 2,8 kg proteína; 29 Mcal EN

L
; 

108,5 g Ca y 69 g P por vaca por día) y la composición química (determinada por NIRS) de los alimentos disponibles 
(Cuadro 2). El contenido de EN

L
 de los alimentos se calculó a partir de las siguientes ecuaciones (Buxadé, 1995):
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Cuadro 2. Contenido nutricional de los componentes de la dieta.

Ítem Rye-grass Ensilaje Maíz Maíz Extruido Alimento Balanceado Ensilaje Botón

% MS 11,8 22,7 85,0 88,0 15,0

% PB 26,0 13,1 7,1 14,0 22,4

ENL (Mcal/kg) 1,45 1,4 1,92 1,8 1,3

% FDN 41,9 62,3 12,2 18,8 37,7

% Ca 1,06 1,2 0,03 1,78 2,73

% P 0,3 0,9 0,25 0,34 0,4

MS: materia seca; PB: proteína bruta; ENL: energía neta de lactancia; FDN: fibra detergente neutra; Ca: calcio; P: fósforo.

(Ec. 1)

Donde:

ENL es la energía neta de lactancia del concentrado; ED es la energía digestible del concentrado, en Kcal.

(Ec. 2)

Donde:

EB es la energía bruta del concentrado, en Mcal; ED es la energía digestible del concentrado, en Kcal.

(Ec. 3)

Donde:

ENL es la energía neta de lactancia de la gramínea; FDN es la fibra en detergente neutro de la gramínea.

(Ec. 4)

Donde:

ENL es la energía neta de lactancia de la no gramínea; FDN es la fibra en detergente neutro de la no gramínea.

El suministro de ensilaje fresco fue de 4 kg/animal/día para EBO y 3 kg/animal/día para EMA, equivalentes a 
un aporte igual de materia seca de 450 g/animal/día. El menor contenido de materia seca del ensilaje de botón 
de oro respecto al ensilaje de maíz, conllevó al suministro de 1 kg adicional de material fresco del primero. La 
cantidad de ensilaje ofertada fue definida con base en la disponibilidad existente de forraje. Los animales per-
manecieron en pastoreo de pasto Rye-grass y fueron manejados en pastoreo rotacional con 1 día de ocupación 
por franja y 30 días de descanso. Se realizó aforo de pastura antes del ingreso de los animales a pastoreo y se 
siguió el método del doble muestreo (Haydock and Shaw, 1975). La cantidad de materia seca promedio oferta-
do por animal por día de pasto en el potrero fue de 22,5 kg (se consideró un 30 % de desperdicio), de alimento 
balanceado 3,26 kg y de maíz extruido 1,96 kg. El alimento balanceado y el maíz extruido se ofertaron durante 
los dos ordeños (05 horas y 14 horas). Los ensilajes (EBO y EMA) solo se suministraron 30 minutos antes del or-
deño de la tarde. El alimento balanceado fue preparado en la planta de concentrado de la misma finca en donde 
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se desarrolló el experimento y estaba compuesto por maíz extruido (29 %), maíz amarillo (45 %), melaza (4,8 %), 
DDGS Golden (6,7 %), harina de pescado (2,9 %), torta de Soja (4,8 %) y 6,8 % de otros ingredientes (fuente de 
calcio, sodio, fósforo, y sal mineralizada).

Variables evaluadas

Consumo de materia seca total. Correspondió a la suma del consumo de materia seca de forraje, ensilaje, maíz 
extruido y alimento balanceado. Al interior de cada período se realizaron dos pruebas individuales de consumo 
voluntario de materia seca de forraje (Rye-grass) en pastoreo, utilizando una adaptación del método de doble 
muestreo (Haydock and Shaw, 1975) de forma individual dentro del potrero. Para ello, a cada animal se le asig-
naron 64 m2 durante 24 horas, esta área consideró un 40 % adicional para suplir desperdicio, siendo únicamente 
movilizados para el ordeño. En el potrero, la separación entre los animales se realizó con cinta eléctrica; se de-
terminó la disponibilidad de forraje al ingreso y salida de cada área, calculando el consumo individual de forraje 
verde por diferencia. Simultáneamente, se tomaron muestras del pasto para determinar el contenido de hume-
dad y hallar el consumo de materia seca. El consumo de los restantes alimentos (ensilaje de botón de oro, ensila-
je de maíz y alimento balanceado) se determinó a partir de la ingestión individual y su contenido de materia seca.

Producción y calidad de leche. La producción de leche individual fue diariamente (am–pm) cuantificada usando 
medidores True-test Durespo, (Itagüí, Colombia). Al inicio y al final de cada periodo experimental, en ambos 
ordeños (am – pm) se tomó una muestra de leche por animal, es decir dos muestras de leche por día, las cuales 
fueron enviadas al laboratorio de calidad de leche de la Universidad de Antioquia para determinar proteína, 
grasa, lactosa, nitrógeno ureico en leche (NUL y sólidos totales (valores expresados en %) mediante el empleo 
de MilkoScan FT+ (transformación de Fourier a partir de infrarrojo) (Foss, Hillerød, Dinamarca). La producción 
de grasa, proteína, lactosa y sólidos totales (kg) se obtuvo del producto entre la producción de leche (kg) y su 
composición analizada (%).

La calidad sanitaria se evaluó a partir del recuento de células somáticas (RCS) valores expresados en miles de 
células por mililitro (mL) por citometría de flujo (Fossomatic™ FC, Foss Electric, Hillerød, Dinamarca).

Eficiencia alimenticia y eficiencia energética. Con base en el desempeño productivo y el consumo de materia seca 
total, se determinó la eficiencia alimenticia (EA) expresada en kg de leche producida, corregida al 4 % de grasa 
por cada kg de materia seca consumida. Igualmente, la eficiencia energética (EE) se valoró a partir de la relación 
consumo de EN

L
/ producción de leche corregida al 4 % de grasa.

Análisis estadístico

Los datos se colectaron bajo un diseño de sobrecambio bajo secuencia AB/BA para los tratamientos EBO y 
EMA, asignados de forma aleatoria a dos grupos de vacas (G1 y G2) con periodos de adaptación y evaluación de-
finidos. Los datos se analizaron empleando un modelo mixto mediante la librería lmer del programa lme4 (Bates 
et al., 2015), en el software estadístico R-Project. Para las variables correspondientes a la calidad composicional 
de la leche (grasa, proteína, nitrógeno ureico en leche y lactosa), y la determinación del consumo de forraje (base 
seca), el análisis consideró como efectos fijos el tratamiento (EBO y EMA) y como efectos aleatorios (bloques) el 
factor animal y período. La calidad higiénica de la leche (células somáticas) se analizó en un modelo generalizado 
que consideró los mismos efectos fijos y aleatorios previamente descritos bajo distribución Poisson con función 
de enlace log. Con relación a las variables productivas (kg de leche por día y corregida por grasa), dado que se 
obtuvo registro diario de producción de leche durante cada período de evaluación, además del tratamiento, se 
consideró como efecto fijo el día de evaluación y la interacción tratamiento por día y como efectos aleatorios, el 
animal y el período. En ambos casos, el análisis consideró un error tipo I de 0,05 y evaluación de residuales bajo 
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (test Bartlett). En caso de rechazo de la 
hipótesis de igualdad de promedios, se empleó la prueba de Tukey para la separación de medias.
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Análisis económico

Para el cálculo del costo de producción del ensilaje de botón de oro se tuvieron en cuenta los costos de fertiliza-
ción y la mano de obra requerida durante el periodo de recuperación de las plantas, además, se midió el tiempo 
requerido para la elaboración del ensilaje, incluyendo corte, acarreo, picado del material y proceso de ensilado, 
y se consideró el costo de los materiales requeridos como canecas plásticas y el inóculo BIO-RENOVA®. Igual-
mente, se sumó el consumo de energía eléctrica correspondiente a la pica pasto. Para el ensilaje de maíz, el costo 
que se utilizó fue el valor de compra comercial.

También, se calculó el costo de producción del litro de leche para cada tratamiento, teniendo en cuenta la de-
preciación de infraestructura y equipos (máquina de ordeño y tanque de enfriamiento), la mano de obra co-
rrespondiente a los ordeñadores y el costo de materiales y servicios a terceros requeridos para llevar a cabo el 
ordeño (Álvarez-Cardona and Zapata-Sánchez, 2011). Para completar el costo, se tuvo en cuenta la ración de 
alimento compuesta por alimento balanceado, maíz extruido, pasto rye-grass y ensilaje de maíz o botón de oro 
dependiendo del tratamiento, alimentos a los cuales se les realizó una estimación del costo de producción para 
determinar el valor por kilogramo y así sumarlo a los costos de producción del litro de leche. Estos valores se 
dividieron entre la producción diaria del animal para obtener el costo por litro de leche.

Para calcular el pago por litro de leche, se tuvo en cuenta la composición de la leche y el sistema de pago de leche 
cruda al proveedor, establecido por la resolución 000017 del 2012 del Ministerio de Agricultura y Desarrollo 
Rural (MADR, 2012), obtenido para cada animal.

El precio de venta del litro de leche se multiplicó por los litros producidos por vaca por día, para obtener los 
ingresos totales por vaca/día por venta de leche. Finalmente se restó el precio de venta de leche por vaca/día y 
el costo de producción de leche por vaca por día. Esta diferencia se extrapoló a una estimación por 50 vacas en 
producción promedio que puede tener un hato y a un cálculo por mes.

RESULTADOS

Consumo de materia seca total

Los resultados de consumo de materia seca y de nutrientes de cada tratamiento se presentan en el Cuadro 3. Se 
encontró un consumo de materia seca del pasto, de materia seca total, de proteína bruta (PB) y de energía neta 
de lactancia similar entre tratamientos (p>0,05).

Cuadro 3. Consumo de materia seca y nutrientes en cada tratamiento.

 Variables Tratamientos
p-valor

Consumo de materia seca (kg/día) EBO EMA
Rye-grass 13,52 ± 1,43 13,49 ± 1,43 0,85

Ensilaje 0,45 0,45 -

Maíz extruido 1,96 ± 0,78 1,96 ± 0,78 -

Alimento balanceado 3,26 ± 0,79 3,26 ± 0,79 -

Total 19,40 ± 1,24 19,04 ± 1,23 0,36

Consumo de nutrientes      
PB (kg/día) 4,27 ± 0,36 4,14 ± 0,36 0,13

ENL (Mcal/día) 30,15 ± 1,76 29,59 ± 1,73 0,28

EBO: ensilaje de botón de oro; EMA: ensilaje de maíz; PB: proteína bruta; ENL: energía neta de lactancia; p valor ≤0,05 indica diferen-
cia estadística significativa entre tratamientos para la variable especificada en cada columna.
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Al comparar los consumos en materia seca, no se encontraron diferencias significativas (p> 0,05) entre vacas suple-
mentadas con EBO y EMA, a pesar de las diferencias encontradas en el contenido de FDN entre ensilajes (Cuadro 
2), siendo el contenido de EMA mayor que el de EBO. La oferta de ambos ensilajes justo antes de cada ordeño y la 
cantidad ofrecida, pudo incidir en que las vacas tuvieran un consumo total de ambos ensilajes, independiente de 
su contenido de FDN. El contenido de FDN encontrado en el EMA (67 %) fue superior a lo reportado por Morand 
y Balbi (2020) (46-58 %); estos autores mencionan que el contenido nutricional del ensilaje de maíz puede variar 
dependiendo de las condiciones agroclimáticas, la edad de cosecha, el material utilizado, entre otras. El bromatoló-
gico obtenido para EMA en este trabajo, además de indicar su alto contenido de FDN, muestra la incertidumbre en 
calidad, a la que puede enfrentarse un productor al depender de un ensilaje comercial, lo cual va a estar afectado por 
las condiciones y necesidades al momento de adquirirlo, lo cual no le permite asegurar siempre la calidad deseada.

En el botón de oro, Rivera et al. (2021) han reportado presencia de taninos en concentraciones que oscilan entre 5,4 
y 37,7 g/kg de MS de taninos totales, dependiendo de la parte de la planta utilizada. Estos metabolitos secundarios 
han sido relacionados con bajo consumo del forraje (Vasta et al., 2019), sin embargo, el consumo encontrado por 
autores como Mejia-Diaz et al., (2017), muestran que el contenido de taninos y saponinas del botón de oro no afectan 
negativamente su consumo; estos autores reportan un consumo de 0,58 kg MS/animal/día de esta forrajera al ser 
ramoneada por vacas Holstein en sistemas silvopastoriles y encontraron consumos hasta de 2,2 kg MS/animal/
día, equivalentes a una inclusión del 27 % de la dieta, atribuyendo las limitaciones en el consumo, a la oferta de 
esta planta en el potrero y no a su palatabilidad. De igual forma, Holguin-Castaño et al. (2018) empleando ovinos, 
compararon el consumo voluntario y el desempeño productivo de ensilaje basados en Cenchrus purpureus solo, y 
con el reemplazo del 33 % de botón de oro, sin encontrar diferencia significativa en la ingestión de materia seca. En 
el presente trabajo no se cuantificó el contenido de estos metabolitos secundarios, no obstante, de acuerdo con el 
consumo obtenido, la cantidad que pudiera estar presente no tuvo efecto negativo sobre el consumo del ensilaje.

El consumo de pasto en el presente experimento coincide con el reportado por Mejia-Diaz et al., (2017) en un 
sistema silvopastoril de ramoneo de botón de oro y pasto kikuyo, al ser evaluado por el método agronómico (13,3 
kg/animal/día) pero levemente inferior al ser evaluado con cromo como indicador externo (14,7 kg/animal/día).

Producción y calidad de leche

En el Cuadro 4 se puede observar la producción de leche por vaca por día, la producción de leche corregida al 4 
% de grasa y la eficiencia alimenticia (EA), las cuales fueron mayores (p≤0,05) en las vacas suplementadas con 
botón de oro (EBO) mientras que no hubo diferencia en la eficiencia energética (EE) entre tratamientos (p>0,05). 
Hubo efecto significativo del día de muestreo en la producción de leche y no hubo interacción día x tratamiento.

Cuadro 4. Variables productivas obtenidas en cada tratamiento durante el experimento.

Tratamiento Leche kg Leche 4%G EA (kg leche/kg MS) EE (Mcal/kg leche)
EBO 27,89 25,20 1,34 a 0,88
EMA 27,413 24,03 1,26 b 0,834
Rcme 2,598 0,42 0,037 0,001
p-valor T 0,05 0,0007 0,0034 0,12
P-valor Día 0,002 0,016
P-valor TxD 0,98955 0,999
P-valor Peso1 0,309 0,179 0,678 0,513
p-valor NP1 0,277 0,494 0,104 0,109
p-valor CC1 0,32 0 0,84 0,521

P-valor Pdn4%1 0,006 0
P-valor Gc1 0,023 0,003  

Rcme: raíz del cuadrado medio del error; EA: eficiencia alimenticia (kg de leche producida, corregida al 4 % de grasa/ kg de materia 
seca consumida); EE: eficiencia energética: consumo de EN

L
/ producción de leche corregida al 4 % de grasa; D: día; NP: número de 

partos; cc: condición corporal; Pdn 4 %: producción de leche corregida al 4 %; Gc: % grasa; pvalor T ≤ 0,05 indica diferencia estadística 
significativa entre tratamientos para la variable especificada cada columna. 1Covariables.
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La calidad de la leche fue similar entre tratamientos (p>0,05) (Cuadro 5). Sin embargo, al analizar la grasa y la 
proteína de la leche en kilogramos producidos, teniendo en cuenta, tanto la producción de leche sin corregir al 4 
% de grasa como la corregida, los resultados fueron mayores en el tratamiento EBO (p≤ 0,05) (Cuadro 6).

Cuadro 5. Variables de calidad de leche obtenidas en cada tratamiento durante el experimento.

Tratamiento Grasa (%) Proteína (%) NUL (mg/dL) Lactosa (%) RCS (1000/mL)

EBO 3,510 3,046 14,010 4,786 73,674

EMA 3,308 3,060 13,982 4,795 78,750

Rcme 0,494 0,065 1,242 0,006 5,080

p-valor T 0,435 0,636 0,964 0,155 0,507

p-valor Del1 0,148 0,238 0,810 0,653

p-valor NP1 0,816 0,664

p-valor Pc1 0,000

p-valor MUNc1 0,125

p-valor Pdn4%1 0,000

p-valor Lactc1 0,309

p-valor RCSc12 0,046

p-valor kg Lc1 0,640

Rcme: raíz del cuadrado medio del error; T: tratamiento; Del: días en leche; NP: número de partos; Pc: proteína inicial; NULc: nitró-
geno ureico en leche inicial; Pdn 4 %: producción de leche corregida al 4 %; Lactc: lactosa inicial; RCSc: recuento de células somáticas 
incial; Lc: lactosa inicial; p valor T≤0,05 indica diferencia estadística significativa entre tratamientos para la variable especificada 
cada columna. 1Covariables. 2Modelo generalizado Chi2>P

Cuadro 6. Calidad composicional de la leche (en kg).

Variable
Tratamientos

p-valor
EBO EMA

(kg) Grasa LNC 0,8889 a 0,861 b < 0,0001

(kg) Grasa LC 0,8157 a 0,8036 b 0,0054

(kg) Proteína LNC 0,8234 0,8131 0,4888

(Kg) Proteína LC 0,7641 0,7297 0,0805

(kg) Lactosa LNC 1,2907 1,2788 0,5166

(Kg) Lactosa LC 1,2055 1,1573 0,2323

EBO: ensilaje botón de oro; EMA; ensilaje de maíz; Prot: Proteína; Lac: Lactosa; LNC: Leche no corregida por grasa; LC: Leche corre-
gida al 4 % de grasa. P valor T≤0,05 indica diferencia estadística significativa entre tratamientos para la variable especificada cada 
columna.

Considerando que las vacas suplementadas con ensilaje de botón de oro produjeron más litros de leche por kilo-
gramo de materia seca consumida, teniendo el mismo consumo energético y proteico que las vacas suplementadas 
con ensilaje de maíz, los resultados indican una mejor eficiencia en el uso y partición de nutrientes en las vacas 
suplementadas con ensilaje de botón de oro. De acuerdo con Norris et al. (2018), las diferencias en el uso y parti-
ción de nutrientes entre dietas podrían estar relacionadas con el efecto de los taninos en la eficiencia de uso de 
energía y proteína, derivadas de la disminución en las emisiones de metano y mejor aprovechamiento proteico 
en duodeno, respectivamente. Jamarun et al. (2020) reportaron que la inclusión del 64 % de T. diversifolia influyó 
positivamente en la calidad composicional de la proteína en cabras cruzadas de la raza Etawa. Así mismo, Cardo-
na-Iglesias et al. (2019a) demostró mediante modelos de simulación de emisiones de metano que el consumo de T. 
diversifolia en sistemas silvopastoriles de trópico de altura puede reducir hasta un 8,8 % la cantidad de CH

4
 por litro 

de leche, comparado con un sistema de monocultivo de gramíneas. Lo anterior se puede soportar por el efecto de 
los metabolitos secundarios que modifican la fermentación ruminal y la población de metanógenos, protozoarios o 
desvían los iones hidrógeno de los metanógenos (Vasta et al., 2019), por consiguiente, menores pérdidas en metano 
implican menores pérdidas energéticas. De acuerdo con Galindo-Blanco et al. (2018), los compuestos secundarios 
del botón de oro participan activamente en la dinámica ruminal, contribuyendo a la reducción de protozoos y 
archaeas metanógenas (Borreani et al., 2018), esta condición favorece mayor acumulación de nitrógeno ruminal, 
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lo cual, aunado a un mejor perfil de ácidos grasos volátiles cuando las vacas pastorean botón de oro, posibilitan a 
un mejor desempeño productivo. Así mismo, se debe considerar el efecto que podría haber ejercido la diferencia a 
favor del contenido de FDN en EBO, lo cual estaría relacionado con una mayor digestibilidad comparado con el EMA 
utilizado. La diferencia en el contenido de calcio y fósforo entre ensilajes también podría esperarse que ejerciera 
una diferencia en la producción de leche. Según Yanapa-Sanga (2019), la concentración de calcio y fósforo en la 
dieta ha sido relacionada con el nivel sérico de estos minerales, y en el caso del calcio, con una correlación positiva 
y significativa con la producción de leche, más no con el de fósforo. En el presente trabajo, EBO presentó un ma-
yor contenido de Calcio y un menor contenido de fósforo que EMA; aunque en el balance, ambas dietas llenaron 
requerimientos de los animales en cuanto a Calcio y Fósforo.

Mahecha et al. (2007) suplementando vacas mestizas F1 Holstein x cebú con forraje de botón de oro como re-
emplazo parcial del concentrado hasta niveles del 35 %, no encontraron diferencias significativas en la calidad 
composicional de la leche. Así mismo, Arias-Gamboa et al. (2018) encontró que la sustitución del 25 % de la 
materia seca del alimento concentrado por forraje de botón de oro, no afectó la composición de la leche en 
vacas Jersey (en porcentaje), pero generó un ahorro del 9,06 % por la disminución de los costos de la suplemen-
tación. Sin embargo, al igual que en el presente trabajo, Cardona-Iglesias et al. (2019b) reportaron diferencia 
significativa en la calidad de la leche de vacas Holstein, con porcentajes de proteína (3,0 vs 2,89 %), nitrógeno 
ureico en leche (12,3 vs 14,7 mg/dL) y recuento de células somáticas (67,26 vs 125,35 x1000/mL), en un sistema 
silvopastoril de kikuyo (Cenchrus clandestinum) y arbustos de botón de oro versus un monocultivo de kikuyo con 
fertilización nitrogenada, donde la dieta forrajera estuvo conformada por 17,5 % botón de oro y 82,5 % pasto 
kikuyo; el sistema silvopastoril también favoreció la producción de leche.

Análisis económico

El análisis económico favoreció al tratamiento EBO tanto en el costo por litro de leche, como en los costos tota-
les de producción y venta de leche por vaca día, reflejándose en una mayor diferencia ventas-costos a favor de 
EBO (Cuadro 7).

Cuadro 7. Análisis económico de los tratamientos.
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EBO
1381 
(0,04)

7.671 
(2,39)

838 (0,26) 27,89
23.358 
(7,28)

$ 1.163 
(0,36)

32.406 
(10,11)

9.048 
(2,82)

13.571.663 
(4.232)

EMA
3502 
(0,11)

8.028 
(2,50)

856 (0,27) 27,413
23.488 
(7,32)

$ 1.163 
(0,36)

31.935 
(9,96)

8.447 
(2,63)

12.670.545 
(3.951)

1 Precio al que sale la elaboración del ensilaje en la finca, obteniendo el forraje del mismo predio.

2 Precio comercial de la factura a la que se compra el ensilaje de maíz puesto en finca.

Si se extrapolan los resultados económicos encontrados a un hato promedio de 50 vacas, la suplementación con 
EBO representa una diferencia económica de $ 901.118 (281 USD), como resultado de una mayor producción 
de leche y una disminución del 4,5 % en el costo de la suplementación por animal por día. Estos resultados mues-
tran al ensilaje de botón de oro como una alternativa viable productiva y económicamente en la suplementación 
de vacas lactantes Holstein en trópico alto, y tiene gran importancia considerando que el cultivo de botón de oro 
es muy rústico, tiene una demanda mínima de agroquímicos y mano de obra para su mantenimiento, es un culti-
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vo perenne, se adapta a diferentes pisos térmicos y calidad de suelos, y no compite con la alimentación humana 
(Londoño et al., 2019; Sandoval-Pelcastre et al., 2020).

La estrategia de suministro de ensilajes ha soportado los sistemas de producción de lecherías en Argentina, 
contribuyendo a la disminución de la dependencia de alimentos concentrados (de mayor costo) y posibilitando 
el mantenimiento de la producción en épocas climáticas adversas (Lazzarini et al., 2019). A pesar de que en Co-
lombia se puede pastorear durante todo el año, la dependencia de alimentos balanceados disminuye el margen 
de rentabilidad de los sistemas de leche especializados, por los resultados derivados del presente estudio, el uso 
de ensilaje de botón de oro podría constituirse en una alternativa para la producción a bajo costo.

Para una mayor eficiencia en su utilización, se recomienda aumentar el período de pre-marchitamiento del bo-
tón de oro destinado para ensilaje, con el fin de obtener un mayor contenido de materia seca, tal como lo reco-
miendan Sánchez-Ledezma e Hidalgo-Ardón (2018).

CONCLUSIÓN

El ensilaje de botón de oro (EBO) es una alternativa de suplementación que puede ser elaborada por el productor 
en la misma finca y es viable productiva y económicamente para la suplementación de vacas lactantes en trópico 
alto, en las cantidades evaluadas en el estudio, en donde presentó resultados a favor comparado con el ensilaje de 
maíz comercial utilizado. Se necesita explorar la respuesta con mayores inclusiones de EBO en la dieta.
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RESUMEN

El aceite de Sacha inchi (Plukenetia Volubilis Linneo) es un aceite vegetal que ha 
despertado gran interés en la producción de biodiesel debido a su baja tempera-
tura de cristalización resultado del alto contenido de PUFAs (ácidos Grasos Poli-
insaturados). En la presente investigación se planteó la producción de biodiesel a 
partir de este aceite, mediante reacciones de transesterificación en una relación 
aceite: metóxido de potasio de 5:1 v/v. Se realizó una caracterización fisicoquí-
mica del aceite crudo y del biodiesel obtenido, según normas internacionales, y 
se comparó con la normatividad nacional: NTC 5444. Se realizó paralelamente, 
una evaluación de la estabilidad oxidativa del biodiesel en contacto con lámina 
de cobre durante 45 días. Se realizaron mezclas en diferentes proporciones con 
diésel convencional, con el objeto de evaluar alteración de las propiedades. El 
rendimiento de reacción para el biodiesel obtenido fue 59,72 %, estos paráme-
tros evaluados se encontraron entre los rangos indicados en la norma. En cuanto 
a la estabilidad del biodiesel, se encontró evidencia de degradación al contacto 
con lámina de cobre, trascurridos 28 días. De igual manera, se evidenció que la 
mejor mezcla a emplear fue B20 (20 % biodiesel de sacha inchi + 80 % diésel), 
debido a que no presentó alteración significativa de las propiedades del diésel, 
lo que supone disminución de efectos negativos en motores diésel. Este trabajo 
proporciona información acerca de la producción de biodiesel de calidad desea-
ble, a partir de aceite de Sacha inchi, con bajos efectos a motores diésel.

ABSTRACT

Sacha inchi oil (Plukenetia Volubilis Linneo) is a vegetable oil that has awaken 
great interest in Biodiesel production due to its inherent low crystallization 
temperature capacity because of high content on PUFAs (Polyunsaturated 
Fatty Acids). Present research proposed the manufacture of biodiesel using 
the oil through transesterification reactions, with a 5:1 v/v ratio of potassium 
methoxide. A physicochemical characterization of crude oil, and the biodie-
sel obtained was carried out according to international standards, as well as 
NTC 5444 national regulation. Parallel, a 45 days evaluation of the biodiesel 
oxidative stability when in contact with copper foil was carried out. Different 
mixtures of conventional diesel were handled in order to evaluate changes in 
its attributes. Obtained Biodiesel reaction efficiency was 59,72 %, such me-
asurement being within the standard regulations parameters. Regarding the 
biodiesel stability, evidence of degradation was found in contact with copper 
foil, after 28 days. Similarly, it was evidenced that the best mixture to use was 
B20 (20 % sacha inchi biodiesel + 80 % diesel), because it did not show signifi-
cant alteration on diesel properties, which could mean a reduction of negative 
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effects in diesel engines. This work provides information about the production of biodiesel of desirable quality, from 
Sacha inchi oil, with low impact on diesel engines.

INTRODUCCIÓN

Los sistemas energéticos constituyen componentes amplios y complejos de la economía nacional (Bueno, 2019). 
En Colombia, la principal fuente de energía es de origen fósil, donde los combustibles obtenidos a partir de estos 
hidrocarburos se caracterizan por la emisión de gases tóxicos (CO

2
, CO, SO

2
 y NOx) (Andrade et al., 2017). Mitigar 

estos efectos en la atmósfera es el objetivo de las energías renovables (Dogaeu, 2020), siendo los biocombustibles 
una alternativa para sustituir total o parcialmente los combustibles convencionales (Lawam, 2018).

El biodiesel en Colombia representa gran potencial en la industria biocarburante (Colmenares et al., 2020). Ac-
tualmente, es producido a partir de la transesterificación básica de triglicéridos obtenidos de semillas oleagino-
sas (Ogunkunle et al., 2019) las cuales pueden ser explotadas en el país puesto que se cuenta con suelos aptos 
para este tipo de cultivo (Guil et al, 2019). Además, este tipo de combustible no es tóxico, ya que no emite óxidos 
de azufre ni sustancias nocivas y es biodegradable (Yasar et al., 2020).

En la actualidad, la principal materia prima para la producción de biodiesel es el aceite extraído de palma de 
aceite y, en Colombia, del híbrido OxG, un cruce entre Elaeis oleifera y Elaeis guineensis (Goh et al., 2017). No obs-
tante, uno de los problemas que la Organización de Laas Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 
(FAO) ha podido detectar es que, ante la alta concentración en la industria de palma de aceite, los cultivos en las 
plantaciones se están convirtiendo en monovarietales, limitando la resiliencia del cultivo ante las plagas, lo que 
traduce en un panorama de alto riesgo por la presencia de plagas devastadoras (Sundram et al., 2017).

Por otro lado, aunque el aceite contiene antioxidantes naturales que contribuyen a la estabilidad oxidativa 
(Zhou et al.,2019), presenta un alto contenido de ácidos grasos libres que en picos de cosecha aumentan, afec-
tando directamente la calidad del combustible (Cong et al., 2020). Además, el terreno en el que se cultivan estas 
plantas, con el paso de los años se convierte en tierras infértiles, áridas (Malins et al., 2018) presentándose afec-
tación de la biodiversidad (Ocampo et al., 2018).

En la búsqueda de alternativas ante este panorama, se ha despertado interés por el aceite de sacha inchi, un 
cultivo estratégico en un país tropical con alta humedad, debido a la baja temperatura de cristalización del acei-
te por su contenido del 82,90 % en ácidos grasos poliinsaturados (Ramos et al., 2016), comparado con otros 
cultivos de plantas oleaginosas tropicales (Zuleta et al., 2012; Wang et al., 2018; Kodahl et al., 2020). La presente 
investigación evaluó el potencial uso del aceite de sacha inchi en mezcla con diésel, bajo estándares de calidad 
nacionales e internacionales, observándose resultados favorables para algunas concentraciones, dentro de los 
límites establecidos en la NTC-5444.

MÉTODO

La presente investigación fue realizada en el Laboratorio de Investigaciones y de Cromatografía del Centro de 
Investigaciones Santa Lucía, del Instituto Universitario de la Paz, ubicado en la vereda El Zarzal en la ciudad de 
Barrancabermeja, kilómetro 14 de la vía a Bucaramanga. La temperatura ambiental corresponde a 29-40 ºC y 
una humedad relativa de 85 %.
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Descripción del proceso

Para la obtención del aceite de Sacha inchi se adecuó la materia prima posterior a la recolección de la semilla 
en el municipio del Carmen del Chucuri, Santander. Entre las características del cultivo, se tiene que el tiempo 
de cosecha es de 8 meses a una altura entre los 1.000 y 1.200 m, y requiere un terreno franco arenoso para su 
cultivo. Posteriormente, se procedió a separar las semillas y realizar limpieza para eliminar impurezas. Seguida-
mente, se procedió a disminuir el tamaño de estas empleando un molino manual y un secado a 105 °C durante 
24 horas. Finalmente, la extracción del aceite se llevó a cabo por el método soxhlet, empleando hexano como 
solvente a 60 °C; la mezcla aceite-solvente fue separada empleando destilación al vacío. La caracterización del 
aceite se realizó mediante pruebas fisicoquímicas.

Una vez caracterizado el aceite, se llevó a cabo la producción de biodiesel mediante reacciones de transesterifi-
cación, empleando hidróxido de potasio como catalizador con una relación volumétrica de aceite:metóxido 5:1 
durante 180 minutos a 55 °C, en agitación constante (300 rpm); por su parte, para la preparación del metóxido 
de potasio se emplearon 3,5 g KOH por cada 200 mL de metanol (Sanchez, 2014).

A continuación, el biodiesel obtenido se dejó en reposo durante 7 días, y se procedió a realizar la separación de 
la glicerina (fondos) y el sobrenadante (Biodiesel) a temperatura ambiente. El biodiesel obtenido fue caracteri-
zado mediante pruebas fisicoquímicas.

El cálculo de del rendimiento se realizó aplicando la ecuación (1):

Ec (1)

Por otro lado, y atendiendo a la problemática de autooxidación que presenta el biodiesel, se evaluó la estabilidad 
oxidativa del biodiesel; para ello, se tomó como base la norma ASTM-D130, empleando una lámina de cobre con 
dimensiones aproximadas de 5 cm de longitud, 1 cm de ancho y 1 mm de espesor, adecuadas previamente. Muestras 
de biodiesel fueron puestas en contacto con las láminas y aisladas de luz y aire, seguidamente se evaluó el compor-
tamiento de las muestras y la solución en periodos de tiempo de 0 a 28 días, por medio de pruebas fisicoquímicas 
como índice de peróxidos y acidez, asimismo, se evaluó el índice de yodo al inicio y final del tiempo de estudio.

Finalmente, se mezcló el biodiesel obtenido con diésel comercial en concentraciones de 5, 10, 20 y 50 % v/v, con 
el objeto de evaluar la influencia del biodiesel en las propiedades del diésel.

Parámetros fisicoquímicos

La calidad y propiedades del aceite empleado y el biodiesel producido se evaluaron mediante pruebas fisicoquí-
micas basadas en normas AOAC, ASTM y NTC señaladas a continuación:

La evaluación de la viscosidad se realizó mediante el método de prueba estándar para la viscosidad cinemática de 
líquidos transparentes y opacos (ASTM-D445). La gravedad API se determinó empleando un densímetro automático 
DMA 4500M (ASTM-D4052). El índice de cetano se halló según la norma ASTM-D4737-10, el índice de cetano 
se calculó por medio de una ecuación de 4 variables proporcionando un medio para estimar el número de cetano.

El contenido de agua se basó en la norma ASTM-D4377 y ASTM-D1533, se midió en un equipo 870KF Titrino 
plus y 899 Coulometer, respectivamente. La Temperatura del Punto de inflamación es una medida de la tenden-
cia de un producto para formar una mezcla inflamable con aire bajo las condiciones controladas, empleando 
el equipo pensky martens copa cerrada según la ASTM-D93 método A. Finalmente, la oxidación se evaluó con 
base en la norma ASTM-D130.
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El índice de yodo se determinó de acuerdo con la norma A.O.A.C.920.159, empleando reactivo de Wijs, en tanto que 
el índice de peróxidos según la metodología de la AOAC-965.33, valorando la solución de tiosulfato de sodio 0,01 N.

Para la espectroscopia UV-VIS se empleó el espectrofotómetro Genesys-10S con celdas de cuarzo, como mues-
tra madre se empleó el biodiesel puro para determinar la longitud de onda de mayor absorbancia. Por su parte, 
el índice de acidez se evaluó siguiendo el procedimiento de la NTC-218, con etanol en caliente y la densidad fue 
evaluada empleando un picnómetro de Gay-Lussac según la NTC-336.

RESULTADOS

Caracterización del aceite

La extracción de aceite de la semilla de sacha Inchi en base seca, partiendo de 5,00±0,02 g de muestra, presentó 
un rendimiento de 83,62 %.

En el Cuadro 1 se presenta la caracterización fisicoquímica del aceite obtenido a partir de la semilla de Sacha 
inchi que arrojó un contenido de humedad de 0,34 %, significativamente elevado si se tiene en cuenta que este 
parámetro no debe superar 0,05 % según la norma ASTM-D675, razón por la cual fue necesario someterlo a un 
proceso de filtrado con Sulfato de Sodio Anhidro para eliminar dicho exceso, el cual puede influir en la formación 
de jabones y gomas durante la producción de biodiesel. El contenido de humedad también es alto en compara-
ción con aceite de Jatropha (0,070 %) (Yate et al., 2020) y aceite de palma (1,50 %) (Dos Santos et al., 2019). El 
valor del índice de yodo indica las insaturaciones presentes en los ácidos grasos que conforman los triglicéridos 
del aceite, un valor de 192,33 g I

2
/100 g, es elevado en comparación con el aceite de palma, soja y oliva, los cuales 

se encuentran alrededor de 55, 140 y 95 g I
2
/100 g respectivamente, pero similar a lo reportado por Chasquibol 

et al. (2016) con 191,9 g I2/100 g y por Follegatti et al. (2009) con 198 g I2/100 g, confirmando que el aceite de 
Sacha inchi es de los más insaturados con 93 % del total (Ramos et al., 2019). Un incremento en el índice de yodo 
conlleva a la disminución del punto de fusión, otorgándole al aceite mayor estabilidad en estado líquido, carac-
terística de interés para la producción de biodiesel.

Cuadro 1. Comparación de las propiedades fisicoquímicas del aceite de sacha Inchi.

Propiedad Unidades
Aceite crudo 

de Sasha Inchi
Aceite crudo de 

marañón**
Aceite crudo de 

Jatropha curcas***
Norma

Densidad a 20 °C g/cm
3

0,9278 0,954* 0,885

ASTM-D4052
Densidad a 15 °C kg/m3 931,30 - -

Densidad a 60 °F kg/m3 930,90 - -

Gravedad API a 60 °F °API 20,40 - -

Índice de yodo g I2/100 g 192,33 215 218 NTC-283

Índice de refracción - 1,478 1,693 1,468 NTC-289

Número Ácido mg KOH/g 4,335 12,1 1,63 ASTM-D664

Índice de Saponificación mg KOH/g 187,92 47 165 NTC-335

Punto de Fusión °C 5,00 - - NTC-213

Contenido de Agua KF % Volumen 0,34 3,9 0,07 ASTM-D1533

Contenido de Agua KF 
(Filtrado con Sulfato de
Sodio Anhidro)

% Volumen 0,12
- - ASTM-D1533
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Por otro lado, el índice de saponificación (187,92 mg KOH/g) se encuentra en un valor similar a los aceites de 
palma, oliva y soja con 199,1, 196 y 191,0 mg KOH/g, respectivamente (Paucaro et al., 2015), este índice está re-
lacionado con la formación de jabones y el índice de acidez. Se observa que este valor se encuentra en los rangos 
especificados para los aceites empleados en la producción de biodiesel actualmente.

El índice de refracción fue de 1,478 valor similar al reportado por Aranda-Ventura (2019) con 1,48. El número 
ácido (4,335 mg KOH/g) representa la cantidad de ácidos grasos libres en el aceite, este valor es elevado, luego 
se puede esperar rancidez con el tiempo (Kiattiphumi et al., 2017), mientras que la densidad de 0,92 coincide con 
lo reportado por Paucaro y Castaño (2015).

Producción de biodiesel

Una vez caracterizado el aceite empleado como materia prima, se procedió a la producción de biodiesel; me-
diante norma EN14103 se determinaron los metilésteres de ácidos grasos (FAME) y la conversión en esteres 
metílicos, obteniéndose un rendimiento del 59,72 %, quedando en el biodiesel una concentración elevada 
(40,28 %) de triglicéridos propios del aceite que no reaccionaron como se muestra en la figura 1 y posibles trazas 
de metanol residual, glicerina libre y total que no fueron cuantificadas.

Figura 1. Cromatograma de biodiesel de sacha Inchi:

De acuerdo con los resultados obtenidos (Cuadro 2) se observa que, según la gravedad API (23 °API), el bio-
diesel obtenido se clasifica como crudo medio, el cual tienen un rango de densidad de 0,87 a 0,92 g/cm3, lo cual 
concuerda con la densidad obtenida, Por su parte, el punto de inflamación, que es la medida de temperatura a la 
cual el combustible comenzará a quemarse en contacto con una fuente de calor y, que por tanto, es un paráme-
tro importante para la seguridad, transporte y almacenamiento, se encuentra en 63,5 °C superior al diésel fósil 
(52 °C) según el Ministerio De Minas Y Energía Y Ministerio De Ambiente Y Desarrollo Sostenible (Colombia, 
2021), lo que significa que el biodiesel de Sasha inchi se podría almacenar en mezcla con el diésel, no obstante, el 
biodiesel de palma registra temperatura de inflamación superior a 120 °C (Colombia, 2021).

Por otro lado, una combustión de calidad ocurre con una ignición rápida seguida de un quemado total y unifor-
me del carburante, para ello se requiere un número de cetano de 43 para el diésel, sin embargo, el valor obtenido 
fue es de 33, por lo cual, al mezclar el biodiesel obtenido, afectaría este parámetro (Arias et al., 2011). El número 
de cetano pudo disminuir debido a la pérdida de ácidos grasos saturados y una alta proporción de ácidos grasos 
insaturados; igualmente, la literatura señala que el biodiesel de sacha inchi se caracteriza por poseer números 
de cetano bajos debido a un contenido de metilésteres poliinsaturados mayores al 60 % que lo hace propenso 
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a las reacciones de oxidación (Benjumea et al., 2009; Ramos et al., 2019). El color se encuentra por debajo del 
límite establecido para diésel de 2 (Colombia, 2021), y es un indicativo del grado de refinación, además, un color 
claro puede relacionarse con menor posibilidad de oxidación.

Cuadro 2. Comparación de las propiedades fisicoquímicas del biodiesel producido a partir del aceite de Sacha inchi.

Propiedad Unidades
Biodiesel de 
Sacha Inchi

Biodiesel de 
marañón *

Biodiesel de 
canola*

NTC 5444 Norma

Gravedad API °API 23,0 – –

ASTM-D4737-10

10 % vol recobrado °C 253,7 – –

50 % vol recobrado °C 283,4 – –

90 % vol recobrado °C 336,6 – –

Índice de Cetano 33,0 40 53 51 mínimo

Punto de Inflamación °C 63,5 183 160 120 mínimo ASTM-D93

Viscosidad mm2/s 7,874 10,66 7,22 1,9-6 ASTM-D445 a 40°C

Color 1,0 – – ASTM-D1500

Densidad 20 °C g/cm3 0,91025°C 0,9089 0,9056 0,86–0,90 ASTM-D4052

Índice de yodo gI2/100 g 54,22 120 mínimo NTC-283

Índice de acidez mg KOH/100 g 0,08 0,8 0,71 ASTM-D664

Contenido de éster %(m/m) 59,72 55 85 96,5 EN14103

Finalmente, la viscosidad es de gran interés para los motores que emplean mezcla con biodiesel ya que suele ser 
elevado respecto al diésel comercial (1,9–5,0 mm2/s), como es el caso del B100 que, según la Resolución 40103 
del 2021 se encuentra en un rango entre 3,5 y 5 mm2/s) (Colombia, 2021), mientras que la viscosidad del biodie-
sel objeto de estudio (7,874 mm2/s) es elevada, lo que podría generar problemas en los sistemas de inyección e 
insuficiencia en el proceso de atomización y puede deberse al incremento de saturaciones y longitud de la cade-
na carbonada de los ácidos grasos libres (Niraj, 2017), evidenciando que no tendría un uso comercial puro. Para 
reducir la viscosidad se puede realizar mezclado del biodiesel en bajas proporciones con diésel convencional, 
mezclas de aceites que contienen diferentes composiciones de ácidos grasos o usar aditivos formulados para 
mejorar las propiedades de flujo a baja temperatura (Benavides et al., 2021).

Evaluación de la estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa del biodiesel se determinó mediante pruebas fisicoquímicas, relacionando el índice de 
acidez, índice de peróxidos e índice de yodo durante 28 días (Figura 2a y 2b).

Figura 2. a) Índice de acidez e Índice de peróxidos. b) Índice de yodo.
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Se observa un incremento constante del índice de peróxidos en el tiempo de estudio, asociado a la degradación que 
sufren los ácidos grasos insaturados en las fases iniciación, propagación y terminación, que dan lugar a hidroperóxidos 
(Chee et al., 2020). Por su parte, la estabilidad del índice de acidez durante los primeros 21 días se puede asociar al 
tiempo de formación de complejos metálicos que impiden la interacción entre el metal y los hidroxiperóxidos for-
mados durante el proceso de degradación de los ésteres metílicos, sin embargo, se puede presentar concentración 
de nuevos productos en la solución, que conllevan al aumento en la acidez como se evidencia a partir del día 21.

La disminución del índice de yodo se puede relacionar con la auto oxidación de los ésteres metílicos que se 
producen como consecuencia de las reacciones en cadena de radicales libres debido a los ácidos grasos insatu-
rados durante las fases de iniciación, propagación y terminación. El radical lipídico se forma a partir del ataque 
de radicales, luz, calor o por las trazas de cobre, seguidamente reacciona con oxígeno generando un radical 
peroxilo (ROO-), que ataca la matriz base, dando lugar a la formación de hidroperóxidos lipídicos (ROOH) y un 
nuevo radical que inicia de nuevo la secuencia de propagación. Teniendo en cuenta que el índice de yodo evalúa 
la presencia de insaturaciones y éstas disminuyen en el proceso de degradación, su disminución concuerda con 
la teoría de oxidación y con el comportamiento del índice de acidez y peróxidos (Reddy et al., 2018; Sia et al., 
2020). Con objeto de evaluar la degradación de los esteres metílicos de Sacha inchi se realizaron mediciones de 
absorbancia a través del tiempo, a 455 nm (longitud de onda de mayor absorbancia).

Figura 3. Porcentaje de Absorbancia.

En la Figura 3 se observa que la absorbancia disminuye ligeramente, lo cual se puede asociar a la tonalidad 
opaca que tomó la muestra a medida que aumentaba el tiempo de estudio, así como a la degradación de los 
ésteres metílicos en contacto con lámina de cobre.

Según lo establecido en la norma ASTM-D130 para determinar el índice de corrosión, en la Figura 4 se presen-
tan las láminas de cobre que estuvieron sumergidas en el biodiesel, observándose que no hubo una variación 
significativa en ellas, encontrándose en la franja 1B de naranja oscuro (según la clasificación del cuadro 1 de 
ASTM-D13), evidenciando que no hay ocurrencia de un proceso de corrosión representativo en el tiempo de 
estudio, pero si la formación de mancha ligeras que se pueden asociar a complejos metálicos.
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Figura 4. Corrosión en las láminas de cobre.

Mezcla diésel – biodiesel

Finalmente, se procedió a evaluar el comportamiento del diésel en mezcla con el biodiesel de aceite de Sacha 
inchi en diferentes porcentajes de mezcla, B5, B10, B20 y B50.

En la Figura 5, se observa el comportamiento de la densidad, gravedad API y viscosidad de la mezcla diésel-bio-
diesel en diferentes proporciones, observándose que, debido a que la densidad del biodiesel es mayor a la del 
diésel, esta aumenta gradualmente en relación con el incremento de la concentración en la mezcla. De igual 
manera, la viscosidad presenta un incremento progresivo esperado, debido a que la viscosidad del biodiesel 
es superior a la del diésel. Por su parte, las muestras presentan entre 32 y 29 °API, catalogándose como crudo 
mediano (Espitia et al., 2019) y se resalta que los valores para estos parámetros en la mezcla se mantienen en el 
rango estipulado en la norma NTC 5444.

Figura 5. Densidad, Gravedad API y Viscosidad de la mezcla diésel-biodiesel
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En la Figura 6a se observa el comportamiento del índice de acidez e índice de yodo de la mezcla diésel-biodiesel 
para diferentes concentraciones, encontrándose que la acidez aumentó de manera proporcional a la concentra-
ción de biodiesel en mezcla, debido a que la acidez de los ésteres metílicos es superior a la del diésel, como resul-
tado de los ácidos grasos libres producto de la hidrólisis. Sin embargo, este parámetro se mantiene en el rango 
estipulado para la mezcla comercial, no obstante, debido a que el aumento de acidez puede indicar degradación 
oxidativa, se recomienda estudiar la influencia del tiempo y temperatura de almacenamiento (Niraj, 2017).

Por otro lado, se observa que los valores del índice de yodo de las muestras superan los parámetros establecidos 
en la NTC 5444, donde el máximo permitido es de 120 g I

2
/100 g. Autores como Federico Ganduglia y su equipo 

de investigación para el manual de biocombustible del IICA del Perú (2009), plantean qu,e a medida que los acei-
tes poseen en su composición mayor proporción de ácidos grasos insaturados, presentan un menor número de 
cetano y menor estabilidad, lo que se traduce en un mayor Índice de Yodo, lo que define al aceite de Sacha inchi 
como unos de los aceites más insaturados.

Figura 6. a) Índice de acidez e Índice de yodo y b) Índice de cetano para la mezcla diésel- biodiesel.

Finalmente, la Figura 6b muestra el comportamiento del índice de cetano para la mezcla diésel-biodiésel, ob-
servándose que este parámetro disminuye proporcional al incremento porcentual en la muestra. Un número de 
cetano por debajo de 47 está fuera de los parámetros establecidos para el biodiesel, y es indicativo de la baja 
calidad de ignición de un combustible diésel, lo que puede provocar el llamado “golpeteo diésel” que hace refe-
rencia a la demora en el inicio de la combustión. Los resultados anteriores conllevan a concluir que el biodiesel 
producido a partir del aceite de Sacha inchi bajo los parámetros de estudio, solo se podría mezclar con diésel 
hasta un 20 % v/v, sin alterar significativamente los parámetros de calidad del diésel.

CONCLUSIONES

El aceite obtenido de la semilla de Sacha inchi presenta elevada humedad que puede traer consecuencia en la 
producción de biodiesel por lo que se hizo necesario someter el aceite a secado para disminuir la posibilidad de 
formación de jabones en las reacciones de transesterificación y dificultar el proceso de producción de biodiesel.

El biodiesel obtenido a partir del aceite de Sacha inchi presentó bajo rendimiento en las reacciones de transes-
terificación, sin embargo, sus propiedades fisicoquímicas se encuentran entre los parámetros establecidos en 
la NTC 5444. De igual manera, se observa que en los 28 días de estudio se evidencia degradación del biodiesel 
en contacto con lámina de cobre, no obstante, se puede evaluar la influencia de antioxidantes que incrementen 
el tiempo de inducción del combustible y retrasen el proceso de degradación. Igualmente, se podría aumentar 
la proporción de ácidos grasos monoinsaturados y generar un balance entre la estabilidad oxidativa y las pro-
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piedades de flujo a baja temperatura y optimizar el perfil de ácidos grasos mezclando biodiesel de diferentes 
materias primas. Finalmente, en mezcla con diésel convencional, se puede concluir que el biodiesel a partir de 
aceite de Sacha inchi se podría mezclar hasta porcentajes inferiores al 20 %, sin modificar de forma significativa 
los parámetros de calidad del diésel.
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RESUMEN

La alimentación representa el rubro principal en la producción piscícola, 
por lo anterior, se evaluó la digestibilidad mediante principio de aditivi-
dad de hidrolizados enzimáticos de origen animal en Cachama blanca 
(Piaractus brachypomus) como alternativa nutricional. Para ello, se uti-
lizó una dieta control y tres mezclas, en las mezclas se sustituyó el 30 % 
de la dieta control por hidrolizado de vísceras de pollo, cerdo y trucha 
respectivamente, las cuales se suministraron a 120 cachamas con peso 
promedio de 145,40 ± 3,17 g, los peces fueron distribuidos mediante 
un diseño completamente al azar (DCA) en 12 tanques cilindro cónicos 
y se sometieron a colecta de heces para determinación de la digestibili-
dad de nutrientes, energía y la absorción de minerales. Se presentaron 
diferencias significativas (p<0,05) para la digestibilidad aparente de 
proteína cruda, energía bruta, fibra cruda, absorción de cenizas, calcio, 
fósforo y energía digestible de acuerdo al tipo de hidrolizado evaluado y 
en relación con la dieta control. Los resultados evidenciaron que los hi-
drolizados presentan alto valor nutricional debido a que la digestibilidad 
de nutrientes y la energía fueron superior al 80 %, por consiguiente, los 
hidrolizados enzimáticos de vísceras de origen animal constituyen una 
alternativa proteica y energética en la alimentación de peces.

ABSTRACT

Feeding represents the core business in fish production, therefore, di-
gestibility was evaluated by a principle of additivity of enzymatic hy-
drolyzates from animal origin in White Cachama (Piaractus brachypo-
mus) as a nutritional alternative. For this purpose, we used a control 
diet and three mixtures. In the case of mixtures, 30 % of the control 
diet was replaced by hydrolyzed chicken, pork and trout viscera res-
pectively; which were supplied to 120 juveniles of white Cachama 
with an average weight of 145,40 ± 3,17 g, fish were distributed by 
means of a complete randomized design (DCA) in 12 conical cylinder 
tanks and were collected for stool by sedimentation to determine the 
digestibility of nutrients, energy and mineral absorption. Significant 
differences (p<0,05) were presented for the apparent digestibility of 
crude protein, crude energy, crude fiber, absorption of ash, calcium, 
phosphorus and digestible energy according to the type of enzymatic 
hydrolyzates evaluated and in relation to the control diet. The results 
showed that the hydrolyzates have a high nutritional value because 
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the digestibility of nutrients and energy were greater than 80 %. Therefore, enzymatic hydrolyzates from animal viscera 
are a protein and energy alternative in fish feed.

INTRODUCCIÓN

La acuicultura genera más de 51.308 empleos directos, 153.923 empleos indirectos y contribuye con el 0,19 % 
del producto interno bruto (PIB) en Colombia. Para el año 2019, la producción piscícola en Colombia alcanzó 
las 165.444 t, de la cuales, la cachama aporta el 19 % según el Ministerio De Agricultura Y Desarrollo Rural 
(MADR, 2020). El departamento del Cauca cuenta con potencial para el desarrollo de la acuicultura, en especial 
la producción de Cachama blanca, sin embargo, el elevado precio de los concentrados ha limitado su producción.

En el sector piscícola, entre las mayores limitantes está la baja disponibilidad de materias primas de alta calidad 
para producción de concentrado tanto proteica como energética, debido a que representan entre 67 y 70 % del 
costo operacional; además, la falta de conocimiento de la digestibilidad de los nutrientes y energía de los alimen-
tos, han desencadenado problemas en este sector, ya que en los últimos años su rentabilidad y crecimiento han 
venido disminuyendo; por esto, se hace necesario buscar alternativas nutricionales regionales más económicas, 
que puedan ser utilizadas en el balance de dietas para peces (Perea et al., 2018; Corrêa et al., 2020).

Una importante cantidad de residuos que corresponden a vísceras blancas son generados en el procesamiento 
de Trucha arcoíris, pollo de engorde y porcinos con 13,0, 9,5 y 4,15 % respectivamente, los que no están siendo 
aprovechados y su disposición inadecuada genera considerables impactos ambientales (Wei et al., 2020; Dos 
santos et al., 2021). Una solución es la utilización de estos residuos a través de la fabricación de hidrolizados o 
ensilajes que pueden ser utilizados en la formulación de dietas para la alimentación de peces, ya que presenta 
un alto contenido nutricional tanto proteico como energético (Banze et al., 2017). Sin embargo, es importante 
conocer como los peces pueden aprovechar los nutrientes y la energía que presentan estas alternativas nutri-
cionales usando, por ejemplo, la técnica de digestibilidad aparente para conocer y cuantificar la cantidad de 
nutrientes disponibles y que el animal es capaz de digerir (Perea et al., 2017).

El uso de hidrolizados como alternativa nutricional en piscicultura se debe principalmente a la necesidad de encon-
trar materias primas con alto valor nutritivo y biológico; además de su contribución en la disminución de los costos 
de producción y en la reducción de los efectos adversos en el medio ambiente (Perea et al., 2018). Alrededor del 
mundo se han realizado diversos estudios con subproductos de origen animal como son vísceras de pescado, aves 
y cerdo para la alimentación de muchas especies animales, principalmente en especies menores (Banze et al., 2017; 
Montoya et al., 2017; Tanuja et al., 2017), un ejemplo de ello es el estudio realizado con harina de subproductos 
avícolas en la alimentación de lubina europea (Dicentrarchus labrax) (Campos et al., 2018), también el uso de ensilado 
ácido de pescado en pacu (Piaractus mesopotamicus) y tambacu (Colossoma macropomum × Piaractus mesopotamicus) 
(Corrêa et al., 2020); además, la inclusión de harina de ensilado biológico de desechos de pescado (tambaqui) en aves 
de postura (Guimarães et al., 2019) y el uso de harina de ensilado carníco en Clarias gariepinus (Llanes et al., 2017).

Por lo anterior, se evaluaron tres hidrolizados de vísceras de origen animal (trucha, cerdo y pollo) en la alimen-
tación de juveniles de Cachama blanca (Piaractus brachypomus) en fase de engorde donde hay mayor consu-
mo de alimento y, por ende, mayores costos en la alimentación, mediante la determinación de la digestibilidad 
aparente de nutrientes (materia seca, proteína cruda, extracto etéreo y fibra cruda), absorción aparente de los 
minerales (cenizas, calcio, fósforo), digestibilidad de la energía bruta y energía digestible de cada uno de los hi-
drolizados, para destacar su potencial nutricional como alternativa en la alimentación piscícola.
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MÉTODO

A continuación, se describen los materiales y métodos que se utilizaron para la evaluación de la digestibilidad 
aparente de hidrolizados de origen animal en la alimentación de Cachama blanca.

Localización

El estudio se llevó a cabo en la caseta de bioensayos en peces del laboratorio de Biotecnología de la Facultad 
de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca, localizado en la vereda las Guacas del municipio de Popayán, 
Cauca entre los 02º45’08,91’’ Latitud Norte y 76º55’10,86” Longitud Oeste, a una altura promedio de 1.737 
msnm, temperatura promedio de 19 ºC y precipitación de 1.800 mm anuales.

Material biológico

En la investigación se utilizaron vísceras de Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), de pollos de engorde (Gallus 
domesticus L.) e intestinos de cerdo (Sus scrofa domesticus), las cuales fueron obtenidas de plantas de sacrificio lo-
cales, con el fin de garantizar el estado sanitario y de frescura necesarios para la preparación de los hidrolizados. 
En el ensayo se utilizaron 120 juveniles monosexo de Cachama blanca con un peso promedio de 145,40 ± 3,17 
g, los cuales fueron suministrados por una piscifactoría local garantizando así un adecuado estado sanitario.

Preparación de los hidrolizados y las mezclas

Para la preparación de los hidrolizados, a la matriz hidrolizado de vísceras de trucha HVT (100 % de vísceras en-
teras de trucha), hidrolizado de vísceras de pollo HVP (80 % de vísceras blancas de pollo enteras + 20 % de vísce-
ras de trucha enteras), hidrolizado de vísceras de cerdo HVC (70 % de vísceras blancas de cerdo molidas + 30 % 
de vísceras de trucha enteras), se le adicionaron 2,5 % ácido fórmico al 85 % p/v, 0,25 % benzoato de sodio y 0,1 
% butilhidroxitolueno – BHT; posteriormente, los tratamientos se mezclaron para iniciar el proceso de hidrólisis 
y se almacenaron en recipientes plásticos cerrados en proporciones de 40 kg, con un espacio de cabeza del 30 % 
(Perea et al., 2017), a temperatura ambiente, durante 12 días para HVT – HVP y 18 días de almacenamiento para 
HVC, tiempo en el cual finaliza la hidrólisis y se obtiene un producto estable química y nutricionalmente. En el 
HVP y HVC las vísceras de trucha se adicionaron para acelerar el proceso de hidrólisis, debido a la baja actividad 
enzimática en que presentan las vísceras de pollo y los intestinos de cerdo.

Para la evaluación de la digestibilidad de los hidrolizados mediante el principio de aditividad o método de sustitución 
(Cho et al., 1982), se utilizó una dieta control T0 (sin inclusión de hidrolizados de origen animal) y tres mezclas a las 
cuales se le adicionaron hidrolizados como se describe a continuación: para el tratamiento T1 (70 % de T0 + 30 % 
de HVT), para el T2 (70 % de T0 + 30 % de HVP) y para el T3 (70 % de T0 + 30 % de HVC) (Cuadro 1).

Para la preparación de la dieta y las mezclas, todas las materias primas (harina de pescado, torta de soya, harina de 
maíz amarillo, mogolla de trigo, harina de yuca, harina de trigo, aceite vegetal, entre otras) fueron pasadas por un 
tamiz de 425 µm y se homogenizaron en una mezcladora SIMAG SM-401 durante 20 minutos. Posteriormente, 
se agregaron los restantes ingredientes, el óxido crómico–Cr

2
O

3
 a razón del 1 % del total formulado y se continuó 

mezclado durante 30 minutos, para su posterior extrusión a 123 ºC en un extrusor doble tornillo marca Hake Polylab, 
obteniendo pellets de 5 mm de longitud, 4,5 mm de diámetro y entre 8 y 10 % de humedad (Perea et al., 2017).
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Cuadro 1. Composición nutricional de la dieta y de los hidrolizados evaluados (g kg-1 peso seco).

Ingredientes T0 T1 T2 T3

Harina de pescado 222

700 700 700

Harina de trigo 39

Salvado de maíz 160

Harina de yuca 81,1

Torta de soya 140

Harina de maíz amarillo 90

Mogolla de trigo 151,9

Aceite vegetal 4,99

Fosfato bicálcico 8,8

Biomix1 20

DL-metionina 3,9

Triptófano 3,4

Carboximetilcelulosa 10

Sal 10

Oxido crómico–Cr
2
O

3
10

Hidrolizado de residuos de animales (HVT2, HVP3 y HVC4, 
respectivamente)

0,0 300 300 300

Total 1000 1000 1000 1000

Composición nutricional (g kg-1 peso seco)

Variable Dieta control HVT HVT HVC

Proteína cruda 262 249,8 268,6 261,1

Extracto etéreo 94 595 485,2 509,5

Fibra cruda 23 1,4 5,2 3,1

Cenizas 102 6,6 44,9 26,3

Energía digestible (kcal/kg)5 3101 6897,1 6032,3 6347,6

Calcio 15 10,4 4 5,5

Fósforo 10 34,0 18,2 15,5

1Premezcla de vitaminas, minerales y aditivos – Biomix S.A© (Composición por kilogramo de producto): Vitamina A (800.000 UI); 
vitamina D3 (300.000 UI); vitamina E (11,0 g); vitamina K (2,2 g); vitamina B12 (0,01 g); tiamina (0,6 g); riboflavina (3,6 g); piridoxina 
(5,6 g); biotina (0,08 g); ácido pantoténico (6,8 g); niacina (5,6 g); ácido fólico (1,0 g); vitamina C (25,0 g); cloruro de colina (70,0 g); 
yodo (0,3 g); selenio (0,05 g); hierro (6,0 g); cobre (1,2 g); zinc (16,0 g); manganeso (7,0 g); cobalto (0,1 g); Antioxidante (30,0 g). 2HVT 
(100 % de vísceras enteras de trucha). 3HVP (80 % de vísceras blancas de pollo enteras + 20 % de vísceras enteras de trucha). 4HVC 
(70 % de vísceras blancas de cerdo molidas + 30 % de vísceras de trucha enteras). 5ED (Kcal/Kg MS) = 4151- (122* % Cen) + (23* % 
PB) + (38* % EE)–(64*FC).

Determinación de la digestibilidad in vivo de los hidrolizados

Se evaluó la digestibilidad aparente de la Materia Seca (DAMS), Proteína Cruda (DAPC), Extracto Etéreo (DAEE), 
Fibra Cruda (DAFC), Energía Bruta (DAEB), Absorción de Cenizas (AACEN), Absorción de Calcio (AACa), Absor-
ción de Fósforo (AAP) y Energía Digestible Aparente (EDA), para lo cual los peces fueron evaluados en 12 tan-
ques cilindro cónicos con capacidad de 250 L de volumen útil, incorporando 10 animales en cada uno, provistos 
de termostatos para mantener la temperatura en 26 ºC, semejando las condiciones del agua de la piscifactoría 
donde se obtuvieron los peces; las heces se recolectaron una vez al día (7:00 h), por sedimentación a través del 
retiro de colectores adaptados en la parte inferior cónica de los tanques durante 20 días. Las heces húmedas 
recolectadas se centrifugaron a 4.500 rpm durante 20 minutos, posteriormente fueron empacadas en bolsas 
plásticas con cierre hermético y se almacenaron en un congelador a -18 ºC (Puerta et al., 2017).

A la dieta control, mezclas y muestras de heces se les determinó el contenido de Materia Seca (AOAC, 1990), 
Cenizas (AOAC, 1990), Proteína Cruda (Kjeldahl, 1883), Extracto Etéreo (AOAC, 1990), Fibra Cruda (AOAC, 
1990), Energía Bruta con bomba calorimétrica de chaqueta CAL2k®, Calcio (AOAC, 2005) y Fósforo (AOAC, 
1990). La cuantificación del óxido crómico se realizó por espectrofotometría de absorción atómica. La digestibi-
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lidad de nutrientes y de los hidrolizados se determinó a través de las ecuaciones 1 y 2, como lo plantea Austreng 
(1978) y Cho et al. (1982) y la energía digestible aparente usando la ecuación 3 según Hidalgo y Valerio (2020).

 
(Ec. 1)

 (Ec. 2)

 (Ec. 3)

Plan de manejo

Antes de la evaluación, los tanques, pisos, paredes y equipos fueron lavados y desinfectados con hipoclorito de 
sodio a razón de 100 ppm. Para el tratamiento profiláctico se preparó una mezcla de azul de metileno en con-
centración de 0,05 g L-1 de agua, de esta solución se adicionaron 100 mL en cada tanque durante cinco días y se 
realizó un recambio de agua a razón de 80 % día (Perea et al., 2017). Durante la evaluación se llevaron registros 
de recolección de heces, temperatura, consumo de alimento y biometría. La dieta y las mezclas extruidas se 
almacenaron en recipientes plásticos con tapa para evitar humedad. Los peces fueron alimentados tres veces 
al día (8:00 h, 12:00 h y 16:00 h), hasta la saciedad aparente (Perea et al., 2018) y su manejo se realizó teniendo 
en cuenta lo estipulado en la ley 84 de 1989, en la cual se adopta el estatuto de protección de los animales para 
investigación en Colombia.

La calidad fisicoquímica del agua fue monitoreada cada 15 días por la metodología NANOCOLOR® con el PHO-
TOMETER PF-11, verificando su cumplimiento de acuerdo con los requerimientos de la especie. Los paráme-
tros evaluados fueron oxígeno disuelto, pH, alcalinidad de carbonatos, demanda química de oxígeno, demanda 
biológica de oxígeno, amonio, nitritos y nitratos, también la temperatura con un termómetro digital de punzón.

Diseño experimental y análisis estadístico

Para la evaluación de la digestibilidad aparente de cada uno de los nutrientes se utilizó un diseño completa-
mente al azar (DCA), evaluando cuatro tratamientos, tres mezclas con inclusión de hidrolizados de residuos 
animales (T1, T2 y T3) y la dieta control (T0) sin inclusión de hidrolizado; cada tratamiento contó con tres ré-
plicas y cada réplica se tomó como una unidad experimental. Cada una de las variables fue analizada mediante 
la aplicación de un análisis de varianza (p<0,05) aplicando el test de Duncan (1975) para la comparación de las 
medias, tomando un valor de (α<0,05) como diferencia significativa para destacar cuál o cuáles de los tratamien-
tos presentaron un mejor comportamiento, empleando el programa SAS (Statiscal Analysis Sistem) versión 9,4.

RESULTADOS

Durante el periodo de evaluación, la sobrevivencia fue del 100 %, las condiciones fisicoquímicas del agua estuvieron 
acordes con las necesidades de la especie estudiada (Ramírez et al., 2019); la temperatura promedio del agua regis-
trada fue de 26,4 ± 0,7 ºC; pH de 6,8 ± 0,0; oxígeno disuelto 5,1 ± 0,0 mg L-1; demanda química de oxígeno (DQO) y 
demanda biológica de oxígeno (DBO

5
) de 1,5 ± 0,0 y 3,98 ± 0,1 mg L-1 respectivamente; la alcalinidad de carbonatos 

fue de 0,9 mmol L-1 ± 0,0; nitritos 0,1 ± 0,0 mg L-1; nitratos de 0,6 mg L-1 y el amonio 1,3 ± 0,2 mg L-1.
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Caracterización fisicoquímica y microbiológica de los hidrolizados

Los resultados obtenidos del seguimiento fisicoquímico y microbiológico de los hidrolizados se presentan en el 
Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracterización fisicoquímica y microbiológica de los hidrolizados de vísceras de pollo, cerdo y trucha.

Variable Hidrolizado de pollo Hidrolizado de cerdo Hidrolizado de trucha

pH 3,37 ± 0,03 3,16 ± 0,01 3,51 ± 0,11

Acidez titulable (%) 3,37 ± 0,13 3,55 ± 0,06 3,16 ± 0,26

Consistencia (cm/30 s) 17,9 ± 0,12 10,3 ± 0,2 30,0 ± 0,0

Mesófilos aerobios (UFC1/g) 0,0 0,0 0,0

Mohos y levaduras (UFC/g) 0,0 0,0 0,0

Coliformes totales (NMP2/g) 0,0 0,0 0,0

1UFC: Unidades Formadora de Colonia. 2NMP: Número Más Probable.

Los resultados obtenidos DEl pH fueron inferiores a 4,0 lo que permite la estabilidad del producto evitando 
el deterioro por la acción de microrganismos indeseables que generan putrefacción, garantizando un proceso 
adecuado de hidrólisis (Hoyos et al., 2018). Los valores presentados en este estudio fueron inferiores a los en-
contrados por Llanes et al. (2019) con ensilado cárnico con valores de 4,7 y similares a los evaluados por Perea 
et al. (2017) con ensilaje de residuos de trucha para alimentación animal con valores de 3,26 y a los citados por 
Ozyurt et al. (2020) en ensilaje ácido de residuos de peces con 3,82 e inferiores a los citados por Bringas et al. 
(2018) en ensilado de subproductos de tilapia donde reportaron valores de 4,35.

En cuanto la acidez titulable, en este estudio se presentaron valores inferiores a 4,0 lo que permite una apro-
piada hidrólisis puesto que a un pH por debajo de 4,0 produce la suficiente acidez para impedir la proliferación 
de microrganismos indeseables que afecta la calidad de los hidrolizados (Hoyos et al,. 2018) como sucedió en 
este estudio al no presentar recuentos de microorganismos. Los resultados encontrados en el presente estudio 
fueron superiores a los citados por Perea et al. (2017) en ensilaje de residuos de trucha para alimentación ani-
mal en el que encontraron valores 3,10; y a los presentados por Bringas et al. (2018) con ensilaje fermentado de 
subproductos de tilapia en el cual citaron valor de 2,43.

Se observó que el hidrolizado de vísceras de cerdo presentó el valor más bajo de consistencia debido proba-
blemente a la estructura de las vísceras, las cuales presentaron mayor dureza a pesar del proceso de molienda 
y al contenido de grasas saturadas que ostentan una consistencia solida principalmente, por el contrario, para 
el hidrolizado de vísceras de trucha, la consistencia fue elevada, posiblemente por la rápida acción de enzimas 
proteolíticas presentes en las vísceras, debido a que es una especie de hábito alimenticio carnívora y a que los 
lípidos presentes son insaturados, lo cual hace que sean mayoritariamente líquidos.

Digestibilidad aparente de la dieta control y de los hidrolizados

Los resultados obtenidos en las variables de digestibilidad aparente de los nutrientes, energía y asimilación de 
minerales de la dieta y las mezclas se presentan en el Cuadro 3. Los tratamientos presentaron diferencias sig-
nificativas (p<0,05) para las variables digestibilidad aparente de la proteína cruda, digestibilidad aparente de la 
energía bruta, absorción aparente de calcio y absorción aparente de fósforo.
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Cuadro 3. Digestibilidad aparente de los nutrientes, energía y asimilación de minerales de la dieta y las mezclas en Cachama blanca (%).

Variable T01 T12 T23 T34 ANOVA 
Pr > F

Digestibilidad Aparente de la 
Materia Seca (DAMS)

91,76 ± 0,65a 91,84 ± 0,78a 91,41 ± 0,46a 92,08 ± 0,58a 0,6371

Digestibilidad Aparente del Extrac-
to de Etéreo (DAEE)

86,51 ± 2,26a 88,97 ± 0,13a 88,42 ± 0,13a 89,24 ± 0,21a 0,0692

Digestibilidad Aparente de la 
Proteína Cruda (DAPC)

80,53 ± 1,45b 84,20 ± 0,17a 82,82 ± 0,36a 83,97 ± 0,12a 0,0013

Digestibilidad de la Energía Bruta 
(DAEB)

60,92 ± 2,95b 68,44 ± 0,40a 66,72 ± 0,24a 68,70 ± 0,28a 0,0007

Absorción Aparente de Cenizas 
(AACEN)

43,01 ± 2,72a 43,27 ± 0,27a 42,42 ± 0,39a 43,84 ± 0,18a 0,4761

Absorción Aparente de Calcio 
(AACa)

23,00 ± 5,08b 38,69 ± 0,20a 38,46 ± 0,00a 38,86 ± 0,10a 0,0001

Absorción Aparente de Fósforo 
(AAP)

49,53 ± 0,78c 54,36 ± 0,13a 53,22 ± 0,26b 54,49 ± 0,13a 0,0001

Letras diferentes en la misma fila, difieren estadísticamente (p< 0,05).

1Dieta control sin inclusión de hidrolizados de origen animal – T0, 2 Mezcla con 70 % dieta T0 y 30 % de hidrolizado de vísceras de 
trucha–T1, 3 Mezcla con 70 % dieta T0 y 30 % de hidrolizado de vísceras de pollo–T2, 4 Mezcla con 70% dieta T0 y 30 % de hidrolizado 
de vísceras de cerdo–T3.

Pese a que las mezclas suministradas a los animales no se encontraban balanceadas debido a la metodología 
aplicada, se puede observar que no existen diferencias significativas en la digestibilidad aparente de la materia 
seca, extracto etéreo y absorción aparente de cenizas en comparación a la dieta control que estaba balanceada 
(Cuadro 3), indicando que los hidrolizados de origen animal poseen un alto valor nutricional; además, al conver-
tirse en una materia prima para la alimentación animal, se disminuye el impacto negativo en el medio ambiente 
(Guimarães et al., 2019). Sin embargo, para la digestibilidad aparente de la proteína cruda, energía bruta y absor-
ción aparente del calcio y el fósforo, las mezclas obtuvieron estadísticamente mayores porcentajes de absorción 
de estos nutrientes por parte de los peces, debido a que estos componentes de origen animal poseen alta calidad 
nutricional y valor biológico frente a las materias primas vegetales.

El principio de aditividad o método de sustitución es una técnica importante en la valoración de la calidad nu-
tricional de alimentos porque permite conocer específicamente la cantidad de cada uno de los nutrientes y la 
energía que el animal es capaz de asimilar de una materia prima que se incluye en una dieta, y con ello analizar en 
detalle el potencial nutricional que presenta. En el Cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos de la diges-
tibilidad aparente de nutrientes, energía, y absorción de minerales de los hidrolizados de origen animal (pollo, 
cerdo y trucha) obtenidos mediante el principio de aditividad.

Cuadro 4. Digestibilidad aparente de nutrientes, energía y asimilación de minerales de hidrolizados de vísceras 
de origen animal en Cachama blanca (%).

Variable HVP HVC HVT
ANOVA 

Pr > F

Digestibilidad Aparente de la Materia Seca–DAMS 92,02 ± 2,6 a 90,60 ± 1,5 a 92,85 ± 1,9 a 0,5339

Digestibilidad Aparente del Extracto de Etéreo–DAEE 94,7 ± 0,4 a 92,88 ± 0,4 b 95,60 ± 0,7 a 0,0001

Digestibilidad Aparente de la Fibra Cruda–DAFC 41,93 ± 1,0 a 39,13 ± 1,2 b 43,98 ± 0,9 a 0,0001

Digestibilidad Aparente de la Proteína Cruda–DAPC 92,74 ± 0,6 a 88,15 ± 1,2 b 91,99 ± 0,4 a 0,0001

Digestibilidad de la Energía Bruta–DAEB 85,98 ± 1,3 a 80,27 ± 0,8 b 86,85 ± 0,9 a 0,0001

Absorción Aparente de Cenizas–AACEN 51,08 ± 0,9 a 48,24 ± 1,3 b 52,99 ± 0,6 a 0,0001

Absorción Aparente de Calcio–AACa 61,68 ± 0,7 ab 60,93 ± 0,0 b 62,25 ± 0,3 a 0,0001

Absorción Aparente de Fósforo–AAP 60,82 ± 0,4 a 57,04 ± 0,9 b 61,27 ± 0,4 a 0,0008

Letras diferentes en la misma fila, representan diferencias significativas (p< 0,05).
1Hidrolizado de vísceras de pollo–HVP, 2Hidrolizado de vísceras de cerdo–HVC, 3Hidrolizado de vísceras de trucha–HVT.
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No se presentaron diferencias significativas en los valores de digestibilidad de la materia seca (p<0,05) de 
acuerdo al hidrolizado de vísceras de origen animal evaluado (Cuadro 4), sin embargo, se presentaron diferen-
cias significativas para la digestibilidad aparente del extracto etéreo, fibra cruda, proteína cruda, energía bruta 
y para absorción aparente de cenizas, calcio y fósforo (p<0,05).

La digestibilidad aparente de la materia seca estuvo por encima del 90 % (Cuadro 4), debido a que los hidrolizados 
presentan un alto contenido de materia seca digestible, lo que se traduce en una cantidad considerable de nutrien-
tes que potencialmente pueden ser aprovechados por el animal. La digestibilidad aparente de la materia seca de 
subproductos de origen animal es superior a la de materias primas de origen vegetal debido a la presencia de fibra 
en éstas últimas, la cual no es digerible en los peces Puerta et al. (2017). Los resultados encontrados en el presente 
estudio para la DAMS, fueron superiores a los citados en Tilapia nilótica (Oreochromis niloticus) por Fontinha et al. 
(2021) entre 73,8 y 81,4 % con harina de subproductos avícolas y a los referenciados en Cachama blanca por Puerta 
et al. (2017) 67,37 y 16,03 % con materias primas como Thitonia diversifolia y Cratylia argéntea respectivamente.

La digestibilidad aparente del extracto etéreo estuvo por encima del 92 %, encontrándose que los hidrolizados 
de pollo y trucha fueron superiores al hidrolizado de cerdo (Cuadro 4), debido principalmente a la calidad de 
ácidos grasos poliinsaturados (oleico y linoleico principalmente) que presentan, los cuales son fácilmente apro-
vechados por la cachama, debido a los dobles enlaces que poseen (Perea et al., 2017); además, el proceso de 
hidrólisis modifica las características de los nutrientes haciéndolos más disponibles, en este caso, el contenido 
de lípidos presentes en el hidrolizado ayuda a reducir la solubilización excesiva de la proteína que permite mejo-
rar su calidad y facilita la estabilidad (Soares et al., 2020). Los resultados obtenidos en la DAEE son superiores a 
los registrados en dietas con inclusión de harina de subproductos avícolas, obtuvieron una digestibilidad entre 
85,67 y 93,33 % por Hekmatpour et al. (2018) en Sparidentex hasta, y a los reportados por Llanes et al. (2019) con 
ensilaje químico en Tilapia roja (Oreochromis mossambicus x O. niloticus) con 86,5 %.

Los coeficientes de digestibilidad aparente de la fibra para los hidrolizados de pollo y trucha (> 41 %) fueron su-
periores al hidrolizado de cerdo (Cuadro 4); estos valores de DAFC podrían atribuirse a que son subproductos 
de origen animal los cuales no poseen fibra, el mínimo contenido encontrado se debe a los residuos de alimento 
(celulosa, hemicelulosa y lignina) que se encontraban en el tracto digestivo de los animales (Puerta et al., 2017), 
por consiguiente, al realizar el proceso de hidrólisis de las vísceras se facilita el aprovechamiento de la fibra en 
peces omnívoros como la Cachama blanca (Mendoza et al., 2013).

Los valores de digestibilidad aparente de la proteína cruda son elevados, superiores al 88 %, debido a la calidad 
nutricional del hidrolizado teniendo en cuenta que en el proceso de hidrólisis existe un efecto de ruptura de las 
proteínas, generando cadenas polipeptídicas de diferente longitud y aminoácidos libres que son fácilmente ab-
sorbidos en el intestino proximal de la cachama (López et al., 2015). El hidrolizado de vísceras de cerdo presentó 
la menor DAPC, debido probablemente a la estructura de las vísceras que presentaron menor consistencia 10,3 
± 0,2 cm s-1 frente a 17,9 ± 0,12 cm s-1 para el hidrolizado de pollo y 30,0 ± 0,0 cm s-1 para el hidrolizado de trucha 
(Cuadro 2), lo que pudo generar menor cantidad de aminoácidos y péptidos libres durante el proceso de hidró-
lisis, disminuyendo la capacidad de un mayor aprovechamiento por la Cachama blanca (Davies et al., 2020). Los 
resultados obtenidos son superiores a los reportados por Paz et al. (2016) al evaluar la digestibilidad de dietas 
con harina de hidrolizado de pescado en arawana (Osteoglossum bicirrhossum) en el cual reportan 81,2 %, a los 
citados por López et al. (2015) en hidrolizados de vísceras de pescado en alevinos de Cachama blanca (Piaractus 
brachypomus) con 85 %, a los reportados por Javaherdoust et al. (2020) al evaluar proteína hidrolizada de víscera 
de rainbow trout en el que citan 83–90 % y a los obtenidos por Banze et al. (2017) con ensilado ácido de vísceras 
de atún en Rhamdia quelen donde reportan 88,12 % para DAPC.

Los valores elevados encontrados en la absorción aparente de cenizas se deben a la utilización de ácidos orgánicos 
(fórmico) en el proceso de hidrólisis, los cuales mejoran el aprovechamiento de los minerales por el animal, debido 
a la solubilidad generada por a la acidez, por consiguiente, los altos coeficientes de absorción de cenizas obtenidas 
en los hidrolizados de pollo y trucha podrían estar relacionados con la menor acidez titulable obtenida (Paz et al., 
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2016). Por otro lado, las materias primas con alto contenido de cenizas podrían afectar la digestibilidad de otros 
nutrientes (proteína) en la dieta, lo que influiría directamente en el crecimiento de los peces, por ello, es importante 
que el contenido de cenizas en un ingrediente se mantenga inferior al 12 %. Los valores de AACEN encontrados 
en este estudio, son inferiores a los obtenidos por Llanes et al. (2019) en Tilapia roja (Oreochromis mossambicus x O. 
niloticus) alimentadas con ensilaje biológico de residuos pesqueros encontrando valores de 60,85 % y a los obtenidos 
por Llanes et al. (2011) en Tilapia roja (Oreochromis mossambicus x O. niloticus) alimentados con ensilados químico 
y biológico de residuos de fileteado de tilapias (60,63 y 62,85 % respectivamente).

Los elevados valores de la absorción aparente del calcio y el fósforo (Cuadro 4), se pueden atribuir al efecto del ácido 
orgánico presente en los hidrolizados (ácido fórmico), el cual mejoró su disponibilidad por el efecto acidificante 
que solubilizó los minerales. Los resultados obtenidos son superiores a los reportados por Huan et al. (2018) con 
dietas combinadas sin harina de pescado mejorando la digestibilidad de tilapia (Oreochromis niloticus × O. aureus) 
encontrando valores para la AACa de 36,13 % y de 55,70 % para la AAP, y similares a los reportados por Llanes 
et al. (2019) en Tilapias rojas (Oreochromis mossambicus x O. niloticus) quienes evaluaron crecimiento con dietas 
semihúmedas a base residuos pesqueros, con valores para la AACa de 51,55 % y de 65,12 % para la AAP.

En Cuadro 5 se puede apreciar la energía digestible aparente obtenida en juveniles de Cachama blanca, a partir 
de la fórmula establecida (Briones, 2019), resaltando que los hidrolizados de vísceras de animales presentan un 
alto contenido de energía digestible, la cual se aprovechó entre el 80,3 y 86,9 %.

Cuadro 5. Energía Digestible Aparente (EDA) de hidrolizados de vísceras de origen animal en Cachama blanca.

Tratamientos
Energía Bruta (Kcal kg-1 

peso seco)
Digestibilidad de 

la energía (%)
Energía digestible Aparente (EDA4)

(Kcal kg-1 peso seco)

HVP1 5922,5 ± 207,7 86,0 ± 1,3a 5092,0 ± 77,9

HVC2 6585,5 ± 35,5 80,3 ± 0,8b 5286,1 ± 53,1

HVT3 6847,8 ± 38,1 86,9 ± 0,9a 5947,3 ± 62,9

Letras diferentes en la misma fila, representan diferencias significativas (p< 0,05).

1HVP (Hidrolizados de vísceras de pollo). 2HVC (Hidrolizado de vísceras de cerdo). 3HVT (Hidrolizado de vísceras de trucha). 4EDA= 
Energía bruta * % digestibilidad de la energía.

El contenido de energía digestible puede asociarse a las altas concentraciones de ácidos grasos polinsaturados 
presentes en los hidrolizados, los cuales son más fáciles de digerir que los saturados (Perea et al., 2017), además, 
en la hidrólisis se generan polipéptidos de diferente longitud de cadena, aminopéptidos y aminoácidos libres, lo 
que implica que desde el punto de vista energético se optimizan los procesos de asimilación, debido a que se gas-
ta menor energía en el fraccionamiento de la proteína y en producción de enzimas (López et al., 2015). Los datos 
encontrados fueron superiores a los obtenidos por Llanes et al. (2019) en Tilapia roja (Oreochromis mossambicus 
x O. niloticus) a base de ensilados de residuos pesqueros (3.639,42 Kcal/kg de peso seco) y similares a los cita-
dos por Perea et al. (2017) donde evaluaron ensilajes de residuos piscícolas como alternativa para alimentación 
animal (5239 Kcal/kg de peso seco).

CONCLUSIONES

Los coeficientes de digestibilidad de la materia seca, extracto etéreo y proteína cruda de los hidrolizados de 
vísceras de pollo, cerdo y trucha fueron superiores al 88 %, lo cual demuestra la calidad nutricional de estos y la 
eficiencia de la Cachama blanca en el aprovechamiento de los nutrientes; además, los mejores hidrolizados de 
residuos de origen animal encontrados fueron el hidrolizado de vísceras trucha y el hidrolizado de vísceras pollo 
que no presentaron diferencias significativas entre ellos en la digestibilidad aparente de la materia seca, energía 
bruta, extracto etéreo, proteína cruda y la absorción de minerales, por consiguiente, pueden ser considerados 
como materias primas alternativas de alta calidad nutricional para la alimentación de peces.
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Para estudiar la toxicidad del cadmio (Cd) presente en productos de chocolate 
es necesario conocer su concentración total y determinar la cantidad de Cd 
que es bioaccesible en el cuerpo humano. Este trabajo se enfocó en evaluar 
la bioaccesibilidad de Cd en formulaciones de chocolatería con concentracio-
nes de componentes diferentes por digestión gastrointestinales in vitro. Esta 
digestión se realizó a través de un titulador automático con control de tem-
peratura y control y monitoreo de pH mediante soluciones diluidas ácidas y 
alcalinas. Se correlacionaron las diferencias de bioaccesibilidad con los com-
ponentes principales (cacao, leche, azúcar y contenido de Cd total en el cacao) 
y, por último, se propuso una formulación de chocolate que tuvo el menor valor 
de bioaccesibilidad de Cd. Los resultados se expresaron mediante un modelo 
matemático, con predicciones de 94 % y errores de validación del modelo me-
nores que 9 %. Se obtuvieron valores de bioaccesibilidad de Cd en las formula-
ciones de chocolate entre 7 y 32 % aproximadamente, donde los valores más 
bajos correspondieron a formulaciones de chocolate amargo (relación másica 
cacao:azúcar de 7:2). Se concluyó que el contenido de cacao y de azúcar en la 
formulación disminuyen los valores de bioaccesibilidad de Cd, mientras que 
el contenido de leche y la concentración de Cd total en el cacao aumentan los 
valores de bioaccesibilidad.

ABSTRACT

To study the toxicity of cadmium (Cd) present in chocolate products, it is ne-
cessary to know its total concentration and determine the amount of Cd that 
is bioaccessible in the human body. This work focused on evaluating the Cd 
bioaccessibility in chocolate formulations with concentrations of different 
components by gastrointestinal digestion in vitro. This digestion was carried 
out through an automatic titrator with temperature control and pH control 
and monitoring using dilute acid and alkaline solutions. Bioaccessibility di-
fferences were correlated with the main components (cocoa, milk, sugar, and 
total Cd content in cocoa) and, finally, a chocolate formulation was proposed 
that had the lowest Cd bioaccessibility value. The results were expressed using 
a mathematical model, with predictions of 94 % and model validation errors 
less than 9 %. Cd bioaccessibility values in the chocolate formulations were 
obtained between 7 and 32 %, approximately, where the lowest values co-
rresponded to dark chocolate formulations (cocoa:sugar ratio 7:2). It was con-
cluded that the cocoa and sugar content in the formulation decrease the Cd 
bioaccessibility values, while the milk content and the total Cd concentration 
in cocoa increase the bioaccessibility values.
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INTRODUCCIÓN

El cacao (Theobroma cacao L.) es un árbol nativo de las regiones tropicales húmedas de la parte norte de Suramérica 
y de Centroamérica (Motamayor et al., 2002). Posee numerosos componentes bioactivos como polifenoles, que 
son potentes antioxidantes para la salud humana; metilxantinas y componentes precursores de aroma, en menor 
proporción (Perea-Villamil et al., 2009; Pico-Hernández et al., 2019; Villamizar-Jaimes & López-Giraldo, 2017). La 
producción de cacao es una práctica agrícola que origina productos de exportación importantes para economías 
en desarrollo de países en África, Asia, Oceanía, Latinoamérica y el Caribe (Jiménez Tobón, 2015), sin embargo, la 
mayoría del cacao colombiano y, por ende, sus productos derivados como el chocolate, poseen concentraciones 
elevadas de cadmio.

El cadmio (Cd) es un metal pesado clasificado como contaminante ambiental, proveniente de residuos tanto 
de fuentes naturales como de prácticas industriales y de agricultura (Hernández-Martínez & Navarro-Blasco, 
2012; Satarug et al., 2017; Alves et al., 2018). Como los metales pesados están presenten en productos alimenti-
cios de consumo humano y animal, el contenido de Cd es un criterio indispensable a la hora de evaluar los niveles 
de toxicidad de los alimentos (Alexander et al., 2009; Zhuravlev et al., 2015; Satarug et al., 2017). Se ha deter-
minado su presencia en granos y en productos derivados del cacao, en la mayoría de los casos, la concentración 
en los granos cultivados en diferentes regiones de Latinoamérica supera el límite que estipula la Unión Europea 
(1,0 mg/kg) (European Food Safety Authority, 2011).

Se ha encontrado su presencia en granos de cacao producido en sistemas agroforestales y como de monoculti-
vo, sin diferencias significativas en el contenido (Gramlich et al., 2017). También realizaron la cuantificación con 
valores promedio superiores al máximo permitido por las normas europeas con 0,9 mg/kg (Chavez et al., 2015; 
Arévalo-Gardini et al., 2017; Gramlich et al., 2018).

En Colombia, no hay una legislación para el control del Cd en el cacao (Jiménez-Tobón, 2015), pese a esto, altos 
contenidos podrían limitar la exportación del grano a clientes de la unión europea quienes aprecian los granos 
de cacao producidos por sus cualidades de fino y de aroma (International Cocoa Organization, 2019). Algunos 
reportaron concentraciones de 4,05 mg/kg en chocolates amargos (con 65 % de cacao) comprados en super-
mercados colombianos, valores muy superiores añ límite permitido por la Unión Europea (0,8 mg/kg) (Eche-
verry & Reyes, 2016). Sin embargo, algunos productos de chocolate pueden tener concentraciones menores, 
como por ejemplo el chocolate de mesa en polvo y granulado proveniente de Chiquinquirá, Colombia, que se 
determinó por voltamperometría diferencial de pulso de redisolución anódica arrojando entre 0,214 y 0,260 
mg/kg (Chaparro-Acuña et al., 2017; Lo Dico et al., 2018).

Aunque se ha determinado la cantidad total de Cd en diferentes matrices (Chandra et al., 2014; Zhuang et al., 2016; 
Bhat et al., 2019), es importante destacar el papel de su bioaccesibilidad, que se define como la cantidad de sustan-
cia que está disuelta en la parte digestiva y aprovechable para absorción (Peixoto et al., 2016), por lo que algunas 
investigaciones se han enfocado en el estudio de la bioaccesibilidad de los metales pesados para diversas matrices 
de alimentos, como por ejemplo, los factores que afectan la bioaccesibilidad del Cd en bebidas achocolatadas donde 
encontraron que ésta varía según el tipo de muestra, siendo mayor en la formulación light con aproximadamente 
11 % (Peixoto et al., 2016; Francisco et al., 2018). También se encontró que, en concentraciones de sales biliares 
mayores, la bioaccesibilidad del Cd aumenta 3 veces más y, tanto el pH como la presencia de lipasa en la digestión 
gastrointestinal in vitro, no varía significativamente la bioaccesibilidad del Cd (Peixoto et al., 2016). Barraza y colabo-
radores determinaron la bioaccesibilidad gástrica humana en grano de cacao crudo y en licor de cacao y obtuvieron 
valores entre el 90 y 100 % en las digestiones gástricas in vitro para grano y licor de cacao (Barraza et al., 2017).

Algunos autores determinaron la bioaccesibilidad de otros compuestos en productos de cacao, resaltando la 
selectividad de algunos compuestos en la digestión pancreática (Mounicou et al., 2003), sin embargo, esto no 
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sucede con el Cd, donde pueden predominar altos valores de bioaccesibilidad en las fases de digestión, especial-
mente en la gástrica (Gültekin-Özgüven et al., 2016; Toro-Uribe et al., 2019).

Existen diversos trabajos de investigación en torno a la concentración total de Cd en cacao y sus productos; no 
obstante, son pocos los trabajos de investigación que estudian la bioaccesibilidad del cadmio en función de los 
componentes de la matriz, tal es el caso de las matrices como bebida de chocolate en polvo o en grano de cacao.

Por lo anterior, este trabajo se enfocó en el estudio y evaluación del efecto de los componentes principales, co-
múnmente usados en las formulaciones en chocolate (concentración inicial de cadmio, licor de cacao, azúcar y 
leche), sobre la bioaccesibilidad de cadmio por medio de digestión gastrointestinal in vitro.

MÉTODO

Reactivos y muestras

Las muestras de cacao fermentado y seco se obtuvieron del centro de acopio de cacao en el municipio de San 
Vicente de Chucurí, uno de los mayores productores en el Departamento de Santander. De allí, se seleccionaron 
de 6 a 10 muestras, con concentraciones de Cd entre 1 y 10 mg/kg y a una altitud entre 550 y 1400 m.s.n.m. 
También, se utilizaron como ingredientes de la preparación leche en polvo y azúcar refinada de marca comer-
cial, libre de Cd. Los reactivos para el procedimiento de digestión gastrointestinal in vitro y la cuantificación de 
Cd fueron pepsina de mucosa gástrica porcina, pancreatina de páncreas porcino, soluciones estándar de sales 
biliares, carbonato de amonio y ácido nítrico concentrado; todos marca Merck, mientras que el agua usada en el 
desarrollo de la investigación fue ultrapura (0,056 μS/cm) tipo 1.

Diseño experimental para el efecto de los factores

Las coberturas de chocolate para las digestiones gastrointestinales in vitro se fabricaron basado en la Resolu-
ción 1511 del INVIMA (Ministerio de la Protección Social, 2011), aplicando un diseño 24 más puntos centrales, 
con cuatro factores que describen los componentes principales de la formulación de cacao (Cuadro 1), con un 
total de 96 experimentos, teniendo el valor de porcentaje de bioaccesibilidad de Cd como variable de respuesta. 
El diseño de experimentos se ejecutó y se analizó mediante el software Statistica.

Cuadro 1. Descripción de los factores y sus niveles para el diseño de experimentos.

Factores Nivel mínimo Nivel máximo Respuesta

Licor de cacao, g 3 7

% bioaccesibilidad 
de Cd

Leche en polvo, g 0 4

Azúcar, g 2 4

Concentración de Cd en 
cacao, mg/kg

1,23 9,11

Preparación de las formulaciones

Para la elaboración del licor de cacao, se tostaron los granos de cacao fermentados y secos a una temperatura de 
120 °C durante 20 min. Luego, se retiró la cascarilla del grano de manera manual y se realizó una premolienda du-
rante 2 min a 4 °C. Por último, se refinó el polvo de cacao resultante hasta obtener el licor. Una vez determinadas las 
cantidades de los ingredientes de las formulaciones por medio de los puntos del diseño experimental, se mezclaron 
manualmente las proporciones de licor de cacao, leche y azúcar y se refinaron hasta obtener una consistencia líquida 
y uniforme. Se suprimieron las etapss de atemperado y moldeado dado que solo afectan a la textura del producto.
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Cuantificación de Cd total

Se cuantificó el contenido de Cd total presente en las coberturas de chocolate con base en el procedimiento 
propuesto por Echeverry y Reyes (2016). Se calcinaron aproximadamente 3 g de la muestra en una mufla a 600 
°C durante 4 horas. Luego, se disolvieron en 10 mL de HCl 6 N y se llevaron a ebullición por 5 min. Por último, se 
filtró el contenido con papel filtro, se adicionaron 3 gotas de HNO

3
 al 65 %, y se aforó a 25 mL. Las soluciones re-

sultantes se analizaron por Espectrometría de Absorción Atómica (AAS) en llama utilizando un equipo PinAAcle 
400 Perkin-Elmer provisto de gas de combustión aire-acetileno a una presión de 2,5 Pa y un flujo de 1 L/min. La 
absorbancia de las muestras se leyó directamente a una longitud de onda de 254 nm.

Digestión gastrointestinal in vitro

Los ensayos de digestión gastrointestinal in vitro se desarrollaron siguiendo el procedimiento descrito por Mi-
nekus et al. (2014) con modificaciones. Para la digestión gastrointestinal in vitro, se prepararon soluciones es-
tándar electrolíticas (Cuadro 2) que simularon los fluidos de la digestión gástrica y digestión pancreática usando 
NaOH 1 M y HCl 6 M para ajustar y mantener el pH de las soluciones.

Cuadro 2. Composición de las soluciones utilizadas como fluidos de las digestiones.

Constituyentes
Composición de solución de 

fluido gástrico (SFG), mM
Composición de solución de fluido 

pancreático (SFP), mM

pH 3,0 pH 7,0

KCl 6,9 6,8

KH
2
PO

4
0,9 0,8

NaHCO
3

25 85

NaCl 47,2 38,4

MgCl
2
(H

2
O)

6
0,1 0,33

(NH
4
) Cl 0,5 -

Para la digestión gástrica in vitro, se pesaron aproximadamente 5 g de cada formulación de chocolate y se mez-
claron con 7,5 mL de SFG, se adicionaron 1,6 mL de solución de pepsina porcina de 25000 U/mL (se disolvió la 
pepsina en SFG), 5 µL de CaCl

2
 0,3 M y 0,8 mL de HCl 1 M para llegar a pH 3,0. Todo el procedimiento se realizó 

durante 2 horas con agitación constante, controlando la temperatura entre 36 y 37 °C y un valor de pH entre 2,9 
y 3,1. Para la digestión pancreática in vitro, se adicionaron 11 mL de SFP a la solución resultante de la anterior 
digestión, luego se adicionaron 5 mL de solución de pancreatina de 800 U/mL (se disolvió la pancreatina con 
SFP), 2,5 mL de bilis al 0,5 %, 40 µL de CaCl

2
 0,3 M, 0,8 mL de NaOH 1 M para llegar a pH 7,0 y 0,3 mL de agua. 

El procedimiento tuvo una duración de 2 horas con agitación constante, controlando la temperatura entre 36 y 
37 °C y un valor de pH entre 6,9 y 7,1.

La determinación del contenido de Cd bioaccesible se basó en la metodología propuesta por Barraza et  al. 
(2017) con modificaciones: se adicionó la solución resultante de la digestión pancreática a un tubo cónico de 50 
mL y se centrifugó a 4000 rpm por 10 min. Luego, se adicionó el sobrenadante a un vaso precipitado de 100 mL, 
se aagregaron 5 gotas de HNO

3
 al 65 %, se agitó un poco hasta observar un precipitado y se filtró el contenido 

con papel filtro recogiendo el filtrado en un balón aforado de 50 mL. Por último, se aforó la solución a 50 mL y se 
analizó por AAS en llama utilizando como gas de combustión aire-acetileno a las mismas condiciones descritas 
para la cuantificación de cadmio total.
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Determinación de la bioaccesibilidad del Cd

Se determinó la bioaccesibilidad del Cd (% Cd
bio

) a partir de la Ecuación 1:

(Ec. 1)

Donde [Cd bioaccesible] corresponde al contenido de Cd presente en la solución resultante de la digestión gas-
trointestinal sobre la cantidad de la formulación de chocolate utilizada en la digestión; y [Cd total] que es la 
concentración del Cd total de la formulación de chocolate.

Correlación de bioaccesibilidad de cadmio con componentes de formulaciones

Para determinar la correlación entre los componentes en las formulaciones de chocolate y la bioaccesibilidad 
de Cd, se usó un ANOVA a los resultados obtenidos. También, se evaluó por medio de superficie de respuesta, 
diagramas de Pareto y correlación de datos predichos con observados. Se realizó un ajuste de la ecuación que 
describió el porcentaje de bioaccesibilidad de Cd en función de los factores evaluados que fueron significativos 
(cacao, azúcar, leche en polvo y concentración de Cd en cacao).

Los datos obtenidos se ajustaron a un modelo matemático de efectos lineales con interacciones como se pre-
senta en la Ecuación 2.

(Ec. 2)

Donde Y es el porcentaje de bioaccesibilidad de Cd, X
n
 es el coeficiente de cada variable y A, B, C y D son las 

variables de cantidad de cacao, leche en polvo, azúcar y concentración de Cd en cacao respectivamente.

Finalmente, se procedió a determinar las concentraciones de los componentes de la formulación de chocolate 
que posea menor valor en la bioaccesibilidad de Cd.

RESULTADOS

Los resultados mostraron que el valor promedio del porcentaje de bioaccesibilidad de Cd fue de 19,61 % que y 
los valores máximo y mínimo fueron de 32,56 y 7,22 % respectivamente (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resultados de bioaccesibilidad de cadmio en las formulaciones de chocolate.

Experimento Cacao, g Leche, g Azúcar, g
[Cd] en cacao, 

mg/kg
[Cd] total, 

mg/kg
[Cd] bioaccesible, 

mg/kg
Bioaccesibilidad 

de Cd, %

1 3,00 0,00 2,00 1,23 0,74 0,14 18,92

2 3,00 0,00 4,00 1,23 0,53 0,10 18,87

3 3,00 2,00 3,00 1,23 0,46 0,10 21,74

4 3,00 4,00 2,00 1,23 0,41 0,10 24,39

5 3,00 4,00 4,00 1,23 0,34 0,08 23,53

6 5,00 0,00 3,00 1,23 0,77 0,10 12,99

7 5,00 2,00 2,00 1,23 0,69 0,12 17,39

8 5,00 2,00 3,00 1,23 0,63 0,11 17,46
9 5,00 2,00 3,00 1,23 0,63 0,12 19,05

10 5,00 2,00 4,00 1,23 0,58 0,10 17,24
11 5,00 4,00 3,00 1,23 0,53 0,12 22,64
12 7,00 0,00 2,00 1,23 0,97 0,07 7,22
13 7,00 0,00 4,00 1,23 0,80 0,08 10,00
14 7,00 2,00 3,00 1,23 0,71 0,09 12,68
15 7,00 4,00 2,00 1,23 0,66 0,13 19,70
16 7,00 4,00 4,00 1,23 0,58 0,09 15,52
17 3,00 0,00 2,00 1,23 0,75 0,14 18,67
18 3,00 0,00 4,00 1,23 0,54 0,11 20,19
19 3,00 2,00 3,00 1,23 0,46 0,10 21,74
20 3,00 4,00 2,00 1,23 0,42 0,10 23,81
21 3,00 4,00 4,00 1,23 0,34 0,07 20,59
22 5,00 0,00 3,00 1,23 0,77 0,10 12,99
23 5,00 2,00 2,00 1,23 0,67 0,12 17,91
24 5,00 2,00 3,00 1,23 0,62 0,10 16,13
25 5,00 2,00 3,00 1,23 0,62 0,12 19,35
26 5,00 2,00 4,00 1,23 0,56 0,11 19,64
27 5,00 4,00 3,00 1,23 0,52 0,12 23,08
28 7,00 0,00 2,00 1,23 0,94 0,07 7,45
29 7,00 0,00 4,00 1,23 0,77 0,08 10,39
30 7,00 2,00 3,00 1,23 0,72 0,09 12,50
31 7,00 4,00 2,00 1,23 0,66 0,12 18,18
32 7,00 4,00 4,00 1,23 0,57 0,10 17,54
33 3,00 0,00 2,00 6,63 3,98 0,87 21,86
34 3,00 0,00 4,00 6,63 2,84 0,62 21,83
35 3,00 2,00 3,00 6,63 2,49 0,67 26,91
36 3,00 4,00 2,00 6,63 2,21 0,69 31,22
37 3,00 4,00 4,00 6,63 1,81 0,45 24,86
38 5,00 0,00 3,00 6,63 4,14 0,69 16,67
39 5,00 2,00 2,00 6,63 3,68 0,80 21,74
40 5,00 2,00 3,00 6,63 3,32 0,70 21,08
41 5,00 2,00 3,00 6,63 3,32 0,70 21,08
42 5,00 2,00 4,00 6,63 3,01 0,64 21,26
43 5,00 4,00 3,00 6,63 2,76 0,73 26,45
44 7,00 0,00 2,00 6,63 5,16 0,53 10,27
45 7,00 0,00 4,00 6,63 4,22 0,52 12,32
46 7,00 2,00 3,00 6,63 3,87 0,58 14,99
47 7,00 4,00 2,00 6,63 3,57 0,80 22,41
48 7,00 4,00 4,00 6,63 3,09 0,60 19,42
49 3,00 0,00 2,00 6,63 3,98 0,88 22,11
50 3,00 0,00 4,00 6,63 2,84 0,64 22,54
51 3,00 2,00 3,00 6,63 2,49 0,65 26,10
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Experimento Cacao, g Leche, g Azúcar, g
[Cd] en cacao, 

mg/kg
[Cd] total, 

mg/kg
[Cd] bioaccesible, 

mg/kg
Bioaccesibilidad 

de Cd, %

52 3,00 4,00 2,00 6,63 2,21 0,66 29,86
53 3,00 4,00 4,00 6,63 1,81 0,46 25,41
54 5,00 0,00 3,00 6,63 4,14 0,68 16,43
55 5,00 2,00 2,00 6,63 3,68 0,81 22,01
56 5,00 2,00 3,00 6,63 3,32 0,67 20,18
57 5,00 2,00 3,00 6,63 3,32 0,73 21,99
58 5,00 2,00 4,00 6,63 3,01 0,67 22,26
59 5,00 4,00 3,00 6,63 2,76 0,72 26,09
60 7,00 0,00 2,00 6,63 5,16 0,52 10,08
61 7,00 0,00 4,00 6,63 4,22 0,55 13,03
62 7,00 2,00 3,00 6,63 3,87 0,60 15,50
63 7,00 4,00 2,00 6,63 3,57 0,77 21,57
64 7,00 4,00 4,00 6,63 3,09 0,62 20,06
65 3,00 0,00 2,00 9,11 5,49 1,14 20,77
66 3,00 0,00 4,00 9,11 3,87 0,85 21,96
67 3,00 2,00 3,00 9,11 3,38 0,90 26,63
68 3,00 4,00 2,00 9,11 3,01 0,93 30,90
69 3,00 4,00 4,00 9,11 2,52 0,63 25,00
70 5,00 0,00 3,00 9,11 5,71 0,92 16,11
71 5,00 2,00 2,00 9,11 5,06 1,09 21,54
72 5,00 2,00 3,00 9,11 4,57 0,96 21,01
73 5,00 2,00 3,00 9,11 4,60 0,93 20,22
74 5,00 2,00 4,00 9,11 4,11 0,85 20,68
75 5,00 4,00 3,00 9,11 3,80 0,97 25,53
76 7,00 0,00 2,00 9,11 7,05 0,70 9,93
77 7,00 0,00 4,00 9,11 5,79 0,68 11,74
78 7,00 2,00 3,00 9,11 5,35 0,72 13,46
79 7,00 4,00 2,00 9,11 4,93 1,06 21,50
80 7,00 4,00 4,00 9,11 4,23 0,75 17,73
81 3,00 0,00 2,00 9,11 5,43 1,20 22,10
82 3,00 0,00 4,00 9,11 3,87 0,79 20,41
83 3,00 2,00 3,00 9,11 3,42 0,88 25,73
84 3,00 4,00 2,00 9,11 3,01 0,98 32,56
85 3,00 4,00 4,00 9,11 2,56 0,60 23,44
86 5,00 0,00 3,00 9,11 5,69 0,99 17,40
87 5,00 2,00 2,00 9,11 5,03 1,10 21,87
88 5,00 2,00 3,00 9,11 4,58 0,93 20,31
89 5,00 2,00 3,00 9,11 4,53 0,97 21,41
90 5,00 2,00 4,00 9,11 4,10 0,86 20,98
91 5,00 4,00 3,00 9,11 3,83 0,96 25,07
92 7,00 0,00 2,00 9,11 7,08 0,78 11,02
93 7,00 0,00 4,00 9,11 5,82 0,66 11,34
94 7,00 2,00 3,00 9,11 5,29 0,71 13,42
95 7,00 4,00 2,00 9,11 4,89 1,11 22,70
96 7,00 4,00 4,00 9,11 4,26 0,80 18,78

Estos valores muestran la influencia de la formulación sobre el porcentaje de bioaccesibilidad de Cd; por tal motivo, 
es importante determinar las cantidades de cacao, leche y azúcar, y la concentración de Cd en el cacao adecuadas 
para la elaboración de formulaciones de chocolate con menores valores de porcentaje de bioaccesibilidad.

Se aplicó un ANOVA a los valores obtenidos con la ecuación 2 para comparar la significancia de las variables 
en el modelo (Cuadro 4). Al comparar el valor p de cada variable se puede apreciar que solo la interacción BD, 
que corresponde a la cantidad de leche y a concentración de Cd en el cacao, no tiene efecto significativo (valor 
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p>0,05). Asimismo, se observa que las variables correspondientes a la cantidad de cacao y de leche son las que 
mayor influencia posee en el modelo inicial propuesto, debido a su valor F.

Cuadro 4. Resultado ANOVA de las variables del modelo inicial planteado.

Factor Suma de cuadrados (SS) Valor F Valor P

A: Cacao, g 1181,112 718,2899 0,000000

B: Leche, g 863,688 525,2495 0,000000

C: Azúcar, g 13,846 8,4206 0,004723

D: [Cd] cacao, mg/kg 178,712 108,6829 0,000000

AB 42,150 25,6334 0,000002

AC 12,383 7,5307 0,007399

AD 7,295 4,4363 0,038131

BC 77,877 47,3607 0,000000

BD 2,494 1,5169 0,221486

CD 11,962 7,2745 0,008432

Error 139,769

Total SS 2622,307

Los efectos estandarizados del modelo inicial se pueden observar en el diagrama de Pareto (Figura 1) en el que 
se visualiza que las variables cantidad de cacao y de leche son las de mayor inciden en el modelo. Sin embargo, la 
cantidad de cacao (que posee la mayor influencia) tiene un efecto negativo en el porcentaje bioaccesibilidad de 
Cd, mientras que la cantidad de leche y la concentración de Cd en cacao posee un efecto positivo, observándose 
en el signo negativo y positivo de cada efecto estandarizado, respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Diagrama de Pareto con los valores absolutos de los efectos estandarizados estimados para el modelo 
inicial planteado en la ecuación. Las variables A, B, C y D corresponden a cantidad de cacao, leche en polvo, azúcar y 
concentración de Cd en cacao respectivamente.
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Efecto de la cantidad de cacao

Según los resultados, la cantidad de cacao en la formulación de chocolate aporta en el contenido de Cd total, 
por lo tanto, a mayor cantidad de cacao utilizado, mayor contenido de Cd total. Siguiendo la misma lógica, se 
esperaría que, a mayor cantidad de cacao, mayor contenido de Cd en la fase bioaccesible después de la digestión 
gastrointestinal; sin embargo, este efecto es contrario. Una de las razones por las que se presenta este efecto 
es por la presencia de grasa en el cacao: la presencia de componentes no polares (grasa) impide la liberación 
de metales y moléculas polares en la fase polar y disminuye la probabilidad de ser bioaccesibles después de la 
digestión gastrointestinal (Martini et al., 2018). Además, en la digestión pancreática hay presencia de bilis, que 
contribuye a la disolución y degradación de las grasas y, por ende, puede producir compuestos más pequeños 
que pueden atrapar metales o moléculas polares de menor tamaño en forma de micelas o complejos insolubles 
en la digestión. Esto disminuye la cantidad de Cd libre en la solución restante de la digestión y disminuye la con-
centración de Cd bioaccesible después de la digestión gastrointestinal (Peixoto et al., 2016; Barraza et al., 2017).

Efecto de la cantidad de leche

Teniendo en cuenta la cantidad de leche en polvo que se utilizó para la elaboración del producto, a medida que 
este valor incrementa, el porcentaje de bioaccesibilidad también incrementa. Se corroboró que la leche en polvo 
no contribuye al contenido de Cd total a la formulación, sin embargo, el contenido de aminoácidos polares y de 
ácidos orgánicos es elevado. La presencia de un componente polar de gran proporción en las formulaciones de 
chocolate como la leche y, sumado a esto, el alto contenido de acidez presente en ella ayuda a liberar más iones 
de Cd2+ en la fase polar y aumentar la probabilidad de ser bioaccesible después de la digestión gastrointestinal 
(Cobbett & Goldsbrough, 2002).

Efecto de la cantidad de azúcar

A medida que la cantidad de azúcar usada en las formulaciones se incrementó, teniendo constantes las demás 
variables de la formulación, el porcentaje de bioaccesibilidad disminuyó. Aunque el efecto de la cantidad de 
azúcar es pequeño en comparación con el efecto de las otras variables (Figura 1), ésta es una variable significa-
tiva en el modelo inicial, lo que puede ser atribuido a la formación de complejos de Cd insolubles con la sacarosa 
y otros endulzantes en la fase intestinal de la digestión, reduciendo la concentración de Cd bioaccesible y, por 
ende, el porcentaje de bioaccesibilidad de Cd (Peixoto et al., 2016).

Efecto de la concentración de Cd en el cacao

Al incrementar la concentración de Cd en el cacao, el porcentaje de bioaccesibilidad también incrementa, debi-
do a que la matriz posee mayor cantidad de Cd que puede ser solubilizada y ser bioaccesible en las digestiones 
gastrointestinales.

Modelo matemático

De acuerdo con lo anterior, los datos se ajustaron a un nuevo modelo corregido de efectos lineales con interac-
ciones, eliminando la interacción BD (cantidad de leche y [Cd] en cacao) la cual no fue significativa (Ecuación 3):

(Ec. 3)

El modelo ajustado permitió explicar el comportamiento de los datos experimentales en un 94,01 %, observán-
dose una tendencia lineal entre los datos experimentales y los obtenidos con el modelo ajustado (Figura 2).
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Figura 2. Valores observados con respecto a valores predichos con el modelo ajustado para el 
porcentaje bioaccesibilidad. de Cd.

En la superficie de respuesta se puede observar una tendencia de los datos similares a la reportada en la gráfica 
de Pareto, con una disminución del porcentaje bioaccesibilidad Cd cuando la cantidad de cacao aumenta, y un 
aumento en el porcentaje bioaccesibilidad cuando las cantidades de leche aumentan (Figura 3).

Figura 3. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % de bioaccesibilidad de Cd en 
función de cantidad de leche y cacao, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor.
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Valor mínimo de bioaccesibilidad

Una vez obtenido el modelo matemático para describir el comportamiento del porcentaje bioaccesibilidad de 
Cd en las formulaciones de chocolate, se obtuvieron los valores de las variables que corresponden a formula-
ciones con el valor mínimo de bioaccesibilidad de Cd de 7,07 %, donde se obtuvo una formulación con 7 g de 
cacao, 0 g de leche y 2 g de azúcar, utilizando un cacao de 1,23 mg/kg de Cd. Así mismo, otros valores mínimos 
se obtuvieron para formulaciones de chocolate con otras concentraciones de Cd en el cacao y mayor cantidad 
(Cuadro 5). También, se obtuvo el valor experimental de la formulación de chocolate propuesta por el modelo 
ajustado, obteniéndose un error de 2,08 %.

Cuadro 5. Puntos experimentales de valor mínimo de porcentaje de bioaccesibilidad de Cd utilizando cacao de [Cd] conocida.

Cacao, g Leche, g Azúcar, g
[Cd] en cacao, 

mg/kg
Bioaccesibilidad de Cd, %

Error, %
Valor experimental Valor predicho

7 0 2 1,23 7,22 7,07 2,08

7 0 2 5,43 9,21 8,94 2,96

7 0 2 9,11 11,65 10,57 9,24

Estos resultados muestran que las formulaciones de chocolate, para cualquier concentración de Cd del cacao 
utilizado dentro del intervalo del modelo (Cuadro 1), que poseen menor valor de porcentaje de bioaccesibilidad 
de Cd corresponden a chocolate negro o amargo (dark chocolate) donde el alto contenido de grasa puede favo-
recer a la retención del Cd en la digestión gastrointestinal, y la ausencia de compuestos ácidos, como la leche, 
puede evitar la liberación del Cd en su forma bioaccesible.

Evaluación del modelo

La evaluación del modelo ajustado se adelantó con formulaciones diferentes a los puntos experimentales uti-
lizados para el modelo, se calculó el error del valor prestablecido por el modelo para 10 formulaciones experi-
mentales donde se obtuvieron errores de 8,84 % en promedio (Cuadro 6).

Cuadro 6. Puntos experimentales de formulaciones de chocolate para la validación del modelo ajustado.

Cacao, g Leche, g Azúcar, g
[Cd] en cacao, 

mg/kg
Bioaccesibilidad de Cd, %

Error, %
Valor experimental Valor predicho

3 0 3 9,11 23,27 22,97 1,31

3 2 2 6,63 28,51 25,80 9,51

3 2 4 9,11 27,33 24,26 11,23

5 0 2 6,63 16,47 15,57 5,45

5 0 4 6,63 18,73 16,66 11,09

5 4 4 9,11 24,54 22,39 8,77

70 0 30 6,63 11,64 10,55 9,31

70 20 40 6,63 16,87 15,03 10,86

70 40 30 6,63 22,02 19,99 9,22

3087 0 1023 8,41 15,22 13,45 11,64

El modelo se ajustó para las variables, sin embargo, el modelo puede aplicarse para grandes cantidades de cacao, 
leche y azúcar (A, B y C respectivamente) siempre y cuando se mantengan las proporciones estipuladas para 
este modelo (Cuadro 1). Esta afirmación se sustenta en resultados obtenidos (Cuadro 6) para formulaciones de 
mayor masa; por ejemplo, para una formulación de 4 kg, los valores experimental y presteblecido de bioaccesi-
bilidad de Cd fueron 15,22 y 13,45 %, respectivamente, diferencia que representa tan solo un 11,64 % de error.
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Comparación con otros valores

Los valores obtenidos de porcentaje de bioaccesibilidad de Cd para esta investigación se compararon con resul-
tados reportados por otros autores (Cuadro 7). Si bien, las matrices utilizadas en los otros trabajos no son las 
mismas, utilizan como base cacao en los productos elaborados.

Cuadro 7. Comparación del porcentaje de bioaccesibilidad de Cd con otros autores.

Valor
Bioaccesibilidad de Cd, %

Chocolate
(Este trabajo)

Licor de cacao 
(Barraza et al. 2017)

Polvo de bebida de chocolate 
(Peixoto et al. 2016)

Promedio 19,61 ± 5,25 99,2 ± 4,13 6,5 ± 3,04
Menor 7,22 91,0 3,0

Mayor 32,56 106,2 11,1

Una de las diferencias en el valor de porcentaje de bioaccesibilidad de Cd de este trabajo con el trabajo de Barra-
za y colaboradores es debido a que solo consideraron la digestión gástrica como procedimiento para determinar 
la fracción de Cd bioaccesible. Una de las razones de esta consideración es que ellos mencionan la probabilidad 
de absorción de Cd antes de entrar a la fase pancreática, pero es una hipótesis aún por confirmar (Barraza et al., 
2017). También, modificaron las condiciones de la digestión para obtener altos porcentajes de bioaccesibilidad 
y maximizar los efectos de una posible intoxicación (Barraza et al., 2017).

Los valores de bioaccesibilidad del trabajo de Peixoto y colaboradores son menores a los reportados ya que 
ellos utilizaron diferentes formulaciones de polvo de bebida, algunas de las cuales con adiciones de compuestos 
funcionales que contribuyeron a una reducción del porcentaje bioaccesibilidad de Cd. Además, optimizaron la 
cantidad de bilis y el pH en las digestiones gastrointestinales, incluyendo adiciones de compuestos dietarios 
como pectina y celulosa, que condujeron a menores valores de bioaccesibilidad de Cd (Peixoto et al., 2016).

CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo matemático para correlacionar el porcentaje de bioaccesibilidad de cadmio con los compo-
nentes cacao, leche, azúcar y concentración de Cd total en el cacao; donde explicó el comportamiento de los datos 
experimentales con los datos prestablecidos en un 94,01 % y la evaluación del modelo mostró errores de 8,84 %, en 
promedio. En el modelo se encontró efecto significativo en todas las contribuciones lineales, observándose efectos 
negativos en la cantidad de cacao y azúcar, y efectos positivos en la cantidad de leche y la concentración de Cd en 
cacao. La contribución lineal de la cantidad de cacao y la cantidad de leche fueron las variables más significativas 
en el modelo. Se propuso una formulación con 77,8 % de cacao y 22,2 % de azúcar, que corresponde a un chocolate 
amargo, con un porcentaje de bioaccesibilidad de Cd de 7,07 %. Además, utilizando cacao de concentración de Cd 
dentro del intervalo del modelo, se propusieron formulaciones que corresponde a chocolate amargo (dark chocolate) 
que poseen porcentaje de bioaccesibilidad de Cd menores al 11 %. Los presentes resultados orientan al productor 
y comercializador a conocer las formulaciones de cacao pertinentes a disminuir la exposición y toxicidad de Cd, 
con granos de cacao que posean alto contenido de Cd provenientes de regiones del Santander.
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Bromatological characterization 
of fruit waste*

Caracterización bromatológica 
de residuos de frutas
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ABSTRACT

In Colombia, a high amount of fruit waste is currently generated. These causes a negative environmental impact due 
to its high organic load. However, this type of waste has compounds in its structure that can be used in order to reduce 
the environmental impact and to obtain added value. The main of this study was to characterize bromatologically six-
teen residues of fruit processing in Colombia, in order to propose a possible use in the food industry. The bromatologi-
cal characterization of the waste was carried out by means of the quantification of dry matter (ASTM E1756-08), ash
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(ASTM E1755-01), proteins (Kjeldahl method), crude fats (AOAC Official Me-
thod), total dietary fiber (AOAC 993.21) and carbohydrates. It was found that 
grape and soursop seeds, lulo peel and tree tomato stem presents the highest 
total dietary fiber with content percentages above 50 %. Also, tree tomato, 
soursop, tangerine and orange seeds are an important source of protein and 
crude fats, with values highest than 12 and 27 %, respectively. It was also found 
that pineapple, mango, soursop and grape peel have a carbohydrate content 
greater than 50%. As a conclusion, the results of this study demonstrate that 
fruit waste have a potential use in the food industry, due to their protein, crude 
fat, total dietary fiber and carbohydrates content.

RESUMEN

En Colombia, actualmente se genera una gran cantidad de residuos de frutas. 
Estos causan un impacto ambiental negativo debido a su alta carga orgáni-
ca. Sin embargo, este tipo de residuos presentan en su estructura compuestos 
que pueden ser aprovechados con el fin de disminuir el impacto ambiental y 
obtener un valor agregado. El objetivo de este estudio fue caracterizar bro-
matológicamente dieciséis residuos del procesamiento de frutas en Colombia, 
con el fin de proponer un posible uso en la industria alimentaria. La caracte-
rización bromatológica de los residuos se realizó mediante la cuantificación 
de materia seca (ASTM E1756-08), cenizas (ASTM E1755-01), proteínas 
(método Kjeldahl), grasas brutas (Método Oficial AOAC), fibra dietética total 
(AOAC 993.21) y carbohidratos. Se encontró que las semillas de uva y gua-
nábana, piel de lulo y vástago de tomate de árbol presentan el contenido de 
fibra dietética total más alto con porcentajes superiores al 50 %. Asimismo, las 
semillas de tomate de árbol, guanábana, mandarina y naranja son una fuente 
importante de proteínas y grasas crudas, con valores superiores al 12 y 27 %, 
respectivamente. También, se encontró que la piña, el mango, la guanábana y 
la cáscara de uva tienen un contenido de carbohidratos superior al 50%. En 
conclusión, los resultados de este estudio demuestran que los residuos de fru-
tas tienen un uso potencial en la industria alimentaria, debido a su contenido 
de proteína, grasa cruda, fibra dietética total y carbohidratos.

LIST OF ABBREVIATIONS

Ash   ASH 
Carbohydrates  C 
Crude fat  CF 
Dry matter  DM 
Grape peel  GP 
Grape seed  GS 
Grape stalk  GSt 
Lulo peel  LP 
Mango peel  MP 
Orange peel  OP 
Orange seed  OS 

KEYWORDS:
 Agricultural waste; 
Environmental impact; Food; 
Green economy; Potential use.

PALABRAS CLAVE:
 Desperdicio agrícola, impacto 
ambiental, alimento, economía 
verde, aprovechamiento.
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Passion fruit peel  PFP 
Pineapple peel  PP 
Proteins   Pr 
Soursop peel  SP 
Soursop seed  SS 
Tangerine peel  TP 
Tangerine seed  TS 
Total dietary fiber TDF 
Tree tomato peel  TTP 
Tree tomato seed TTS 
Tree tomato stem TTSt

INTRODUCTION

Currently, agro-industrial activities have grown due to the demand for raw materials and food products from 
the agricultural sector. This economic activity generates a large amount of agro-industrial waste throughout its 
production cycle (Gutiérrez et al., 2020). In Colombia, one of the main economic activities is agriculture. Around 
1.300 million tons of waste are generated in the country per year (Ministerio de ambiente y desarrollo sosteni-
ble, 2017), of which 5,5 % corresponds to agricultural residual biomass (72 million tons) (Marrugo et al., 2019).

The final disposal of these wastes is usually inadequate, since they are taken to sanitary landfills or are incinerated 
(Chew et al., 2019). This becomes an economic problem, as companies must bear the costs related to final disposal. 
Likewise, they generate a negative and indirect environmental impact due to the high concentration of organic 
matter (Chew et al., 2019). Therefore, the use of this waste represents an opportunity for improvement at an eco-
nomic level. This can be done by transforming agro-industrial waste to obtain other valuable products. Similarly, 
the use of waste materials helps mitigate negative environmental impacts, avoiding their inappropriate disposal.

Various investigations have focused on studying the use of agro-industrial waste. For many years, most of these studies 
were directed at the use of waste for power generation (Qian et al., 2020). However, the analysis of the structural 
composition of biomass has shown that wastes from agribusiness, such as peels and seeds, contain compounds of 
great interest in their structure (Roda and Lambri, 2019). Fruit waste contains in their structure proteins, fibers, 
lipids and carbohydrates, which can be quantified through a bromatological analysis. By means of this analysis, it 
is possible to propose other types of applications for these wastes, such as obtaining compounds of interest, food 
for animals and even food for humans ((Roda and Lambri, 2019; Mojica-Gómez and Pérez-Mora, 2019).

In literature, studies have been found on the use of agro-industrial waste. For example, the obtaining of flour from 
the cocoa shell was investigated, finding a high fiber content (Ríos-Pérez et al., 2020). The improvement in the 
quality of meat products with the incorporation of fruit peels and seeds has also been studied (Calderón-Oliver 
and López-Hernandez, 2020). Likewise, citrus residues are known to be rich in bioactive compounds (Russo et al., 
2021). On the other hand, fruit and vegetable residues can also be used for livestock nutrition (Tadesco et al., 2021).

However, these investigations usually focus on the study of a specific component or a specific residue. Therefo-
re, the bromatological characterization of a variety of fruit residues represents an important alternative in the 
analysis of the composition of this type of biomass. Thus, knowing the composition of fruit residues can provide 
a general overview for its use, knowing the benefits of proteins, fibers, fats and carbohydrates.

Proteins have a plastic function in human and animal body. These are necessary for cell and tissue renovation, 
and participate in enzyme, antibodies and hormone synthesis (Yu and Fukagawa, 2020). Fiber can be classified 
as soluble or insoluble. Soluble fiber promotes the formation of viscous gels, which slow gastric evacuation, 
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allowing the absorption of nutrients (Soliman, 2019). The insoluble fiber increases the volume of feces, which is 
related to the improvement in digestive disorders such as constipation (Johnson, 2020).

Within the lipids are vegetable fatty acids, which are mostly unsaturated (Xicoy et al., 2019). This type of fatty 
acids has great advantages in health, as they provide energy to the body, allow easy assimilation of vitamins A, 
D, E and K, promote heart health and reduce blood cholesterol levels, that decreases the chances of suffering a 
heart disease (Hernandez-Rodas et al., 2016). Carbohydrates are the most abundant biomolecules in nature, its 
main function is to provide energy to the body, but also have plastic and regulatory function (Ahnen et al., 2020). 
The simplest carbohydrates are absorbed quickly, these are usually found in fruits, milk, honey, among others. 
On the other hand, the compound carbohydrates are absorbed slowly and are present in legumes, cereals, po-
tatoes, etc. (Ahnen et al., 2020).

According to the benefits that proteins, fibers, fats and carbohydrates have on human health, the following hypothesis 
is contemplated: the bromatological characterization of fruit waste generated in the agro-industry is a theoretical 
basis for the use of these in the food industry. Therefore, the aim of the present study was to characterize bro-
matologically 16 types of wastes (peels, seeds, stem and stalk) generated during the processing of fruits (passion 
fruit, pineapple, tree tomato, mango, lulo, tangerine, orange, soursop and grape) in the Caldas province, Colombia.

METHOD

The wastes used in this research were obtained from supermarkets and agroindustries in the Caldas province–
Colombia–South America. Sixteen wastes were selected from peels (9), seeds (5), stem (1) and stalk (1). The en-
vironmental working conditions were 150 m.a.s.l., 18 °C and 80 %, of average altitude, temperature and relative 
humidity, respectively.

Chemicals and reagents

For bromatological characterization, potassium sulfate (AR/ACS Loba Chemie), cupric sulfate (AR/ACS Loba 
Chemie), sulfuric acid (95 % J.T. Baker), sodium hydroxide (≥ 99,0% EMSURE®), methyl red (AR/ACS Loba Che-
mie), petroleum ether (RA ACS J.T. Baker), ethanol (99,5 % Scharlau), acetone (99,5 % Panreac) and distilled 
water were used.

Pretreatment

The wastes preparation for the analysis was carried out following NREL/TP-510-42620 norm (Pesce and Fer-
nandes, 2020). Once obtained and separated, the wastes were stored at -20 °C until use. These were manually 
cut to reduce its size and dried at 45 °C in a Terrigeno brand muffle up to constant weight. Once dry, the wastes 
were mill in a disk mill until it reaches a particle size of 1mm or less.

Bromatological analysis

To determine the bromatological composition of the wastes, it was necessary to evaluate the percentage of dry 
matter (DM), ash (ASH), proteins (Pr), crude fat (CF), total dietary fiber (TDF) and carbohydrates (C). The metho-
dology applied for all the components is detailed below. All the analysis was made by triplicate.

Dry matter. For the dry matter determination ASTM E1756-08 standard (ASTM INTERNATIONAL, 2020a) was 
followed. Here 1 g of sample was weighted in a porcelain crucible and dried at 105 °C for 24h in a Terrigeno 
muffle. For dry matter (DM) percentage determination, equation 1 was used.
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(Eq. 1)

Ash. The ash determination was carried out following the ASTM E1755-01 standard (ASTM INTERNATIONAL, 
2020b). 1 g of sample was weighted in a porcelain crucible and subjected to heating in a Terrigeno muffle, using 
the temperature ramp methodology for a heating rate of 10°C/min, as follows:

-Heat up to 105 °C and keep at this temperature for 12 min.

-Then warm up to 250°C and keep at this temperature for 30 min.

-Then warm up to 575°C and keep at this temperature for 3 hr.

-Cool to 105 °C and keep at this temperature until samples are removed.

For ash (ASH) percentage determination, equation 2 was used.

(Eq. 2)

Proteins: Kjeldahl method. The protein percentage determination was performed in accordance with the 
AOAC standard (Vargas et al., 2019). For this analysis, 1 g of waste was weighed in a Kjeldahl digestion flask. 
Glass beads, 10 g of potassium sulfate, 0,5 g of cupric sulfate and 20 mL of concentrated sulfuric acid were 
added. The flask was connected to the absorption trap that contains 250 mL of sodium hydroxide 15 %. The 
mixture was heated at 420 °C, approximately. Once the solution is clear, heating was continued for an additional 
15-20 minutes. Then, the mixture was left to cool, and 200 mL of water were added. The flask was connected to 
the distillation apparatus and 100 mL of NaOH 30 % were slowly added. No less than 100 mL were distilled in a 
flask that contained 50 mL of a sulfuric acid 0,1 N, 4 to 5 drops of methyl red and 50 mL of distilled water. Excess 
acid was titrated with NaOH 0,1 N until it turns yellow.

For protein (Pr) percentage determination, equation 3 was used.

(Eq. 3)

Crude fat. Crude fat was extracted with Soxhlet according to AOAC Official Method (Lim and Abu, 2019). 2 to 5 
g of waste was weighed in the filter paper cartridge and inserted into the extraction chamber. The extraction was 
carried out using at 95 °C petroleum ether as solvent for 6 to 8h. Once the extraction was complete, the solvent 
was recovered by distillation under vacuum. For crude fat (CF) percentage determination, equation 4 was used.

(Eq. 4)

Total dietary fiber. The total dietary fiber quantification was made following the AOAC 993.21 standard (Ke-
kana et al., 2020). 500 mg of waste was weighed into beaker of 250 mL, and 25 mL of water were added. The 
suspensions were stirred at 80 rpm for 2 min. The mixture was covered with aluminum foil and let stand 90 min 
without stirring in a water bath at 37 °C. After this time, 100 mL of ethanol 95 % were added and kept 1h at room 
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temperature for 1h. The residue was collected under vacuum and washed with 2 portions of 20 mL ethanol 78 
%, 2 portions of 10 mL ethanol 95 %, and 10 mL of acetone. The residue was dried for 2h at 105 °C, cooled and 
weighed. Then, the residue ashes and residue protein were determined. For total dietary fiber (TDF) percentage 
determination, equation 5 was used.

(Eq. 5)

Carbohydrates. Carbohydrates were determined by difference. For carbohydrates (C) percentage determina-
tion, equation 6 was used.

(Eq. 6)

Statistical analysis

We performed all the analyses in triplicate; the values reported are presented as average values along with their 
standard deviations.

RESULTS

Bromatological analysis

The results obtained for dry matter (DM), ashes (ASH), crude fat (CF), proteins (Pr), total dietary fiber (TDF) 
and carbohydrates (C) are presented in Table 1. These results suggested that the DM percentage is between 11 
and 73 %. Passion fruit peel (PFP) was the waste with the lowest DM content and soursop seed (SS) the waste 
with the highest DM content. In accordance with waste DM content, most of these could not be used for a 
combustion process without the use of an auxiliary fuel or without being subjected to a previous drying process, 
because its moisture content is over 50 % (Shojaeiaarani et al., 2019).

As for the ash content, SS has the lowest percentage (1,58 ± 0,01 %) and the tree tomato stem (TTSt) the highest 
percentage (12,80 ± 0,21 %). Waste with an ASH content greater than 5 % is not recommended for their use in 
the combustion process, since these negatively affect calorific power, generate atmospheric pollution (presence 
of halides), form slag deposits that cause thermal resistance to passage of heat (basic ash) and cause oxidation 
in combustion equipment (acid ash) (Rojas-González et al., 2019). According to ASH and DM content, the most 
suitable waste to be used in the combustion process are grape seed (GS) and SS.

On the other hand, it is important to highlight that moisture, specifically equilibrium moisture content, is an 
indicator of the stability of food products. Therefore, it is important to analyze the water activity of the waste 
in order to know what its stability would be. In this way, it is possible to define whether it is advisable for the 
waste to go through a dehydration process so that it can be used for food purposes (Bell, 2020). Regarding the 
ash content, it is important to identify the type of food in which the waste wants to be used. For example, flours 
may have an ash content of less than 2,5 % (ICONTEC, 2002), while in concentrates for an adult cat it is recom-
mended that the percentage of ash be less than 10 % (Dueñas, 2018).

In the Table 1 is observed that the CF percentages are between 1 and 34 %, where the PP is the waste with 
the lowest CF content and OS is the waste with the highest CF content. In general, the seeds have a higher fat 
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content. Fats are one of the main sources of energy for humans. Also, fats help in the synthesis of hormones and 
allow the assimilation of liposoluble vitamins including A, D, E and K (Hernandez-Rodas et al., 2016). Vegetable 
fats promote cardiovascular health because they reduce cholesterol levels. Therefore, TS, OS, SS and TTS, can 
be used to obtain vegetable fats, which have important applications in the food and pharmaceutical industry 
due to the advantages they have on health (Hernandez-Rodas et al., 2016). In addition, due to their high CF 
content, these wastes could be used in biodiesel production (Ramos et al., 2019). Spigno et al. (2013) report a 
value of 1,40 % for CF for GS, which is 8,8 times lower compared to that found experimentally (12,38 ± 0,18 %).

As for Pr content, the TTP has the lowest percentage (2,44 ± 0,19 %) and the TTSt the highest percentage (19,47 
± 0,23 %). Similarly, it was obtained that the seeds also have a high content. According to these results, TTS, TS, 
OS and SS could be used to obtain proteins, which besides being fundamental in the diet due to their contribu-
tion of essential amino acids. They have applications in the pharmaceutical and food industry, because these act 
as gelling agents, emulsifiers and water absorbers (Awuchi et al., 2019).

On the other hand, wastes with a greater amount of Pr and C like GP and SP have a potential use in the food 
industry considering that the interactions between these biopolymers have a positive influence on the products 
development with good textures and consistency like puddings and desserts (Awuchi et al., 2019). Gutierrez et 
al. (2003), report values of 12,00 % (C) for PP, which differ significantly from those found in this study (54,82 ± 
0,86 %), which is 4,6 grater that reported by Gutierrez et al. (2003).

Table 1. Bromatological analysis.

Waste % DM % ASH % CF % Pr % TDF % C

PFP 11,34 ± 0,34 8,03 ± 0,11 1,92 ± 0,05 9,85 ± 0,29 45,22 ± 0,92 34,97 ± 1,20

PP 14,52 ± 0,23 4,81 ± 0,07 1,31 ± 0,03 7,51 ± 0,19 31,55 ± 0,75 54,82 ± 0,86

TTP 17,04 ± 0,45 8,67 ± 0,09 2,55 ± 0,06 2,44 ± 0,19 51,50 ± 0,41 34,84 ± 0,48

TTS 21,09 ± 0,24 4,03 ± 0,05 27,87 ± 0,15 19,47 ± 0,23 42,07 ± 0,65 6,56 ± 0,30

TTSt 18,33 ± 0,18 12,80 ± 0,21 3,37 ± 0,09 9,97 ± 0,33 52,93 ± 0,83 20,94 ± 0,53

MP 21,87 ± 0,31 2,80 ± 0,02 6,02 ± 0,02 5,97 ± 0,22 29,49 ± 0,12 55,72 ± 0,22

LP 14,79 ± 0,34 6,06 ± 0,06 2,14 ± 0,08 5,39 ± 0,11 55,47 ± 0,57 30,95 ± 0,60

TP 22,81 ± 0,29 3,05 ± 0,03 3,01 ± 0,09 9,40 ± 0,18 38,49 ± 1,38 46,05 ± 1,58

TS 33,26 ± 0,29 1,92 ± 0,02 31,75 ± 0,97 13,15 ± 0,89 51,32 ± 2,02 1,85 ± 0,18

OP 25,42 ± 0,17 3,53 ± 0,04 2,48 ± 0,19 7,19 ± 0,30 42,16 ± 0,62 44,64 ± 0,33

OS 42,60 ± 0,48 3,26 ± 0,08 34,45 ± 1,69 13,17 ± 0,16 37,66 ± 2,40 11,46 ± 0,88

SP 31,98 ± 0,22 6,22 ± 0,10 2,28 ± 0,07 7,65 ± 0,22 32,40 ± 0,24 51,46 ± 0,35

SS 73,48 ± 0,47 1,58 ± 0,01 31,29 ± 1,03 12,56 ± 0,20 52,74 ± 1,30 1,83 ± 0,14

GP 32,30 ± 0,23 2,44 ± 0,03 3,02 ± 0,20 8,21 ± 0,22 22,32 ± 0,56 64,01 ± 0,86

GS 69,40 ± 0,51 1,91 ± 0,05 12,38 ± 0,18 9,79 ± 0,26 61,22 ± 0,36 14,70 ± 0,60

GSt 40,80 ± 0,33 7,12 ± 0,10 2,38 ± 0,26 8,85 ± 0,22 49,52 ± 1,58 32,13 ± 1,43

Wastes such as GS, LP, TTSt and SS, which have a high TDF content, could be used in the preparation foods with 
satiating qualities, as the high TDF content increases the time of chewing, producing a greater amount of saliva 
and gastric juices and generating the stomach expansion. In addition, soluble fiber decreases digestion, which 
causes glycogen and fat to be mobilized as energy sources to maintain the level of glucose needed in the blood. 
Therefore, wastes with high fiber content can be used to treat overweight, diabetes, colon cancer, cardiovascu-
lar disease and constipation problems (Soliman, 2019).

Moreover, wastes such as GP and MP, which have a low TDF content, do not have important applications in the 
food or pharmaceutical industry to obtain products that improve stomach or intestinal problems. Gutierrez et 
al. (2003), report values of 15,93 % (TDF) for PP, which differ significantly from those found in this study. The va-
lue found experimentally (31,55 ± 0,75 %) corresponds to approximately double that reported in the literature.
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When comparing the results for the bromatological analysis found experimentally in the present work with data 
from the literature, it was found that these results differ considerably for some wastes. The difference between 
results may be due to the raw material harvesting conditions, because a lot of data reported in the literature are 
from studies conducted in other countries. Therefore, it is expected that the wastes have different characteris-
tics in their composition due to soil conditions, environmental conditions and the fertilizers used (Ruales, 2015).

Prospective use of fruit waste

Currently, the valorization of fruit wastes such as seeds and peels has become a challenge for the industries, 
since these present a high organic load that generates a negative environmental impact, and their adequate dis-
posal represents great costs for those who produce this type of wastes (Vargas and Pérez, 2018). Fruit wastes 
are generally used for energy generation (Gutiérrez et al., 2020). However, agro–industry waste has a potential 
use in the human food and animal feed industry due to the large number of compounds of interest that it con-
tains, such as proteins, fibers, fats and carbohydrates (Torres-León et al., 2018). The use of waste to obtain a 
specific food, for example, flour, cookies, energy bars, additives for meat products, or concentrates for animals, 
will depend on the composition of each waste.

The recovery of these compounds from agro-industry waste is a sustainable alternative that allows minimizing 
the costs related to waste disposal, maximizing resources and adding value to them. Therefore, one of the possible 
applications of these, is their use in the production of animal feed, for example, concentrates for poultry, livestock 
or dogs, due to the protein and fiber content present in fruit wastes. Nevertheless, it should be noted that, if these 
are managed properly at the microbiological level, pest control and stability, fruit residues have a potential use in 
the food industry for human beings (Roda and Lambri, 2019). The amount of fibers, proteins, carbohydrates and 
fats present in the fruit wastes, will open a general panorama on the possibility of obtaining specific food products. 
However, more rigorous studies are needed in order to verify the effectiveness of these applications.

The fruit wastes characterized in the present study, such as TTP, TTSt, LP, TS, SS and GS, have a high fiber con-
tent (>50 %). Therefore, they can be harnessed to obtain pectins, which are used in the food industry as food 
additive due to the ability they have to form gels, in addition to the beneficial properties for health such as 
lowering cholesterol, preventing or decreasing carcinogenesis, increasing satiety, among others (Petkowicz and 
Williams, 2020). Likewise, the pectin obtained from fruit wastes can be used to produce coating films to preser-
ve the sensory properties and extend the shelf life of some fruits (Maftoonazad and Ramaswamy, 2019).

Similarly, the fruit wastes analyzed in this document could be considered as foods high in fiber, since they have a 
percentage of total dietary fiber greater than 6 % (European Commission, 2006). Therefore, fruit wastes can be 
utilized in the preparation of functional concentrates and probiotic formulations with anticancer properties (Pe-
tkowicz and Williams, 2020). High fiber content in wastes could be used as a food supplement, food ingredient or 
in obtaining flours for the preparation of cakes, cookies, cereal bars and bread. The use of these wastes in the food 
industry could have benefits such as improving intestinal health and lipid metabolism (Alves et al., 2020). On the 
other hand, wastes such as TS, SS and TTS, which have high fiber (>40 %) and protein (>10 %) contents, can be used 
to obtain these compounds, which have molecular interactions that contribute functional properties to food, like 
decreased aggregation and protein precipitation, and increased protein thermal stability (Chevalier et al., 2019).

TTS, TS, OS and SS are wastes that have a high protein content (>12 %). These could be used to obtain proteins that 
provide functional properties to the food (Gomes et al., 2020), or as raw material for the production of concentrates 
for animal feed (Calvo, 2017). The use of proteins isolated from agro–industrial waste is an alternative that could 
reduce human dependence on animal protein. To achieve this, it is necessary to carry out studies on the quality of 
proteins from agro–industrial waste, considering their amino acid composition, digestibility and bioavailability, as 
well as the development of techniques that allow improving these last two properties (Chin et al., 2019).
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The carbohydrate (>44 %) and protein (>7 %) content of wastes such as PP, TP, OP, SP and GP could be used as 
substrates in fermentation since they are a source of carbon and nitrogen (Pereira-Da Silva et al., 2020). Genera-
lly, these processes use inorganic nitrogen sources, which are usually expensive, this represents an opportunity 
to reduce the costs of the inputs used in the fermentation processes (Serna and Torres, 2015). The high content 
of carbohydrates (>50 %) in wastes such as PP, MP, SP and GP suggests that they can be used in the fermentable 
sugar industry to obtain alcoholic beverages (Chin et al., 2019), or in obtaining foods with a high energy intake 
(Ahnen et al., 2020). On the other hand, these wastes could be used to produce pullulan through submerged and 
solid-state fermentation by A. pullulans (Singh et al., 2019). Pullulan is a microbial exopolysaccharide that can be 
used as a substitute for starch in the preparation of low-calorie foods, it can serve as a prebiotic and benefit the 
health of the consumer, it has application as a stabilizer and protective glaze in various food products, among 
others (Singh et al., 2019).

The wastes with a high content of crude fat (>27 %), for example TTS, TS, OS and SS, have a potential use to obtain 
vegetable fats that can be incorporated into functional foods with benefits for human health such as the synthesis 
of hormones and the assimilation of vitamins A, D, E and K (Hernandez-Rodas et al., 2016). However, it is important 
to analyze this fat content in order to determine its composition and classify them as saturated or unsaturated fatty 
acids. Polyunsaturated fatty acids have application in the prevention of cardiovascular diseases due to their high 
content of HDL cholesterol (Shahidi and Ambigaipalan, 2018). The polyunsaturated fatty acids could be obtained 
through solid-state fermentation (Klempová et al., 2020) or using different extraction techniques such as soxhlet, 
microwave assisted, and ultrasound assisted extraction (Hakimi et al., 2018). These same wastes, which have a 
crude fat percentage between 20,5 % and 37,7 % can be used in animal feed (Calvo, 2017).

CONCLUSIONS

The bromatological characterization is a theoretical base in the studies of use of agroindustrial residues. The variety 
in the percentages of compounds such as proteins, fibers, fats and carbohydrates present in the fruit wastes, shows 
that the specific application of each of these residues will depend on which component is the majority.

Grape and soursop seeds, lulo skin and tree tomato stem are a promising raw material for preparing foods with 
satiating properties and obtaining pectins. Tree tomato, soursop, mandarin and orange seeds that could be used 
in the food and pharmaceutical industry as gelling and emulsifying agents. Likewise, the seeds of tree tomato, 
mandarin, orange and soursop have applications in obtaining functional foods that promote the synthesis of 
hormones and the assimilation of vitamins, while waste rich in carbohydrates, such as pineapple, mango, sour-
sop and skin grape, can be used in the preparation of foods with high energy content.

The results of this research are a theoretical basis that opens the doors for future research on the specific use of 
waste in the food industry based on the bromatological composition.
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ABSTRACT

The milk-clotting enzymes used in the production of semi-matured and matured 
cheeses, can influence the metabolic processes that occur during maturation. 
This study evaluated the impact of chymosin enzyme E.C. 3.4.23.4 (recombi-
nant and microbial origin) on the lipid composition and organoleptic properties 
of Paipa Cheese, a semi-mature artisan Colombian product. The lactic acid bac-
teria content in milk and Paipa cheese, the coagulant and lipolytic activity of 
chymosin, the lipid composition as well as the lipid profile of the product, total 
free fatty acids, and sensory analysis were evaluated. The results indicated a 
greater lipolysis in cheeses made with chymosin microbial origin which were as-
sociated with a greater lipolytic activity and a greater perception of acidic, ran-
cid, and soapy flavors. Nevertheless, panelists preferred cheese prepared using 
recombinant chymosin, with lower lipolysis and lipolytic activity. Regardless of 
the type of protein precipitant that can be used in the elaboration of semi-ma-
tured and matured cheeses, Paipa cheese had a high content of saturated fatty 
acids and omega 3, 6, and 9; which accounted for the organoleptic and nutritio-
nal characteristics, which could favorably impact its commercial activity.

RESUMEN

Las enzimas coagulantes de la leche utilizadas en la producción de quesos se-
mi-madurados y madurados pueden influir en los procesos metabólicos que se 
producen durante la maduración. Este estudio evaluó el impacto de la quimo-
sina E.C. 3.4.23.4 (de origen recombinante y microbiano) en la composición 
lipídica y las propiedades organolépticas del queso Paipa, un producto colom-
biano artesanal semi-madurado. Se evaluó el contenido de bacterias ácido 
lácticas en la leche y el queso Paipa, la actividad coagulante y lipolítica de la 
quimosina, la composición lipídica, así como el perfil lipídico del producto, áci-
dos grasos libres totales y análisis sensorial. Los resultados indicaron una ma-
yor lipólisis en los quesos elaborados con quimosina de origen microbiano, los 
cuales se asociaron con una mayor actividad lipolítica y una mayor percepción 
de sabores ácidos, rancios y jabonosos. No obstante, los panelistas prefirieron 
el queso preparado con quimosina recombinante, con menor lipólisis y acti-
vidad lipolítica. Independientemente del tipo de precipitante proteico que se 
pueda utilizar en la elaboración de quesos semi-madurados y madurados, el 
queso Paipa presenta un alto contenido de ácidos grasos saturados y omega 
3, 6 y 9; lo que da cuenta de las características organolépticas y nutricionales, 
que podrían impactar favorablemente su actividad comercial.
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INTRODUCTION

Paipa cheese is a semi-mature artisan cheese which is typical of the Colombian Andean region. Some of its ori-
ginal organoleptic characteristics are a featured mild bitter flavor, a strong and moderate rancid aroma, and a 
semi-dry texture. These characteristics come in part from the raw milk obtained from the region’s own cattle. 
These characteristics are only possible because of the natural environment and local production customs of 
the region with which it is associated. As a result of these characteristics it has been granted protection under 
the designation of origin (PDO) (Superintendencia de Industria y Comercio de Colombia-SIC, 2011). The manu-
facturing process includes the transformation and/or separation of casein (due the hydrolysis of the Phe105 – 
Met106 bond of k-casein) which is the main protein in milk. This is accomplished using enzymatic coagulation by 
adding proteolytic enzymes: chymosin (E.C. 3.4.23.4) known as commonly “milk-clotting enzymes”. As a result of 
this process, a milk curd or gel is obtained which is mainly composed of fat and proteins. This results in a strong 
tendency for the syneresis phenomenon to occur, exuding a significant part of the milk whey (Romero Del Cas-
tillo-Shelly and Mestres-Lagarriga, 2004). The traditional protocol for making Paipa cheese does not specify 
the type of precipitating agent to be used during its manufacture. Producers choose a clotting agent based on 
economic factors and the known results of the changes. These changes in the taste and smell of the product 
demonstrate the need for knowledge which allows the producer to accurately assess the type and degree of 
changes on the organoleptic properties of this type of cheese.

Milk-clotting enzymes, chymosin, are in constant demand in the dairy industry; for this reason, there is a wide 
variety of protein precipitants whose origin could affect their specificity and properties, so their use could be 
limited to the kind of dairy product to be manufactured (Romero Del Castillo-Shelly and Mestres-Lagarriga, 
2004). Two of the most commercially enzymes are recombinant chymosin (RC), 100 % pure recombinant chymo-
sin secreted by Aspergillus niger var. awamori, by genetic engineering techniques, and chymosin microbial origin 
(CMO), an aspartic protease obtained by the controlled fermentation of Rizhomucor Miehei. These precipitants 
differ in origin as well as in the content of proteolytic and lipolytic enzymes which remain in the cheese-product, 
favoring different metabolic processes during maturation. In the case of lipid metabolism, the milk-clotting en-
zymes are related to the release of free fatty acids (FFA) which are the precursors to volatile compounds such 
as carboxylic acids, alcohols, ketones, thioesters, and other agents responsible for the safety of the product and 
its organoleptic properties; mainly odor and taste (Bertuzzi et al., 2018). Studies associated to the use of CMO 
in the production of Camembert, Cheddar, and Edam, have shown that their use favors proteolysis and lipolysis 
related to bitter flavors in hard, long-maturing cheeses (Reps et al., 2006); these protein precipitants have been 
widely accepted at the industrial level given their high coagulant activity and low non-specific proteolytic activi-
ty. RC have been characterized by their high specificity, low non-specific proteolytic activity, predictable coagu-
lation behavior, and conducive to vegetarian diets just like CMO ((Romero Del Castillo-Shelly and Mestres-La-
garriga, 2004). When comparing Paipa Cheeses from different Colombian companies, differences were found 
in their composition and appearance (data not shown). This may be directly connected to the absence of studies 
that identify the impact of the type of protein precipitant on its organoleptic and nutritional characteristics.

As an experimental procedure for the present investigation it was necessary to carry out both preliminary tests 
on fresh raw milk and on Paipa cheeses. The objective of this work was to evaluate the influence of the kind of 
chymosin (recombinant and microbial origin) on the lipolytic activity, lipid composition and organoleptic pro-
perties for the particular case of a dairy product. These aspects account for the importance of milk-clotting 
enzymes on the organoleptic and nutritional properties of semi-matured and matured cheeses; while providing 
the possible impact it may have on its commercial activity.
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METHODS

Preliminary tests on fresh raw bovine milk

Both collection of raw milk and maturation of cheeses were carried out in Paipa, municipality of the department 
of Boyacá (central-eastern Colombia). It is at an elevation of 2.525 m, the climate is mild with an average of 13,7 
°C and relative humidity 70-78 %. The different assays were developed at the Universidad Pedagógica y Tecno-
lógica de Colombia located in Tunja (capital of Boyacá department), 48 km of Paipa.

Three batches of milk were collected, each with a content of 11 L. Each cheese required 5,5 L of milk from Nor-
man, Holstein, and Jersey breeds of cattle and their respective crosses. The cattle were raised on dairy farms in 
the municipality of Paipa and its surrounding areas. The selection of livestock relied on farms with a non-spe-
cialized dairy production system using animals in adequate body condition. The animals had a diet based on 
kikuyu and ryegrass, mineralized salt, and did not receive any type of food supplement. Each analysis within the 
preliminary tests were performed in triplicate and included:

Physicochemical composition. To assess the quality and composition of the milk, pH, protein percentage, per-
centage of total solids, and fat percentage were determined using a LactoScan SA30 dairy analyzer that meets 
the requirements established by the AOAC. The percentage of acidity was measured by titration with NaOH, 
AOAC 947.05 method (1990).

Lactic acid bacteria content. Lactic acid bacteria content was quantified because these microorganisms are 
the main source of lipolytic enzymes in matured cheeses and influencing both lipid metabolism and the organo-
leptic properties in the final product. The count of lactic acid bacteria (LAB) required the preparation of serial 
dilutions in base 10 of milk in sterile peptone water. One milliliter of the diluted sample was inoculated in plates 
for microbial count (3M Petrifilm) and incubated for 48±3 h at temperatures between 28 and 37 °C as indicated 
by AOAC PTM 041701 (1990).

Coagulant activity of the milk-clotting enzymes. This process allowed the evaluation of the strength or coagu-
lation capacity of the precipitant. One unit of coagulant activity (UCA) corresponds to the amount of enzyme 
extract (minimal chymosin concentration 530 mg/L) necessary to coagulate 10 mL of skimmed milk reconstitu-
ted in 100 s at 30 °C. It was calculated using equation 1 (Amira et al., 2018).

 (Eq. 1)

Where: UCA/mL = units of coagulant activity per milliliter, V = volume of milk (mL), Tc = coagulation time (s), V´= 
quantity of enzyme extract (mL).

Lipolytic activity of the milk-clotting enzymes. In order to quantify the lipase activity of the enzymes from the 
coagulants and define the amount of enzyme that produces an evaluable FFA. One µEq of NaOH was added until 
a pH of 8,5 was reached on a cream substrate after being incubated for 24 h at 37 °C (Bevilacqua et al., 2019). It 
was calculated using equation 2.

(Eq. 2)
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Where: LU/g= lipolytic units per gram of coagulant, A= volume of NaOH used in the neutralization (mL), B= vo-
lume of NaOH used in the neutralization of the blank (mL), C= volume of NaOH used in the neutralization of the 
precipitant extract (mL), D= concentration of NaOH, E= volume of sample (mL).

The selection of RC and CMO coagulants, was chosen according to preferences of the Paipa cheese producers. 
The current study used the chymosin microbial origin: Microclerici rennet, Caglificio Clerici, Sacco system 
(Italy): a precipitant of fungal origin obtained by the controlled fermentation of Rizhomucor miehei, whose active 
component is the aspartic protease of Rizhomucor miehei. The current study also used the recombinant chymo-
sin Albamax rennet, Caglificio Clerici, Sacco system (Italy): a 100 % pure recombinant chymosin secreted by 
Aspergillus niger var. awamori, whose active component is particularly Chymosin B.

Preparation and testing of Paipa cheese

Paipa cheeses were made in laboratory using 5,5 L of milk each, following the manufacturing protocol established 
in resolution 70802 of the Superintendency of Industry and Commerce of Colombia The resolution states the con-
ditions and stages for the manufacturing of the cheese, protected designation of origin (PDO). The fresh and raw 
milk must first be filtered using a cloth, heated to between 30 and 35 °C, and curdled for 35 min from the addition 
of 1 % of milk-clotting enzyme by volume of milk (SIC, 2011). The curd formed must then be cut and agitated, sat 
and drained to a malleable wet mass, kneaded and salted using 11 g of cooking salt, and molded and pressed for 
10 h in round perforated plastic molds with a capacity of 450 g. Only after this process can it be let to mature for 
21 days in a cellar at temperatures between 15 and 20 °C and a controlled relative humidity between 65 and 70 %. 
Three batches of Paipa cheeses were made, each consisting of two cheeses; one cheese made using the recombinant 
chymosin (RC) and another using the chymosin of microbial origin (CMO). Each analysis that made up the tests on 
the cheeses were performed in triplicate and included:

Physicochemical composition. pH was determined using a pH meter, following the AOAC 981.12 method (1990). 
Salt percentage was determined using AgNO

3
, following the AOAC 935.43 method (1990). The percentage of protein 

and the percentage of dry protein was measured using the Kjeldahl method, following the AOAC 920.123 (1990). The 
percentages of total solids, humidity and humidity in defatted cheeses were measured using AOAC 926.08 (1990). 
The percentages of fat and fat in dry material were measured using gravimetric analysis using AOAC 933.05 (1990). 
Water activity was measured at 20 °C according to the standard AOAC 978.18 (1990). The acidic percentage was 
measured according to the method described in AOAC 920.124 (1990). The percentage yield was calculated based 
on the average theoretical yield obtained in the production of Paipa cheese (Niño De Onshuus, 1998).

Lactic acid bacteria content. Five grams of cheese was macerated in 45 mL of sterile peptone water and 100 μL 
of tween 80 was added. Serial dilutions in base 10 of the sample were then prepared in sterile peptone water. 
One milliliter of the diluted sample was inoculated on plates of 3M microbial counting petrifilm and the plates 
were incubated for 48±3 h at temperatures between 28 and 37 °C according to AOAC PTM 041701(1990).

Lipid composition

Lipid Profile. The analysis of the fatty acids extracted from 100 g samples of cheese was carried out by extrac-
ting and quantifying their methyl esters on an AT 6890N gas chromatograph (Agilent Technologies, Palo Alto, 
California, U.S.A.) with a flame ionization detector (GC-FID) according to the automated Soxhlet extraction me-
thod and ISO 12966-1:2014/ISO 12966-2:2017 standards. 37 Component FAME Mix, (AccuStandard, Inc., 125 
Market Street, New Haven CT 06513, Cat FAMQ-005) was used as a certified reference standard. The column 
used in the analysis was a DB-23 (J & W Scientific, Folsom, CA, USA) [50 %-cyanopropyl-poly(methylsiloxane), 
60 m x 0,25 mm x 0,25 μm]. The injection used was 2 μL in volume and was done in split mode (50:1).
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Total FFA quantification. In order to evaluate the influence of the type of chymosin (E.C. 3.4.23.4) on lipolysis 
or release of FFA in cheeses, the “copper soaps” spectrophotometric method was used (Câmara et al., 2017).

Sensory analysis. In order to evaluate the organoleptic properties of the elaborated Paipa cheeses, the sensory 
panel required the training of 16 individuals. The individuals were trained during a non-continuous time of 8 h 
with different commercial Paipa cheeses. The attributes evaluated were visual appearance, manual and mou-
th texture, flavor, and an olfactory and retronasal evaluation. The information was recorded in an evaluation 
format designed by the authors of this paper. Each panelist rated the perceived intensity of each attribute on a 
scale from 0 to 5, with 0 being the total absence of the attribute and 5 being the presence at a very high intensity. 
Subsequently, they were asked to select the cheese that was most pleasing. For each Paipa cheese sample to be 
evaluated, slices of 10 g (6,0 cm long, 4,0 cm wide and 1,5 cm thick) were given to the participants. The slices 
were presented simultaneously to eliminate impacts caused by the order of presentation and were arbitrarily 
labeled. After the sensory analysis of each cheese sample, panelists rinsed their mouths with purified water and 
neutralized the taste with saltine crackers to remove any aftertaste. The sensory analysis took into account the 
standard ISO 13299 (2016).

Statistical Analysis

The statistical analysis of the data was carried out using the statistical program “R”. A block design with only one 
factor: type of chymosin ; two treatments: recombinant chymosin (RC) and chymosin of microbial origin (CMO), 
and three blocks: milk batch was used. Analysis of variance ANOVA was performed using a significance level of 
0,05, following the statistical model described by equation 3.

(Eq. 3)

Where:  = response of treatment i in block j,  = general mean,  =effect of the jth block,  = effect of the ith 

treatment,  = experimental error in unit j for treatment i.

RESULTS

Preliminary analysis on fresh raw milk

Physicochemical composition and content of lactic acid bacteria. Table 1 presents the physicochemical com-
position of the milk used to make the analyzed cheeses.

Table 1. Physicochemical composition of milk.

Característic Result Accepted value*

pH 6,58 ± 0,10 6,5

Percentage of proteins 3,10 ± 0,12 3,0

Percentage of total solids 11,68 ± 0,18 >11,4

Percentage of fats 3,19 ± 0,29 3,0

Percentage of acidity 0,16 ± 0,004 0,16

*Value accepted by resolution 70802 of the Superintendencia de Industria y Comercio de Colombia by Paipa cheese (SIC, 2011)
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The results obtained show that the physicochemical composition of the collected milk is adequate for making 
Paipa cheese. The results fall within the accepted values   of pH, protein percentages, total solids, fat, and acidity, 
established by the regulations that govern its production. The average initial content of LAB was 1,33 x 107 
CFU/mL of milk which are similar to results obtained in the microbiological analysis carried out on raw milk in 
the production of Castelmagno cheeses, with values   of 6,00 x 106 CFU/mL (Dolci et al., 2010). The high quantity 
of bacteria is common in raw milk, since both milk and its derivatives are typical means of proliferation.

Coagulant and lipolytic activities of milk-clotting enzymes. Table 2 shows the results of coagulation capacity 
(coagulant activity) and lipase activity (lipolytic activity) for each type of enzyme.

Table 2. Coagulant and lipolytic activity of the chymosins evaluated.

Activity RC CMO

Coagulant activity (UCA/mL)  1,34 ± 0,21a  1,28 ± 0,19a

Lipolytic activity (LU/g) 22356 ± 3590a 28177 ± 3176b

a,b Different letters indicate statistically significant differences 
(P <0,05), ANOVA analysis of variance.

There are no significant differences in coagulant activity on milk proteins by the two types of protein precipi-
tants. When comparing the coagulant activity reported by Amira et al. (2018), using chymosin during the pre-
paration of the curd (≈1,11 UCA/mL), it was found that chymosins analyzed presented higher values: RC (1,34 
UCA/mL) and CMO (1,28 UCA/mL). It should be mentioned that a higher precipitation activity is related to a 
better specificity towards k-casein and results in a greater hydrolysis rate (Amira et al., 2018).

The evaluation of lipolytic activity showed significant differences. Lipolysis was found to be higher in chymosin 
microbial origin, which favor the hydrolysis of triglycerides and would generate a greater release of FFA. Since 
FFAs act as precursors for volatile compounds, this has important implications for the organoleptic properties 
of the product, mainly in the generation of characteristic odors and flavors (Bertuzzi et al., 2018).

Preparation and analysis of Paipa cheeses

Physicochemical composition and content of lactic acid bacteria. Table 3 presents the physicochemical com-
position of the produced Paipa cheeses.

Table 3. Physicochemical composition.

Characterístic RC CMO

pH 5,67 ± 0,32a 5,56 ± 0,32b

Percentage of salt 2,12 ± 0,04a 2,28 ± 0,06a

Percentage of protein 28,05 ± 0,13a 31,65 ± 0,16a

Percentage of protein in dry base 43,69 ± 0,23a 47,31 ± 0,12a

Percentage of total solids 65,17 ± 0,87a 66,05 ± 2,56a

Percentage of humidity 34,83 ± 0,87a 33,95 ± 2,56a

Percentage of humidity in defatted cheese 44,47 ± 0,06a 40,23 ± 0,07a

Percentage of fat 19,49 ± 0,53a 17,73 ± 0,17a

Percentage of fat in dry material 30,36 ± 0,46a 26,50 ± 0,37a

Activity of water 0,92 ± 0,04a 0,92 ± 0,07a

Percentage of acidity 1,05 ± 0,10a 1,16 ± 0,02a

Percentage of yield 97,12 ± 3,78a 93,18 ± 5,84a

a,b Different letters indicate statistically significant differences (P <0,05),  
ANOVA analysis of variance.
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The physicochemical composition of the produced cheeses showed a significant difference in the pH of the fi-
nal product when different types of chymosins are used. In cheeses made with CMO, the pH was lower, which 
could be related to a greater accumulation of fermentation products such as lactic acid and other organic acids. 
Although there were differences, they were not significant when using a particular type of chymosin for per-
centages of salt, protein, protein on a dry base, total solids, humidity, moisture of defatted cheese, fat, fat in 
dry material, and acidity. When evaluating the percentage of salt, the use of CMO caused a slight increase in 
its concentration which enhances flavor, but also intervenes in specific characteristics of the product. Changes 
to the structure, texture, functional properties, extension of the product’s shelf life were noted in addition to 
contributing to the selection of microorganisms through a partial regulation of water in the paste (SIC, 2011; 
Loudiyi et al., 2018). There were no differences regarding the water activity of the cheeses, finding an activity of 
0,92 which is outside the range at which pathogenic bacteria and other microorganisms associated with spoila-
ge grow optimally (0,94-0,99) (Trmčić et al., 2016).

The cheeses made with RC had a higher yield of 97,12 % when compared to those made with CMO: 93,18 %. This 
behavior was favored by two important factors regarding the optimization of cheese yield. The first factor was the 
moisture/protein ratio which was higher in RC cheeses (1,24) than CMO cheeses (1,07). The second factor was 
the fat/protein ratio, which was higher in RC cheeses (0,69) than CMO cheeses (0,56) resulting in a more efficient 
retention of fat and causing the precipitation and agglomeration of proteins resulting in less fat loss from the serum 
(Pazzola et al., 2019). Despite the fact that the cheeses made with CMO generated a lower yield, it is important to 
note that in this product, the highest amount of total solids is provided by the quantity of protein.

There were no significant differences in the cheeses analyzed regarding LAB. In RC cheeses there was an ave-
rage of 5,47 x 109 CFU/g while CMO cheeses had an average of 7,81 x 109 CFU/g. These results are similar to 
the analysis of bacterial diversity in Paipa cheese carried out by Castellanos-Rozo et al. (2020) which concludes 
them to be the main group of microorganisms in this product. Similar LAB contents have been reported in tradi-
tional cheeses such as Serra da Canastra and Fruhe with values on the order of 108–109 CFU/g. These bacteria 
are derived mainly from the native microbial flora of raw milk and remain in the product until the end of matu-
ration due to their acid-tolerance (Kamimura et al., 2020; Murgia et al., 2020). Important populations of these 
bacteria in Paipa cheese could favor the development of the functional properties in the product since they have 
the ability to play a probiotic role and synthesize compounds with antimicrobial capacity such as organic acids 
(mainly lactic acid), hydrogen peroxide, and bacteriocins that inhibit the degradation and growth of pathogenic 
bacteria while providing flavor to the cheese (Castro et al., 2016).

The LAB content depending on the type of precipitant and its relation to total FFA will be analyzed in greater 
detail in Sec. Total free fatty acid quantification.

Lipid composition

Lipid profile. Figure 1 shows the lipid profile of the Paipa cheeses made with the chymosin RC and CMO. The 
results are expressed according to: (a) carbon chain length: short chain fatty acids (FA-SC), medium chain fatty 
acids (FA-MC), and long chain fatty acids (FA-LC); and (b) degree of unsaturation: saturated, monounsaturated, 
polyunsaturated, and total fatty acids.

The type of chymosin used in the production of Paipa cheese had no significant effect on the concentration of 
fatty acids. When analyzing Figure 1a, the results indicate that Paipa cheese is mainly made up of FA-LC, second-
ly by FA-MC, and to a lesser extent by FA-SC. In general, FA-LC tend to have a lesser influence on flavor when 
compared to FA-SC and FA-MC. This is due to their high threshold of sensory perception related to background 
flavors which are not directly perceived at first taste. In contrast, the perception threshold for non-esterified 
FA-SC and FA-MC is lower, such that even at low concentrations they have significant impacts on the develop-
ment of aromas and flavors (Güler, 2005).
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Figure 1. Lipid composition. a) Classification by carbon chain length. b) 
Classification by degree of unsaturation.

a,b Different letters indicate statistically significant differences 
(P <0,05), ANOVA analysis of variance.

The lipid profile shown in Figure 1b, shows that Paipa cheese is mainly composed of saturated fatty acids, fo-
llowed by monounsaturated fatty acids, and to a lesser extent polyunsaturated fatty acids. Saturated fatty acids 
make up 71,31 % of the total content, where palmitic, myristic, and stearic acids were predominant. When com-
paring the lipid profiles of the Paipa cheeses made for this paper with Paipa cheeses from three different com-
mercial brands, 7,84 % more saturated fatty acids were found in their content (data not shown). Unsaturated 
fatty acids (mono and polyunsaturated) are related to factors such as the origin of raw milk, altitude of the area 
in which it is produced (Paipa is at 2525 m.a.s.l), and a diet of cattle based on green forage. These factors favor 
the concentration of this type of fatty acid in milk, compared to those obtained in milk from lower altitudes 
and from cattle fed with concentrated (Zeppa et al., 2003; Hanus et al., 2018). Monounsaturated fatty acids are 
beneficial because they are useful as an energy source, reduce blood concentrations of low-density lipoproteins 
and prevent cardiovascular disease (De Souza et al., 2015). Polyunsaturated fatty acids play an essential role in 
human health and in the proper function of the brain, heart, and vision (Sokoła-Wysoczańska et al., 2018). It is 
important to note that no trans fatty acids were found in Paipa cheese, which is positive considering that its in-
take is related to the development of coronary heart disease, inflammation, endothelial dysfunction, and other 
diseases associated with increased levels of cholesterol carried by low-density lipoproteins (LDL) (Oteng and 
Kersten, 2020). The characteristics found in Paipa cheese can be further studied to determine each of the stages 
and factors that intervene in the production process and in order to improve the lipid, protein, and microbiolo-
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gical composition of the raw material and therefore of the finished product. Table 4 presents the contents of the 
fatty acids of greater nutritional and organoleptic relevance in the cheeses analyzed.

Table 4. Fatty acids of greater nutritional and organoleptic relevance in cheeses.

Fatty acid
Retention time

(min)
RC

(mg/100 g of cheese)
CMO

(mg/100 g of cheese)

Butyric (C4:0) 3,787  656,33 ± 168,05a  672,00 ± 238,27a

Caproic (C6:0) 4,153  587,33 ± 126,47a  652,33 ± 165,30a

Caprylic (C8:0) 4,974  350,33 ± 59,50a  387,00 ± 67,64a

Capric (C10:0) 6,565  728,33 ± 102,38a  779,00 ± 113,65a

Lauric (C12:0) 8,906 858,00 ± 69,16a 894,33 ± 82,25a

α-Linolenic (C18:3n3) 24,413 152,00 ± 20,07a 126,33 ± 22,01a

Eicosapentaenoic (C20:5n3) 32,925 19,00 ± 5,00a 14,00 ± 4,00a

Linoleic (C18:2n6c) 22,562 390,67 ± 23,71a 332,33 ± 39,55a

Arachidonic (C20:4n6) 30,480 18,33 ± 4,04a 13,67 ± 3,06a

Oleic (C18:1n9c) 21,202 7046,00 ± 374,72a 6571,67 ± 771,83a

Eicosenoic (C20:1n9) 27,217 12,33 ± 0,58a 12,67 ± 1,53a

a,b Different letters indicate statistically significant differences (P <0,05), ANOVA analysis of variance.

There were no significant differences in the content of fatty acids of nutritional and organoleptic relevance in 
cheeses made with RC or CMO. Regardless of the type of chymosin (E.C. 3.4.23.4), the lipid profiles show the 
presence of the fatty acids responsible for generating the characteristic flavors and aromas in matured cheeses. 
Among the fatty acids that provide the acidic flavor of cheese are capric acid, which is a flavor enhancer and is 
associated with a burning acidic flavor, and caproic acid, which has a pungent flavor (Güler, 2005). The rancid 
and bitter flavors are mainly due to the presence of capric and butyric acids, of which the latter also contribu-
tes to the typical cheese flavor. In addition to these flavors which are characteristic of Paipa cheese, there are 
others which are characteristic of the lipolytic activity of bacterial enzymes including LAB, on matured cheeses. 
This is how the soapy and spicy flavors are related to the presence of lauric, and caprylic acids (Güler, 2005).

The contents of butyric, caprylic, and caproic acids were higher than those found in the lipid profiles of commercial 
Paipa cheeses (≈ 150 mg/100 g of cheese) evaluated by our research group (data not shown). These differences can 
be attributed to climatic factors according to the seasonal stage of milk collection for the production of cheeses 
and differences in the livestock selection and storage procedures, among other aspects that would impact the 
lipid composition of both the raw material and the final product; however, its effect on the organoleptic properties 
depends mainly on the specific hydrolytic activity of each fatty acid as well as on the dynamics of its release.

A chromatographic analysis on the fatty acids of nutritional importance indicated an important content of ome-
gas 3, 6, and 9 such as: linolenic, eicosapentaenoic, linoleic, arachidonic, oleic and eicosenoic acids. Omega-3s 
such as linolenic and eicosapentaenoic acid, have shown effect to reducing the possibility to suffer cardiovas-
cular related problems (Fleming and Kris-Etherton, 2014). In addition to omega-3s, omegas-6s, and those deri-
ved from long-chain polyunsaturated fatty acids such as arachidonic and linoleic acid, have a central role in the 
structure and functions of the cell membrane that promote neonatal growth, metabolism of neurotransmitters, 
the development of the visual and nervous systems, and provide beneficial anti-inflammatory and immunologi-
cal effects (Santillo et al., 2018). In the case of omega-9s, oleic acid was one of the fatty acids found in the highest 
proportion making up 23,5 % of the total fatty acids present. This compound reduces the incidences of develo-
ping cardiovascular disease. These qualities present in Paipa cheese highlight its nutritional quality and should 
be used to search for alternatives that strengthening and broaden its use.
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Total FFA quantification. The impact of the type of milk-clotting enzymes on lipolysis, understood as the degree 
of FFA release, by hydrolytic action of lipolytic enzymes is presented in Table 5.

Table 5. Effect of milk-clotting enzymes on lipolysis and increase of lactic acid bacteria.

RC CMO

Lipolysis (mg of FFA/100 g of cheese)  7,52 ± 2,89a 162,07 ± 9,43b

Lactic acid bacteria (CFU/g) 5,47 x 109 a  7,81 x 109 a

a,b Different letters indicate statistically significant differences (P <0,05), ANOVA analysis of variance.

The results obtained indicated significant differences in lipolysis in the cheeses made with RC and CMO. The CMO 
cheeses presented a higher degree of lipolysis, releasing 162,07 ± 9,43 mg of FFA/100 g of cheese which corresponds 
to 0,57 % of the total fatty acids. The RC cheeses resulted in a lower lipolysis, resulting in a release of 7,52 ± 2,89 mg 
of FFA/100 g of cheese or 0,03 % of all fatty acids. A higher content of released FFA is related to a higher intensity 
in the perceived flavors. This was the case in the sensory analysis carried out on Azul, Limburguer, and Roquefort 
cheeses which were classified as stale, strong cheeses with butyric flavors, which presented high concentrations 
of FFA (on average 2395 mg FFA/100 g of cheese). In contrast, cheeses such as Port Salut, Monterey, Edam, and 
Colby, had mild milk flavors and are characterized by low levels of FFA (on average 58 mg FFA/100 g cheese) (Reps 
et al., 2006; Thierry et al., 2017). The impact of lipolysis on the intensity of the flavors of Paipa cheeses will be ob-
served in detail in Sec. Sensory analysis. In matured products made with raw milk, the production of FFA is normal 
since it is responsible for the typical flavors of these cheeses. Additionally, they act as precursors of the volatile 
compounds such as alcohols, aldehydes, ketones, and esters among other compounds responsible for the flavor 
and aroma of the cheese. It can also negatively impact the taste of cheeses by introducing defects such as rancid 
flavors accompanied by the production of “Spicy” flavors which are often unpleasant to the palate of consumers. 
There was no excessive lipolysis for any of the Paipa cheeses analyzed, which would account for a development of 
flavors and aromas typical of matured products. Although a higher intensity of sour and bitter flavors was found 
in CMO cheese, it did not reach the point of being “unpleasant” for consumption.

The LAB in matured cheeses are a source of lipolytic enzymes and their presence favors the release of FFA (Lopez 
et al., 2006). Despite having generated greater lipolysis in CMO cheese, no significant differences were found in 
terms of LAB content between RC and CMO cheeses in the current study. It can therefore be inferred that this was 
not a factor directly related to the higher lipolysis generated in CMO cheese. It is important to note that there are 
several sources of lipolytic enzymes which include LAB, the lipoprotein lipase in milk, and the type of milk-clotting 
enzyme, among others. The results from the current study indicate that the enzymes from the CMO significantly 
influenced the production of FFA which indicated both a higher lipolytic activity and FFA content.

Sensory analysis. When comparing Paipa cheeses made with RC and CMO, there were no significant differences 
in the characteristics such as color, size, brightness, porosity, and greasy appearance. Differences between cheeses 
made using the two methods included yield which was 97,12 % for RC cheese and 93,18 % for CMO cheese and the 
color of the paste which was creamy yellow in cheeses made with RC and creamy white for those made with CMO. 
Figure 2 contains a radar chart related to the flavor, texture, and olfactory properties of the cheeses.
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Figure 2. Sensory analysis. a) taste. b) orthonasal olfactory sensation. c) retronasal olfactory sensation. d) tactile sensation.

The graphs show the average of the score given to each attribute in a range of 0-5, with 0: low and 5: high.

The sensory analysis of the RC and CMO cheeses showed large differences regarding the flavor and the olfactory 
and tactile properties of the cheeses. In Figure 2a, the CMO cheeses had an intense sour and bitter flavor as well as 
a slightly higher astringent sensation compared to the RC cheese. Astringency, soapy, spicy, or burning acid flavors 
are characteristic of matured cheeses and are related to the presence of lauric, caprylic and caproic acid (Güler, 
2005). These acids are found in a higher concentration in CMO cheeses as shown in the lipid analysis (Table 4).

The main differences in orthonasal olfactory sensations are found in the aromas of sour and fermented milk, which 
were more intense in RC cheeses. The odors of grass and boiled milk were more predominant for CMO cheeses as 
shown in Figure 2b. These aromas occurred as a result of the butyric and capric acid in both cheeses (Güler, 2005). 
Depending on the concentration of the acids in the cheese, a rancid or typical cheese flavor would be exhibited.

Regarding the retronasal olfactory sensations as seen in Figure 2c, the RC cheeses presented a greater intensity 
in the aromas of boiled milk and fresh lactic. The CMO cheeses presented a primarily acidified lactic, cow, and 
fruity citrus smells. These results support the finding of higher concentrations of caproic and capric acid in CMO 
cheeses (Table 4) which are related to goat cheese and stable aromas (Güler, 2005). In low concentrations of FFA 
in RC cheese typically generate smooth aromas of fresh milk.

Regarding the tactile sensation (manual and mouth texture) (Figure 2d), the CMO cheeses were more granular 
and crumblier. RC cheeses were more elastic, sticky, viscous, and screeching. These characteristics are due to 
the physicochemical composition of the processed cheeses (Table 3). Since CMO cheeses have a lower percen-
tage of fat they are less viscoelastic, have a higher humidity, as well as a less cohesive texture (Shi et al., 2020).
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A sensory analysis of the cheeses showed that despite a low threshold of perception of the FA-SC: 200-900 
μmol/kg; small changes in the concentration of these compounds can cause significant changes in the percep-
tion of the product. The most notable differences in the attributes analyzed were found in the sour and bitter 
flavors. Additionally, smells of cow, sour milk, and stable milk were the main reasons why CMO cheese presen-
ted a lower degree of acceptance by the panelists (33,33 % acceptance). 

CONCLUSIONS

The kind of chymosin (E.C. 3.4.23.4) used in the production of Paipa cheeses (a colombian semi-matured dairy 
product), significantly influences the lipolysis, release of FFA and organoleptic properties of the product. The CMO 
produced a greater lipolytic activity and favored a greater release of FFA when compared to the lipolytic activity 
and release of FFA in RC cheeses. As a result of the higher lipolysis, the cheeses made with CMO tended to be 
perceived as having more acidic, rancid, bitter, and soapy flavored. This was attributed to FA-SC and the butyric, 
caproic, caprylic, capric, and lauric acids which were perceived to be less preferable in the sensory analysis. The 
type of protein precipitant did not significantly influence LAB proliferation; however, the counts of these bacte-
ria indicated that they are of the important sources of lipolytic enzymes in the product. This contributes to the 
development of flavors, aromas, the promotion of antimicrobial activity, and a probiotic role in cheeses. The lipid 
composition of the product was not impacted by the use of a particular milk-clotting enzyme. This was seen as a 
result of a high content of saturated fatty acids, important omega 3, 6, and 9 such as linolenic, linoleic, and oleic 
acids, and the absence of trans fats. The current study highlights the importance of the impact of chymosin on the 
organoleptic and nutritional properties of matured cheeses in general as well as Paipa cheese; while providing the 
possible impact it may have on its commercial activity. Studies concerning the process of release of free fatty acids 
during maturation and its relationship with organoleptic properties are recommended.
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ABSTRACT

Colombian sheep production is carried out in extensive pastures with a low per-
centage of protein and high fiber levels that lead to low weight gains. The aim of 
this study was to evaluate intake, digestibility, rumen kinetics, and blood metaboli-
tes in hair lambs fed Samanea saman and Cordia dentata. Twelve hair lambs were 
distributed in an experimental 4x4 Latin square design, with four treatments and 
four experimental periods. Treatments were T1:100 % Dichanthium spp hay, T2: 
80 % Dichanthium spp hay, 20 % S. saman, T3: 80 % Dichanthium spp hay, 20 % C. 
dentata, T4: 80 % Dichanthium spp hay, 10 % S. saman, and 10 % C. dentata. The 
highest nutrients intakes were obtained with diets containing tree foliage compa-
red with the T1 diet (p<0,05). In vivo and In vitro digestibility of DM, OM and, NDF 
of tree leaves diets showed higher values than the T1 diet (p<0,05). Digestible and 
metabolizable energy were similar between tree leaves diets (p<0,05). Blood urea 
nitrogen values were superior for animals fed the T2 diet (p<0,05). Degradability 
values at 96 hours were higher for the T2 diet (p<0,05). Potential degradability 
was superior for the T3 diet. The results of this study demonstrate that S. saman 
and C. dentata leaves improve nutrients intake and digestibility. Therefore, they 
can be an alternative for sheep in the tropical dry forest.

RESUMEN

La producción ovina colombiana se realiza en pastos extensivos con bajo por-
centaje de proteína y altos niveles de fibra que conducen a bajas ganancias de 
peso. El objetivo de esta investigación fue evaluar el consumo, digestibilidad, ci-
nética ruminal y metabolitos sanguíneos en corderos de pelo alimentados con 
Samanea saman y Cordia dentata. Se distribuyeron doce corderos de pelo en 
un diseño experimental cuadrado latino 4x4, con cuatro tratamientos y cuatro 
períodos experimentales. Los tratamientos fueron T1: 100 % Dichanthium spp, 
T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % de S. saman, T3: 80 % de Dichanthium spp, 20 
% de C. dentata, T4: 80 % de Dichanthium spp, 10 % de S. saman y 10 % C. den-
tata. Las mayores ingestas de nutrientes se obtuvieron con dietas que contenían 
follaje arbóreo (p<0,05). La digestibilidad in vivo e in vitro de MS, MO y FDN de 
las dietas con follaje arbóreo mostro valores más altos que la dieta T1 (p<0,05). 
La energía digestible y metabolizable fue similar entre las dietas con follaje ar-
bóreo (p<0,05). Los valores de nitrógeno ureico en sangre fueron superiores para 
los animales alimentados con dieta T2 (p<0,05). Los valores de degradabilidad 
a las 96 horas fueron mayores para la dieta T2 (p<0,05). La degradabilidad po-
tencial fue superior para la dieta T3. Los resultados de este estudio demuestran 
que el follaje de S. saman y C. dentata mejoran el consumo y la digestibilidad.

INTRODUCTION

Ruminants play an important role in food security in developing countries 
because they can convert fibrous foods such as grass and agro-industrial 
residues into products of high biological value like meat and milk (Guya-
der et al., 2016). In these regions, most of the sheep farms present a low 
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level of adoption of technologies, limitations of commercialization, and extensive grazing in pastures with low 
protein content and high fiber, thus leading to low body weight gain and low income (Vega-Pérez et al., 2017) To 
solve this, the major trend in ruminant production has been the increase of grain feeding (Dumont et al., 2018). 
However, these feed sources have disadvantages for small farmers, such as the high price, fluctuations in inter-
national markets, and the demand for cereals for biodiesel production (Thompson et al., 2019). Hence, many 
studies have proved that using tropical trees and shrub leaves in ruminants diets can improve performance and 
decrease methane production (Vandermeulen et al., 2018) Latin American Tropical dry forests present a high 
degree of diversity and endemism (Banda et al., 2016). Many of these plants can be used for feeding because 
they have protein levels greater than 15 % and fiber levels less than 60 % (Perez et al., 2013). Previous research 
demonstrated that Samanea saman and Cordia dentata are suitable for ruminant feeding. Since they have high 
protein levels and lower fiber values (Delgado et al., 2014) than Angleton grass (Dichanthium spp.), a typical grass 
from the tropical dry forest, characterized for its low protein, high fiber, and low digestibility (Mantilla et al., 
2010).

However, there is a lack of information about the effect of including S. saman and C. dentata leaves on intake, 
digestibility, ruminal kinetics, and nutritional value in ruminant diets. Thus, the aim of this research was to eva-
luate the effect of partial replacement of Angleton (Dichanthium spp) hay by S. saman and C. dentata leaves on 
feed intake, in vivo and in vitro digestibility, ruminal kinetics, and blood metabolites in hair lambs.

METHOD

Localization

This experiment was conducted from June to September 2017 at the experimental farm “Las Brisas” of the Uni-
versity of Tolima, in the city of Ibague, department of Tolima, Colombia, located at 4°25’38.4” N + 75°13’40.8” 
W, 1285 masl with annual precipitation between 1.500 and 2.000 mm and an average temperature of 23,1 °C.

Experimental diets and treatments

The Dichanthium spp was collected at the “Centro Universitario Regional del Norte” of the University of To-
lima, Armero, Tolima, Colombia. The hay was chopped into one to three cm of size for ease of feeding. The S. 
saman  and  C. dentata  leaves were collected at intervals of 45 days at “Centro de Investigación NATAIMA”,El 
Espinal, Colombia.

The experimental diets consisted of  Dichanthium spp  hay with partial replacement by  S. saman  and  C. denta-
ta leaves (Table 1).

T1: 100 % Dichanthium spp;

T2: 80 % Dichanthium spp hay, 20 % S. saman;

T3: 80 % Dichanthium spp, 20 % C. dentata;

T4: 80 % Dichanthium spp, 10 % S. saman, 10 % C. dentata 
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Table 1. Bromatological composition of the ingredients and diets for hair lambs.

Nutrients
Feed ingredients Experimental dietsa

Dichanthium spp S. saman C. dentata T1 T2 T3 T4

DM 89,7 91,6 90,2 89,7 90,0 89,8 89,9

OM 92,8 94,8 81,9 92,8 93,2 90,6 91,9

CP 3,4 20,4 13,5 3,4 6,8 5,4 6,1

NDF 77,2 52,1 58,4 77,2 72,1 73,4 72,8

ADF 39,7 31,7 35,1 39,7 38,1 38,8 38,4

Lignin 12,3 11,2 16,9 12,3 12,1 13,2 12,6

EE 1,1 2,3 1,5 1,1 1,4 1,2 1,3

Ash 7,1 5,1 18,1 7,1 6,7 9,3 8,0

TC 88,4 72,2 67 88,4 85,1 84,1 84,6

CNF 11,2 20,1 8,6 11,2 13 10,7 11,8

a T1: Dichanthium spp; T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % S. saman; T3: 80 % Dichanthium spp, 20 % C. dentata; T4: 80 % Dichanthium spp, 
10 % S. saman, C. dentata.

Animals and experimental design

This study was carried out following the guidelines of the University of Tolima (agreement of the academic 
council number 0171 of October 29, 2008) and act number 02 of 2017 of the committee of bioethics.

Twelve castrated Colombian hair lambs (20,15 ± 1,67 kg and an average age of six months) were randomly dis-
tributed and allocated to one of four dietary treatments. Each group received one of the diets under 4 x 4 Latin 
Square experimental design with four treatments, four experimental periods, and three animals for each treatment.

Sample collection

In vivo digestibility was determined by the total collection of feces. Each experimental period was divided into 
two: 12 days of diet adaptation and five days for data and sample collection. During the adaptation period, the 
lambs were located in pens for each treatment and fed at 4 % of live body weight. In the collection period, the 
lambs were housed in metabolic cages equipped with feeders, waterers, and collectors of feces and urine. The 
diet was adjusted to obtain 5-10 % orts. Feces and orts were collected every morning before feeding and wei-
ghed, and samples were taken and frozen for further analysis. 

Samples of feeds, orts, and feces were pre-dried for 72 hours in an air circulation stove at 55 °C and ground 
in  Willey  type mills (2 mm mesh) and analyzed for Dry Matter (DM), Crude Protein (CP), Ether Extract (EE), 
(AOAC, 2009); Neutral Detergent Fiber (NDF), Acid Detergent Fiber (ADF), and lignin content (Van Soest et al., 
1991), Total Carbohydrates (TC). Non-Fiber Carbohydrates (NFC) were calculated as follows (Equation 1) (Sni-
ffen et al., 1992)

(Eq. 1)

Blood samples were collected per animal on the last day of each experimental period. They were analyzed for 
Plasma glucose, NEFA, and BHBA concentrations using commercial Biosystems® (glucose and BUN) and Ran-
dox® (‐-hydroxybutyrate) kits and Biosystems A15® automatic blood chemistry system at the Laboratory of 
Veterinary Diagnostics at the University of Tolima-LADIVE.
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Intake and apparent digestibility evaluations

DM, OM, CP, NDF, ADF, EE, TC, NFC, intake, and TDN of each treatment were calculated by the difference 
between the total of each nutrient contained in the feed offered to the lambs and the amount in the orts, ex-
pressed in grams per animal per day (g d-1), Apparent digestibility (AD) of DM, OM, CP, NDF, EE, TC, and NFC 
was obtained using the equation as follows (Equation 2). where: Nf = nutrient in feed (g); No = nutrient in orts 
(g); and Nfc = nutrient in feces (g).

(Eq. 2)

TDN was calculated as follows (Equation 3) (Weiss, 1993) where subscript d means digestible.

(Eq. 3)

The DE was estimated at 4,4 Mcal/kg of TDN, and the DE was converted to ME at an 82 % efficiency rate (Na-
tional Research Council-NRC, 2007).

In vitro digestibility and ruminal degradability

In vitro DM digestibility (IVDMD) was determined based on the technique proposed by Tilley and Terry (1963), 
adapted to the DAISY II®-ANKOM® artificial rumen. Ruminal fluid was obtained from a rumen-cannulated 
Gyrolando steer maintained in a pen of Dichanthium spp grass with water ad libitum. For each feed sample (pre-
ground to 1 mm), 0,5 g were placed into F57 ANKOM® filter bags. Then they were then distributed in four glass 
containers with buffered solutions A and B and ruminal inoculum. Subsequently, they were introduced into the 
DAISY II® incubator for 48 hours at a constant temperature of 39 °C. At the end of this period, 40 mL of 6 N 
HCl and 8 g of pepsin were added (EC 3.4.23.1 Sigma®). The samples were left in an incubator for an additional 
24 hours. Subsequently, the bags were dried at 105 °C for eight hours; DIVMS was calculated as the difference 
between the incubated feed and the residue after incubation.

Degradation kinetics of DM was determined in parallel within in vitro dry matter digestibility using the DAISY 
II® incubator. The incubation times at 3, 6, 12, 24, 48, and 96 hours were considered. The parameters of in vitro 
rumen degradation of DM were calculated as follows (Equation 4) (Orskov and McDonald, 1979), where, P is the 
amount degraded at time t, “a” is the rapidly soluble fraction, “b” is the potentially degradable fraction, “c” is the 
rate of degradation of fraction b.

(Eq. 4)

Potential degradability (PD) was calculated using the following equation (Equation 5) where a and b represent 
the soluble and degradable fractions, respectively.

(Eq. 5)

The effective degradability (ED) of the DM was calculated using the following equation (Equation 6) where k is 
the velocity of the passage of particles in the rumen, estimated for each diet, considering the passage rates of 2, 
5, and 8 %/hour, values that can be attributed to low, medium, and high consumption levels, respectively.
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(Eq. 6)

Statistical analysis

Nutrients intake, digestibility, and blood metabolites data were statistically using the general linear model pro-
cedure of SAS software (Statistical Analysis System, version 9,1). The treatment, period, and animal and their 
respective interactions as fixed effects. When the analysis of variance indicated the existence of differences 
between treatments, the respective means were compared using the Tukey test with significance declared at 
p<0,05. Analysis of variance was carried out for in vitro digestibility, in vitro degradability and degradability ki-
netic parameters were compared using the Tukey test with significance declared at p<0,05.

RESULTS

Intake

DM, OM, NDF intake were higher in the diets containing tree leaves (p<0,01). Furthermore, NDF intake contai-
ning T4 was superior to the other diets (p<0,01). The CP intake was lower in lambs fed with the T1 diet, while the 
lambs fed diets with T2 and T4 showed higher values (p<0,01) (Table 2). The dry matter intake increased between 
45 to 59 % in lambs fed with S. saman and C. dentata. The increase of their intake contributes to improving OM, 
CP, NDF, EE, TC, NFC, and TDN consumption. These findings corroborate the results of Castañeda-Serrano et al. 
(2018) who reported a similar intake in lambs fed with 25 % of G. ulmifolia, G. sepium, or T. diversifolia leaves with a 
basal diet of Dichanthium spp hay and rice bran. In our study, the lowest DM intake was obtained with the 100 % 
Dichanthium spp diet, which contains 5 to 7 % more fiber than other diets. Less fiber in diets with tree leaves might 
have resulted in less time in chewing and ruminal filling and a higher ruminal outflow that might have caused a hi-
gher intake (Niderkorn et al., 2019) Protein intake is the main factor in daily weight gain. We found protein intake 
with tree leaves increased between 44 to 59 % in the lambs fed with diets with tree leaves (Costa-Germano et al., 
2018) Similarly, Marsetyo et al. (2020) reported that lambs fed basal diets of Mulato grass with supplementation 
of Centrosema pascuorum, Dolichos lablab, or Clitoria ternatea showed higher nutrients intake compared with the 
control diet but not showed differences between them. This occurred because lambs fed ad libitum can choose 
feeds, or parts of them, which are of good nutritional quality (Moyo et al., 2019) Otherwise, the results of this 
study suggest high acceptability of S. saman and C. dentata by ruminants in accordance with Pérez-Almario et al. 
(2013) who reported high acceptability of S. saman and C. dentata by dairy cows.

Table 2. Nutrients intake in hair lambs fed with Dichanthium spp; S. saman and C. dentata.

Intake (g/
day)

Experimental diets
SEM P

T1 T2 T3 T4

DM 437,4a 635,2b 633,8b 698,7b 17,7 <0,01

OM 406,3a 596,9b 574,8b 643,3b 16,28 <0,01

CP 13,0a 51,5c 34,5b 45,8c 2,27 <0,01

NDF 316,3a 436,2b 451,8bc 502,5c 12,98 <0,01

EE 6,3a 8,7b 8,2b 8,7b 0,22 <0,01

TC 375,9a 535,3b 531,5b 587,5b 14,6 <0,01

NFC 42,7a 80,4c 63,2b 67,5b 2,54 <0,01

TDN 149,0a 378,9b 343,6b 417,3b 2,17 <0,01

T1: Dichanthium spp; T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % S. saman; T3: 80 % Dichanthium spp, 20 % C. dentata; T4: 80 % 
Dichanthium spp, 10 % S. saman, C. dentata. Means with a different letter in a column are statistically different (Tukey: 
p<0,05). SEM: Standard error of the mean
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Digestibility

DM, MO, NDF, TC digestibility and, IVDMD were higher for diets with tree leaves than the T1 diet, but they 
did not show differences between them (p<0,01). CP digestibility was highest for the T2 diet, followed by T3, 
T4, and T1 diet (p<0,01). EE and NFC digestibility did not show a difference between diets (p>0,05). The TDN 
values for diets with tree leaves were higher than the T1 diet (p<0,01) (Table 3). The highest digestibility of DM, 
OM, CP, NDF, and TC for the treatments with tree leaves, is consistent with the results of Sio et al. (2018). They 
evaluated the digestibility of the diets with three levels of Paraserianthes falcataria leaves (10, 15, and 20 %) in a 
grass basal diet and found that from 10 % of inclusion, it is possible to improve the digestibility of nutrients due 
to the rapid growth of the microbial population of the rumen because S. saman and C. dentata have high levels 
of protein and medium of low levels of NDF (Gebregiorgis et al., 2012).

Table 3. Nutrients digestibility (%) and energy values in hair lambs fed with Dichanthium spp, S. saman, and C. dentata.

 Item
Experimental diets

SEM P
T1 T2 T3 T4

DM 37,1a 61,4b 55,3b 63,4b 2,1 <0,01

OM 40,3a 64,2b 57,4b 65,2b 2,0 <0,01

CP 20,2a 64,5d 36,2b 50,1c 2,8 <0,01

NDF 37,3a 63,8b 60,7b 67,0b 2,4 <0,01

EE 50,0 59,8 55,8 50,5 2,4 0,44

TC 37,0a 64,2b 58,9b 66,5b 2,3 <0,01

NFC 35,5 59,3 30,1 50,6 6,5 0,37

TND 32,9a 59,1b 52,9b 59,4b 2,1 <0,01

IVDMD 44,9a 55,5c 51,4b 54,1ab 0,9 <0,01

DE (Mcal/Kg DM) 1,4a 2,6b 2,32b 2,6b 0,95 <0,01

ME (Mcal/Kg DM) 1,1a 2,1b 1,9b 2,1b 0,07 <0,01

T1: Dichanthium spp; T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % S. saman; T3: 80 % Dichanthium spp, 20 % C. 
dentata; T4: 80 % Dichanthium spp, 10 % S. saman, C. dentata. Means with a different letter in a column 
are statistically different (Tukey: p<0,05). SEM: Standard error of the mean

Blood metabolites

Glucose values showed no differences between treatments (p>0,05). βHB showed a similar pattern (p>0,05). 
Furthermore, the BUN of lambs fed the T2 diet showed higher values (p<0,01). (Table 4). The blood urea ni-
trogen (BUN) values were lower than those established for sheep (Carlos-Leite et al., 2015). Low levels of this 
metabolite may be due to deficient protein or energy in the diet (De Oliveira et al., 2016). However, the highest 
levels of BUN in T2 treatment could indicate a better contribution of nitrogen to microbial protein produc-
tion. Glucose values are closely correlated with dry matter and energy intake. However, in our trial, we did not 
observe differences between the treatments even though we observed differences for feed consumption, and 
the energy values were lower for the T1 diet. Regarding the βHB concentrations, these did not differ between 
treatments, and their values were below the proposed in sheep (Catunda-Vasconcelos et al., 2013) (5,33 to 6,17 
mg/dL). According to these results, it can be inferred that the lambs were not in a negative energy balance.
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Table 4. Blood metabolites in lambs fed with Dichanthium spp, S. saman, and C. dentata.

Item
Experimental diets SEM

P
T1 T2 T3 T4

Glucose, mg dL-1 64,5 67,2 63,3 66,0 1,3 0,77

BUN, mg dL-1 3,8a 7,5b 2,6a 3,1a 0,39 <0,01

βHB, mg dL-1 3,3 4,1 3,7 4,1 0,17 0,27

T1: Dichanthium spp; T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % S. saman; T3: 80 % Dichanthium spp, 20 
% C. dentata; T4: 80 % Dichanthium spp, 10 % S. saman, C. dentata. Means with a different let-
ter in a column are statistically different (Tukey: p<0,05). SEM: Standard error of the mean.

Ruminal Degradability and degradability kinetics

At 96 h the T2 showed the highest degradability among the other diets. On the other hand, the T3 and T4 diets 
presented higher values than the T1 diet (Table 5). Regarding effective degradability, the highest values were 
observed in the T2 diet in the three levels of passage rate. The “a” and ¨fraction in the T3 diet was superior to the 
other diets. However, its “c” fraction was lower. The potential degradability was higher for the T3 diets (Table 6). 
The “a” fraction shown in tree leaves diets might be attributed to higher CP levels in S. saman and C. dentata, lea-
ding to a high amount of nitrogen available in the rumen used to produce microbial protein, the principal source 
of proteins for ruminants (De Oliveira et al., 2014). Patra and Yu (2014, 2015) showed that saponins found in 
S. saman (Anantasook et al., 2015) and nitrates found in C. dentata (Garcia et al., 2009), could inhibit methane 
production, allowing the growth of cellulolytic bacteria and increases the feed degradability and production of 
volatile fatty acids. Otherwise, in this study, the T4 diet shows the lower “b” fraction. To the knowledge of the 
authors, there are no studies that evaluated or explained the in vivo interaction between saponins and nitrates.

Table 5. In vitro degradability by hours of dry matter in diets for hair lambs using Dichanthium spp, S. saman, and C. dentata.

Degradability
Treatments SEM P

T1 T2 T3 T4

3 12,1a 16,9b 16,2b 14,9ab 0,63 <0,01

6 14,7a 18,9b 19,8b 17,8ab 0,62 <0,01

12 21,5 24,1 22,3 21,6 0,50 0,22

24 29,0ab 35,1c 27,4a 30,7ab 0,91 0,02

48 42,7a 48,9b 40,1a 43,1a 1,07 0,03

96 51,3a 60,7c 53,9b 54,6b 1,06 <0,01

T1: Dichanthium spp; T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % S. saman; T3: 80 % Dichanthium spp, 20 % C. dentata; T4: 
80 % Dichanthium spp, 10 % S. saman, C. dentata. Means with a different letter in a column are statistically diffe-
rent (Tukey: p<0,05). SEM: Standard error of the mean.

Table 6. Degradability kinetics of diets for hair lambs using Dichanthium spp, S. saman, and C. dentata.

Parameters

Treatments
A

(%)
B

(%)
C

(%/h)
PD (%)

ED
(K=0,02)

ED
(K=0,05)

ED 
(K=0,08)

T1 8,36a 47,2a 0,025c 55,6a 31,1a 24,2a 19,8a

T2 12,5ab 55,3b 0,021b 67,8c 37,2c 29,1c 24,3d

T3 14,9c 61,5c 0,010a 76,5d 33,0b 25,5b 22,1c

T4 11,8ab 50,6a 0,019b 62,52b 33,3b 25,9b 21,8b

P <0,01 0,03 <0,01 <0,04 <0,01 0,03 <0,01

T1: Dichanthium spp; T2: 80 % Dichanthium spp, 20 % S. saman; T3: 80 % Dichanthium spp, 20 % C. dentata; T4: 80 
% Dichanthium spp, 10 % S. saman, C. dentata. A (%) = soluble fraction. B (%) = potentially degradable fraction. C 
(%/h) = the rate of degradation of fraction b. PD= a+b fraction. ED= Effective degradability. K= Passage rate
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CONCLUSIONS

Intake, digestibility, and degradability of the nutrients improved when S. saman and C. dentata were included 
in the diet. We demonstrated that their inclusion does not have harmful effects on protein and energy status. 
Their inclusion is a promising alternative for the supplementation of low-quality grass-fed ruminants in tropical 
and subtropical countries.

We suggest that this information could be used as basic data for future studies, where conventional protein 
feeds will be replaced by S. saman and C. dentata.
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Efecto del abono a base de 
hoja de coca en Pisum sativum 

L. en el Cauca, Colombia*

Effect of coca leaf fertilizer on Pisum 
sativum L. in Cauca, Colombia

AMBUILA–CHAMIZO, NURY-MARCELA1; CÓRDOBA-CERÓN, EDUARD-ESTEVEN2; 

MONTES–ROJAS, CONSUELO3; ANAYA–FLOREZ, MARIA-DEL SOCORRO4

RESUMEN

La arveja, alverja o guisante es un cultivo que tiene un nivel proteico que oscila entre 20 y 24 %, lo cual lo convierte en un 
alimento importante para la seguridad alimentaria. Dado el alto contenido de fósforo y proteína es exigente en fertiliza-
ción, pero altamente cultivado en varios municipios del departamento del Cauca, la investigación tuvo por objeto evaluar 
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el efecto del abono orgánico a base de hoja de coca en la producción de Pisum 
sativum L. en dos municipios del departamento, mediante fertilización foliar y 
edáfica, para comparar con la fertilización convencional. Se empleó un diseño 
de bloques completos al azar con tres repeticiones y seis tratamientos (Testigo; 
CocALOFA I al 4 %; CocALOFA I al 8 %; CocALOFA II al 4 %: CocALOFA II al 8 %; 
CocALOFA II al 8 %) y como variables de respuesta se tuvieron los componentes 
de rendimiento. Se detectaron diferencias estadísticamente significativas para 
altura de la planta, producción en grano verde y rendimiento en Popayán, mien-
tras en Timbío se presentaron diferencias estadísticas en altura de la planta, 
granos por vaina, peso de cien granos, producción en grano verde y rendimiento. 
El tratamiento con mejores resultados fue CocALOFA I al 4 % alcanzando altu-
ras entre 1,57 y 1,55 m, peso de cien granos de 65 g, producción por planta de 
108,3 y 100,59 g y rendimientos de 3009,28 y 2794,17 kg/ha. El rendimiento 
con el abono líquido orgánico mineralizado a base de hoja de coca al 4 % superó 
en un 34 y 28 % al biofertilizante comercial en los dos centros experimentales.

ABSTRACT

The pea, pea or pea is a crop that has a protein level that ranges between 20 and 
24 %, which makes it an important food for food security. Given the high content 
of phosphorus and protein, it is demanding in fertilization, but highly cultivated 
in several municipalities of the department of Cauca, the research aimed to eva-
luate the effect of organic fertilizer based on coca leaf in the production of Pisum 
sativum L. in two municipalities of the department, through foliar and edaphic 
fertilization, to compare with conventional fertilization. A randomized complete 
block design was used with three repetitions and six treatments (Control; 4 % Co-
cALOFA I; 8 % CocALOFA I; 4 % CocALOFA II: 8 % CocALOFA II; 8 % CocALOFA II) 
and as response variables were the performance components. Statistically signifi-
cant differences were detected for plant height, green bean production and yield 
in Popayán, while in Timbío there were statistical differences in plant height, gra-
ins per pod, weight of one hundred grains, green bean production and yield. The 
treatment with the best results was 4 % CocALOFA I reaching heights between 
1,57 and 1,55 m, weight of one hundred grains of 65 g, production per plant of 
108,3 and 100,59 g and yields of 3009,28 and 2794,17 kg/ha. The yield with 
the mineralized organic liquid fertilizer based on 4 % coca leaf was 34 and 28 % 
higher than the commercial biofertilizer in the two experimental centers.

INTRODUCCIÓN

La arveja (Pisum sativum L.) es considerada como uno de los productos básicos 
de la economía campesina de pequeños y medianos productores, se cultiva en 
11 de los 32 departamentos de Colombia, especialmente en clima frío y medio 
(Pomboza et al., 2017) y es la segunda leguminosa más cultivada después del fríjol.

El cultivo de arveja es importante en Colombia porque contribuye a la 
seguridad alimentaria, el grano contiene tiene propiedades nutriciona-
les importantes debido a los aportes de proteínas, carbohidratos, fibra y 
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vitaminas A, B y C; cuando se consume fresca o refrigerada, suministra tiamina (Vitamina B1), fósforo y hierro 
(Sturbelle et al., 2018). Adicionalmente, es una alternativa económica para los pequeños productores en la zona 
andina (Burbano et al., 2018), genera oportunidades de empleo debido a la cantidad de mano de obra y alto nú-
mero de labores culturales para su producción. Se estima que dependen de este cultivo más de 26.000 produc-
tores, genera alrededor de 2,3 millones de jornales y 15.000 empleos directos a nivel nacional. Su importancia 
para la agricultura se debe a la capacidad de fijación simbiótica de nitrógeno atmosférico y porque es una buena 
opción dentro de un plan de rotación de cultivos, ya sea a campo abierto o bajo invernadero (Serova et al., 2018).

Los costos de producción se han incrementado debido al alto valor de los fertilizantes comerciales, adicional-
mente, el efecto ambiental que estos ocasionan ha perjudicado el área cultivada. Los fertilizantes de síntesis 
química mal utilizados ocasionan ensalitramiento de los suelos, pérdida de la fertilidad natural, lixiviación de 
nutrientes más allá de la zona radical de los cultivos, emisión de gases de efecto invernadero y contaminación 
de cuerpos de agua superficiales y subterráneos (Chaveli, 2019). Se reporta que el uso de éstos ocasiona la dis-
minución cualitativa y cuantitativa del crecimiento de microorganismos del suelo o bien altera su diversidad, 
lo que hace aumentar la fragilidad del sistema, además causa contaminación de aguas superficiales y freáticas 
por procesos de transferencia (Peña et al., 2019). La contaminación por fertilizantes se produce cuando éstos se 
utilizan en mayor cantidad de la que pueden absorber los cultivos, o cuando se eliminan por acción del agua o del 
viento de la superficie del suelo antes de que puedan ser absorbidos (Jaime et al., 2019). Los excesos de nitróge-
no y fosfatos pueden infiltrarse en las aguas subterráneas o ser arrastrados a cursos de agua. Esta sobrecarga 
de nutrientes provoca la eutrofización de lagos, embalses y estanques y da lugar a una explosión de algas que 
suprimen otras plantas y animales acuáticos lo cual perjudica la rentabilidad de los productores (Cáceres, 2019).

Existen nuevas alternativas para aumentar la producción y obtener alimentos inocuos, siempre teniendo en cuenta 
como principio básico la conservación del medio ambiente. La biofertilización es una opción viable porque permite 
una producción a bajo costo, protección al medio ambiente y mantiene la conservación del suelo, desde el punto de 
vista de fertilidad y biodiversidad (Collazos et al., 2018). Por lo anterior, esta investigación tuvo por objeto evaluar el 
efecto de un abono orgánico mineralizado producido a base de hoja de coca en el cultivo de arveja (Pisum sativum L.) 
en dos municipios del departamento del Cauca, mediante fertilización foliar y edáfica, con el propósito de mejorar 
el rendimiento, evitar el deterioro ambiental y proponer una alternativa de la hoja de coca diferente al uso ilícito.

MÉTODO

Localización del experimento

La investigación se llevó a cabo en los municipios de Popayán y Timbío. Popayán en el centro SENA localizado al 
norte del municipio, a una latitud de 2°28’52.7” norte y una longitud de 76°33’33.7” oeste, a una altitud de 1.780 
msnm., temperatura media de 19 °C y precipitación media anual de 1.941 mm y en Timbío en el Centro Académico 
y Experimental La Sultana localizado en la Vereda Urubamba, a una latitud de 2°22’29.1” norte y una longitud de 
76°43’31.5” oeste, a una altitud de 1.850 msnm., temperatura media de 18 °C y precipitación media anual de 2.000 mm.

Preparación de CocALOFA

Para la preparación del abono orgánico se utilizaron hojas de coca maceradas y harina proveniente de hoja de coca, material 
disponible en zonas cocaleras del Cauca, que puede ser utilizado como materia prima en la elaboración de abonos orgáni-
cos para aprovechar sus cualidades nutricionales a través del compostaje y la fermentación (Anaya and Troyano, 2017).

Inicialmente, se maceraron las hojas de coca hasta obtener 2,5 kg y se colocaron en un recipiente plástico que 
contenía 6 L de agua. Después, en diferentes recipientes, se diluyeron 100 g de cada sulfato (Cobre, Zinc, Mag-
nesio, Manganeso, Calcio, Potasio, Hierro) en 500 mL de agua cada uno, a cada sulfato se adicionaron 5 mL de 
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zumo de limón como agente quelante; estas soluciones se agregaron al recipiente en el orden indicado. Luego, 
en 500 mL de agua se disolvieron 30 g de vitaminas granuladas (se pueden reemplazar por 1 kg de frutos o de 
flores); aparte se diluyeron 100 g de ácido bórico en 500 mL de agua caliente y 50 g de levadura comercial para 
diluirla en 2 L de agua a una temperatura menor de 40 ºC o agregar 2 L de levadura casera.

Posteriormente, se adicionaron 500 g de cal fosforita, 200 g de ceniza cernida y 100 g de compost maduro. En 
otro recipiente se mezcló 1 kg de miel de purga con 5 L de agua hasta disolver completamente, esta mezcla se 
adiciono a la solución total. Posteriormente, se agregaron 100 mL de ácidos húmicos y fúlvicos.

En la medida que se adicionaron los insumos se mezcló uniformemente la mezcla. Finalmente, se mezcló a ritmo 
constante durante 5 minutos, se tapó con una estopa, malla o zarán seco y limpio que permitiera la fermentación 
aeróbica y se amarró con fibra. Se marcó el recipiente con la fecha de preparación y el nombre del producto.

Culminado el proceso, se dejó fermentar durante 15 días, periodo después del cual la mezcla fue cernida, para luego 
empacar y conservar en un lugar fresco y oscuro. El procedimiento descrito permite obtener 20 L de CocALOFA I. El 
mismo procedimiento se repite para preparar CocALOFA II, solo que se emplea en vez de hoja, 500 g de harina de coca.

Diseño experimental

En las dos unidades productivas se empleó un diseño de bloques completos al azar con 6 tratamientos y 3 repe-
ticiones con distancia entre surcos de 0,8 m y entre plantas de 0,45 m, siendo el factor de bloque la pendiente.

Descripción de los tratamientos

En el Cuadro 1 se describen los tratamientos para estudiar el efecto del abono orgánico líquido mineralizado a 
base de hoja de coca CocALOFA I y CoCALOFA II.

Cuadro 1. Descripción de los tratamientos.

Tratamiento Producto Dosis/ planta Tipo  aplicación DDS

T0= testigo
10-30-10 30 g Edáfica 30 y 45

25-4-25 50 g Edáfica 30 y 45

T1 CocALOFA I al 4 %

50 mL Foliar 15

100 mL Edáfica 30
50 mL Foliar

45
100 mL Edáfica

T2 CocALOFA I al 8 %

50 mL Foliar 15

100 mL Edáfica 30

50 mL Foliar
45

100 mL Edáfica

T3 CocALOFA II al 4 %

50 mL Foliar 15

100 mL Edáfica 30

50 mL Foliar
45

100 mL Edáfica

T4 CocALOFA II al 8 %

50 mL Foliar 15

100 mL Edáfica 30

50 mL Foliar
45

100 mL Edáfica

T5
Fertilizante orgánico 
comercial

50 mL Foliar 15

50 mL Foliar 30
50 mL Foliar 45

*DDS= Días después de siembra
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En el cuadro 2 se describe la composición nutricional de fertilizante orgánico comercial.

Cuadro 2. Composición del fertilizante orgánico comercial.

Elemento %

Nitrógeno –Total N-Total 60,00

Nitrógeno – Nítrico N-HN
3

18,00

Nitrógeno –Amoniacal N-HN
4

16,00

Nitrógeno – Ureico N 26,00

Fósforo soluble en agua P
2
O

5
15,00

Potasio soluble en agua K
2
O 76,00

Calcio soluble en agua CaO 0,80

Magnesio soluble en agua MgO 4,50

Azufre soluble en agua S 3,80

Silicio soluble en agua SiO
2

6,20

Carbono orgánico oxidable COO 113,00

pH en solución al 10 % p H 5,30

Densidad a 20 °C Ds 1,20

Conductividad eléctrica 1:200 CE 2,28 Ds/m

Fuente: (Ecoline, 2020)

Variables de respuesta

Para evaluar el efecto del CocALOFA sobre arveja (Pisum sativum L.) se registraron los componentes de rendi-
miento (número de vainas por planta, número de granos por vaina, peso de cien granos, producción y rendimien-
to) y altura de planta.

Altura de la planta (AP). Se midió la longitud desde el cuello hasta la hoja bandera donde empezaron a salir los 
zarcillos, en una muestra de 10 plantas/parcela. Se midió cuando las plantas alcanzaron su altura máxima (60 DDS).

Número de vainas por planta (VP). Una vez realizada la cosecha (85 DDS) se hizo el conteo de todas las vainas. 
Para la cosecha total se hicieron 3 pases, al final se sumaron todas las vainas y se dividió entre el número de plantas.

Número de granos por vaina (GV). Del área útil de cada parcela se escogió una muestra al azar de 50 vainas y se 
realizó el conteo de granos.

Peso de cien granos (PC). Se pesaron 5 muestras de 100 granos por cada parcela y se obtuvo el promedio.

Producción (Pn). Se pesaron primero las vainas con grano y luego los granos solos. Después, se calculó la pro-
ducción como la sumatoria de las cosechas de las plantas totales del área útil y se dividió entre el número de 
plantas. Así se obtuvo la producción por planta con vainas y sin vainas.

Relación grano vaina (RGV). Se obtuvo de dividir el peso de los granos sobre el peso de las vainas con grano.

Rendimiento (Rto). Una vez se obtuvo la producción por planta, se multiplicó por el número de plantas por ha, 
de acuerdo a la densidad de siembra, para obtener el rendimiento/ha.
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Siembra y manejo del cultivo

Se realizó de forma manual depositando dos semillas por golpe. Se emplearon semillas de la variedad Piquine-
gra. En el momento de la siembra se aplicaron 100 g de cal dolomita por sitio , en todas las parcelas; 500 g de 
lombricompost de hoja de coca a las parcelas de los tratamientos 1, 2, 3 y 4 y 500 g de compost tradicional a las 
parcelas de los tratamientos 0 y 5, como nutrición complementaria.

El manejo cultural incluyó tutorado, deshierba, aporque, manejo preventivo de plagas y enfermedades. Estas 
labores se programaron de acuerdo al ciclo fenológico del cultivo.

El tutorado se hizo antes de que las plantas emitieran la primera guía, empleando tutorado vertical.

El control de arvenses y aporque se realizó de forma manual y con azadón, en dos ocasiones, la primera a los 25 
días después de siembra (DDS) y la segunda a los 45 DDS.

En cuanto al manejo fitosanitario, se hizo de manera preventiva aplicando bio-insecticidas comerciales, que son 
insecticidas orgánicos los cuales tienen extractos de neem, ajo y ají y se utilizaron para el control de tierrero 
(Agrotis ípsilon). Mientras que para el control de hongos y en especial para la antracnosis (Colletotrichum gloeos-
porioides) se utilizó caldo bordelés en una concentración del 1%.

Análisis estadístico

Para el análisis de la información se utilizó el programa SPSS statistics 22, se aplicó estadística descriptiva y, pos-
teriormente, se confirmó la normalidad de los datos para realizar análisis de varianza de dos factores (bloques y 
tratamientos) con el fin de determinar si había diferencias estadísticamente significativas entre bloques y luego 
entre tratamientos, dado que la investigación se realizó en una ladera que tiene gradiente de fertilidad, cada 
bloque representa un gradiente. Para establecer cuáles fueron las diferencias significativas entre tratamientos 
observadas, se realizó la prueba post hoc de promedios de Duncan

RESULTADOS

Caracterización y composición del CocALOFA

Los abonos líquidos orgánicos mineralizados a base de hoja de coca CocALOFA I y CocALOFA I, como se observa 
en el Cuadro 3, contienen la mayoría de los nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas.

Los resultados diferenciales de los análisis entre los dos abonos, se deben a que la harina de coca tiene menor 
cantidad de nutrientes por la pérdida en el proceso de secado para la obtención de harina, debido a que los 
aminoácidos y vitaminas son sensibles a temperaturas altas y los minerales pueden perderse en el proceso de 
extrusión de la hoja (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Comparación resultados análisis CocALOFA I Y II.

  Resultado    

Parámetro CocALOFA I CocALOFA II Unidades Método analítico

Carbono orgánico oxidable total 18,1 8,96 g/L Wakley-Black (NTC 5167)

pH 7 4,52 Unidades pH Potenciométrico

Densidad (20 oC) 1,01 1,01 g/cm3 Gravimétrico (NTC 5167)

Conductividad eléctrica 1:200 0,29 0,2 dS/m Potenciométrico

Sólidos insolubles 0,18 3,77 g/L Gravimétrico (NTC 5167)

Nitrógeno total (Norg) 2,78 2,09 g/L Sumatoria

Nitrógeno Orgánico (nOrg) 2,78 2,09 g/L Micro-Kjeldhal (NTC 5167)

Fósforo (P
2
O

5
) 0,07 0,71 g/L Colorimétrico (NTC 5167)

Potasio (K
2
O) 11,8 5,61 g/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Calcio (CaO) 1,55 2,28 g/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Magnesio (MgO) 1,98 1,53 g/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Azufre (S-SO
4
) 4,51 3,5 g/L Turbidimétrico (NTC 5167)

Hierro 0,16 0,84 g/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Manganeso 444 1133 mg/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Cobre 20 480 mg/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Zinc 406 1402 mg/L Abs. Atómica (NTC 5167)

Boro 8,9 11 mg/L Colorimétrico (NTC 5167)

Sodio 0,37 0,16 g/L Emisión de llama (NTC 5167)

Respuesta a los tratamientos

En el Cuadro 4 se relacionan los promedios obtenidos en cada variable de respuesta tras la aplicación de los 
tratamientos, como se puede observar los mejores resultados en rendimiento se obtuvieron con el T1.

En los dos municipios, los mayores promedios para altura, vainas/planta, producción y rendimiento se obtuvie-
ron con el T1, superando en un 6 % al T2 en altura, en un 36 % al T5 en vainas por planta y en un 35 % al T4 en 
producción en grano verde y rendimiento en Popayán, mientras en Timbio el T1 superó en un 30 % al T5 para 
vainas/planta, en un 13 % al T0 para peso de 100 granos y en un 29 % al T3 para producción y rendimiento com-
parando con respecto al testigo.

Todas las plantas presentaron porte alto, indeterminado o voluble y se encuentran dentro del rango de la variedad que 
oscila entre 1 y 2 m (Singh et al., 2019), igualmente sucedió con el número de granos por vaina y peso de cien granos 
en donde los promedios fueron muy similares entre tratamientos y coinciden con las características morfológicas 
de esta variedad, cuyo peso de cien granos está alrededor de 52 g y la cantidad de granos por vaina está entre 5 y 7.

En cuanto a la relación peso grano/peso vaina (RGV) en Popayán, la mejor relación la obtuvo el T3 con el 69 % y 
la más baja el T1 con el 64 %; en Timbío el T2 mostró una RGV de 61 %; T0, T1 y T3 de 64 %; T5 de 65 % y T4 de 
66 %. En general, el peso de la vaina en todos los tratamientos, osciló entre 34 y 39 %, lo que indica que el mayor 
peso se encuentra en el grano, siendo este un componente relevante para la aceptabilidad del producto.

La relación grano vaina (RGV) es un factor importante que influye en la aceptación del producto en el mercado 
de arveja en vaina verde o en fresco. Una relación grano vaina alta significa que el mayor peso del producto se 
encuentra en el grano y no en la vaina, lo cual mejora su precio en el mercado (Burbano et al., 2018).
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Cuadro 4. Promedios de las variables de respuesta evaluadas y diferencias significativas de DUNCAN.

Tratamiento 
Altura

(m)
Vainas/
planta

Granos/
vaina

Peso 100 gra-
nos (g)

Pn/pl en 
vaina (g/pl)

Pn/pl en grano 
verde (g/pl)

Rendimiento en 
grano verde

(kg/ha)

Centro Agropecuario SENA (Popayán)

T0 1,53 B 31,66 5,25 64,44 128,66 82,33 C 2287,05 C

T1 1,57 C 37 5,25 67,44 168,33 108,33 D 3009,28 D

T2 1,47 A 27 5,66 64,33 111,66 76,00 B 2111,12 B

T3 1,55 B 28,66 5,41 67,33 117,66 81,66 C 2268,53 C

T4 1,50 A 26,66 5,66 68,44 107,66 70,66 A 1962,97 A

T5 1,50 A 23,66 5,16 69 108,33 71,00 A 1972,23 A

Centro Académico y Experimental La sultana (Timbío)

T0 1,56 C 29,63 5,25 A 56,66 A 144 92,10 C 2558,44 C

T1 1,55 C 31,34 6,08 B 65,00 C 158 100,59 D 2794,17 D

T2 1,47 A 24,75 6,16 B 59,44 A 140 85,06 B 2362,35 B

T3 1,50 B 23,35 6,50 C 63,77 B 111,66 71,60 A 1989,26 A

T4 1,50 B 24,1 6,08 B 63,11 B 111,33 72,97 A 2027,10 A

T5 1,52 B 22,05 5,91 B 59,44 A 111,66 72,73 A 2020,74 A

Todos los tratamientos con fertilización orgánica a base de hoja y harina de coca obtuvieron los mejores prome-
dios respecto a número de granos por vaina. Si el NGV se sitúa entre tres y cuatro se considera bajo, medio entre 
cinco a seis y alto mayor de seis (Torres et al., 2020).

Los resultados obtenidos con el tratamiento 1 se atribuyen a que el abono orgánico contiene los elementos 
esenciales que requiere una planta para su normal desarrollo y crecimiento, a diferencia del fertilizante de sín-
tesis química que sólo aporta los elementos primarios nitrógeno, fósforo y potasio. Los resultados con CocALO-
FA I se atribuyen a que tiene mayor cantidad de nutrientes que CocALOFA II, que se prepara con harina de coca 
y en proceso pierde propiedades nutricionales porque se conservan las características nutricionales de la planta 
de coca. La coca (Erythroxylum coca spp) contiene nutrientes como proteínas, carbohidratos, fibras, calcio, hie-
rro, fósforo, vitamina A y riboflavina, que lo hacen útil en la nutrición animal, vegetal y humana (Debouck, 2017). 
El tratamiento 2, a pesar de tener mayor dosis, no presentó buenos resultados, lo que implica que a la planta le 
afecta la mayor concentración de nutrientes.

De forma semejante, el fertilizante orgánico comercial no contiene oligoelementos esenciales como hierro, 
manganeso, cobre, zinc y boro, elementos desempeñan funciones importantes en las plantas y, cuando están 
presentes en cantidades insuficientes, pueden producirse graves alteraciones y reducirse notablemente el cre-
cimiento y la producción (Singh et al., 2019).

La arveja requiere de diferentes nutrientes, en especial los macronutrientes, la fertilización con abonos orgá-
nicos mineralizados es una buena opción porque contiene la mayoría de los nutrientes que cumplen una acción 
determinada en la fisiología del cultivo (Singh et al., 2019).

El análisis de varianza ANOVA (p≤0,05), detectó diferencias estadísticamente significativas para las variables 
altura de la planta, producción en grano verde y rendimiento (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Análisis de varianza en los dos centros de investigación.

 Variables de 
respuesta

 
Suma de 

cuadrados
gl

Cuadrados 
medios

F Sig.

Centro agropecuario SENA

Altura (m)

Entre-Tratamientos 0,21 5 0,042 3,798 ,003*

Dentro-del tratamiento 1,926 174 0,011

Total 2,136 179

Vainas/planta

Entre-Tratamientos 327,111 5 65,422 0,978 0,47

Dentro-del tratamiento 802,667 12 66,889

Total 1129,778 17

Granos/vaina

Entre-Tratamientos 2,903 5 0,581 0,595 0,7

Dentro-del tratamiento 64,417 66 0,976

Total 67,319 71

Peso de 100 granos (g)

Entre-Tratamientos 178,833 5 35,767 1,069 0,39

Dentro-del tratamiento 1606,667 48 33,472

Total 1785,5 53

Producción/planta en 
grano verde (g/pl)

Entre-Tratamientos 2935,333 5 587,067 54,75 ,000*

Dentro-del tratamiento 128,667 12 10,722

Total 3064 17

Rendimiento (kg/ha)

Entre-Tratamientos 2264953,9 5 452990,79 54,75 ,000*

Dentro-del tratamiento 99281,424 12 8273,452

Total 2364235,4 17

Centro Académico y experimental La sultana

Altura (m)

Entre-Tratamientos 0,158 5 0,032 2,792 0,019*

Dentro-del tratamiento 1,856 164 0,011

Total 2,014 169

Vainas/planta

Entre-Tratamientos 193,178 5 38,636 1,469 0,28

Dentro-del tratamiento 289,315 11 26,301

Total 482,493 16

Granos/vaina

Entre-Tratamientos 7,951 5 1,59 1,218 0,031*

Dentro-del tratamiento 80,917 62 1,305

Total 88,868 67

Peso de 100 granos (g)

Entre-Tratamientos 396,523 5 79,305 4,101 0,004*

Dentro-del tratamiento 870,222 45 19,338

Total 1266,745 50

Producción/planta en 
grano verde (g/pl)

Entre-Tratamientos 2095,489 5 419,098 63,94 0,000*

Dentro-del tratamiento 72,106 11 6,555

Total 2167,595 16

Rendimiento (kg/ha)

Entre-Tratamientos 1615396,9 5 323079,38 149,3 0,000*

Dentro-del tratamiento 23805,126 11 2164,102

Total 1639202 16

*Diferencia estadística altamente significativa

La prueba de comparación de promedios de Duncan (p=0,05) formó entre dos y 4 grupos para las variables de 
respuesta (Cuadro 4). Aunque hubo diferencias significativas en altura de planta, los resultados estuvieron den-
tro del rango que alcanza la variedad piquinegra, resultados coinciden con lo reportado por Riascos et al. (2018), 
quienes obtuvieron un valor de 1,56 m con fertilización de síntesis química, aclarando que en esta investigación 
el mayor valor obtenido fue con abono orgánico.
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Como se puede apreciar, los resultados con CocALOFA en menor concentración, tanto con base en hoja de coca 
o con harina de coca, tuvieron las mayores producciones y rendimientos, siendo el mejor T1 (CocALOFA I la 4 %). 
Este comportamiento se atribuye a que el abono orgánico mineralizado contiene los elementos esenciales para 
el buen desarrollo del cultivo y cumplimiento de sus funciones fisiológicas (Montes et al., 2019), brinda tanto 
macro como micro nutrientes que ayudan a mejorar la nutrición de las plantas.

El rendimiento en grano verde alcanzado por T1 en Popayán superó en 31,56 % al testigo (T0), mientras en 
Timbío en el 9,22 %. Estos resultados son similares a los reportados por Riascos et al. (2018) que obtuvieron un 
rendimiento de 2919 kg/ha.

Las parcelas a las cuales se les aplicó fertilizante orgánico comercial y CocALOFA I y II presentaron mayor número 
de granos por vaina superando a la fertilización de síntesis química, posiblemente porque esta última aporta sólo 
tres de los nutrientes esenciales para las plantas (nitrógeno, fósforo y potasio), mientras que los demás brindan 
nutrientes principales, secundarios y micronutrientes que ayudan a mejorar la nutrición de las plantas. Esta caracte-
rística es bastante influenciada por la disponibilidad de luz, agua y nutrientes (Álvarez et al., 2020), aunque Cazzola 
et al. (2019) afirman que el número de granos por vaina es un carácter cuya expresión depende en alto grado de 
la composición genética del material y del manejo agronómico que permite que se exprese bien la característica.

Para la variable peso de 100 granos, el tratamiento con CocALOFA I al 4 % en Timbío obtuvo el mejor promedio 
diferenciándose del más bajo que fue T0 en 8,34 g. Esta característica es importante puesto que representa la 
parte útil para el consumo de esta leguminosa, por lo general, son muy apreciadas en el mercado las variedades con 
mayor peso de grano (Majeed et al., 2019). Además, es de anotar que los tratamientos con base en hoja de coca y el 
fertilizante orgánico comercial fueron superiores a los alcanzados con la fertilización convencional, posiblemente 
porque la hoja de coca posee minerales que son importantes para la nutrición de las plantas, tales como proteína 
cruda (20,2 %), fósforo (1.400 mg), calcio (1.600 mg), potasio (1,10 mg) y hierro (55,8 mg) (Mattos, 2014). Estos 
resultados son semejantes a los obtenidos por Riascos et al. (2018), quien consiguió rendimientos entre 2133 y 
2838 kg/ha tras la inoculación con Rhizobium leguminosarum, Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens.

En general, es importante mencionar que las plantas mostraron una buena respuesta tras la aplicación tanto del 
abono orgánico mineralizado a base de hoja de coca como del fertilizante NPK, precisando que el CocALOFA 
presentó mejores resultados en altura, vainas/planta, peso de 100 granos, producción y rendimiento, lo cual se 
atribuye a que el uso de abonos orgánicos mejora las propiedades del suelo y la productividad de los cultivos, 
además, hacen un aporte significativo de nitrógeno, fósforo y potasio (NPK) y brindan nutrientes secundarios y 
micronutrientes que ayudan a mejorar la nutrición de la planta (Bobillea et al., 2019).

Por otra parte, a pesar de que en los dos municipios las plantas mostraron buen vigor y expresaron las caracte-
rísticas propias de su variedad, considerando la sumatoria de todos los tratamientos se pudo determinar que el 
rendimiento en Timbío fue superior en 120 kg a lo obtenido en Popayán. Esta diferencia se atribuye a que los 
suelos en Timbío han sido cultivados por mucho tiempo y han realizado rotación de cultivos con grandes apor-
tes de materia orgánica, por lo tanto, es un suelo con buena porosidad que permite un adecuado desarrollo de 
raíces, retención de agua, aireación y drenaje, mientras en Popayán son suelos que no se han cultivado, vienen 
de pasturas y han tenido cero aportes de materia orgánica.

Los resultados permiten sugerir que la hoja de coca puede tener un uso alternativo como componente de abonos 
orgánicos líquidos y sólidos, teniendo en cuenta que contiene 2,1 % de nitrógeno total, 2744 mg/kg de fósforo total, 
92 mg/kg de sodio total, 12240 mg/kg de potasio total, 9574 mg/kg de calcio total, 2548 mg/kg de magnesio total, 
94 % de materia orgánica, 6 % de ceniza, 13 % de proteína total, pH de 4,9 y conductividad eléctrica de 4540 µS/cm 
(Apaza et al., 2015), es un material vegetal que tiene usos potenciales lícitos importantes en la nutrición de cultivos.

La hoja de coca es una alternativa para que los productores puedan disminuir los costos de producción al reem-
plazar los fertilizantes de síntesis química, de forma parcial o total, ya que estos tienen alto costo en el mercado.
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CONCLUSIONES

En los dos municipios el cultivo de arveja respondió a la aplicación del abono líquido orgánico mineralizado a 
base de hoja de coca al 4 %, superando al testigo en un 20 % promedio. El rendimiento con el abono líquido orgá-
nico mineralizado a base de hoja de coca al 4 % superó en un 34 y 28 % al abono orgánico comercial en Popayán 
y Timbío respectivamente.
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RESUMEN

La curcumina contrarresta diversas patologías como el cáncer o enfermedades 
neuro-degenerativas. Sin embargo, su solubilidad es baja en soluciones acuo-
sas limitando su aplicabilidad. Esta investigación elaboró una nanoemulsión 
estable de aceite en agua (O/W) a base de oleorresina de Cúrcuma longa (ORC) 
para ser aplicada a bebida acuosa como una posible alternativa al uso de colo-
rantes artificiales como la tartrazina. Se formularon y prepararon dos tipos de 
nanoemulsión: Oleorresina (EORC) y curcumina comercial 75 % (ECC). Estas se 
caracterizaron mediante el porcentaje de retención de curcumina (CR), conte-
nido de fenoles totales (TPC); estabilidad física y tamaño de partícula (TP) por 
microscopía electrónica de transmisión (TEM). Se obtuvieron nanoemulsiones 
estables con TP de 10,201 nm y 13,847 para EORC y ECC respectivamente. 
EL CR hallado fue de 67,13 % (EORC) y 81,991 % (ECC); y, el contenido de 
fenoles para EORC fue de 35,466 y 36,128 mg EAGL/L para ECC. Igualmente, 
se obtuvieron bebidas acuosas a base de EORC con un CR de 80, 014 %. La 
bebida con EORC presentó mayor turbidez en comparación a la ECC y la tartra-
zina (control). Se obtuvieron nanoemulsiones y bebidas estables con aspectos 
diferenciables como color, turbidez, tamaño de partícula, separación de fases/
tiempo. La EORC presentó mayor CR, por lo tanto, puede ser una alternativa 
potencial como colorante y antioxidante en bebidas acuosas.

ABSTRACT

Curcumin counteracts over different pathologies like cancer or neurodegene-
rative diseases. However, its solubility is low in aqueous solutions therefore li-
miting its applicability. This study worked on obtaining an oil-in-water (O/W) 
stable oleoresin-based emulsion of Curcuma longa (ORC) to be applied into an 
aqueous beverage as an alternative to artificial colorants such as tartrazine. 
Two types of nanoemulsion were formulated and prepared: Oleoresin (EORC), 
and commercial curcumin 75 % (ECC). They were differentiated by percenta-
ge curcumin retention (CR), total phenol content (TPC); physical stability, and 
particle size (TP) under a Transmission Electron Microscopy (TEM). Two stable 
nanoemulsions were obtained with a TP of 10,201nm (EORC), and 13,847 nm 
for ECC. CR observed for EORC was 67,136 % and 8,991 % for ECC. Total Phe-
nol content of 35,466 and 36,128 mg EAG/L respectively. Same way, aqueous 
beverages with EORC were processed and showed a CR of 80,014 %. EORC be-
verage presented higher turbidity compared to ECC and tartrazine (as control). 
Emulsions and beverages revealed settle aspects like color, turbidity; particles 
size or phase/time division. EORC exhibited greater CR which could be a possi-
ble alternative as colorant and antioxidant in aqueous beverages

INTRODUCCIÓN

Actualmente, la investigación y el desarrollo de alimentos funcionales ha 
cobrado gran importancia en el campo alimentario, industrial y de la medi-
cina, debido a sus propiedades funcionales que contrarrestan y/o previenen 
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enfermedades (Granato et al., 2020). La Cúrcuma longa L., es una planta perenne, pertenece a la familia Zingiberaceae 
que se produce en China, Malasia, Perú, Brasil, India (Sandeep et al., 2018); posee una coloración entre amarillo y 
naranja que hace que sea atractiva para proporcionar color a los alimentos por la presencia de curcuminoides en su 
composición, principalmente la curcumina (75 %), la demetoxicurcumina (10-25 %) y la bisdemetoxicurcumina (5 
%) (Patil et al., 2019). La curcumina, principal compuesto fenólico, posee un alto potencial terapéutico (Araiza-Ca-
lahorra et al., 2018; Aswathanarayan & Vittal, 2019; Azmi et al., 2019), debido que puede actuar frente a diferentes 
patologías como enfermedades cardiovasculares, intestinales, neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson), contra 
el cáncer, diabetes, Enfermedades metabólicas, SIDA, cálculo biliar, enfermedades de las articulaciones y del hígado, 
anemia, infecciones bacterianas e infecciones virales, entre otras (Araiza-Calahorra et al., 2018; Bhatt et al., 2018; 
Danafar et al., 2018; Azmi et al., 2019; Bagheri et al., 2020).

A pesar de los beneficios que tiene la curcumina, su biodisponibilidad y aplicación en la industria está limitada de-
bido a su baja solubilidad en soluciones acuosas y su susceptibilidad a cambios de pH especialmente a condiciones 
alcalinas, a la luz, a la oxidación, al calor, humedad e iones de hierro y temperatura, que también limitan su eficacia 
clínica (Danafar et al., 2018). Debido a lo anterior, en la industria es común el uso de colorantes sintéticos por su 
estabilidad y poder colorante como la tartrazina (FD&C Yellow No. 5 y E102). Sin embargo, este tipo de aditivo se 
ha restringido en diferentes países como Noruega, Austria, Suecia y Alemania (Bonciu et al., 2018), ya que puede 
provocar efectos adversos y alterar los marcadores bioquímicos en el cerebro, daño a microvellosidades y permea-
bilidad intestinal debido al agotamiento crónico de zinc (Bhatt et al., 2018). Por lo anterior, existen alternativas 
para contrarrestar dichas limitaciones mediante sistemas de administración basados en emulsiones, los cuales se 
dividen en macroemulsiones, microemulsiones o nanoemulsiones. Las nanoemulsiones se consideran cinéticamente 
estables, pero termodinámicamente inestables. Los métodos de producción de nanoemulsión pueden ser métodos 
de alta intensidad como dispositivos ultrasónicos, o métodos de baja intensidad como temperatura de inversión 
de fase (McClements & Jafari, 2018). Según Azmi et al. (2019), a mayor superficie del sistema de emulsión permite 
mejorar la absorción de activos o drogas a través de muchas rutas, además determina la entrega sostenida y selectiva.

Debido a lo anterior, con esta investigación se busca obtener una emulsión estable aceite en agua (O/W) a base 
de extractos de oleorresina de cúrcuma con alta capacidad antioxidante y retención de curcumina, con el fin de 
aplicarla en una bebida acuosa como alternativa al uso de colorantes sintéticos como la tartrazina.

MÉTODO

Los rizomas de cúrcuma se obtuvieron en el municipio de Palmira, Valle del Cauca (Colombia) (temperatura me-
dia 27,2±1,13 °C, humedad relativa: 61,67±3,21 %, altitud: 1001 msnm, latitud: 3°31´48”, longitud: 76°81´13”). 
Estos rizomas se cortaron en rodajas de 5 mm de espesor y se secaron a 40 °C hasta peso constante, obteniendo 
una humedad final de 14,38 % en base seca, posteriormente, se procesaron en un molino de martillos de acero 
inoxidable-calibre 14 (Didacontrol SAS) hasta un diámetro medio de partícula de 0,402 mm y se almacenaron en 
refrigeración (4 °C) en recipientes herméticos hasta su uso.

Materiales

Curcumina de síntesis 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (Merck, ≥ 75 %). Curcumina 
estándar (Eastman Kodak Company, Rochester, Nueva York, 98,45 %). Aceite de soya, girasol y oliva obtenidos 
en el mercado local (Palmira, Colombia). Monooleato de sorbitán (Span 80, HLB=4,3); Monooleato de polioxie-
tilensorbitano, o polisorbato 80 (Tween 80, HLB=15), se obtuvieron de Panreac. Alcohol etílico al 95 %, metanol 
absoluto, azida de sodio NaN

3
 (Merck).

Extracción de oleorresina de cúrcuma (ORC)
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La oleorresina de Cúrcuma longa (ORC) se obtuvo mediante la metodología presentada por Wakte et al. (2011) 
y Li et al. (2014) and both methods were better than continuous ultrasonic extraction of curcuminoids. For the 
pulsed ultrasonic-assisted extraction, the optimal conditions were 60% amplitude (AMP. La Cúrcuma deshidra-
tada (6,4 % de humedad) se llevó a microondas (140 W por 1 min), luego se mezcló con solución de etanol:agua 
(40:60, relación sólido/solvente de 1:15 (g/mL)), y se sometió a extracción asistida por ultrasonido (Amplitud 45 
% por 10 min con pulsos on:off (3:1), circulación de agua a 40 °C (Branson Digital Sonifier 450, USA). El extracto 
se filtró al vacío y se rotoevaporó (IKA RV8-S S99, Suiza) a una temperatura de 53 °C y una velocidad de 30 rpm, 
posteriormente se liofilizó (Labconco freezone 6 plus, USA) a una presión de vacío de 0,120 mBar y una tempe-
ratura de -60 °C por 24 horas y se conservó en refrigeración (4 °C) hasta su uso.

Caracterización de oleorresina de cúrcuma (ORC)

La caracterización de ORC obtenida se realizó con la determinación de rendimiento, fenoles totales (TPC) (Sin-
gleton et al., 1999), ensayo ABTS (ácido 2’2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfónico]) (Machado et al., 2015) y 
contenido de curcumina (%C) (Syed et al., 2015). El porcentaje de curcumina se obtuvo mediante la ecuación 1 
reportada por Patil et al. (2018).

 
(Ec. 1)

Donde:

%C: Porcentaje de curcumina. 
MC: Masa de la curcumina extraída (g). 
MM: Masa de la muestra en base seca (g).

Solubilidad de curcumina en aceites

La solubilidad de la curcumina se determinó utilizando método espectrofotométrico planteado por Ahmed et al. 
(2012) con modificaciones. Brevemente, se añadió curcumina en exceso en 20 mL de cada aceite a una tempera-
tura de 80 °C por 10 min. La mezcla se sonicó (20 min) y se centrifugó (1750 rpm por 10 min). Las soluciones se 
mantuvieron a 25 °C por 24 h. Posteriormente, el sobrenadante fue diluido en aceite para lectura en el espectro-
fotómetro (Shimadzu UV 1800, Suiza). Se empleó una celda cero con aceite puro según el caso como referencia. 
Se calculó el contenido de curcumina utilizando una curva de calibración estándar para curcumina comercial en 
aceite de soya (R2 = 0,9835, λ= 418,8 nm), girasol (R2 = 0,9978, λ= 418,2 nm) y oliva (R2 = 0,9913, λ= 417,8 nm). 
Para la oleorresina de cúrcuma (ORC) se obtuvo una curva de calibración con un R2 = 0,9867, λ= 417,8 nm.

Formulaciones y preparación de nanoemulsiones

Preparación de la fase oleosa. Una vez se obtuvo el aceite en el cual la curcumina es más soluble, éste se calentó 
a 80 °C y se adicionaron 0,1890 mg ORC/g emulsión y el SPAN 80 agitando por un periodo de 1 hora.

Preparación de la fase acuosa. En paralelo con la fase oleosa, se preparó la fase acuosa, la cual acuosa contiene 
azida de sodio (N

a
N

3
) como antimicrobiano, según lo reportado por Kharat et al. (2018). La fase acuosa se llevó a 

80 °C y se adicionó Tween 80 hasta observar su completa dilución.

Preparación de nanoemulsiones. Posteriormente, se mezclaron las fases y se llevaron a homogenización (Ultra-
turrax IKA, T18 digital, Brasil) (14.000 rpm por 15 min). Esta mezcla se sometió a ultrasonido (Branson Digital 
Sonifier 450, USA) (Amplitud 40 %, 15 min, baño de circulación de agua a 12 °C), condiciones establecidas me-
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diante pruebas previas. Finalmente, las emulsiones se conservaron a temperatura de refrigeración alrededor de 
5±1 °C hasta su aplicación. Para realizar la emulsión control se realizó el mismo procedimiento, pero reempla-
zando la oleorresina por curcumina comercial al 75 % (0,00191 mg de curcumina comercial/ g emulsión).

Pruebas de caracterización de nanoemulsiones

Cuantificación de curcumina. El contenido de curcumina en las nanoemulsiones se determinó según la meto-
dología implementada por Syed et al. (2015), con modificaciones. Se mezclaron 0,5 g de emulsión (p/p) en 25 mL 
de metanol, se calentó en baño de agua a 60 °C hasta disolución completa (10 min), se agitó manualmente (15 
min) y se sonicó (15 min) (Branson 2510R-DTH, USA), luego de lo cual se centrifugó (4.000 rpm por 10 min). Para 
cuantificar la cantidad de curcumina presente se utilizó la regresión lineal (R2 = 0,9989), en tanto que el conte-
nido de curcumina se expresó como porcentaje de retención (%CR) mediante ecuación 2 similar a lo reportado 
por Aditya et al. (2015) con modificaciones.

 
 (Ec. 2)

Donde:

Ci: Contenido de curcumina inicial en emulsión (μg/mL. 
Cf: Contenido de curcumina (μg/mL) día final de análisis (día 15).

Fenoles Totales. Se determinó el contenido de fenoles (TPC) de acuerdo con lo reportado por Wolfe et al. (2003). 
Se preparó la curva de calibración de ácido gálico (R2 = 0,9986). Luego, se agregaron 60 μL de muestra a la con-
centración adecuada y 60 µL de RFC en todos los pozos, seguido de 180 µL de disolución de carbonato de sodio, 
siguiendo el proceso se llevó la microplaca a incubación 30 °C por 30 min, se llevó a vortex y se procedió a leer 
las muestras a 750 nm en el lector de microplacas.

Tamaño de partícula y morfología de emulsiones (TEM). Las emulsiones se caracterizaron por su tamaño y mor-
fología teniendo como base el estudio realizado por Lu et al. (2018), mediante el uso de microscopio electrónico 
de transmisión (TEM) (JEOL, JEM 1011, Tokio, Japón) (100 kV). Se secó una muestra a temperatura ambiente 
por 24 h antes de obtener imágenes de las partículas bajo TEM, las cuales se analizaron con el software libre 
Image J (versión 1.50i).

Estabilidad. La estabilidad de las emulsiones fue determinada mediante el procedimiento presentado por Sugu-
mar et al. (2015). Inicialmente, se centrifugó para probar la estabilidad a 3.500 rpm durante 30 min y se eviden-
ció si había separación de fases, seguido de un ciclo de calentamiento-enfriamiento a temperaturas de 40 y 5 °C 
alternativamente, cada día durante 15 días.

Índice de cremado. El índice de cremado (%IC) se midió de acuerdo con la metodología reportada por Aditya et 
al. (2015). Las emulsiones se almacenaron en probetas de vidrio a 4±1 °C y 25±2 °C. Las mediciones se hicieron 
a intervalos de tiempo específicos (5, 10 y 15 días). El porcentaje de cremado expresado como porcentaje que 
permanece estable se determinó utilizando la ecuación 3:
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(Ec.3)

Donde:

%IC: Porcentaje que permanece estable sin formación de crema. 
hC: Altura de cremado. 
hT: Altura total inicial.

Características fisicoquímicas de las emulsiones

Determinación de pH. El valor de pH de las emulsiones se midió por triplicado, usando un medidor de pH (Me-
ttler Toledo, modelo FE20).

Determinación de color. Se determinaron las coordenadas de color de las emulsiones (b*) con un colorímetro 
Konica Minolta (Chroma Meter CR-400, Japón). El equipo se calibró, posteriormente se colocó una muestra (10 
mL) en una caja de Petri y se iluminó con luz diurna artificial D65 (2 ángulos estándar).

Obtención bebidas acuosas. Las bebidas se desarrollaron de acuerdo con la formulación planteada por Kim 
et al. (2014). Brevemente, sacarosa (7,5 % p/v), ácido cítrico (0,2 % p/v), ácido ascórbico (0,1 % p/v) y benzoato 
de sodio (0,05 % p/v) se añadieron al agua y se disolvieron completamente. Para aportar color a las bebidas se 
incorporaron las emulsiones preparadas con anterioridad a base de oleorresina (EORC) y curcumina comercial 
(ECC), ambas con una concentración de curcumina de 1,88 μg/mL. La bebida control (tartrazina) se preparó 
mediante incorporación de 5 mL de solución (60 μg/mL, dentro de la dosis permitida). Se utilizaron botellas de 
vidrio esterilizado para almacenar el sistema de bebidas fortificadas con curcumina bajo refrigeración (4±1 °C).

Pruebas de evaluación en bebida acuosa

Contenido de curcumina. Se usó la metodología reportada por Aditya et al. (2015), con modificaciones. Para ello 
se tomaron 500 μL de bebida, se adicionaron 500 μL de metanol y se mezclaron completamente. Se usó un vor-
tex (Boeco, V1 Plus) para romper la emulsión y solubilizar la curcumina, luego se centrifugó (16.000 x g por 40 
min). El sobrenadante se diluyó adicionalmente con metanol según se requirió (200 μL de sobrenadante en 5 mL de 
metanol) y se cuantificaron utilizando espectrofotómetro UV vis y la curva de calibración para curcumina patrón (R2 
= 0,9989). Se expresó como porcentaje de retención de curcumina (%CR) como se hizo para emulsiones (Ecuación 2).

Turbidez. Las pruebas de turbidez se utilizaron para medir la formación de cristales de curcumina en sistemas 
acuosos usandoó un método espectrofotométrico reportado por Kharat et al. (2017). La turbidez en las bebidas 
se midió cada 24 horas, utilizando un espectrofotómetro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis, China) a 600 
nm, empleando una plancha de agitación (Thermo scientific SP131325Q) y un agitador magnético. La turbidez 
se calculó a partir de cada valor de absorbancia utilizando la ecuación 4:

(Ec. 4)

Donde:
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T: Turbidez (cm-1). 
Abs: Absorbancia. 
Lc: Longitud del trayecto de la celda (cm).

Características fisicoquímicas de las bebidas. Las características fisicoquímicas se determinaron de igual ma-
nera que en las emulsiones.

Tamaño de partícula y morfología de curcumina en bebida (TEM). El tamaño de partícula se determinó con la 
misma metodología usada en emulsiones.

Análisis estadístico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se presentaron como media ± desviación estándar. El aná-
lisis estadístico se realizó mediante un análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) utilizando el software 
InfoStat y prueba de Tukey a un nivel de significación del 5 %. Por otra parte, para analizar estadísticamente el 
comportamiento de los datos en el tiempo se usó un Diseño de Bloques Completamente al Azar (DBCA), donde 
los bloques fueron los días de estudio.

RESULTADOS

Caracterización oleorresina de cúrcuma (ORC)

El cuadro 1 muestra los resultados para la caracterización de la oleorresina de cúrcuma obtenidos mediante 
ultrasonido con un rendimiento del 20,303 %. Además, se obtuvo una concentración de Compuestos Fenólicos 
Totales (TPC) en la oleorresina de 2583,762 mg EAG/100 g harina. Vijayan et al. (2019) obtuvieron extractos 
de Cúrcuma aromática Salisb mediante fluidos supercríticos SCCO

2
 (45 °C a 40 MPa por 60 min) con un valor de 

actividad antioxidante por ABTS de 64,2 ± 1,2 μmol TE/g oleorresina, con isopropanol (20 % v/w) como solvente.

Se obtuvo un contenido de curcumina de 0,062 mg/mg oleorresina, lo cual es equivalente a 1,259 % de curcumi-
na (Cuadro 1). Patil et al. (2018) reportaron contenido de curcumina obtenida por soxlhet con etanol a partir de 
tres variedades de cúrcuma salem, Krishna, Rajapuri con valores de 3,8, 2,5 y 4,2 % respectivamente.

Cuadro 1. Caracterización ORC.

Prueba Resultado

Rendimiento (%) 20,303

Fenoles (mg EqAG/100 g muestra) 2583,762±40,488

ABTS (μmol TE/g muestra) 2375,159±52,716

Contenido de curcumina (mg curcumina/mg oleorresina) 0,062±0,001
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Solubilidad de curcumina comercial y oleorresina

En cuanto a la solubilidad, se encontró que la curcumina comercial es más soluble en aceite de oliva, seguido 
de soya y girasol con valores de 2,911±0,047, 1,940±0,165 y 1,519±0,024 mg de curcumina/mL de aceite (mg/
mL), por que se seleccionó el aceite de oliva como fase oleosa para las emulsiones. Para ORC, la solubilidad fue 
2,289±0,004 mg de oleorresina/mL aceite (0,142±0,003 mg curcumina /mL aceite).

Los resultados obtenidos mostraron que la solubilidad es alta en relación con la solubilidad de curcumina pura 
en agua reportada en otros estudios (456 μg/L) (Jakubek et al., 2019). Además, la solubilidad obtenida en aceite 
de oliva tanto para CC como para el ORC es mayor a la reportado por Araiza-Calahorra et al. (2018) para curcu-
mina aislada con un valor de 0,080 mg/mL (60 °C, 10 min), debido al coeficiente de partición relativamente alto 
de la curcumina P entre 2,3 y 2,6 (medida de la preferencia de la fase lipídica sobre la fase acuosa en un sistema 
disolvente bifásico, inmiscible) (Jamwal, 2018).

Formulaciones y preparación de emulsiones

Las formulaciones obtenidas tanto para ECC como para EORC están compuestas por fase acuosa (FA) (84 %) 
y fase oleosa (FO) (16 %), la relación entre FA y FO fue de 5,25. La relación entre los surfactantes fue de 2,01 
teniendo en cuenta sus balances hidrofóbicos (HLB): Tween 80= 15 y Span 80= 4,3. También se encontró que FO 
fue menor al 33 %, el uso de surfactantes fue menor al 32 % y el agua fue mayor al 50 %.

Pruebas de caracterización de emulsiones

El mayor porcentaje de CR de curcumina fue para ECC con un valor de 81,991 % con respecto a EORC (67,136 
%). Esto se podría explicar debido a la influencia del pH (Cuadro 2), porque EORC tiene un pH inicial de 6,943 
cercano a la neutralidad y esto puede ocasionar cambios en la estructura y estabilidad fisicoquímica de la curcu-
mina (Kharat et al., 2017); los mismos autores mencionan que la curcumina es relativamente estable en emulsio-
nes acidas con porcentaje de CR entre 85 y 95 %, pero inestables en emulsiones alcalinas neutras con porcenta-
jes de retención entre 53 y 62 % durante 30 días. Por su parte, Aditya et al. (2015) reportaron que la estabilidad 
de la curcumina en emulsiones fue 91 y 87 % después de 15 días de almacenamiento a 4 y 23 °C, respectivamen-
te, con un pH de 2,85±0,3, por tanto su estabilidad es mayor. Además, los resultados de color (coordenada b*), 
demuestran que las coordenadas presentaron cambios entre el día 1 y 15, especialmente EORC (Figura 1, cua-
dro 2) con un pH cercano a la neutralidad (6,707±0,131), lo que indicaría que se produjo una leve degradación 
química de la curcumina (Martínez-Guerra et al., 2019). Kharat et al. (2018) analizaron color (coordenada b*) en 
emulsiones O/W en función de surfactantes como caseinato de sodio, Tween 80, quillaja saponina y soluciones 
de goma arábiga, bajo condiciones de pH neutro (pH= 7,55 °C, 15 días), donde se nota una disminución del color 
entre los días 1 y 15 similar al comportamiento que se ha obtenido en el presente estudio.

Cuadro 2. Resultados para EORC y ECC, día 1 y 15.

Emulsión (día) pH Color (b*)

EORC (1) 6,943±0,287a 13,990±0,593b

EORC (15) 6,740±0,114c 13,690±0,470d

ECC (1) 6,470±0,061e 15,790±0,799f

ECC (15) 6,457±0,035g 15,010±0,179h

*letras diferentes evidencian diferencias significativas respecto al tipo 

de emulsión (EORC y ECC) y al tiempo (día 1 y 15).
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Los resultados de porcentaje de CR se relacionan con los resultados obtenidos en TPC, para ECC pasó de 37,552 
en el día 1 a 36,128 mg EAG/L en el día 15, valores ligeramente superiores a los obtenidos con EORC los cuales 
variaron de 35,830 a 35,466 mg EAG/L en el mismo tiempo. Además, los análisis ANOVA mostraron diferencias 
significativas entre el tipo de emulsión y entre los días 1 y 15.

Los resultados TPC obtenidos en las emulsiones (EORC y ECC) son inferiores a los obtenidos para ORC antes 
de su encapsulación, es decir, que es posible que las propiedades antioxidantes se hayan visto afectadas por 
las condiciones de emulsificación (ultrasonido y homogeneización) (Liu et al., 2019). Sin embargo, más del 60 % 
de curcumina permaneció estable en ambos tipos de emulsión y, según Kumar et al. (2019), las fuerzas de cavi-
tación creadas por el ultrasonido hacen que se produzca nanoemulsiones estables. Además, los resultados de 
estabilidad física en las emulsiones ECC y EORC en el periodo de estudio (15 días) permiten evidenciar que no 
se presentaron cambios importantes en cuanto a consistencia, debido a que las emulsiones se mantuvieron físi-
camente en fase homogénea (Figura 1), de color amarillo claro, sin formación de cremas, ni separación de fases 
después del almacenamiento, lo que demuestra que la curcumina en las emulsiones fue estable, esto se puede 
atribuir a que las nanoemulsiones a menudo tienen mejor estabilidad a la separación gravitacional, floculación y 
coalescencia que las emulsiones convencionales (Aswathanarayan & Vittal, 2019).

a) b)

c) d)

Figura 1. Estabilidad en emulsiones.

a) ECC día 1. b) ECC día 16. c) EORC día 1. d) EORC día 16
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De acuerdo con la ANOVA, se encontró que los resultados de porcentaje de (%IC) para ECC a 4 y 25 °C no pre-
sentaron diferencias significativas ante los cambios de temperatura, contrario a EORC a 4 y 25 °C (Cuadro 3), 
aunque en lo relacionado con el tiempo ambas emulsiones presentaron diferencias significativas.

Cuadro 3. Resultados índices de cremado para EORC como ECC.

EORC (4 °C) EORC (25 °C) ECC (4 °C) ECC (25 °C)

1 100± 0,000aC 100± 0,000bBC 100± 0,000abC 100± 0,000abC

5 99,167± 0,722ªBC 100± 0,000BbC 100± 0,000abBC 100± 0,000aBbC

10 98,542± 0,361aB 99,625± 0,722Bb 99,583± 0,217ªbB 99,292± 0,505ªbB

15 97,5± 0,000aA 98,333± 0,361bA 97,917± 0,722abA 97,292± 0,361ª bA

*letras minúsculas indican diferencias significativas respecto a los tratamientos EORC y ECC a 4 °C y 25 °C.

*Letras mayúsculas indican diferencias significativas respecto al tiempo (día 1 y 15).

La estabilidad de EORC y ECC fue mayor con relación a otros estudios. Por ejemplo, Aditya et al. (2015) desa-
rrollaron emulsiones a base de aceite de soya, aceite de oliva, aceite de girasol y triglicéridos de cadena media 
(MCT) y encontraron que el índice de cremado (%IC) es mayor para las emulsiones a base de aceite de oliva y 
soja ya que alrededor de 90 % permaneció estable.

Tamaño de partícula de las emulsiones y morfología

Teniendo en cuenta los resultados y el ANOVA, existen diferencias entre el TP obtenido tanto para los tipos 
de emulsión como su cambio en el tiempo (Cuadro 4). En el caso de ECC el TP aumentó, el cual puede estar 
relacionado con la maduración de Ostwaild (Liu et al., 2019), sin embargo, es importante mencionar que en este 
estudio se encontraron nanoemulsiones (10-100 nm) que tienen una estabilidad mucho mejor a la agregación 
en comparación con la de las emulsiones convencionales, debido a su tamaño de gota muy pequeño (Liu et al., 
2019). En otros estudios, Lu et al., (2018) obtuvieron una nanoemulsión almacenada por 6 meses a 4 y 25 °C, con 
un TP de 12,4±0,5 nm y 16,7±0,6 nm respectivamente, lo que es comparable con los resultados obtenidos para 
ECC con TP entre 7,083 y 13,847 nm entre el día 1 y día 15 respectivamente.

Cuadro 4. Resultados bebida a base de EORC como ECC y bebida control (día 1 y 15).

EORC ECC Tartrazina (Control)

Prueba Día 1 Día 15 Día 1 Día 15 Día 1 Día 15

%CR - 80,014a - 20,048b - -

Turbidez (cm-1) 0,379±0,001 a 0,456±0,001a 0,075±0,002b 0,127±0,001b 0,020±0,001b 0,021±0,001b

TP(nm) 22,355 a 5,732 b 41,028 c 5,309 d - -

pH 3,033±0,006a 3,043±0,006a 2,943±0,006b 2,920±0,000b 2,903±0,006b 2,883±0,006b

Color (b*) 13,373±0,650a 12,987±0,506c 6,113±0,250b 5,850±0,229d 4,517±0,257c 4,133±0,121e

*letras diferentes evidencian diferencias significativas respecto al tipo de bebida y al tiempo (día 1 y 15).

*letras iguales no evidencian diferencias significativas respecto al tipo de bebida y al tiempo (día 1 y 15).

En cuanto a la morfología en emulsiones (Figura 2), las nanoemulsiones presentan forma esférica con glóbulos 
relativamente uniformes, sin formación de agregados. Sin embargo, EORC en el día 1 presenta forma esféri-
ca pero con ciertos bordes irregulares como estructuras dentadas en su superficie, similar a los reportado por 
Ghayour et al. (2019) quienes nanoencapsularon curcumina y quercetina en nanoestructuras micelares o las 
nanopartículas de caseína.
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a) b)

b) d)

Figura 2. Tamaño de partícula en emulsiones.

a) EORC día 1 b) EORC día 15 c) ECC día 1 d) ECC día 15 obtenidas por microscopia electrónica de transmisión (TEM) (escala: 500 nm).

Pruebas de evaluación en bebida acuosa

Según los análisis estadísticos ANOVA, se observa que hay diferencias significativas entre los tipos de bebida y el 
tiempo de análisis. La bebida con EORC presentó mayor porcentaje de %CR que la bebida con ECC con valores de 
80,014 y 20,048 % respectivamente (Cuadro 4). EORC presentó resultados superiores a los reportados por Aditya 
et al. (2015), quienes obtuvieron una estabilidad de la curcumina en la bebida alrededor del 40 %. Sin embargo, 
para la bebida con ECC se puede afirmar que hubo una degradación de curcumina en el tiempo, lo cual va acorde 
con resultados anteriores que han mostrado una degradación hidrolítica de la curcumina en la fase acuosa bajo 
condiciones de pH ácidos (Cuadro 4) (Wang et al., 2019), además de la posible degradación de curcumina por cris-
talización en medio ácido (Kharat et al., 2017), acorde con la disminución de color (Cuadro 4, Figura 3).

146

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 20 No 1 · Enero–Junio 2022



Figura 3. Estabilidad física de bebidas en el tiempo (EORC y ECC) y al tiempo (día 1 y 15).

a) Bebidas EORC, ECC y tartrazina (Control) día 1 b) bebidas EORC, ECC y tartrazina (Control) día 15.

En otros estudios, Kharat et al. (2017) analizaron curcumina en bebidas acuosas y encontraron que la muestra 
comercial de curcumina (≥ 65 %), que en realidad consistía en una mezcla de curcuminoides, parecía tener una 
mejor estabilidad a pH 7 que la muestra de curcumina pura. Este resultado es acorde con estudios previos reali-
zados por Gordon et al. (2015), quienes mencionan que la lenta degradación del extracto de cúrcuma en relación 
con la curcumina pura sugirió diferentes tasas de degradación para los curcuminoides en la mezcla de extracto 
en comparación con los compuestos puros, lo cual confiere mayor estabilidad de la curcumina en extracto ante 
el pH fisiológico, similar a lo encontrado en el presente estudio, teniendo en cuenta que se usó oleorresina de 
Cúrcuma longa, la cual contiene carbohidratos, curcuminoides, aceites esenciales, ácidos grasos, entre otros, en 
comparación a CC, la cual está compuesta por curcumina ≥ 75 %, bisdemetoxicurcumina ≤ 5 % y demetoxicur-
cumina ≤ 20 %, mediante análisis HPLC (Merck, 2019).

Por otra parte, analizando los resultados de turbidez como una medida de estabilidad física, muestran que no existen 
diferencias significativas entre la bebida con ECC y tartrazina, pero si hay diferencias con la bebida con EORC y 
en el tiempo para los tres tipos de bebida (Cuadro 4), siendo más turbia la bebida con EORC. En todos los casos se 
presenta un aumento de la turbidez con el tiempo (Figura 4), es decir que la curcumina es estable químicamente 
pero susceptible a formación de cristales y, por tanto, incremento en la turbidez (Kharat et al., 2017). Además, la 
bebida con EORC posee diferentes curcuminoides ya que no se realizó purificación y, por tanto, estos tienen di-
ferentes estabilidades según el pH, lo cual es importante entender y analizar con mayor profundidad para tomar 
decisiones durante el proceso de desarrollo de sistemas de entrega efectivos para este componente bioactivo.

EORC ECC Control EORC ECC Control
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Figura 4. Turbidez en el tiempo para los tres tipos de bebida.

Tamaño de partícula y morfología de curcumina en bebida (TEM)

En cuanto a los resultados de TP obtenidos para las bebidas en estudio (Cuadro 4), se puede encontrar que a 
menor TP, la turbidez aumenta y, en el caso de la bebida con EORC, el TP inicial es la mitad en comparación a la 
bebida con ECC por tanto su turbidez es mayor, debido a que estas partículas dispersan la luz de manera más 
efectiva (Kharat et al., 2017). Para la bebida con EORC se obtiene una disminución del TP de 22,355 nm a 5,732 
nm y para la bebida con ECC de 41,028 nm a 5,309 nm.

En cuanto a la morfología en bebidas, se evidencia mediante imágenes de microscopia electrónica de trasmisión 
(TEM) (Figura 5) que las partículas presentan forma esférica con glóbulos relativamente uniformes, sin forma-
ción de agregados, con bordes lisos tal como se observó para las emulsiones, pero en este caso las partículas son 
dispersas en cuanto a cantidad por área.

a) b)

b) d)

Figura 5. Tamaño de partícula en bebidas a) EORC día 1 b) EORC día 15 c) ECC día 1 d) 
ECC día 15 obtenidas por microscopia electrónica de transmisión (TEM) (escala: 500 nm).
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CONCLUSIONES

La solubilidad de curcumina comercial fue mayor en el aceite de oliva, seguido de soya y girasol con valores de 
2,911±0,047, 1,940±0,165 y 1,519±0,024 mg de curcumina/mL de aceite, respectivamente. La solubilidad para 
oleorresina fue de 0,142±0,003 mg curcumina /mL aceite.

Se obtuvieron nanoemulsiones O/W a partir de ORC y CC estables durante 15 días con TP de 10,201 y 13,847 
nm y porcentahe de CR de 67,136 y 81,991 % respectivamente. La actividad antioxidante para EORC y ECC el 
día 1 fue de 35,830 y 37,552 mg EAG/L de emulsión respectivamente, lo cual tuvo una leve disminución en el día 
15 con valores de 35,466 y 36,128 mg EAG/L de emulsión para EORC y ECC respectivamente, por lo tanto, ECC 
presentó mejores características que EORC.

La bebida con EORC presentó mejor resultado principalmente con relación al porcentaje de CR con un valor 
de 80,014 % respecto a la bebida con ECC y una diferencia de color con coordenadas *b de 13,373±0,650 y 
12,987±0,506 entre los días 1 y 15. Sin embargo, la bebida EORC tuvo mayor turbidez posiblemente debido al 
bajo TP inicial con un valor de 22,355 nm aproximadamente la mitad en comparación a la bebida con ECC.

Se concluye que la emulsión a base de EORC tiene potencial de aplicación como colorante en bebidas acuosas 
conservando su capacidad antioxidante.
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RESUMEN

El propóleo, es un producto natural de consistencia resinosa y cauchosa elabora-
do por las abejas a partir de exudaciones de plantas. En este trabajo se caracteri-
zaron las propiedades fisicoquímicas, atributos sensoriales y actividad biológica 
de extractos etanólicos de propóleo de tres diferentes zonas biogeográficas del 
departamento de Nariño. Muestras de propóleo crudo beneficiados de cada re-
gión fueron comparadas, y sus extractos alcohólicos fueron evaluados a través 
de métodos de separación y técnicas de espectroscopía. La actividad biológica 
fue evaluada usando cepas bacterianas de Staphylococcus aureus y Escherichia 
coli. Los análisis cromatográficos revelaron la presencia de metabolitos secun-
darios con actividad biológica frente a las bacterias estudiadas. Los espectros 
de infrarrojo y los cromatogramas, exhibieron diferencias entre las muestras, 
identificados como tipo -O y -B. La fracción fenólica, presentó diferencias signifi-
cativas para flavonas y flavonoles. Los índices de oxidación fueron inferiores a 5 
segundos. En relación a los extractos etanólicos evaluados, éstos mostraron una 
mayor sensibilidad sobre S. aureus en la técnica de Kirby-Bauer. La investigación 
realizada aporta al estudio y caracterización de propóleos de esta zona colom-
biana, ampliando el conocimiento sobre productos de origen natural.

ABSTRACT

Propolis is natural product processed by honey bees from plant exudations with 
a resinous and rubber-like consistency. This work examines the physicochemi-
cal properties, sensory attributes, and biological activity of propolis ethanol 
extracts from three different biogeographic zones in department of Nariño, Co-
lombia. Samples of raw propolis obtained from each area were compared, and 
their alcoholic extracts studied through separation methods and spectrosco-
pic techniques. Biological activity was evaluated using Staphylococcus aureus 
and Escherichia coli strains. Chromatographic analysis revealed the presence 
of secondary metabolites with potential biological activity. Infrared spectrum 
and chromatograms displayed differences between group samples, identified 
as type -O and -B. Phenolic fraction exhibited significant variations on flavones 
and flavanols. Oxidation rates were lower than 5 seconds. Evaluated ethanolic 
extracts exposed greater sensitivity to S. aureus under the Kirby-Bauer techni-
que. Present research contributes towards expanding knowledge about natu-
ral-origin products like propolis on such Colombian regions.

INTRODUCCIÓN

El propóleo es reconocido en todo el mundo, ha sido registrado en el 
Chemical Abstracts Service (CAS) 9009-62-5, como un producto natu-
ral elaborado por distintos géneros de abejas, a partir de exudaciones 
mucilaginosas, gomas, materiales lipofílicos, látex y material resinoso de 
plantas, que traen a sus colmena y mezclan con secreciones glandulares 
de la hipofaringe y glándulas cereras. Son de consistencia pastosa, con 
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tonalidades castaño, marrón, pardo, rojizo y verde, según el origen botánico y geográfico (Anjum et al., 2019; 
El-Guendouz et al., 2019). Estos productos han llamado la atención en relación a la salud de las abejas y se ha 
determinado su papel como protector, antiséptico de la colmena y responsable de la salud e inmunidad frente 
a los agentes infecciosos (Ciftci-Yilmaz et al., 2017; Anjum et al., 2019). En las regiones tropicales, las abejas 
encuentran diversas fuentes de elaboración, por tanto, su composición química es diferente y variable debido a 
la riqueza y diversidad de la flora tropical. Existen en la literatura reportes de un sinnúmero de propiedades bio-
lógicas sobre los propóleos que actúan como antitumorales, antiprotozoarios, anticancer (Sforcin, 2016; Omar 
et al., 2017), antihipertensivos, antimicrobianas, antiinflamatorias, antihepatotóxicos y antivirales, entre otras 
(Veiga et al., 2017; El-Guendouz et al., 2019; Touzani et al., 2019).

Los componentes químicos de los propóleos varían de acuerdo a las fuentes botánicas y a las áreas biogeográ-
ficas donde están instaladas las colmenas. Los métodos instrumentales de análisis, actualmente han permitido 
identificar en matrices de propóleos alrededor de 350 compuestos fitoquímicos (Guzelmeric et al., 2018; Touza-
ni et al., 2019). Considerando la demanda de este tipo de productos, es indispensable establecer los parámetros 
para identificar el control de calidad de los propóleos de las regiones. El advenimiento y desarrollo de los méto-
dos cromatográficos de análisis han posibilitado el estudio y cuantificación de principios activos presentes en 
distintas matrices de propóleos (Ahmed et al., 2017; Drescher et al., 2017).

La actividad antibacteriana es la más estudiada, se conoce el efecto de extractos etanólicos de propóleos frente Salmo-
nella typhimurium, Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, S. saprophyticus, E. faecalis (Zainullin et al., 2018; Seibert et al., 2019; 
Przybyłek et al., 2019; Veloz et al., 2019). En Colombia, las investigaciones realizadas sobre actividad biológica in vitro 
de propóleos han sido reportadas desde la región Andina, Boyacá, Caldas, Cundinamarca y Santander (Bastos et al., 
2011; Talero et al., 2012; Herrera et al., 2012; Martínez et al., 2012; Velásquez y Montenegro, 2017). Esta actividad 
frente a patógenos ha sido atribuida a la presencia terpenos, flavonoides y antraquinonas, principalmente.

La producción de propóleos en Colombia ha sido relacionada desde diversas zonas biogeográficas. Algunos tra-
bajos sobre caracterización y cuantificación en muestras de Arauca, Boyacá y San Andrés (Salamanca y Osorio, 
2018) y sobre el perfil mineral de muestras de propóleos del Tolima (Salamanca et al., 2004). Adicionalmente, 
se han reportado trabajos sobre actividad antioxidante de propóleos colectados en Atlántico y Santander (Ro-
dríguez et al., 2012; Herrera et al., 2012). La concepción de propóleos más actualizada entorno a su control de 
calidad, consiste en la determinación de sus propiedades fisicoquímicas y la estimación de su actividad biológi-
ca. En este contexto, el objetivo de este trabajo se ha centrado en el estudio de las propiedades fisicoquímicas, 
perfilación organoléptica, estimación de componentes minerales, así como la actividad biológica de muestras de 
propóleos colectados en tres zonas de biogeográficas de Nariño.

MÉTODO

Reactivos

Todos los reactivos usados en este trabajo fueron de grado analítico: etanol, metanol, acetato de etilo, acido fór-
mico y tolueno (Sigma Aldrich de Steinheim, Germany), aminoetildifenilborinato (Fluka Steinheim, Germany), 
polientilenglicol, ácido sulfirico, hidróxido de potasio (Merck, Hohenbrunn, Germany), patrones de pinocem-
brina, galangina, pinobanksina, naringenina, ácido cafeico, crisina, quercetina y apigenina (Sigma-Aldrich) y 2,4 
dinitrofenilhidrazina (2,4D) (Merck, Alemania).
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Muestras

Se colectaron nueve muestras de propóleos de tres zonas biogeográficas diferentes, bosque húmedo montano bajo 
(bh-MB), muy húmedo premontano (bh-PM) y muy húmedo premontano (bmh-PM), para las localidades de Buesaco 
(1º23´05”N y 77º09´23”O, 1959 msnm, 18 ºC, 1472 mm/año), San Juan de Pasto/Catambuco, Vereda Botana, 
(Pasto, 1º12´49”N y 77º16´52”O, 2534 msnm, 13 ºC, 1273 mm/año) y La Unión (1º36´19”N, 77º07´47”N, 1726 
msnm, 19 ºC). Las colectas se realizaron siguiendo criterios de aleatoriedad, con tres niveles de tratamiento y tres 
repeticiones. La toma de muestras fue realizada usando raspado directamente desde el interior de las colmenas tipo 
Langstroth removiendo el producto adherido en las caras laterales, tapa, entretapa y alzas. El material se dispuso 
en frascos ámbar tipo twist off de 250 mL y almacenado a -10 ºC, hasta el momento del análisis.

Parámetros fisicoquímicos

Se registró el peso, aspecto, textura, color, olor, sabor e impurezas visibles de los propóleos colectados, así como los 
puntos de fusión, contenido de humedad, sólidos fijos, cenizas, masas mecánicas, resinas y ceras. Para el análisis de 
cenizas, se evaluó el contenido mineral mediante espectrofotometría de absorción atómica de calcio, cobre, hierro, 
magnesio, manganeso, níquel, potasio, sodio y zinc. En el extracto etanólico (EEP) se cuantificó la acidez total, pH, 
fenoles y flavonoides totales, siguiendo los métodos descritos por Salamanca (2017). La acidez se determinó sobre 
50 mL de agua destilada, libre de CO

2
 en presencia de fenolftaleína y el volumen total de la solución de hidróxido 

correspondió a la fracción ácida presente expresada como porcentaje de ácido tartárico. El contenido de fenoles 
totales, las flavonas, flavonoles, flavanonas y dihidroflavonoles, se determinaron por espectrofotometría UV-Vis. 
Los fenoles se determinaron siguiendo los protocolos descritos por Baba y Malik (2015) y se expresaron como mg/g 
de EEP. Las flavonas, flavonoles, flavanonas y dihidroflavonoles, se realizaron usando metodologías descritas por 
Kasiotis et al. (2017) y Betances-Salcedo et al. (2017), los resultados fueron expresados como mg/g. Las evaluaciones 
sensoriales se adelantaron siguiendo criterios de Meilgaard (2007), usando escala hedónica sobre seis atributos 
que fueron evaluados por cinco jueces entrenados. El perfil densitométrico de los extractos se realizó mediante 
técnicas cromatográficas de alta eficiencia (HPTLC), conforme a Salamanca y Osorio (2018).

Las determinaciones de minerales se realizaron usando espectrofotometría de absorción atómica, haciendo 
uso de lámparas de cátodo hueco por elemento: Calcio, Hierro, potasio, magnesio y manganeso. El índice de 
oxidación se midió en extractos alcohólicos (EEP), siguiendo la metodología descrita por Salamanca (2018). La 
absorbancia específica de los espectros UV-Vis de los EEP, se obtuvo por el método de Miyataka et al. (1997) 
a la longitud de onda de máxima absorción, usando espectrofotómetro UV-Vis Genesys 10s. Además, los EEP, 
se evaluaron usando técnicas de espectroscopía FT-IR en la unidad Perkin Elmer Spectrum One spectrometer 
(Perkin Elmer, USA), la proyección final de los espectros se realizó haciendo uso del paquete Origin2019. 
Los análisis mediante LC-ESI(−)-MS/MS procedieron tras la homogenización mediante ultrasonido, filtración 
y centrifugado, a través de espectrometro de masas MS/MS, usando un sistema a 7,2T LTQ FT Ultra (Thermo 
Scientific), dispuesto con chip-based direct infusión, nanoelectrospray ionisation source, la adquisición de da-
tos se realizó en el rango 150-800 m/z, siguiendo la metodología descrita por Sawaya et al. (2011).

Actividad biológica

La actividad antibacteriana de los EEP, se determinó conforme a los protocolos de Farmacopea Americana USP 
24, (Cupull-Santana et al., 2013), operando métodos difusionales sobre bacterias Gram (+) de Streptococcus y 
bacterias Gram (-) de Escherichiae, las cuales fueron cultivadas en agar tripticasa de soya bajo condiciones aeró-
bicas por 18 h a 37±1 ºC. En las determinaciones se usaron los métodos de difusión por pozos y de Kirby-Bauer. 
El crecimiento de los microorganismos y la difusión del antibiótico se estimaron de acuerdo con el tamaño de las 
zonas de inhibición a 24, 48 y 72 horas. El mismo procedimiento fue aplicado a un control de etanol al 80 %, la 
solución de concentración de 10 mg/mL fue preparada a partir de la solución estándar de sulfato de estreptomi-
cina (0,1 % p/v) en agua destilada estéril con buffer fosfato pH 8,0.
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Estadística

Las determinaciones analíticas se realizaron por triplicado en cada una de las muestras colectadas. En todos los 
casos se estimó el promedio, desviación estándar y coeficientes de variación de cada parámetro. Las evalua-
ciones para el análisis de varianza de una vía se efectuaron haciendo uso del paquete estadístico JMP14TM. Las 
evaluaciones densitométricas de los perfiles de cromatografía de capa fina de alta eficiencia (HPTLC) haciendo 
uso del software libre ImageJ (Wayne Rasband, NIH, USA).

RESULTADOS

Los propóleos estudiados corresponden a los tipos III, IV y V, que corresponden a las zonas biogeográficas en-
marcadas y consistentes con los observados en otras muestras de zonas tropicales (Salamanca, 2017). Los ex-
tractos etanólicos de los propóleos de las zonas de estudio presentarón un carácter ácido, las diferencias en este 
parámetro pueden ser explicadas teniendo como referencia factores climáticos, la oferta floral y el tiempo en el 
cual las abejas han propolizado las colmenas.

Los promedios para el contenido de cenizas entre muestras presentan diferencias significativas, siendo mayor en 
los propóleos de Pasto con 1,70 %. Los tenores de cera oscilaron entre 10,1 y 19,0 %. La mayor proporción de masas 
mecánicas se observaron en las muestras de Pasto, respecto de las otras dos zonas. Las resinas, son indicativas de la 
calidad del producto en términos de la actividad antioxidante, sus valores oscilaron entre 50,2 y 60,3 % (Cuadro 1).

Cuadro 1. Parámetros fisicoquímicos asociados a muestras de propóleos de tres zonas biogeográficas de Nariño.

Parámetros Unidades
bh-PM bh-MB bmh-PM

Valores guía
Buesaco S.J. Pasto La Unión

Punto de fusión ºC 63,0 (1,00)a 59,0 (1,00)b 65,0 (1,00)a 60-100 ºC

Cenizas

g/100 g

0,81 (0,27)a 1,70 (0.30)c 0,74 (0,10)a,b -

Cera 10,1 (0,70)a 11,7 (3,40)a,b 19,0 (2,00)c < 25 %

Resinas 60,3 (7,40)a 50,2 (2,60) 54,8 (7,54) 50-60 %

Masas mecánicas 27,3 (6,60)a 38,2 (3,10)b 29,0 (6,20)a < 25 %

Acidez (A. tartárico) mg/ 100 mL 6,60 (2,36)a 9,10 (1,26)b 16,4 (0,32)c -

pH - 4,20 (0,13)a 4,40 (0,11)b 4,10 (0,07)a -

Letras iguales en la misma fila corresponden a valores comparables entre promedios observados en muestras. 
Desviación estándar (ds).

Las determinaciones de minerales, son menos frecuentes en muestras de propóleos y exponen variabilidad en 
el perfil de los elementos analizados. Los promedios observados presentaron menor variación para el contenido 
de hierro en las muestras de Pasto, frente a los de la Unión y Buesaco. Los elementos más representativos en 
todos los casos correspondieron a sodio y potasio (Cuadro 2).

Cuadro 2. Componentes de la fracción mineral de muestras de propóleos de tres zonas biogeográficas de Nariño.

Mineral
Buesaco La Unión S.J. Pasto

Mineral
Buesaco La Unión S.J. Pasto

mg/Kg mg/Kg

Calcio 66,3 (21,2) 1298 (909) 2050 (950) Sodio 436,1 (15,4) 340,5 (25,8) 431,1 (77,7)

Hierro 312 (59,8) 357 (57,9) 101,0 (10,0) Zinc 72,9 (8,0) 110 (32,5) 35,0 (11,0)

Potasio 1529 (294) 1989 (632) 1832 (345,5) Sodio/Potasio 0,285 0,171 0,235

Magnesio 47,3 (12,9) 359,6 (43,3) 763,6 (169,2) Cobre ND ND ND

Manganeso 11,6 (4,40) 91,2 (18,6) 5,64 (0,26) Niquel ND 1,61 (1,27) ND

 Desviación estándar (ds). ND: No determinado.
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Los contenidos de fenoles presentaron diferencias importantes entre los grupos de muestras, valores están co-
rrelacionados con los promedios observados para flavanonas, flavonas y flavonoles, que también concuerdan con 
los tiempos de oxidación (Cuadro 3). El parámetro E

1cm
1 % de la absorción UV-Vis, es otro de los parámetros fisico-

químicos usados para evaluar la calidad de los extractos de propóleos y se relaciona con la actividad biológica de 
metabolitos secundarios como ácidos fenólicos y flavonoides. Los valores de E

1cm
1 % de las muestras, presentaron 

valores entre 77 y 370, siendo menores en los extractos de Buesaco, respecto de los extractos de la Unión y Pasto.

Cuadro 3. Compuestos fenólicos e índices de oxidación de EEP de tres zonas biogeográficas de Nariño.

Componente Unidades Buesaco La Unión S. J. Pasto

Fenoles

mg/g

55,0 (4,92) 69,1 (4,20) 36,6 (5,00)

Flavonas+Flavonoles 17,8 (2,90) 17,6 (1,42) 7,55 (0,43)

Flavanonas 37,1 (7,30) 51, 5 (2,83) 29,1 (5,41)

E
1 cm

1%  - 84–105 106–370 77–103

Índice de oxidación* s 3,90 (0,80) 3,40 (1,10) 3,60 (0,50)

(*) En EEP. Valor guía (22 s). s: seguindos. Desviación estándar (ds).

La huella espectral FT-IR de los extractos de propóleos estudiados son característicos (Figura 1), se observaron 
señales con oscilación y vibración (cm−1) de grupos alifáticos (2930 y 2876), carbonilo (1660-1680), hidroxilo 
(3200-3650) y anillos aromáticos sustituidos (1500, 1580 y 1600). Las bandas de absorción (3300-3600 cm−1), 
se relacionaron con grupos –OH de flavonas hidroxiladas, isoflavonoides con una banda significativa a 1680 
propia de grupos carbonilo, a 1620 cm−1, otras señales características se presentaron a 1440 cm-1, 1283 y 1231 
cm-1 que son frecuencias de vibración C=C-H propias de anillos aromáticos.

Figura 1. Espectros de infrarrojo (FT-IR) de EEP de tres zonas geográficas de Nariño.
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La inspección visual de los cromatogramas mediante HPTLC, en principio no revelaron diferencias mayores para 
los hR

F
, sin embargo, se identificaron bandas representativas de compuestos fenólicos, propios de los propóleos 

de Nariño. Se presentaron 13 metabolitos secundarios que se asocian en los cromatogramas con diferentes 
tonos de color, así: verde (apigenina, naringenina y crisina), naranja (quercetina) y azul (ácido cafeico, galangina, 
feruloil y p-derivados del ácido coumarico) y que concuerdan con otros reportes (Guzelmeric et al., 2018). Los 
análisis densitométricos, presentaron gran similitud en la composición de los EEP de las muestras de Buesaco y 
La Unión, que difirieron ligeramente respecto de las de Pasto (Figura 2).

Figura 2. Huella dactilar y perfil densitométrico de cromatogramas de muestras de propóleos de tres zonas geográficas de 
Nariño.

La huella digital de los cromatogramas mediante técnicas LC-ESI(−)-MS/MS de los extractos de Buesaco y La 
Unión, presentaron patrones de fragmentación similares (Figura 3). La relación (m/z), reveló la presencia de aca-
cetina (283), ácido cafeico (179), apigenina (269), fenetil éster de ácido cafeico (179), crisina (253), crisin-5-me-
tilester (267), kaempferol (285), naringenina (271), pinocembrina (255), pinobanksina (271), quercetina (253), 
luteolin-8-O-glucósido (439) y pinocembrin 8-O-glucósido (439). En los análisis LC-ESI(−)-MS/MS de los EEP, se 
muestran patrones similares con otros tipos de propóleos reportados en la literatura (Hochheim et al., 2019). 
Las muestras analizadas presentaron un marcador (m/z: 501), que también ha sido identificado en muestras de 
Cuba y nordeste de Brasil (Cuesta-Rubio et al., 2007; López et al., 2014; Anjum et al., 2019).

El perfil sensorial de las muestras de Buesaco y La Unión, presentó diferencias en el aspecto, con similitud en 
los descriptores olfativos y gustativos, que los diferencian de las muestras de Pasto (Figura 4). Las característi-
cas organolépticas exhibieron aspectos plásticos, maleables, pegajosos y opacos, de tonos marrón con algunas 
tonalidades verdosas, aromas resinosos y elevada astringencia en muestras de Buesaco y la Unión, que difieren 
de las de Pasto, que presentaron tonos marrón, de aspecto terroso, resinoso, pegajoso y opaco, sus puntos de 
fusión mostraron valores similares entre 59 a 65 ºC.
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En cuanto a la actividad biológica, se observó un importante efecto inhibidor de los extractos frente a S. aureus 
y E. Coli. Los halos de inhibición para E. coli y S. aureus observados mediante Kirby-Bauer, revelaron un ligero 
efecto de sensibilidad de los extractos respecto del método de difusión (Figura 5). El uso de estreptomicina 
como referencia a 10 µg/mL mostró mayores halos de inhibición en relación a los extractos de las muestras es-
tudiadas. Los extractos de propóleos exhibieron mayor actividad frente a microorganismos Gram (+) que Gram 
(-), resultados que son similares a los reportados para S. aureus, S. saprophyticus, S.epidermidis y S. thermophilus, 
(AL-Ani et al., 2018), en tanto que los hallazgos y observaciones con los EEP de Nariño son comparables con los 
datos reportados por Selvaraj et al. (2018).

Figura 3. Patrón de fragmentación LC-ESI(-)-MS de muestras de propóleos de Buesaco, La Unión y S.J de Pasto, 
Nariño.
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Figura 4. Perfil sensorial de los atributos asociados a muestras crudas de propóleos de las zonas de A. Buesaco, B. La Unión y C. S.J. 
Pasto, Nariño, Colombia.

Figura 5. Actividad antibacteriana de extractos alcohólicos de propóleos de Nariño frente a 
E. coli (ATCC 9.341) y S. aureus (ATCC 25.923) métodos de Kirby-Bauer y difusión en pozos

El contenido de resinas observado en las muestras de Nariño fue superior a los valores encontrados en las de 
Atlántico (Rodríguez et al., 2012), Bajo Cauca (Viloria et al., 2012) y La Unión, Antioquia (Palomino et al., 2010). En 
cuanto a los minerales, los valores observados fueron menores respecto a otros propóleos reportados en la litera-
tura (Salamanca et al., 2004). Los rendimientos de resinas del estudio, son concomitantes con los perfil de fenoles y 
flavonoides totales (mg/g), y con los reportados por otros investigadores (Delgado et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

CONCLUSIONES

El trabajo permitió identificar y caracterizar tipos de propóleos de tres zonas biogeográficas del departamento 
de Nariño sobre atributos fisicoquímicos, sensoriales y actividad biológica. La huella digital de los espectros 
de infrarrojo y los cromatogramas HPTLC y ESI(−)-MS/MS), permitieron clasificar las muestras como tipo-O 
y tipo-B y categorías III a V, como propios de zonas altoandinas propias de región cafetera. El uso de técnicas 
espectrofotométricas complementarias y de cromatografía revelaron la presencia de metabolitos secundarios 
con potencial actividad biológica. El trabajo ha hecho posible demostrar la sensibilidad de los propóleos de Bue-
sano, La Unión y S.J. Pasto, frente a S. aureus y E. coli, en la técnica de difusión en pozo y uso de sensidiscos. Los 
hallazgos contribuyen al estudio de matrices complejas asociadas al sistema apícola productivo desde matrices 
de propóleos colombianos.
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RESUMEN

Las técnicas de secado de Ventana de Refractancia (VR) y Fritura con Aire Ca-
liente (AF), permiten obtener snacks de frutas de alta calidad nutricional y fi-
sicoquímica. El propósito de este trabajo fue evaluar las técnicas de secado de 
WR-AF para obtener “snacks” de piña deshidratada. Se emplearon trozos de 
piña de la variedad MD2 con geometría triangular (40 mm de lado y 4 mm de 
espesor). En el secado por WR se emplearon tres temperaturas (70, 80 y 90 °C). 
Para cada temperatura se modeló la cinética de secado mediante cuatro mode-
los matemáticos (Newton, Page; Wang & Singh, y Midilli). Se determinó: color, 
en términos de Luminosidad (L*) y cambio total de color (∆Ε), actividad de agua 
(aw), coeficientes de difusión y energía de activación. Para las muestras secadas 
en la combinación de las técnicas VR-AF, se determinaron las curvas de secado, 
L*, ∆Ε, aw y vitamina C. En total se realizaron 4 tratamientos en el secado con AF 
a 100 °C; tres de las cuales fueron muestras tratadas (MT) previamente por WR, 
y el otro fue muestra no tratada (MNT). Los resultados mostraron que, a mayor 
temperatura de secado por WR mayor fue el coeficiente de difusión y menor fue 
el tiempo de secado. Para un contenido de humedad de 9 % (d.b), los tratamien-
tos a 90, 80 y 70 °C requirieron 90, 110 y 130 min de secado, respectivamente. 
El modelo de Midilli fue el que mejor ajustó las cinéticas de secado. Se observó 
que las técnicas de VR-AF permitieron obtener menor tiempo de secado, mayor 
retención de vitamina C y de color respecto a las MNT. Estos resultados indican 
que la técnica WR-AF es una alternativa viable para producir “snacks” de piña en 
tiempos mas cortos y con mayor conservación de las características de calidad.

ABSTRACT

Refractance Window (WR) and Hot Air-Frying (HAF) dried techniques, allows 
to obtain high nutritional and physicochemical quality fruit snacks. The aim of 
this work consisted on evaluating WR-AF dry techniques to obtain dehydrated 
pineapple snacks. MD2 variety pineapple pieces were cut into triangular sha-
pes with 40 mm by side and 4 mm in thickness.

For WR drying, three temperatures were set (70, 80 and 90 °C). For each one, 
a dry-out kinetics model was applied adopting 4 math models (Newton, Page; 
Wang & Singh, and Midilli). Also, color as in Luminosity (L*), total color chan-
ges (∆Ε), water activity (aw), diffusion coefficient, and activation energy were 
determined. On dried samples under WR-HAF mixed method, drying curves 
were determined, as well as, L*, ∆Ε, aw and vitamin C. In total, four treatments 
were evaluated in the AF process at 100 °C; three of which were treated sam-
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ples (TS) under WR, and one sample left untreated (UNTS). Results showed that the higher the drying temperature under 
WR, the greater the diffusion coefficient and lower the drying time. To reach 9 % (d.b) of humidity, treatments at 90, 
80 and 70 °C required 90, 110 and 130 min, respectively. Midilli model adjusted better to drying kinetics. WR-HAF 
techniques allowed less drying time, higher vitamin C, and color retention compared to UNTS. Results demonstrated 
that combined WR-HAF is a feasible alternative to obtain pineapple snacks in shorter time while preserving high quality 
characteristics.

INTRODUCCIÓN

La piña (Ananas comosus) es originaria de Brasil y Paraguay y es una de las frutas que más se consume en el 
mundo (Olmos, 2015) y apetecida por su sabor, aroma y aporte nutricional; se puede consumir en fresco o como 
producto procesado tipo refrescos, enlatados dulces, entre otros (Wu & Shiau, 2015; Rani & Tripathy, 2019). 
De acuerdo con estimaciones de la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 
(FAO), la piña está en segundo lugar en la producción mundial de frutas tropicales, con 28,3 millones de tonela-
das en 2018 (Braga et al., 2020). A pesar de que se evidencian diversos productos procesados a bse de piña, son 
pocos los desarrollos de “snacks” como producto deshidratado con textura crujiente y con alta retención de cali-
dad. Por otro lado, la piña, como en las frutas en general, presenta corto tiempo de vida útil por su alto contenido 
de agua o actividad de agua, por lo que es necesario aplicar nuevos procesos para desarrollar productos con alta 
retención de calidad y, a la vez, incrementar la vida útil. El secado es una alternativa como método de conserva-
ción de los alimentos, ya que extiende la vida útil (Braga et al., 2020), reduce el contenido de humedad, disminu-
yendo el peso y el volumen y facilitando el transporte y almacenamiento de productos, además, se disminuye la 
actividad del agua por debajo de 0,6, inhibiendo los microorganismos de deterioro, así como los cambios físicos 
y químicos durante el almacenamiento (Vega-Gálvez et al., 2007).

Para su conservación, la piña se ha deshidratado por diversos métodos como el secado con aire caliente, el secado 
solar, la deshidratación osmótica, la liofilización, las microondas, entre otros (Salazar et al., 2019; Mohammed et 
al., 2020; Zzaman et al., 2021), sin embargo, estos métodos evidencian algunos efectos negativos en la calidad 
fisicoquímica y nutricional en los alimentos. El secado con aire caliente es la técnica más utilizada en la industria 
alimentaria, pero los tiempos de operación son relativamente prolongados y las características del producto final 
no siempre son deseables (Zhang et al., 2018), mientras que el secado por liofilización presenta productos con alta 
retención de calidad, pero su inconveniente radica en que emplea largos tiempos de procesamiento (mayor de 24 
h), alto consumo de energía y, en consecuencia, altos costos de operación.

En los últimos años se han desarrollado métodos de secado con alta retención de la calidad de frutas y hortali-
zas, estos son el secado por Ventana de Refractancia (VR) y la técnica de Fritura con Aire Caliente (FAC) llamado 
también “Air Frying”. La técnica de secado por VR fue desarrollada por MCD Technologies, Inc., es relativamente 
simple, barata y se puede aplicar a una variedad de productos. La VR utiliza agua como medio de calentamiento a 
una temperatura inferior al punto de ebullición colocando el producto sobre una película plástica MAYLAR que 
es relativamente transparente a la radiación infrarroja del agua (Ortiz-Jerez et al., 2015; Raghavi et al., 2018). En 
varias investigaciones se ha demostrado que alimentos secados por VR obtienen productos con alta retención 
en calidad nutricional, fisicoquímica y organoléptica en comparación con otros métodos de secado en diversos 
vegetales (Nemzer et al., 2018; Leiton-Ramírez et al., 2020). El método por FAC es una técnica de secado convec-
tivo con aire caliente de alta velocidad que puede usarse con o sin adición de aceite al producto. Este método le 
confiere al producto agradables propiedades texturales y sensoriales; es una nueva técnica con la que se obtienen 
productos alimenticios en cortos tiempos, logrando un producto saludable, deshidratado y con textura crujiente 
(Shaker, 2015). A pesar de que con estas técnicas (VR y FAC) se obtienen alimentos secos con retención significativa 
de calidad, la combinación de ellas permite obtener snacks con menores tiempos de proceso y mayor retención 
de calidad al compararla con una sola técnica. El objetivo de este estudio fue obtener Snacks de piña mediante el 
método combinado de las técnicas de VR y FAC, evaluando cinéticas de secado, cambios de color, a

w
 y vitamina C.
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MÉTODO

La experimentación se realizó en los laboratorios de la Escuela de Ingeniería de Alimentos de la Universidad del 
Valle (Cali, Valle del Cauca, T: 28 °C y 70 % humedad relativa). Se emplearon frutos de piña MD2 proporcionados 
por productores de piña del norte del mismo departamento; con condiciones de procesamiento de 24 °C y 85 % 
HR, las piñas se lavaron con agua potable, se pelaron y se cortaron en trozos regulares con geometría triangular 
(40 mm de lado y 4 mm de espesor)

Secado por ventana de refractancia

Los trozos de piña se secaron en un equipo piloto de VR (CEI-ROBOTS, Col) que consiste en un tanque lleno 
de agua (largo: 0,6 m, ancho: 0,4 m) en cuya superficie se coloca una membrana de poliéster transparente (tipo 
MylarTM). Se emplearon tres temperaturas para el calefactor de agua (70, 80 y 90 °C). Las muestras se colocaron 
sobre la membrana de poliéster (Mylar) para el secado y, a diferentes tiempos, se retiraron muestras para cons-
truir la curva de secado graficando el contenido de humedad (g agua/g materia seca) vs el tiempo de proceso 
(min) (Ochoa-Martínez et al., 2012). Los experimentos se realizaron por triplicado.

El contenido de humedad (CH) se determinó de acuerdo con el método 20.013 (AOAC, 1980). La actividad del 
agua (a

w
) se midió con el equipo Decagón (AquaLab CX-1, USA) con una sensibilidad de 0,001. El color se deter-

minó mediante el uso de un espectrocolorímetro (HunterLab, USA), obteniendo las coordenadas de color L* a*, 
b* del sistema CIE-L*a*b* a partir de los espectros de reflexión de las muestras, utilizando como referencia el 
iluminante D65 y el observador 10 °: a partir de estas coordenadas se calcularon las diferencias de color (ΔE) 
(Ecuación 1) (Villamizar et al., 2012). Como variables de respuesta indirectas en el proceso por VR se calcularon 
los coeficientes de difusión del agua y la energía de activación. El coeficiente de difusión se calculó usando el 
primer término de la solución analítica de la segunda ley de Fick (Ecuación 2). Se asumió que la geometría es 
una placa plana infinita, que la distribución de la humedad inicial es uniforme, la resistencia a la transferencia de 
masa despreciable y no existe encogimiento (Onwude et al., 2016).

(Ec. 1)

Dónde : Es la diferencia de color;  es el valor de L* para la muestra tratada;  es valor de L* para la muestra 
fresca;  es el valor de a* para la muestra tratada;  es el valor de a* para la muestra fresca;  es el valor de b* 
para la muestra tratada;  es el valor de b* para la muestra fresca.

(Ec. 2)

Dónde 𝑀𝑅 Es la relación adimensional de humedad; los subíndices, 0, 𝑡 y 𝑒 representan las humedades en el 
tiempo 0, 𝑡 y en el equilibrio respectivamente; 𝑛 es el número de términos de la sumatoria, 𝐷𝑒 es el coeficiente 
difusivo del agua, 𝑙 es la dimensión característica de la muestra (Ochoa-Martínez & Ayala-Aponte, 2005).

Para el cálculo de la difusividad efectiva (𝐷e) se linealizó la ecuación 3 convirtiéndose en la ecuación 4; la pen-
diente de la ecuación se igualó a −𝐷e𝜋2 /4𝑙2 dónde 𝑙 es el espesor medio de la muestra (Vega et al., 2007).
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(Ec. 3)

(Ec. 4)

La energía de activación se determinó mediante la ecuación 5 tipo Arrhenius. La dependencia de   con la 
temperatura de secado por VR se determinó empleando esta ecuación tipo Arrhenius (Onwude et al., 2016). La 
ecuación 5 se linealizó y se convirtió en ecuación 6; la pendiente de la ecuación se igualó a   y se despejó 
la Energía de activación ( ).

(Ec. 5)

(Ec. 6)

Dónde: 𝐸𝑎 es la energía de activación [J/mol]; es la constante de los gases [J/mol K]; es la temperatura [K];  es 
una constante.

Los valores experimentales de las cinéticas de secado por VR se ajustaron mediante 4 modelos matemáticos: 
Newton, Page, Wang & Singh y Midilli (Michalewicz et al., 2011; Zhang et al., 2017) (Cuadro 1). El mejor modelo 
cinético se empleó en las tres temperaturas para predecir los tiempos de secado en las muestras de piña para 
alcanzar un nivel de humedad de 45 % (b,h) o su equivalente en base seca de 81,82 %; estas muestras parcial-
mente deshidratadas a 70, 80 y 90 °C se secaron por la técnica de FAC.

Cuadro 1. Modelos cinéticos para el ajuste de valores experimentales de humedad en el secado de rodajas de piña 
MD2 por la técnica de VR.

Nombre Modelo

Newton 𝑀𝑅=𝑒𝑥𝑝(−𝑘𝑡) (Ec. 7)

Page 𝑀𝑅=𝑒𝑥𝑝 (−𝑘𝑡𝑛) (Ec. 8)

Wang y Singh 𝑀𝑅=1+𝐴𝑡+𝐵𝑡2 (Ec. 9)

Midilli 𝑀𝑅=𝐴.𝑒𝑥𝑝(−𝑘𝑡𝑛)+𝐵𝑡 (Ec. 10)

Secado por la técnica de fritura con aire caliente

Se empleó un equipo de FAC a 100 °C con una capacidad de 4,2 L (Imusa, easy fry), este puede secar con o 
sin presencia de aceite. Consta con un control análogo de temperatura y tiempo. Se emplearon dos niveles de 
humedad de trozos de piña, un nivel fue 0,45 g agua/g mt; donde mt=masa total (0,8182 g agua/g ms; donde 
ms=materia seca) obtenido en cada temperatura (70, 80 y 90 °C) en el secado por VR; estas muestras son lla-
madas muestras tratadas (MT) y el otro nivel fue 0,86 ± 0,02 g agua/g m.t (6,14 g agua/g ms) correspondiente 
a la humedad de la piña en estado fresco como muestra no tratada por VR (MNT). Se obtuvieron 4 tratamientos 
para el secado por FAC, correspondientes a las MT (70, 80 y 90 °C) y MNT (piña fresca o muestra control). Se 
realizaron las curvas de secado de piña en los cuatro tratamientos por FAC. A diferentes tiempos se determinó 
el CH para obtener la curva de secado, y al final del secado (1 % bs) se midieron el color, a

w
, y vitamina C. El diseño 

se realizó completamente al azar en los 4 tratamientos. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los resul-
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tados se analizaron mediante el programa estadístico SPSS 18 (versión 23) y se realizó un análisis de varianza 
(ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %.

El contenido de vitamina C se determinó por reflectometría, que es una técnica basada en la interacción entre 
la materia y la luz (Poveda-Nuñez, 2014). Se utilizó un refractómetro digital (Rqflex 10 Merck; Reflectoquant, 
EDM Millipore Corp., Darmstadt, Germany), diluyendo 1 g de muestra en 10 mL de agua destilada. El resultado 
se expresó como mL de ácido ascórbico por cada 100 g de muestra (Ecuación 11). El análisis se realizó por tri-
plicado para cada muestra (Domínguez et al., 2016). La determinación de la vitamina C se realizó a las muestras 
frescas y a las muestras secas al final del experimento por los dos métodos (VR y FAC).

(Ec. 11)

Para el cálculo de la pérdida de vitamina C, se estimó mediante la diferencia entre la concentración final e inicial 
de la muestra, divida por la muestra inicial

RESULTADOS

Curvas de secado por VR

La Figura 1 muestra las curvas de secado de piña secadas por VR. El CH de las muestras frescas de piña fue de 
6,14 ± 0,12 g agua/g ms (0,86 ± 0,02 g agua/g mt), y a

w
 de 0,9815 ± 0,0043., valores similares a los reportados 

por otros investigadores (Salazar et al., 2019; Ashutosh et al., 2021). Se evidenció un efecto significativo (p<0,05) 
de la temperatura de secado por VR sobre el contenido de humedad en la piña: a mayor temperatura, menor fue 
el tiempo de proceso para obtener un mismo nivel de humedad, o caso contario, a mayor temperatura mayor 
pérdida de humedad se obtuvo para un mismo tiempo de secado en las tres temperaturas. Diferentes autores 
reportan resultados similares en distintos alimentos como en batata biofortificada (Souza et al., 2019), en cubos 
de piña (Sethi & Kaur, 2019) y en cáscaras de manzana (Moussaoui et al., 2021).

Figura 1. Cinéticas de secado de muestras de piña mediante VR a 70, 80 y 90 °C.
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Para obtener un CH aproximado de 9 % (b.s), se observa que a 90 °C se alcanza en el menor tiempo con 90 min, 
seguido de 80 °C con 110 min y 70 °C con 130 min. Este resultado puede explicarse, ya que al incrementarse la 
temperatura se aumenta la transferencia de calor, la tasa de evaporación y la migración de agua desde interior 
hacia la superficie del alimento, ocasionando que la muestra pierda agua en menor tiempo (Souza et al., 2019; 
Macedo et al., 2020).

Es evidente que con la técnica de VR se alcanzan significativamente tiempos más cortos respecto a otros mé-
todos de secado de piña como el secado convectivo (Salazar et al., 2019; Mohammed et al., 2020) Estos tiempos 
más cortos en VR comparado con otros métodos, pueden ser atribuidos a la combinación de los mecanismos de 
transferencia de calor como la radiación (energía infrarroja del agua), la conducción en la membrana plástica y 
en el alimento y al aumento de la convección por efecto de la circulación del aire en las muestras que están en la 
superficie de la membrana plástica.

Coeficiente de Difusión y energía de activación

Los coeficientes de difusión efectiva (De) del agua en el secado por VR se incrementaron significativamente 
(p<0,05) con el aumento de la temperatura, obteniéndose valores de 7,75 X10-10, 1,708 X10-09 y 2,027 X10-09 
m2/s, respectivamente, para 70, 80 y 90 °C. Estos valores de De están dentro del rango general de 10-11 – 10-09 
m2/s para el secado de alimentos (Macedo et al., 2020) y tienen el mismo orden de magnitud según los reportados 
en otros estudios en piña (Ponkham et al., 2012; Berbert et al., 2016). También, coincide con el secado de otras 
frutas como en banano (Macedo et al., 2020) y mora (Kaveh et al., 2020) El incrementó de De con el aumento de la 
temperatura puede explicarse por la disminución de la viscosidad del agua permitiendo su difusión molecular en 
los capilares del producto, aumentando el valor de difusividad de humedad (Corrêa et al., 2010), comportamien-
to que también ha sido re portado en batata (Souza et al., 2019) y en piña (Silva et al., 2015; Berbert et al., 2016).

La energía de activación (E
a
) para el proceso de secado por VR en las tres temperaturas fue de 50,03 kJ/mol. 

Este valor se encuentra dentro del rango de valores encontrados en la literatura para alimentos de 12,7 a 110 
kJ/mol (Montes et al., 2008). La energía de activación representa la energía requerida para iniciar la difusión de 
la humedad del alimento durante el secado (Olanipekun et al., 2015): otros autores encontraron un valor relati-
vamente similar de E

a
 (41,53 kJ/mol) en el secado de banano en bandejas (Macedo et al., 2020).

Modelación de las cinéticas de secado

El Cuadro 2 contiene los parámetros cinéticos estimados mediante 4 modelos (Newton, Page, Wang & Singh y 
Midilli), incluyendo los criterios de calidad (R2), E(%), RMSE y (x2) para la evaluación del ajuste. Los resultados 
mostraron que todos los modelos presentaron buen ajuste; sin embargo, el modelo Midilli fue el que mejor ajus-
tó los valores experimentales en las tres temperaturas de secado por presentar valores de R2 más próximos a 
1,0 y RMSE y x2 más cercanos a cero (Figura 2). Algunos investigadores han reportado que el modelo de Midilli 
modela con precisión el comportamiento del secado en varias frutas como el banano (Macedo et al., 2020) y la 
piña (Onwude et al., 2016).
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Cuadro 2. Parámetros cinéticos de los modelos Newton, Page, Wang & Singh, Midilli para muestras de piña secadas por el método 
de VR.

Modelo Temperatura (°C) Coeficientes modelo R2 E (%) RMSE x2

Newton

70  k:1,2140 0,9739 0,4471 0,0492 0,0004

80 k:1,6810 0,9807 0,8040 0,0445 0,0006

90 k:2,2710 0,9820 0,8453 0,0421 0,0007

Page

70 k:1,2280 n:1,2220 0,9849 0,2382 0,0374 0,0009

80 k:1,8210 n:1,2570 0,9928 0,2124 0,0272 0,0002

90 k:2,6160 n:1,2420 0,9906 0,2804 0,0305 0,0001

Wang & 
Singh

70 A: -0,1934 B:-0,0761 0,8073 0,5123 0,1336 0,0361

80 A: -0,4876 B:0,0740 0,8122 0,9904 0,1890 0,0780

90 A: -0,7317 B:0,2081 0,8347 0,8537 0,1276 0,0292

Midilli

70 k:0,9235 n:1,0150 A:0,9841 B: -0,0748 0,9918 0,1896 0,0276 0,0000

80 k:1,7230 n:1,2140 A:0,9960 B: -0,0113 0,9934 0,1561 0,0256 0,0000

90 k:2,5850 n:1,2460 A:0,9920 B: -0,0021 0,9907 0,4313 0,0303 0,0000

Se observa que el parámetro cinético k aumenta con el incremento de la temperatura, lo que indica dependencia 
con la temperatura; similar comportamiento se observó en el secado de Aloe vera (Jha et al., 2016; Ayala et al., 
2021). Esta dependencia con la temperatura indica que k se puede asociar con la pérdida de agua de la muestra, 
considerándolo como un parámetro pseudo-difusivo (Ah-Hen et al., 2013).

Figura 2. Valores de la relación de humedad predicha por el modelo Midilli frente a la relación de humedad 
experimental.

Sustituyendo los parámetros del Cuadro 2 (modelo Midilli) y la relación de humedad (MR) en la Ecuación 9 del 
Cuadro 1, se encontraron los tiempos para las tres temperaturas en el que las muestras de piña alcanzan el CH 
de 45 % b.h. o su equivalente en base seca de 81,82 %. Los tiempos alcanzados con este modelo de midilli en las 
tres temperaturas (70, 80 y 90 °C) fueron respectivamente 90, 67 y 50 min.

172

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 20 No 1 · Enero–Junio 2022



Color y actividad del agua en muestras de piña con una humedad de 0,45 g agua/ g mt (0,8182 g 
agua/ g ms)

Del proceso de secado por VR en las tres temperaturas, se obtuvieron muestras de piña con un CH de 45 % (b.h), 
como pretratamiento al secado por FAC. En el Cuadro 3 se presentan los cambios de color y a

w
 de muestras de 

piña en estado fresco y secadas por VR con 45 % (b.h) de humedad. Se observa una disminución de luminosidad y 
del cambio total de color en las tres temperaturas de secado desde el inicio hasta el nivel de humedad 45 %. Este 
resultado puede ser atribuido a la temperatura de proceso en la fruta, ya que la piña es susceptible al pardea-
miento no enzimático por su alto contenido de azúcares (Zzaman et al., 2021). Sin embargo, al comparar entre 
los tres pretratamientos, no se observó un efecto significativo (p>0,05) del nivel de temperatura sobre el color 
(no se evidenciaron efectos en L* ni en ΔE); este comportamiento puede estar asociado por presentar el mismo 
nivel de humedad entre los pretratamientos.

Cuadro 3. Valores de color y a
w

 para diferentes condiciones de deshidratación en piña MD2 
secadas a un CH de 45 % (b.h).

Tratamiento
Color

a
wL* ∆E

70 °C 43,88 ± 2,19a 6,26 ± 0,14a 0,524 ± 0,053a

80 °C 42,25 ± 1,85a 7,35 ± 0,52a 0,522 ± 0,019a

90 °C 42,21 ± 2,16a 7,67 ± 0,35a 0,515 ± 0,088a

Letras diferentes indican una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos (p <0,05).

Por otro lado, se observó que la a
w

 en los pretratamientos disminuyó significativamente (p<0,05) desde 0,987(es-
tado fresco) hasta valores que variaron entre 0,515 y 0,522, debido a la pérdida de agua durante el secado, ya 
que la a

w
 decrece con la disminución del CH. Estos valores de a

w
 indican que las muestras con 45 % (b.h) son 

seguras durante el almacenamiento frente al ataque de microorganismos por presentar valores inferiores a la 
a

w
 crítica de 0,63 (Ochoa-Martínez et al., 2012; Sethi & Kaur, 2019). Igual que en el color, no se evidenció entre 

los pretratamientos un efecto significativo (p>0,05) de la temperatura sobre la a
w

, comportamiento que se espe-
raba, ya que los pretratamientos presentan similar contenido de humedad.

Secado con tecnología de Fritura con Aire Caliente

En la Figura 3 se observan las curvas de secado de piñas tratadas y no tratadas durante el proceso de deshidra-
tación por la técnica de FAC a 100 °C. El CH inicial de las muestras de piña MNT fue de 0,8541 g agua/mt (5,856 
± 0,18 g agua/g ms), mientras que el CH inicial para las MT fue de 0,4500 ± 0,003 g agua/g mt (0,8182 g agua/g 
ms), obtenida previamente en el proceso por VR (70, 80 y 90 °C).

Las MT presentaron significativamente (p<0,05) menor contenido de agua con respecto a la MNT (control) para 
un mismo tiempo de secado; de forma contraria, puede decirse que las MT alcanzaron menor tiempo de secado 
respecto a la MNT para obtener un mismo nivel de humedad. Puede notarse que para alcanzar un CH del 1 % 
(b.s), las MT alcanzaron menores tiempos entre 18 y 24 min, mientras que la MNT alcanzó 45 min, resultado 
esperado ya porque las MT inician con menor contenido de humedad respecto a la MNT.
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Figura 3. Cinéticas de secado de muestras de piña tratada y no tratada durante el proceso por AF 
a 100 °C.

Con respecto al CH, entre las MT no presentaron diferencias significativas (p>0,05) durante el secado por FAC, 
lo que indica posiblemente que la temperatura (70, 80 y 90 °C) en el secado por VR no ocasionó cambios signi-
ficativos en la estructura de la fruta y, por consiguiente, no afectó la salida del agua durante el proceso de FAC. 
Este resultado también puede estar influenciado por contener el mismo nivel de humedad inicial (45 % b.h), 
permitiendo la salida del agua a una misma velocidad en los tres pretratamientos.

En el Cuadro 4 se presentan los cambios de color, a
w

, y vitamina C de muestras de piña secadas a 100 °C por la 
técnica de FAC para un CH de 1 % (b.s). La piña en estado fresco (MNT) presenta las siguientes características: 
45,02 ± 0,88 de luminosidad (L*), 0,9815 ± 0,0043 de a

w
 y 358,37 ± 2,35 mg/100 g m.s de vitamina C.

Cuadro 4. Valores de color, a
w,

 contenido y pérdida de Vitamina C para muestras de piña MD2 secadas por FAC hasta un CH de 1 % (b.s).

Tratamiento
Color

a
w

Contenido de vit C 
(mg/100 g m.s)

Pérdida de Vit 
C (%)L* ∆E

MNT (Control) 30,04 ± 1,21a 19,57 ± 0,02a 0,195 ± 0,008a 171,06 ± 13,80 52,27± 0,92a

MT-70 °C 37,21 ± 2,41b 13,57 ± 0,34b 0,209 ± 0,018a 212,69 ± 26,85 40,65 ± 0,88b

MT-80 °C 36,98 ± 1,83b 14,09 ± 0,22b 0,198 ± 0,046a 224,84 ± 32,65 37,25± 0,97b

MT-90 °C 35,94 ± 1,69b 14,78 ± 0,67b 0,184 ± 0,039a 220,11 ± 24,61 38,58± 0,54b

Letras diferentes indican una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos (p <0,05).

Se presentó un efecto significativo (p<0,05) entre las MT y las MNT sobre la luminosidad y el cambio total de co-
lor, mientras que entre las MT no se presentaron diferencias significativas (p>0,05). Puede notarse que la MNT 
presentó el menor valor de L* con 30,04 ± 1,21 y el mayor cambio de color ΔE con 19,57 ± 0,02, lo que indica que 
presentó mayor oscurecimiento y, en consecuencia, mayor cambio de color; este comportamiento puede ser 
atribuido al mayor tiempo de proceso durante el secado por FAC, con 45 min para obtener un CH de 1 % (b.s); 
mientras que las MT alcanzaron aproximadamente 21 min para este mismo nivel de humedad. Se ha evidenciado 
que el tiempo de secado influye en el cambio de color; de acuerdo con Izli et al. (2018), reportan mayor tiempo de 
proceso en el secado convectivo a 80 y 90 °C con menores valores de L* respecto al secado por microondas de 
muestras de piña. Este comportamiento se ha presentado en otras frutas como en la pera (Marzec et al., 2020) y 
en la manzana (Rajoriya et al., 2020).
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La a
w

 no mostró diferencias significas (p<0,05) en los cuatro tratamientos, varió en valores entre 0,195 y 0,209. 
Estos valores cercanos de a

w
, pueden ser atribuidos por tener un similar CH. Los resultados de actividad de agua 

indican que los “snacks” de piña secados por la técnica de FAC son altamente estables contra los microorganis-
mos durante el almacenamiento, ya que presentan valores alejados de la a

w
 crítica de 0,63 (Ochoa-Martínez et 

al., 2012; Sethi & Kaur, 2019).

Con respecto a la vitamina C, se presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre las MT y MNT al final del 
secado para un CH de 1 % (b.s). La MNT o control (solo secada por FAC) presentó mayor pérdida de vitamina C 
frente a las muestras tratadas y posteriormente secadas por FAC; esta mayor pérdida de vitamina C en la MNT 
(52,27 %) puede asociarse al mayor tiempo (45 min) de exposición al secado a 100 °C. Se ha evidenciado que a 
mayor tiempo de secado se provocan mayores pérdidas o menor retención de vitaminas en frutas (Marín et al., 
2006). Este resultado significa que la reducción de humedad en las MT o método combinado (VR-FAC) mostró un 
efecto protector frente a la pérdida de vitamina C comparada con la muestra no tratada. Entre las muestras tratadas 
(70, 80 y 90 °C) no se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05) sobre la pérdida de vitamina C, alcanzando 
valores relativamente cercanos que variaron entre 37,25 y 40,65 %. Este comportamiento puede ser atribuido al 
menor tiempo de exposición de las muestras durante el secado por FAC a 100 °C, ya que contenían menor agua al 
inicio del proceso, secadas previamente por VR. De acuerdo con Ayala et al. (2021), la pérdida de vitamina C en los 
procesos de secado en alimentos se asocia con el hecho de que es uno de los nutrientes más sensibles al calor y a 
los largos tiempos de secado, por consiguiente, la combinación de estos dos métodos de secado (VR-FAC) permite 
retener significativamente este nutriente en los snacks de piña por el tiempo corto de secado.

CONCLUSIONES

La técnica de ventana de refractancia demostró obtener tiempos cortos de proceso y mayor coeficiente de di-
fusión del agua con el incremento de la temperatura de secado. El modelo predictivo de Midilli fue el que mejor 
ajustó las curvas de secado por ventana de refractancia en las tres temperaturas, técnica que presenta un alto 
potencial como alternativa de conservación de piña, ya sea como pretratamiento o como técnica directa.

Como pretratamiento al proceso de FAC se observa que la VR es efectiva para mantener las propiedades de 
color y vitamina C en los “snacks” de piña.” Se evidencia que muestras de piña pretratadas con VR (con menor 
contenido de humedad) y posteriormente secadas por la técnica de FAC presentan menores tiempos de secado, 
mayor retención de la vitamina C y en el color (mayor claridad y menor cambio total de color). Estos resultados 
demuestran que el secado de piña por el método combinado de VR seguido de la técnica de FAC puede ser una 
alternativa para obtener un producto tipo “snacks” de piña con tiempos cortos de procesamiento y alta reten-
ción de características de color y vitamina C.
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Lipasa de semillas de Pachira speciosa 
inmovilizadas en esferas de quitosano: 

un sistema bio-catalítico reusable*

Lipase of Pachira speciosa seeds 
immobilized in chitosan beads: a 
recyclable bio-catalytic system

VALENZUELA-JARAMILLO, IVON-ESHER 1; MENDOZA-MEZA, DARY 2

RESUMEN

Las lipasas vegetales son biocatalizadores altamente versátiles debido a su quimioselectividad, enantioselectividad y regio-
selectividad. El propósito fue obtener un biocatalizador reusable a partir de lipasas de semillas de Pachira speciosa, aplicable 
a la bioconversión de lípidos. Se obtuvo una lipasa parcialmente purificada de extractos de semillas de P. speciosa, median-
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te cromatografía de filtración en gel en Sephadex G-100; la actividad específica 
lipasa (ALe) se determinó mediante titulación de ácidos grasos libres. Se aplicó 
un diseño de superficie de repuesta Box-Behnken para establecer las condiciones 
que maximizan la inmovilización de la lipasa a tres soportes: esferas de quito-
sano (Q), esferas de alginato de calcio cubiertas con quitosano (Alg-Q) y esferas 
magnéticas de quitosano-Fe(OH)3 (Q-Fe). La mayor ALe de la enzima libre fue 
8,23±0,23 nKat/mg de proteína, a 40 °C y pH 9. El porcentaje de inmovilización 
y la ALe (nKat/mg de esferas) de cada biocatalízador fue: Q = 90,6 % y 3,74±0,3 
nKat/mg; Alg-Q = 88,5 % y 3,62±0,1 nKat/mg; EQ-Fe = 76,4 % y 2,88±0,1 nKat/
mg. El biocatalizador más estable fue la lipasa inmovilizada en quitosano, con 85 
% de rentención de la ALe hasta el tercer ciclo catalítico. Estudios futuros estarán 
enfocados a establecer los parámetros cinéticos del biocatalizador.

ABSTRACT

Plant lipases are highly versatile biocatalysts due to their chemo-selectivity, 
enantio-selectivity, and region-selectivity. The purpose was to obtain a recyclable 
biocatalyst from Pachira speciosa seed lipases, applicable to lipid bioconversion. 
A partially purified lipase was obtained from P. speciosa seed extracts, by gel fil-
tration chromatography on Sephadex G-100; the specific lipase activity (LAS) was 
determined by free fatty acid titration. A Box-Behnken response surface design 
was applied to establish conditions that maximize lipase immobilization to three 
supports: chitosan beads (Ch), calcium alginate beads coated with chitosan (Alg-
Ch), and chitosan-Fe(OH)3 magnetic beads (Ch-Fe). The highest LAS of the free en-
zyme was 8,23 ± 0,23 nKat/mg of protein at 40 °C and pH 9. The immobilization 
percentage and LAs (nKat/mg of beads) of each biocatalyst was EQ = 90,6 % and 
3,74 ± 0,3 nKat/mg; Alg-Q = 88,5 % and 3,62 ± 0,1 nKat/mg; EQ-Fe = 76,4 % 
and 2,88 ± 0,1 nKat/mg. The most stable biocatalyst was the lipase immobilized 
in Ch, with 85 % retention of LAS until the third catalytic cycle. Future studies will 
be focused on establishing the kinetic parameters of the biocatalyst.

INTRODUCCIÓN

Las lipasas (E.C. 3.1.1.3) son enzimas altamente versátiles muy utilizadas 
en procesos biotecnológicos como la producción de detergentes, sur-
factantes, biopolímeros, aromatizantes, cosméticos (Patel et al., 2019; 
Chandra et al., 2020) y fármacos quirales (Ehlert et al., 2019); también, en 
la bioconversión de alimentos (Akshita et al., 2020) y en la síntesis de bio-
combustibles (Lv et al., 2021). Después de las proteasas, las lipasas son 
las enzimas más utilizadas en la industria, por lo que hay un gran interés 
en la búsqueda de nuevas fuentes que satisfagan las necesidades de un 
mercado en crecimiento (Fatima et al., 2020).

Comparada con la catálisis química convencional, la catálisis mediada por 
lipasas presenta algunas ventajas que han llamado la atención de la indus-
tria biotecnológica, como son: mayor economía en el gasto del catalizador, 
condiciones de reacción suaves (temperatura y pH), baja generación de 
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desechos y mayor capacidad de resolución de mezclas racémicas (Pereira-Cipolatti et al., 2019). Si bien las lipasas 
de origen microbiano (Ej. Pseudomonas cepacia, Rhizopus oryzae y Candida antarctica) son las más usadas en biotecno-
logía (Chandra et al., 2020; Fatima et al, 2020), la producción de algunas de ellas es limitada por los altos costos que 
demanda el cultivo de microorganismos y los procesos de extracción y purificación. Los esfuerzos para solucionar 
estos problemas se han enfocado en el uso de cepas modificadas genéticamente para ser altamente productoras 
(Jares-Contesini et al., 2020), la optimización de condiciones de fermentación (Bharathi et al., 2019) y el desarrollo 
de procesos aguas abajo más eficientes (Khoo et al., 2020). Por otra parte, también se investigan fuentes alternativas 
de lipasas, como las plantas (Seth et al., 2014) a partir del látex de Carica papaya (Nhat et al., 2019) y algunas lipasas 
de semillas oleaginosas en germinación han sido exploradas (Kawinski et al., 2021).

Las especies del género Pachira (Malvaveae: Bombacoideae) son plantas tropicales, nativas de Sudamérica. Aunque 
en Colombia se consideran endémicas de la región Amazónica (Guevara-Andino et al., 2018), estas se encuentran 
distribuídas en varias zonas, donde se utilizan principalmente como plantas ornamentales. Pachira speciosa Triana 
and Planch y P. aquatica Aubl pertenecen al mismo grupo de especies con frutos en forma de cápsula leñosa y semillas 
oleaginosas grandes y desnudas (Bernal et al., 2015). Perez-Polizelli et al. (2008), mencionan las características de 
la lipasa de P. aquatica, que son deseables en procesos de biotransformación de lípidos, como su alta estabilidad a 
pH alcalinos y en diferentes solventes orgánicos, así como afinidad elevada por ésteres de ácidos grasos de cade-
na larga; no obstante, las enzimas que se encuentran en estado libre poseen baja estabilidad estructural, lo cual 
limita su reutilización y encarece los procesos biocataliticos. La inmovilización de enzimas en diferentes tipos de 
soportes ya sea de naturaleza orgánica, inorgánica o mixta, ha mostrado ser efectiva para mejorar características 
funcionales como la estabilidad y la reusabilidad (Alnoch et al., 2020), sin embargo, los soportes pueden afectar las 
propiedades de la enzima, de aquí la necesidad de escoger el material más apropiado.

El propósito de la presente investigación fue producir un sistema biocatalítico reciclable a partir de la lipasa 
extraída de semillas de P. speciosa inmovilizada en tres soportes a base de quitosano. El nuevo biocatalizador se 
constituiría en una alternativa económica en procesos de transformación de lípidos de interés para la industria 
biotecnológica nacional.

MÉTODO

Material biológico

Los frutos de P. speciosa se colectaron en el mes de marzo de 2018 en el Campus de la Universidad del Atlánti-
co, municipio de Puerto Colombia, departamento del Atlántico (Coordenadas geográficas: 11°01′N y 74°52′O; 
temperatura: 28 °C; humedad relativa: 85 %). La identidad botánica de la planta fue establecida en el Herbario 
del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (No. COL576764).

Extracción de la lipasa

Se realizó siguiendo el protocolo descrito por Peres-Polizelli et al. (2008), con modificaciones; las semillas des-
nudas se mezclaron con un tampón de lisis (EDTA 0,001M; DTT 0,003M; K

2
S

2
O

5
 0,016 M; Tris-HCl 0,05 M, pH 

8), usando la relación 0,3:1 (p/v). La mezcla se homogenizó en un procesador Osterizer® Blender durante 15 
min, seguida de agitación (320 rpm) por 24 h a 15 °C, en un equipo Velp Scientifica ARE 230 V/50-60 Hzd y cen-
trifugación a 4000 rpm por 40 min y 4 °C. El sobrenadante (extracto crudo) se almacenó a 4 °C.

La concentración de proteína total en el extracto se determinó mediante ensayo de Bradford (Kielkopf et al., 
2020), usando el estuche comercial QuickStart™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) y una curva estándar de al-
bumina sérica bovina.
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Caracterización de la lipasa de P. speciosa

Cromatografía de filtración en gel. Se realizó la purificación parcial de la lipasa de P. speciosa en una columna Sepha-
dex® G-100 (Sigma-Aldrich), usando el método descrito por Kumar et al. (2020) con modificaciones. Se agregaron 
a la columna 5 mL del extracto crudo de P. speciosa, la elución se realizó con buffer PBS 0,01 M (pH 7,4)/NaCl 0,015 
M. Se colectaron alícuotas de 0,5 mL en viales eppendoff, monitoreando las proteínas a longitud de onda de 280 
nm en un espectrómetro GENESYS 10S UV/Vis (Thermo Scientific™). Los eluídos se almacenaron a–20 °C.

Actividad lipolítica (AL). Se determinó en los eluídos de la columna Sephadex G-100, mediante método volu-
métrico (Urquijo-Rodriguez et al., 2020). Brevemente, se preparó una emulsión compuesta por aceite de canola 
(1,25 g), agua destilada (1,25 g), Tris 40 mmol/mL, pH 8,3 (2 mL) y Tritón X-1000 (125 g). La hidrólisis del aceite 
emulsificado se realizó en matraces de 125 mL, en un baño termostático Dubnoff TPA-304 (Ethik Technology) 
con movimiento recíproco a 200 rpm. Después de 10 min de agitación se agregaron a la emulsión 950 µL de la 
lipasa. La reacción se detuvo con 10 mL de etanol:acetona en relación 1:1 (v/v). Para determinar los ácidos gra-
sos liberados en la reacción, se adicionaron 10 mL de NaOH 0,05 M y tres gotas de fenolftaleína, luego se valoró 
el exceso de NaOH con una solución estandarizada de HCl 0,05 M. Se incluyó un blanco de reacción por trata-
miento (emulsión con la enzima desnaturalizada a 100 °C). La AL se expresó en unidades de nKatal por mililitro 
de extracto (nKat/mL) y en unidades actividad enzimática específica (ALe), de acuerdo con las ecuaciones 1 y 2.

(Ec. 1)

(Ec. 2)

Dónde,

Vb =  Volumen de HCl gastado en la titulación del blanco. 
Vm =  Volumen de HCl gastado en la titulación de la muestra. 
M =  Molaridad del HCl. 
t =  Tiempo de incubación en segundos. 
V =  Volumen de enzima en la reacción.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se realizó de acuerdo con el protocolo de Zienkiewicz et al. 
(2015), en geles de poliacrilamida (gel separador 12 %T y gel concentrador 4 %C) y un equipo Mini-PROTEAN® 
Tetra Cell (BioRad®). Brevemente, 10 μL de muestra (1 μg/μL de proteína) se mezclaron con 10 μL del buffer 
Laemmli-2X (Bio-Rad®), con 2-mercaptoetanol (condición reductora) y sin 2-mercaptoetanol (no reductora), 
luego se cargaron en el gel. El corrido electroforético se ejecutó a 100 V por 2 h. Los geles se tiñeron con azul 
brillante de Coomassie R-250 (Merck., S.A., Darmstadt, Germany), luego se visualizaron en un equipo UVP Ima-
gingSys EC3410 LMS-26 97-0279-01 (Bio-Rad®).

Efecto de la temperatura y el pH en la AL

Se aplicó un diseño experimental 22 para establecer las condiciones de temperatura y pH que maximicen la AL de 
la lipasa parcialmente purificada de P. speciosa. Se evaluaron dos niveles de pH usando un tampón de acetato de 
sodio 0,1 M/EDTA 0,01M (pH 5) o tampón Tris 0,03 M (pH 9); también se evaluaron dos niveles de temperatura 
(20 y 60 °C). Estos parámetros se eligieron tomando como referencia el estudio de Peres-Polizelli et al. (2008), e 
tanto que la AL se evaluó siguiendo el método volumétrico descrito arriba con un tiempo de reacción de 90 min.
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Soportes de inmovilización

Se sintetizaron tres soportes de inmovilización, a saber: Esferas de quitosano (Q), de acuerdo con el protocolo 
de Biro et al. (2008); esferas magnéticas de quitosano-Fe(OH)

3
 (Q-Fe), de acuerdo con Pospiskova and Safarik 

(2013) y, esferas de alginato recubiertas con quitosano (Alg-Q), según Bai and Wu (2021).

Caracterización de los soportes

EL tamaño y forma de los soportes se determinó en un microscopio Dinolite AD 413t I2V con iluminación azul 
(400 nm), infrarroja (940 nm) y magnificación óptica de 10X. Adicionalmente, la superficie de los soportes se 
analizó en un Microscopio Electrónico de Barrido (MEB) TESCAN® modelo Vega 3, de acuerdo con el protocolo 
descrito por Santos-Duarte et al. (2019).

Inmovilización de la lipasa de P. speciosa

Se realizó mediante el método de entrecruzamiento covalente (Pal and Khanum, 2011). Inicialmente, las esferas 
se funcionalizaron con glutaraldehído y se analizaron mediante espectroscopía de infrarrojo medio con trans-
formada de fourier (FT-MIR) en un equipo Perkin Elmer Modelo Spectrum Two 93881, midiendo el espectro 
de absorción de cada muestra (16 barridos/muestra) en el rango de 450 a 4000 cm-1. Luego, se optimizaron las 
condiciones de inmovilización de la lipasa mediante un diseño experimental de superficie de respuesta Box-Be-
hnken con dos bloques (Cuadro 1). En cada reacción de inmovilización se utilizaron 0,2 g de esferas y 10 mL de 
glutaraldehído. Todas las reacciones se mantuvieron en agitación a 150 rpm por varios minutos (de acuerdo con 
el diseño). Finalizado el tiempo de reacción, las esferas se separaron del medio y el exceso de glutaraldehído se 
lavó varias veces con agua destilada. Cada soporte funcionalizado se mezcló con 5 mL de la lipasa parcialmente 
purificada de P. speciosa (1 mg/mL) disuelta en Tris 0,03 M (pH 9), seguido de incubación a 4 °C y agitación cons-
tante (100 rpm) durante 12 h. Finalmente, las esferas se filtraron y lavaron varias veces con el buffer Tris y se al-
macenaron a 4 °C. El porcentaje de proteína inmovilizada (variable respuesta) se calculó mediante la ecuación 3.

(Ec. 3)

Donde, Ptotal corresponde a la concentración de proteína total en la reacción y Plavado a la concentración de proteí-
na en las aguas de lavado.

Cuadro 1. Diseño Box-Behnken para las condiciones de inmovilización 
de la lipasa de semillas de P. speciosa.

Factores
Niveles de los factores

-1 0 +1

A: Tiempo de reacción (h) 2 7 12

B: Glutaraldehído (mM) 3 5,5 8

C: Quitosano (g %) 1 1,5 2

AL
e
 y estabilidad de la lipasa inmovilizada

La ALe se determinó usando el método volumétrico, mezclando 3 g de la enzima inmovilizada (esferas) con 10 mL del 
aceite de canola emulsificado. Los resultados se expresaron en unidades nKat/mg de esferas (Ecuación 4), donde:

(Ec. 4)
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Para establecer la estabilidad de la lipasa inmovilizada, el sistema biocatalítico se separó de la mezcla de reacción, 
se lavó con agua ultrapura y solución Tris (pH 9), luego se utilizó en un nuevo ciclo de reacción hasta completar 5 
ciclos. Para el cálculo de la actividad residual de la lipasa se tuvo en cuenta un 100 % de rendimiento de la ALe para 
el primer ciclo.

Análisis estadístico

Los ensayos de AL se realizaron por triplicado. Los resultados se presentan como valores de la media ± desvia-
ción estándar. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante ANOVA de una vía (significancia del 
95 %); también, se usó la prueba post-hoc de diferencia significativa honesta de Tukey (I.C. 95 %), en el paquete 
estadístico RStudio versión 1.4.1106. El diseño de superficie de respuesta se realizó y analizó con el paquete 
estadístico Statgraphics Centurion (versión XVI 16.1.18), mientras que los gráficos se realizaron en RStudio.

RESULTADOS

Caracterización de la lipasa de semillas de P. speciosa

El rendimiento de extracción y la concentración de proteína total de las semillas de P. speciosa fue de 64±1,53 % 
p/p y 1,92±0,46 g/mL, respectivamente. Este resultado fue ligeramente menor al presentado por Peres-Polizelli 
et al. (2008) con la lipasa de semillas de P. aquatica (2,62 g/mL), usando condiciones de extracción similares, lo 
cual puede atribuirse a diferencia bióticas y abióticas entre las plantas utilizadas en los dos estudios.

En general, las semillas poseen alto contenido de proteínas de almacenamiento, las cuales tienen poca o ninguna 
actividad catalítica, por lo que es necesario reducir su proporción en el extracto y obtener fracciones ricas en 
lipasa para el proceso de inmovilización. La cromatografía en Sephadex G-100 logró separar dos fracciones (4 y 
11) con alto contenido de proteínas (mayor absorbancia a 280 nm) y AL (Figura 1A). El análisis por SDS-PAGE de 
la fracción 4 con mayor AL, detectó una banda mayoritaria de 60 kDa en condición no reductora y, dos bandas de 
32 y 28 kDa, en condición reductora (Figura 1B), sugiriendo que esta lipasa presenta dos cadenas polipeptídicas 
unidas mediante enlaces disulfuros, lo cual deberá confirmarse con análisis estructurales. Adicionalmente, el ta-
maño observado es cercano al reportado para otras lipasas de semillas oleaginosas (Mukherjee, 1994), incluida 
la lipasa de P. aquatica (55 kDa) (Peres-Polizelli et al., 2008).

Figura 1. Caracterización de la lipasa de P. speciosa. A. Cromatografía de filtración en Sephadex G-100). B. SDS-PAGE. Carril1. 
Marcador de peso molecular (Broad range, Bio-Rad®); Carril 2. Gel no reductor; Carril 3: Gel reductor.

184

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 20 No 1 · Enero–Junio 2022



Efecto del pH y la temperatura

La máxima AL (18,33 ± 0,25 nKat/mL; ALe = 7,57 ± 0,33 nKat/mg) fue detectada a pH 9 y 60 °C a los 90 min de 
reacción (ANOVA: Razón F= 147,9; Valor p= 2,4 x 10-7). Cuando el experimento se llevó a cabo en tiempos de 
reacción mayores a 90 min se produjo reducción de la actividad (dato no mostrado), lo cual puede atribuirse a 
la acidificación del medio de reacción debido a la acumulación de ácidos grasos libres y a la posible desestabili-
zación de la interfaz sustrato-enzima (Albayati et al., 2020). El pH del medio de reacción es uno de los factores 
críticos en la catálisis enzimática, debido a su influencia en el estado de ionización de las cadenas laterales de los 
aminoácidos y las constantes de ionización (pKa) de los aminoácidos catalíticos, relacionadas con la conforma-
ción del sitio activo y con las velocidades de reacción del enzima (Swagata et al., 2019). Por otra parte, la capaci-
dad de esta lipasa para actuar a pH alcalino podría ampliar su abanico de aplicaciones a la biodegradación de las 
películas de lípidos en aguas residuales urbanas, contribuyendo a la reducción de la contaminación ambiental 
(Hu et al., 2018). También, como otras lipasas alcalinas, esta enzima podría usarse en la síntesis de ésteres para 
la industria de alimentos procesados (Cong et al., 2019).

Respecto a la temperatura, se realizó un experimento ampliando el rango de operación entre 20 y 80 °C, con 
intervalos de 20 °C, manteniendo fijo el pH en 9, con el propósito de establecer con mayor exactitud la tempe-
ratura optima de reacción. El análisis de ANOVA mostró que existe diferencia significativa en la AL de los trata-
mientos (Valor p= 1,12 x 10-6). El cambio de temperatura de 20 a 40 °C incrementó 3 veces la ALe de la enzima, 
no obstante, cuando la temperatura se fijó en 60 ºC la actividad decayó en aproximadamente 18 % y continuó 
disminuyendo a los 80 °C, resultado que permitió establecer la temperatura óptima de reacción en 40 °C con 
una ALe = 8,23 ± 0,23 nKat/mg (Figura 2B).

Figura 2. Efecto de la temperatura y pH en la actividad catalítica de la lipasa de P. speciosa. A. Gráfico de interacción temperatura–
pH. B. Efecto de la temperatura a pH 9. Letras diferentes indican diferencia estadísticamente significativa según la prueba post-hoc 
de Tukey (Valor p< 0,005).

Soportes de inmovilización

Se lograron sintetizar tres soportes de inmovilización a base de quitosano. Q y Alg-Q presentaron forma esféri-
ca con diámetro de 1,5±0,14 y 2±0,2 mm, respectivamente. En el caso del Q-Fe, se obtuvo un material de color 
oscuro compuesto por partículas finas y agregadas de óxido de hierro con diámetros entre 30 y 120 µm. La MEB 
evidenció presencia de poros en la superficie de los tres soportes, los cuales fueron de forma y tamaño irregu-
lar, siendo el soporte Q-Fe el material más poroso (Figura 3). El tamaño de las esferas es uno de los parámetros 
importantes en la inmovilización de las enzimas; se considera que a menor diámetro, habrá mayor actividad ca-
talítica debido a que se reduce la resistencia a la transferencia del sustrato y se incrementa el área de superficie 
funcional del soporte (Xie et al., 2009). Por otra parte, la porosidad y el tamaño de poro de la superficie del so-
porte tiene mayor influencia en los métodos de inmovilización por atrapamiento fisíco.
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Figura 3. Soportes de inmovilización de la lipasa de P. speciosa. A. Esferas de quitosano; B. Esferas de alginato de calcio-
quitosano; C. Esferas magnéticas de quitosano-Fe(OH)

3
.

En cuanto al proceso de funcionalización, se pudo comprobar mediante FT-MIR formación de enlaces imino (C 
= N) y etilenico (C = C) entre el glutaraldehído y el quitosano (bandas a 1638 cm-1 y 1557 cm-1, respectivamente) 
en los tres soportes. La señal intensa a 3345 cm-1 corresponde al grupo OH de las moléculas de agua (Figura 4).
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Figura 4. Espectro FT-MIR representativo del quitosano antes (A) y después de la funcionalización con glutaraldehído (B).

Inmovilización de la lipasa de semillas de P. speciosa

El cuadro 2 presenta los porcentajes de inmovilización de la lipasa de P. speciosa en los tres soportes, para cada 
tratamiento del diseño Box-Behnken. Los porcentajes máximos fueron de 79,70 ± 0,57 en Q; 77,1 ± 2,35 en 
Alg-Q y 78,60 ± 2,47 en Q-Fe.

Cuadro 2. Porcentaje de inmovilización de la lipasa parcialmente purificada de semillas de P. speciosa.

T Factores % Inmovilización a

A B C Q Alg-Q Q-Fe

1 -1 -1 0 14,10 32,90 2,60

2 +1 -1 0 74,50 77,08 48,90

3 -1 +1 0 4,40 20,82 3,50

4 +1 +1 0 79,70 54,16 47,20

5 -1 0 -1 14,90 11,23 50,70

6 +1 0 -1 49,40 62,91 78,60

7 -1 0 +1 3,60 19,98 27,10

8 +1 0 +1 48,60 75,83 59,40

9 0 -1 -1 7,30 21,65 35,80

10 0 +1 -1 70,40 10,81 25,30

11 0 -1 +1 29,57 37,07 3,50

12 0 +1 +1 17,00 2,06 7,00

13 0 0 0 21,40 61,70 41,00

14 0 0 0 23,00 63,30 38,40

15 0 0 0 19,40 67,50 32,30

a Valores de la media de dos determinaciones para cada tratamiento; los tres últimos corresponden a los puntos centrales del modelo. 
A = tiempo de reacción (min); B = Concentración glutaraldehído (mM); C = Concentración quitosano (% p).
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El ANOVA mostró que, para los tres soportes, el tiempo de reacción tuvo efecto significativo en la inmoviliza-
ción, así: Q (ANOVA: Razón F= 35,11; Valor p= 0,0020), Alg-Q (ANOVA: Razón F= 123,45; Valor p= 0,0001), 
Q-Fe (ANOVA: Razón F= 86,34; Valor p= 0,0002). Las concentraciones de glutaraldehído y quitosano influyeron 
significativamente en la inmovilización de la enzima al Alg-Q (ANOVA: Razón F= 23,57; Valor p= 0,0047) y Q-Fe 
(ANOVA: Razón F= 33,39; Valor p= 0,0022), respectivamente. Con el propósito de observar el efecto de la inte-
racción de estos factores en la inmovilización, se obtuvo el gráfico de superficie de respuesta del modelo, fijando 
la variable “tiempo de reacción” en el valor teórico optimizado por el modelo (12 horas), lo que evidenció que el 
efecto de estas variables es diferente para cada tipo de soporte (Figura 5), por lo que deberán optimizase para 
cada sistema biocatalítico particular.

Figura 5. Superficie de respuesta para la reacción de inmovilización de la lipasa de P. speciosa en esferas de A: Quitosano; B: Alginato-
quitosano; C: Quitosano-Fe(OH)

3

El ajuste del modelo de superficie de respuesta se verificó a través del coeficiente de correlación (R2) que fue 
mayor a 0,91 (Q = 91,42 %; Alg-Q = 98,16 %; Q-Fe = 97,9 %); un R2 elevado indica que el modelo es capaz de 
explicar el mayor porcentaje de la variabilidad de la respuesta. Adicionalmente, el modelo arrojó una predicción 
de la combinación de niveles en los factores evaluados, que maximizan el porcentaje de inmovilización de la en-
zima en los tres soportes; estas condiciones fueron reproducidas experimentalmente produciendo resultados 
ligeramente más bajos a los predichos por el modelo (Cuadro 3), siendo el mayor porcentaje de inmovilización 
experimental el de las esferas de quitosano (90,58 ± 3,07 %).

Cuadro 3. Porcentaje de inmovilización de la lipasa de semillas de P. speciosa en tres sistemas biocatalítico.

Soporte Tiempo
(h)

[Glutaraldehido]
(mM)

[Quitosano]
(% g)

% Inmovilización

Teórico Práctico (Media ± DE)

Q 11,8 8,00 1,00 97,94 90,58 ± 3,07

Alg-Q 12,0 4,70 1,56 92,98 88,48 ± 4,09

Q-Fe 12,0 5,24 1,00 83,57 76,44 ± 6,88

AL de la lipasa inmovilizada

Las AL de los sistemas biocatalíticos, obtenidas bajo condiciones de inmovilización optimizada, fueron Lipasa-Q= 
3,74±0,3 nKat/mg; Lipasa-Alg-Q= 3,62±0,1 nKat/mg y Lipasa-Q-Fe= 2,88±0,1 nKat/mg. El análisis de varianza 
mostró que existe diferencia significativa en la AL de los biocatalizadores (Valor p= 0,00019); sin embargo, la 
prueba post-hoc HSD Tukey (IC 95 %) indica que no hay diferencia significativa entre Lipasa-Q y Lipasa-(Alg-Q) 
(Valor p= 0,1225), indicando que la mayor actividad lipolítica se obtuvo con el sistema biocatalítico Lipasa-Q.

La inmovilización en materiales biopoliméricos es una estrategia que permite mejorar la actividad, selectividad, 
estabilidad y especificidad de las enzimas libres; no obstante, la eficacia de inmovilización depende tanto del 
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método de inmovilización como de caracteristicas del soporte, tales como la porosidad, el área y funcionalidad 
superficial. En este estudio, el mayor porcentaje de inmovilización y AL se logró en esferas de Q, lo cual se atri-
buye al método de unión por entrecruzamiento entre los grupos –NH

2
 y –COO- de los residuos de aminoácidos 

del enzima y la superficie del quitosano funcionalizado con glutaraldehído (grupos -NH
2
 y –OH), que incrementa 

la estabilidad de la lipasa. Así mismo, el menor diámetro de la esfera, comparado con Alg-Q, pudo contribuir a la 
inmovilización al aumentar la superficie de contacto entre la enzima y el soporte. Eficiencias comparables (> 90 
%) fueron reportados con la lipasa parcialmente purificada de Rhizopus oryzae R1 usando esferas de quitosano 
funcionalizadas con glutaraldehido y método de entrecruzamiento (Helai et al., 2021).

El soporte Alg-Q representa un complejo poli-electrolítico, donde las moléculas de alginato interaccionan con 
los grupos aminos del quitosano (Nuraliyah et al., 2021); esta interacción limita los grupos funcionales del qui-
tosano disponibles para interactuar con el glutaraldehído y la enzima, esto podría explicar la ligera reducción de 
la actividad catalítica del sistema Lipasa-(Alg-Q). En contraste, los efectos de pérdida de enzima por lixiviación, 
ampliamente reportados en matrices de alginato (Alnoch et al., 2020), se pudieron disminuir con el recubrimien-
to de quitosano, lográndose porcentajes de inmovilización cercanos al obtenido con el sistema Lipasa-Q. De 
manera similar, Bonine et al. (2014) reportaron mejores eficiencias catalíticas de la lipasa de P. aquatica inmovi-
lizada en esferas de alginato recubiertas con alcohol polivinílico (PVA), comparada con las esferas de alginato.

Por otra parte, el desarrollo de lipasas inmovilizadas en soportes magnéticos ofrece la ventaja de una separación 
rápida del enzima después de cada ciclo de reacción, lo cual reduciría el costo del biocatalizador en aplicaciones 
industriales; sin embargo, se ha reportado baja capacidad de reutilización de estos soportes, asociado a los métodos 
de inmovilización por adsorción y atrapamiento físico que permiten fuga de la enzima (Spelmezan et al., 2020). En 
el presente estudio se uso el método de unión covalente con glutaraldehído para reducir pérdida de la lipasa del 
soporte magnético. Si bien se obtuvieron buenos porcentajes de inmovilización (> 75 %), fueron inferiores a los 
obtenidos con Q y Alg-Q, lo que se atribuye a la agregación de las partículas de hierro magnético, causada por la 
mayor relación entre el área superficial y el volumen, que limita el acceso del enzima a tales interfaces causando 
disminución de la actividad lipolítica. Para evitar la agregación Xu et al. (2014) han propuesto el uso de tensioac-
tivos, dispersantes naturales o distintos revestimientos poliméricos durante o después de la síntesis del soporte.

Actividad residual del sistema Lipasa-Q

Se evaluó la actividad residual del sistema biocatalítico Lipasa-(Q), debido a que este presentó el mayor ren-
dimiento de inmovilización y AL, observándose la conservación del 85,29 % de la actividad enzimática (AL = 
3,48±0,084 nKat/mg) hasta el tercer ciclo de reutilización; en el ciclo 4 fue del 63,23 % (AL = 2,58±0,09 nKat/
mg) y en el 5 fue del 50,02 % (AL = 2,05±0,12 nKat/mg). Estos resultados son favorables, ya que se demuestra 
que un alto porcentaje de la lipasa se une al soporte en la orientación apropiada para preservar el sitio activo de 
la enzima, responsable de su estabilidad operativa y reusabilidad. Resultados comparables fueron descritos con 
la lipasa de P. aquatica inmovilizada en esferas de quitosano-PVA (Bonine et al., 2014) y con la lipasa de semillas 
de laurel inmovilizadas en esferas de quitosano (Yagar and Balkan, 2017). El siguiente paso será evaluar el efec-
to de la inmoviliación en la estabilidad a diferentes valores de pH y temperatura.

CONCLUSIONES

En este estudio se presenta un procedimiento eficaz para la obtención de un sistema biocatalítico reciclable 
formado por una lipasa de semillas oleaginosas de P. speciosa inmovilizada en esferas de quitosano funcionali-
zado con glutaraldehído, cuyas características funcionales son prometedoras a nivel biotecnológico. Teniendo 
en cuenta que las enzimas son catalizadores biodegradables y de menor toxicidad, el nuevo biocatalizador in-
movilizado tiene el potencial de usarse en la bioconversión de aceites aplicables a la industria de los alimentos, 
así como también en procesos de degradación de lipidos en aguas residuales. Por otra parte, en el macrosector 
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agroindustrial, las oleaginosas, grasas y aceites representa uno de lo sectores de mayor productividad (aproxi-
madamente el 9 % del PIB de agroindustria en Colombia), por lo que las estrategias encamnaidas a la optimiza-
ción de los procesos de bioconversión de estas materias primas serían de gran impacto para el sector. No obs-
tante, para establecer la utilidad real del biocatalizador en procesos tanto a nivel de laboratorio como a escala 
industrial se requieren estudios sobre el comportamiento cinético de la enzima (libre e inmovilizada). Finalmen-
te, el desarrollo de este biocatalizador permitirá dar un valor agregado a los frutos de P. speciosa en Colombia, 
con miras a generar oportunidades para el desarrollo del sector agrícola en comunidades vulnerables, debido a 
los pocos requerimientos del cultivo.
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Identificación molecular de 
hongos filamentosos y su 
potencial biotecnológico*

Molecular identification of filamental 
fungi and its biotechnological potential

SUÁREZ-CONTRERAS, LILIANA-YANET1; PEÑARANDA-FIGUEREDO, FREDDY-ARMANDO2

RESUMEN

Los hongos filamentosos son organismos frecuentemente utilizados en el desarrollo de alternativas para resolver desafíos 
en diferentes sectores productivos. Igualmente, representan una oportunidad competitiva de valor económico en sectores 
como el agrícola, alimenticio y farmacéutico como también en el industrial y de biocombustibles. Dando continuidad a 
investigaciones previas de la Universidad Francisco de Paula Santander (UFPS), se analizaron 25 muestras del banco de 
cepas para caracterización molecular e identificación taxonómica. Se obtuvo ADN de cada cepa con la técnica fenol-clo-
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roformo. Mediante las técnicas de PCR y de iniciadores de espaciadores inter-
nos de transcrito (ETS) primer 4 y 5, se obtuvieron los amplicones que fueron 
secuenciados. Se identificaron cepas de los ordenes Hypocreales, Eurotiales, 
Pleosporales y Saccharomycetales con ejemplares de géneros como el Asper-
gillus, Curvularia; Purpureocillium, Penicillium y Trichoderma entre otros. Los 
hallazgos se exhiben en el cladograma evidenciando la proximidad filogenética 
como también relacionando los potenciales biotecnológicos para el desarrollo 
de bio insumos, productos farmacéuticos y biocatalizadores. Gracias al estudio 
y revisión en bases de datos se logró avanzar en la descripción de las capacida-
des biológicas de estos hongos hacia el desarrollo de productos o servicios con 
base biotecnológica y enfoque de investigación en fitopatología.

ABSTRACT

Filamentous fungi are organisms frequently used to develop alternatives to 
solve challenges in different productive representing a competitive opportu-
nity with economic value in the agriculture, food and pharmaceutical, as well 
as industrial and biofuels sector Continuing previous research at Universidad 
Francisco de Paula Santander (UFPS), 25 samples from the strain bank were 
used for molecular characterization and taxonomic identification. DNA from 
each strain was obtained under the phenol-chloroform procedure, then, using 
PCR technique and internal transcript spacer (ITS) primer 4 and 5, amplicons 
were acquired to be sequenced. Results showed taxonomy categorizations in 
4 orders Hypocreales, Eurotiales, Pleosporales y Saccharomycetales with spe-
cimens from genus like Aspergillus, Curvularia; Purpureocillium, Penicillium 
y Trichoderma among others. Findings were laid into a cladogram to display 
their phylogenetic proximity, and connecting their biotechnological potential 
towards developing bio-materials, pharmaceutical products and bio-catalysts. 
Thanks to present study and data base review, it was possible to advance into 
describing the biological capabilities of these fungi towards developing biotech-
nological products and services with an approach in phytopathology research.

INTRODUCCIÓN

Los hongos filamentosos o mohos se caracterizan por tener un soma vege-
tativo (talo) similar a las plantas, filamentos microscópicos continuos más o 
menos alargados y ramificados con paredes celulares definidas, la mayoría, 
constituidas por quitina, dispuestas en microfibrillas como la celulosa, además 
de otros polisacáridos como mananos, galactanos y quitosán reemplazan 
a la quitina en algunos grupos, con una la pared celular formada por car-
bohidratos (80-90 %), y son las proteínas, los lípidos, polifosfatos e iones 
inorgánicos el material cementante (Estrada et al., 2019).

Muchos hongos son beneficiosos, al degradar la materia orgánica compleja 
convirtiéndola a formas químicas simples que pasan a formar parte del suelo, 
absorbidas por otras generaciones de plantas, encargándose de la fertilidad 
de la tierra. Pese a los perjuicios que pueden causar estos organismos a 
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ADN; Bioprospección; 
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otros seres vivos, incluyendo a humanos, son un grupo de organismos muy importantes y exitosos desde el punto 
de vista evolutivo trascendental para la vida en el planeta (Tellez et al., 2017; Mancilla et al., 2021).

Otros hongos filamentosos tienen potencial de aplicación biotecnológica en diferentes sectores productivos 
debido a su capacidad para producir antioxidantes (Smith et al., 2015), ácidos grasos polinsaturados, enzimas 
industriales, antibióticos, productos fermentados (Wakai et al., 2017), pigmentos que se utilizan en alimentos 
(Dufossé et al., 2014), antifúngicos, agentes hipolipidémico e inmunosupresores (Alberti et al., 2017), y debido 
a su capacidad metabólica y mecánica diferentes especies de mohos se utilizan para el desarrollo de biofer-
tilizantes, biopesticidas y acondicionadores biológicos (Tellez et al., 2017). También, la necesidad de afianzar 
el crecimiento de los sistemas productivos agrícolas ha creado alterativas permitiendo avanzar y superar las 
deficiencias en procesos como la nutrición vegetal a partir del uso de fertilizantes de síntesis. Así, ha surgido la 
agricultura orgánica como una tecnología eficaz, respetuosa del medio ambiente, económica y factible de desa-
rrollar, incluyendo la producción y uso de fertilizantes de origen microbiológico a partir de residuos agropecua-
rios para nutrir plantas, controlar plagas y enfermedades de plantas, e influir positivamente en las propiedades 
fisicoquímicas del suelo (Rojas, 2020).

Definir la identidad de las cepas es una fase insustituible en la investigación de cualquier agente biológico y la se-
lección de las herramientas y mecanismo de identificación constituyen la confiabilidad de la información. El uso 
de la técnica de la Reacción de la Cadena de la Polimerasa (PCR) como mecanismo de identificación molecular 
se precisa debido a la fiabilidad y practicidad de la técnica para amplificar segmentos de ADN asistido por ceba-
dores como los Espaciadores internos de transcrito (ITS) que conforman la región ITS que se caracteriza por ser 
altamente repetitiva dentro del ADNr, poseer regiones conservadas, tener evolución relativamente lenta, pero 
a su vez, contener regiones menos conservadas, propiedades otorgadas por ITS2, 5.8 S e ITS1 respectivamente 
(Froeschke at al., 2014); dichas características hacen de la región ITS un segmento significativamente de interés 
para estudios en taxonomía, incluso el espaciador interno de transcrito ha llegado a ser denominado por un gru-
po de micólogos como el marcador de barra para identificación de taxones y constituye uno de los mecanismos 
más confiables para determinar la identidad de mohos a nivel de especie (Bellemain et al., 2010).

Esta investigación determinó un mecanismo de identificación molecular para doce especies de hongos distri-
buidos en los géneros Trichoderma, Geotrichum, Purpureocillium, Laburnicola, Penicillium, Aspergillus, Beauveria, 
Bipolaris, Curvularia, y Alternaria. Además, se realizó una correlación filogenética y revisión de antecedentes que 
enlistan una serie de capacidades de las diferentes especies identificadas para futuras aplicaciones en diferen-
tes áreas de biotecnología. También, importante tanto para el banco de cepas como para el laboratorio de bio-
tecnología molecular de la sede campos Elíseos de la Universidad Francisco de Paula Santander que permitirá 
avances en procesos de docencia e investigación.

MÉTODO

Esta investigación se realizó en el Centro Experimental Campos Elíseos, de la Facultad de Ciencias Agrarias 
y del Ambiente de la Universidad Francisco de Paula Santander, ubicado en el municipio de Los Patios, Norte 
de Santander (Colombia) a una altura de 410 ms.n.m., y temperatura de 27 °C. Los aislamientos de los hongos 
conservados fueron caracterizados y procesados en los laboratorios Banco de Cepas y Biotecnología Molecular.
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Extracción de ADN

Posterior al crecimiento en caldo Sabouraud, el micelio fue fraccionado con ayuda de una cuchilla de bisturí 
en trozos con diámetro no superior a 4 mm2, exceptuando las cepas HA002, HE004, HF002 y HF003 a las que 
el micelio se centrifugó a 5000 rpm durante 5 minutos, y se procedió utilizando los protocolos propuestos por 
Suárez (2016) y Blanco et al. (2021).

Obtención de los amplicones

Para la obtención de los fragmentos amplificados por medio de la PCR se utilizaron los cebadores ITS5 
(5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) que amplificaron la región 
ITS en sentido y anti-sentido respectivamente, haciendo uso del protocolo propuesto por (Suárez, 2016).

Visualización y cuantificación de los amplicones de ADN

Para la visualización de los fragmentos de ADN amplificados se realizó en gel de agarosa al 1,5 % w/v y tampón 
TBE 1X, y las electroforesis se efectuó con un arranque de corrida de 120 voltios durante 5 minutos y posterior-
mente a 100 voltios durante 2 horas. Las muestras de ácidos nucleicos fueron marcadas con el intercalante gel 
red y revelado en el transiluminador y fotodocumentador ChemiDoc de Bio-Rad. Para la cuantificación de ADN 
se utilizó el espectrofotómetro NanoDrop de Thermo scientific (Suárez, 2005).

Secuenciación de amplicones

Los productos de PCR obtenidos de cada una de las cepas se enviaron a la empresa Isla SAS, (Corea del Sur) para 
la posterior decodificación de las secuencias amplificadas, utilizando el secuenciador 3730xl DNA Analyzer. Los 
resultados fueron recibidos en formato fasta y la lectura del secuenciador fue reflejado en un archivo por medio 
de un cromatograma.

Identidad por homología

A partir de las secuencias obtenidas, se realizó un análisis utilizando la base de datos del Centro Nacional de In-
formación Biotecnológica (NCBI, 2019) mediante la herramienta Targeted Loci Nucleotide BLAST que permitió 
determinar la identidad de los organismos mediante la comparación de la secuencia target (mi secuencia de in-
terés) con la base de datos específica para secuencias curadas y remarcadas de la región espaciadora transcrita 
interna (ITS). Para ello se cargó la secuencia en formato fasta en la interfaz del Blast Targeted Loci Nucleotide, 
se seleccionó la base de datos para ITS sin ninguna otra modificación de parámetro, y se dio la orden de cargar 
el análisis. Como resultado se obtuvo la información de las secuencias depositadas en la base de datos con ali-
neaciones significativas, teniendo en cuenta especialmente dos parámetro para la elección de la identidad: el 
E-value, cuyo valor debe estar próximo a un puntaje de 0,0 y la identidad con un porcentaje del 90 al100 %.

Representación de la relación filogenética

Para la construcción del árbol filogenético se utilizó el software Mega 7,0; inicialmente, se realizó un alinea-
miento múltiple entre todas las secuencias incluida el outgrup (E. coli), se empleó el algoritmo de Muscle (Align 
by Muscle) en Mega 7,0, utilizando el método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with 
Arithmetic); una vez culminado el análisis, el archivo que se generó fue guardado en formato Mega y se indicó 
que no correspondía a secuencias que codifican para proteínas, a partir del archivo de alineamiento múltiple se 
construyó el dendrograma en la opción phylogeny; para la reconstrucción de la filogenia se empleó el método 
estadístico de UPGMA, y el modelo Jukes-Cantor del software mencionado, logrando la representación del ár-
bol inferido para la relación filogenética de las secuencias obtenidas en este estudio (Lessick, 2016).
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RESULTADOS

Amplicones ITS mediante PCR

Con el protocolo utilizado en la PCR y con la implementación de los cebadores ITS4 e ITS5, se obtuvieron frag-
mentos de tamaños que variaron entre 0,5 y 0,8 Kilobases (Kb) (Figura 1), permitiendo un testeo de los ampli-
cones obtenidos. A partir de este resultado se define lo que representa el fundamento de selección del proceso 
estándar para la identificación molecular de hongos filamentosos implementado por el Laboratorio de Biotec-
nología Molecular de la UFPS. Además, según González-Estrada et al. (2020), para la identificación molecular 
de Penicillium sp. fue también realizada por PCR, empleando las regiones internas transcritas ITS1-5.8S-ITS2, 
utilizando el par de iniciadores de secuencia ITS4/ ITS5, y los pares de base obtenidos se compararon con las 
secuencias reportadas en la base de datos del banco de genes de NCBI mediante el programa BLAST; además, 
Bejár et al. (2019), amplificaron ADN por PCR en tiempo real (qPCR), para identificar Aspergillus fumigatus.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % w/v, de los amplicones obtenidos a partir del ADN de hongos, utilizando 
ITS. M: Marcador molecular. 1, HA001; 2, HA002; 3, HA005; 4, HA006; 5, HA007; 6, HA008; 7, HD002; 8, HD008; 9, HD010; 
10, HD011; 11, HE001; 12, HE002; 13, HE003; 14, HE004; 15, HF002; 16, HF003; 17, HF020; 18, HF021; 19, HI001; 20, 
HI002; 21, HI003; 22, HI004; 23, HI005; 24, JIF01; 25, JIF02; control (-); control (+), Baeauveria bass.

Determinación de identidad de hongos

Las 25 cepas se clasificaron en diez géneros identificados como Trichoderma, Geotrichum, Purpureocillum, Lubur-
nicula, Penicillum, Aspergillus, Baeuveria, Bipolaris, Curvularia y Alternaria, distribuidos en doce (12) especies, de la 
siguiente manera: las cepas HA001, HA005 y HA006 corresponden a Trichoderma yunnanense; HA002, HE004, 
HF002 y HF003 son Geotrichum silvícola; HA007, HA008 y HE003 son Purpureocillium lilacinum; HD011, HI001, 
HI002, HI003, HI004 y HI005 corresponden a Penicillium citrinum; JIF01 y JIF02 son Alternaria destruens, la cepa 
HD002 es Laburnicola hawksworthii; HD008 es Penicillium chrysogenum; HD010 corresponde a Aspergillus fumi-
gatus; HE001 a Penicillium rubens; HE002 es Beauveria bassiana; HF020 pertenece a Bipolaris sivanesaniana, y 
para finalizar HF021 es Curvularia pisi (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Identificación, valores de identidad y E-value de cada una de las secuencias analizadas utilizando la base de datos NCBI.

Cód Especies E value
% 

Ident
Cód Especies

E
value

% Ident

HA001 Trichoderma yunnanense 0,0 99% HE004 Geotrichum silvicola 8,00E-135 94%

HA002 Geotrichum silvicola 5,00E-147 95% HF002 Geotrichum silvicola 4,00E-144 95%

HA005 Trichoderma yunnanense 0,0 99% HF003 Geotrichum silvicola 3,00E-143 95%

HA006 Trichoderma yunnanense 0,0 99% HF020 Bipolaris sivanesaniana 0,0 99%

HA007 Purpureocillium lilacinum 0,0 99% HF021 Curvularia pisi 0,0 98%

HA008 Purpureocillium lilacinum 0,0 99% HI001 Penicillium citrinum 0,0 99%

HD002 Laburnicola hawksworthii 8,00E-13 92% HI002 Penicillium citrinum 0,0 99%

HD008 Penicillium chrysogenum 0,0 99% HI003 Penicillium citrinum 0,0 99%

HD010 Aspergillus fumigatus 0,0 99% HI004 Penicillium citrinum 0,0 99%

HD011 Penicillium citrinum 0,0 99% HI005 Penicillium citrinum 0,0 99%

HE001 Penicillium rubens 0,0 97% JIF01 Alternaria destruens 0,0 93%

HE002 Beauveria bassiana 0,0 98% JIF02 Alternaria destruens 0,0 99%

HE003 Purpureocillium lilacinum 7,00E-173 90%

Los valores de identidad para todas las cepas superaron el 93 % y con E-value no inferior a 8x10-135, según los 
análisis realizados a las 50 secuencias utilizando la herramienta Targeted Loci Nucleotide BLAST exceptuando la 
cepa HD002 cuyo resultado fue inconcluso en la secuencia ITS4, mientras que con el ITS5 el valor de identidad 
alcanzó el 92 % relacionando la especie Laburnicola hawksworthii.

Se considera la importancia de los datos moleculares para estudios de biodiversidad y el poten-
cial de la investigación micológica en países como Brasil y Colombia. Para el caso de Brasil se 
determinó la diversidad de hongos basada en las secuencias ITS con un límite del 98 % (Menolli, 
2020), mientras que en este trabajo fue del 97 al 99 %.

Aunque los niveles de identidad son significativos y, a pesar de que la región ITS es considerada un código de 
barras para la identificación taxonómica de hongos (Melloni, 2020), el uso estándar de estos cebadores durante 
la PCR puede generar sesgos, incurriendo al error en la secuencia, generando una predisposición en la clasifica-
ción de especies dentro de las divisiones basidiomicetos y ascomicetos, dependiendo de los iniciadores utiliza-
dos (Bellemain et al., 2010). Por lo anteriormente señalado, se sugiere evaluar otros iniciadores para comparar 
los resultados y establecer un consenso mediante el análisis de las secuencias obtenidas por Bejár et al. (2019), 
logrando identificar diez cepas de Aspergillus fumigatus sensu stricto Involucradas en la aspergilosis invasiva (AI) 
en el Perú, contribuyendo a explicar la resistencia al tratamiento y evidenciando la importancia del ambiente en 
el incremento de los casos.

Análisis filogenético

El filo Ascomycota se caracteriza por su estructura sexual en forma de saco o asca que contienen las ascosporas 
y por la conjugación de hifas asimilativas por medio de la anastomosis, también se constituye como un grupo de 
hongos numeroso con aproximadamente 114.000 especies identificadas y distribuidas en diversos ecosistemas 
(Wijayawardene et al., 2021). Basados en la información extraída del repositorio de nomenclatura Index Fun-
gorum (http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp) la totalidad de las cepas identificadas en el presente 
estudio corresponden al filo Ascomycota, representando los subfilos Pezizomycotina y Saccharomycotina, enclaus-
trados en las clases Sordariomycetes, Eurotiomycetes, Dothideomycetes y Saccharomycetes, y asociados a los órde-
nes Hypocreales, Eurotiales, Pleosporales y Saccharomycetales. Las especies Trichoderma yunnanense, Purpureoci-
llum lilacinum y Beauveria bassiana son hongos que se caracterizan por su efecto antagonista y son ampliamente 
utilizados para el control biológico (Hernández et al., 2019; Rui et al., 2020; Romero et al., 2020) y pertenecen al 
orden de los Hypocreales; Aspergillus fumigatus, Penicillium chrysogenum, Penicillium Rubens y Penicillium citrinum 
son especies productoras de metabolitos de uso farmacéutico y reconocidos reductores de azúcares de interés 
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para la industria de los biocombustibles y hacen parte del grupo de los Eurotiales (Cabral et al., 2018; Ouephanit 
et al., 2019; Lina et al., 2019; Tejas et al., 2019; Lodha et al., 2020; Huber et al., 2020; Xianchun et al., 2020; Mondal 
et al., 2020); Bipolaris sivanesaniana, Laburnicola hawksworthii, Alternaria destruens y Curvularia pisi son especies 
vinculadas con efectos patógenos en diferencies especies vegetales (Manamgoda et al., 2014; Zhai et al., 2018) 
y son del orden de los Pleosporales; y en el orden de los Saccharomycetales se encuentra a Geotrichum silvícola.

En cuanto al cladograma (Figura 2) se puede inferir la relación entre los diferentes órdenes representado en 
las bifurcaciones que constituyeron clados entre Hypocreales – Eurotiales, Hypocreales – Pleosporales, Eurotiales 
– Pleosporales, Hypocreales – Eurotiales – Pleosporales – Saccharomycetales, respaldando los resultados obtenidos 
por Wang et al. (2009), que señalan la proximidad taxonómica entre los subfilos Pezizomycotina y Saccharomyco-
tina basados en estudios de filogenia y que sugiere una filiación temprana entre los subfilos señalados.

Figura 2. Cladrograma. Representación de la proximidad filogenética de las secuencias amplificadas de la región ITS de las 
especies identificadas.

A manera de una descripción textual de los resultados representados en el cladograma, se señala lo siguiente: el 
árbol se dividió en dos grandes ramas que corresponden a los nodos 25 y 50, el nodo 25 se ubicó el grupo exter-
no (outgrup) que se seleccionó de una secuencia de E. coli, mientras que en el nodo 50 se generó la especiación 
de las 25 cepas identificadas. Del nodo 50 se ramificaron dos nodos superiores, el 49 y el 46: en el nodo 46 se 
produjo una bifurcación resultando los nodos 47 y 48, en el nodo 47 se presentó una especiación directa en el 
taxón Bipolaris sivanesaniana (nodo 17) y se generó el nodo 45 el cual también se bifurcó en dos clados repre-
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sentados en los nodos 43 y 9 en los que se ubicaron el orden de los Hypocreales y Eurotiales respectivamente; 
de los Hypocreales surgió la especiación de Trichoderma yunnanense (nodo 37) y Purpureocillum lilacinum (nodo 
40) y en el nodo 9 se ubicó Aspergillus fumigatus, el nodo 48 se ramificó en los nodos 7 y 35 ubicando las especies 
Laburnicola hawksworthii y Geotrichum silvícola, respectivamente. El nodo superior 46 se ramificó en los nodos 
12 y 44, en el nodo 12 se encontró el taxón Baeuveria bassiana que pertenece al orden de los Hypocreales, mien-
tras que en el nodo 44 se formaron dos clados que corresponden a los nodos 42 y 41, en el nodo 42 se ubicaron 
especies del orden de los Pleosporales pero de los géneros Curvularia y Alternaria, y en el nodo 41 se agrupó el 
clado que corresponde al orden de los Eurotiales que pertenecen al género Penicillum; a su vez, en el nodo 42 
se manifiestó la especiación de Curvularia pisi (nodo 18), y Alternaria destruens (nodos 24 y 25). Curvularia, tra-
dicionalmente ubicada en el género Bipolaris, fue recientemente reclasificada en Curvularia, con base a análisis 
filogenéticos, incluyendo a B. australiensis, B. hawaiiensis y B. spicifera (Madrid et al., 2019).

Umaña et al. (2019), mediante un estudio de distancias génicas utilizando intermicrosatélites (ISSR), identificó 
distanciamiento entre cepas de la misma especie, lo que concuerda con lo hallad en esta investigación, pero difi-
riendo en el método utilizando e identificando diferentes especies. Para el caso de la especie Geotrichum silvícola, 
las cepas HF002 y HF003 demuestran mayor proximidad en comparación con las cepas HA002 y HE004; para 
la especie Trichoderma yunnanense se evidenció que las cepas HA001 y HA006 tienen mayor grado de parentes-
co en comparación con la cepa HA005; caso similar sucedió con la especie Purpureocillum lilacinum que reflejó 
un mayor grado de semejanza entre las cepas HA007 y HA008 comparada con la cepa HE003; para el género 
Penicillumi que presentó variedad de especies identificadas, se evidencia que las especie Penicillum chrysogenum 
y Penicillum rubens tienen mayor grado de parentesco al agruparse en el mismo nodo, mientras que Penicillum 
citrum mantuvo un mayor grado de semejanza con los de su misma especie, lo que evidencia que las variaciones 
genéticas entre aislamientos no dependen de las distancias geográficas (Umaña et al., 2019).

Potencial biotecnológico de los hongos identificados

Se realizó una recopilación bibliográfica en la que se describieron las capacidades reportadas por otros autores 
a cerca de cada género y especie de los hongos que se identificaron en esta investigación, buscando el potencial 
de las cepas para futuras aplicaciones.

Trichoderma es importante por su capacidad de adaptación y producción de metabolitos, como enzimas, com-
puestos promotores de crecimiento vegetal y compuestos volátiles, entre otros, de interés biotecnológico y am-
biental. Este género es utilizado como agente de biocontrol contra hongos fitopatógenos debido a sus múltiples 
mecanismos de acción, destacando la antibiosis, el micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes, 
y la producción de metabolitos secundarios. Varias especies de Trichoderma se han utilizado en sistemas aco-
plados de fermentación en sustratos sólidos o cultivos sumergidos, para generar energías alternativas como 
etanol. Los biorreactores como sistema de fermentación optimizan las condiciones del cultivo para favorecer la 
generación de biomasa y metabolitos (Hernández et al., 2019).

Purpureocillum lilacinum favorece el crecimiento, el contenido de clorofila y controla fitopatógenos como Botrytis 
que causan enfermedades del moho gris en una gran variedad de frutas y verduras, y la pudrición blanda y tizón 
foliar en la zanahoria (Rui et al., 2020). P. lilacinum es un nematófago que tiene capacidad ovicida contra Ancylos-
toma que es un parásito gastrointestinal (Menezes et al., 2017), también tiene la capacidad de ejercer biocontrol 
contra Meloidogyne incognita que es uno de los patógenos más importantes del pepino (Cucumis sativus L.) y ha 
demostrado su efectividad en el control de plagas como Meloidogyne javanica, Heterodera avenae Wollenweber, y 
Radopholus similis que afectan la plantaciones de tomate, cebada y banano respectivamente (Dahlin et al., 2019), 
además de la capacidad de solubilizar fosforo, producir sideróforos y ácido indol-3-acético (IAA) características 
de un candidato para uso como biofertilizante (Moreno et al., 2020).
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Geotrichum silvicola es una especie de levadura artroconidial asexual que fue reportada en el año 2005 y, en la 
actualidad, la información relacionada con el potencial de sus aplicaciones es escasa, pero se ha encontrado que 
tiene estrecha relación genética con Galactomyces geotrichum, que es una especie con potencial en la industria 
de alimentos, confiriendo características organolépticas y nutricionales de sabor, aroma y ácidos grasos poliin-
saturados (omega 3 y 6) (Grygier et al., 2019).

Se identificaron tres especies del género Penicillum, Penicillum citrium y Penicillum rubens. Son destacados pro-
ductores de enzimas xilanolíticas, como Penicillium chrysogenum, capaz de metabolizar xilasa que es una enzima 
que degrada polisacáridos de material celulolíticos y lignocelulósico para producir etanol y bioetanol de segun-
da generación, también para el tratamiento de jugos, cervezas y vinos, y para producir xilitol (Cabral et al., 2018; 
Delgado 2021); tiene la capacidad de remediar contaminación con dihidroxibencenos, sulfonatos lineales de al-
quilbenceno y desperdicios de grasas que son compuestos que actúan como contaminantes de fuentes hídricas 
(Franco et al., 2020). Penicillum chrysogenum es un generoso productor de penicilina y derivados con potencial 
terapéutico y de control biológico de hongos, bacterias y virus (Huber et al., 2020), mientras que Penicillium ci-
trinum ha demostrado tener capacidad lipasa, xilanasa y celulasa y de producir quitosano, pencitrin y pencitrinol 
(Ouephanit et al., 2019; Lina et al., 2019; Tejas et al., 2019; Lodha et al., 2020; Huber et al., 2020).

La primera sustancia antibiótica descubierta fue la Penicilina, por Alexander Fleming, quien observó que el hon-
go del pan inhibía el crecimiento de las bacterias de S. aureus que había sembrado, llamando al compuesto Peni-
cilina (Penicillium notatum), pero como el efecto inhibitorio era mínimo llegó a pensar que esa sustancia carecía 
de interés comercial. Se propuso purificar Penicilina de una antibiótica 5-15 cepa que era mejor productora, 
dando comienzo a la era antibiótica (Asier, 2021).

Aspergillus fumigatus es un reconocido patógeno oportunista, causante de queratitis, reacciones alérgicas en 
las vías respiratorias y aspergilosis pulmonar (Nayak et al., 2018). También, tiene aplicaciones biotecnológicas 
por su capacidad de producir lovastatina que es un metabolito secundario fúngico frecuentemente utilizado 
con fines farmacéuticos para reducir los niveles de colesterol y eventos cardiovasculares, puede producir en-
zimas con características celulasas, ‐-xilosidasa, FPasa, xilanasa, peptidasa y amilasa que tienen aplicación en 
diferentes sectores productivos como la industria de producción de bioetanol (Xianchun et al., 2020; Mondal et 
al., 2020). Las celulasas son un conjunto de enzimas hidrolíticas que descomponen la celulosa, mediante la acti-
vidad sinérgica de tres diferentes componentes, las endoglucanasa, exoglucanasa y la ß–glucosidasa. A lo largo 
de los años, estudios de celulasas han demostrado ser potencial biotecnológico en diferentes áreas, aplicada 
principalmente por ser biodegradables e inofensivas con el medio ambiente. Su producción es bastante estu-
diada en residuos agrícolas o agroindustriales. La creciente industrialización de estas áreas, ha llevado a la pro-
ducción de altas cantidades de residuos que no son tratados adecuadamente, siendo importante el aislamiento 
de microorganismos con potenciales celulolíticos, donde Fusarium sp. CCLM CX presentó la mayor actividad 
enzimática (Rodríguez, 2019).

Además, se han realizado otros trabajos para evaluar organismos antagonistas para el control de Sclerotinia sp. 
causante de la podredunbre blanca en lechuga, como, por ejemplo: Trichoderma sp., Aspergillus flavipes, Muscodor 
yucatanensis, Penicillium commune, Bacillus sp., Clonostachys sp., Paecilomyces lilacinus, Pseudomonas sp. y Conio-
thyrium sp. (Zubieta et al., 2021).

Baeuveria bassiana es un entomopatógeno que controla plagas de insectos como Nilaparvata lugen, Lasioderma 
serricorne, Leptinotarsa   decemlineata, Plutella xylostella, Phenarium purpurascens, Kuschelorhynchus macadamiae y 
Carya illinoinensis que atacan los cultivos de arroz, patata, repollo, maíz, macadamia y nuez (Romero et al., 2020; 
Agboyi et al., 2020; Khun et al., 2020 ).
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CONCLUSIONES

Se lograron identificar hongos pertenecientes al género y especies Trichoderma yunnanense, Geotrichum silvíco-
la, Purpureocillium lilacinum, Laburnicola hawksworthii, Penicillium chrysogenum, Aspergillus fumigatus, Penicillium 
citrinum, Penicillium rubens, Beauveria bassiana, Bipolaris sivanesaniana, Curvularia pisi, y Alternaria destruens. Se 
mostró una relación taxonómica entre grupos como Trichoderma y Purpureocillum, entre Penicillum, y Alternaria – 
Curvularia, indicando que son géneros filogenéticamente próximos.

La caracterización molecular y la recopilación del potencial biotecnológico para hongos filamentosos permitirá 
avanzar en proyectos enfocados a la bioprospección, conocer cualidades y mecanismos de estos microorganis-
mos con miras al desarrollo de procesos y productos biotecnológicos, comprender mecanismos de patogénesis 
y desarrollar alternativas de control de patógenos principalmente para cultivos de interés agrícola y comercial.
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RESUMEN

La ahuyama (Cucurbita moschata) se caracteriza por su valor nutritivo, espe-
cialmente por su contenido de vitamina A, carbohidratos, fósforo y minerales. 
También, por poseer 45 % de carotenoides totales, 66 % de β-caroteno, 33 % 
de α- caroteno y 44 % de luteína. Su elevado porcentaje de agua cercano al 90 
% es propicio para el crecimiento bacteriano y/o fúngico disminuyendo su vida 
útil. Este estudio evaluó, cada tres días durante un total de 12, con tres repe-
ticiones y tres réplicas, las características fisicoquímicas (peso, color, firmeza, 
tasa de respiración); microscópicas (MOAR y MET), bromatológicas y micro-
biológicas, de ahuyama variedad bolo verde troceada en fresco. 4 tratamien-
tos: SN (muestra testigo); CV con vinipel; CR con recubrimiento de almidón de 
yuca y aceite esencial de tomillo al 1 %; y CB con sistema binario (recubrimien-
to de fuente natural y vinipel) a una temperatura de 19 °C y humedad media 
de 77,75 %. Los tratamientos con película de vinilo arrojaron menor pérdida 
de peso y firmeza, menor tasa de respiración y mayor estabilidad en el color, 
en tanto que las muestras testigo y recubiertas, arrojaron mayor contenido de 
azúcares y humedad, pero menor cantidad de proteína y cenizas. Adicional-
mente, las muestras con vinipel, con y sin recubrimiento, registraron un menor 
crecimiento fúngico. La ahuyama troceada en fresco puede conservarse de 
forma adecuada mediante el uso de películas de polietileno de baja densidad 
(vinipel), que permiten retrasar de manera efectiva los procesos de pérdida de 
calidad inducidos por las operaciones de corte y manipulación.

ABSTRACT

Ahuyama (Cucurbita moschata) is recognized by its nutritional value, as it is 
composed of vitamin A, carbohydrates, phosphorus and minerals. Also, for its 
content of 45 % of total carotenoids; 66 % of β-carotene; 33 % of α-carotene, 
and 44 % of lutein. However, its high amount of water, about 90%, is condu-
cive to bacterial and/or fungal growth reducing its useful life. Present study 
evaluated every three days, over a total of 12, three repetitions and three 
replications of freshly cut green bolus squash variety. Physicochemical attri-
butes like weight, color, firmness, and respiration rate were observed, as well 
as those microscopic (MOAR and MET); bromatological, and microbiological 
characteristics to 4 different treatments as follow: SN (control sample); CV 
(Vinyl wrap); CR (coated with cassava starch and 1 % thyme essential oil); and 
CB: (binary system with natural source coating and Vinyl wrap) under environ-
mental conditions of 19 °C temperature and 77,75 % average humidity. Vinyl 
wrap treatment exhibited lower weight, firmness loss, fewer respiration rate 
loss, and had better color stability. Control and coated samples showed higher 
sugar and moisture content but lower ash and protein. Additionally, samples 
with coated and uncoated stretch film registered minor fungal growth. Fresh 
cut squash could be properly preserved through the use of low-density polye-
thylene films (vinyl wrap), allowing to effectively delay the course of quality 
loss because of handling operations.

PALABRAS CLAVE:
Aceite esencial de tomillo; 
Almidón de yuca; Polietileno; 
Recubrimiento natural; Vinipel; 
Evaluación físicoquímica; 
Microscopía electrónica; 
Crecimiento fúngico.

KEYWORDS:
Thyme essential oil; Cassava 
starch; Polyethylene; Natural 
coating; Vinyl wrap; Ahuyama; 
Physicochemical evaluation; 
Electronic microscopy; Fungal 
growth.
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INTRODUCCIÓN

La ahuyama o zapallo es un cultivo familiar que pertenece a las cucurbitáceas y cuenta con diversidad de usos en 
fresco, posicionándola entre los alimentos más prometedores por su valor nutritivo, propiedades medicinales y 
usos como materia prima para la agroindustria, artesanía y decoración. En 2017 en Colombia, el área cosechada, 
producción y rendimiento fueron de 10.480 ha, 124.001 t y 12 t.ha-1 respectivamente, pero el nivel tecnológico 
de los cultivos es diverso en las regiones por la calidad de la semilla, labores culturales, la nutrición, el riego y la 
protección fitosanitaria (Correa-Álvarez et al., 2019).

El gran tamaño de la ahuyama (Cucurbita moschata), calabaza o zapallo, dificulta la compra del fruto entero; los 
supermercados, plazas de mercado y tiendas de barrio disponen el fruto en porciones, facilitando su consumo 
y visualización de las características de la pulpa, principalmente el color, que es un elemento que se relaciona 
directamente con la aceptabilidad. En algunos casos, se cubre con polietileno (vinipel), aunque en otros se ex-
hibe sin protección, quedando expuesta a las partículas encontradas en el ambiente y al contacto directo con el 
comprador, que son fuentes de contaminación e inducen a un rápido deterioro de la calidad por Alternaria sp., 
Curvularia sp., Fusarium sp., Miceliasterilia sp., Oidium sp., Penicillium sp. y Nigrospora sp (Universidad Nacional de 
Colombia, 2011), aunque Márquez (2012) aclara que los microorganismos que la atacan son los hongos Phyto-
phthoras pp. Dydimella bryoniae, Colletotrichum orbiculare causante de antracnosis, Fusarium spp., y la mancha 
bacteriana causada por Pseudomonas syringae p.v. lachrymans. En este estudio se evaluaron las características fi-
sicoquímicas y microbiológicas de ahuyama variedad Bolo verde troceada en fresco, con recubrimiento natural 
y polietileno como materiales de empaque, almacenados bajo condiciones ambientales, con el fin de establecer 
el mejor método de cubierta para la comercialización.

MÉTODO

La investigación se desarrolló en Popayán, Colombia (1.760 msnm, temperatura promedio 19 °C, humedad re-
lativa del 77,75 %) (Alcaldía de Popayán, 2018), en los laboratorios de Biotecnología, Microbiología, Textura y 
Empaques y de Microscopía electrónica de la Universidad del Cauca.

Materiales

Se utilizaron siete ahuyamas variedad Bolo verde cultivadas en el municipio de Guachené (Cauca), recolectadas 
60 días después de la floración (DDF) en estado maduro, considerando uniformidad en tamaño, forma, color 
(cáscara verde oscuro no opaco y pedúnculo 50 % marrón) (Sollier et al., 2005). Se seleccionaron frutos sin ma-
gulladuras, manchas, decoloraciones, perforaciones, residuos químicos y signos de pudrición, con olor y sabor 
característico (Instituto Colombiano de Normas y Certificación-ICONTEC, 1977).

Se usó polietileno de baja densidad (vinipel), por ser plástico extensible, atóxico y adherente en PVC (Muñoz-Mon-
salve, 2020); almidón hidrolizado de yuca variedad SM 707-17 modificado con α-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens 
Ban 240 L (Sigma Aldrich) con grado de modificación de 10 % de Dextrosa Equivalente (DE) (Hoyos-Yela et al., 2019), 
humedad del 12 % en base seca y tamaño de partícula de 300 μm; aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) que 
impide el desarrollo de colonias bacterianas a una concentración del 1 % (Montero-Recalde et al., 2018).

A las ahuyamas se les retiró la tierra, se desinfectaron con hipoclorito de sodio a 50 ppm (OIRSA, 2020) y se secaron 
con toallas absorbentes, se cortaron en trozos de 20 x 8 cm, se retiraron las semillas, se colocaron en canastillas 
lavadas y desinfectadas; se identificaron con letras de acuerdo con el tratamiento: SN (muestra testigo), CV (vinipel), 
CR (recubrimiento de almidón de yuca y aceite esencial de tomillo al 1 %) y CB (sistema binario: recubrimiento de 
fuente natural y vinipel) y se realizaron mediciones fisicoquímicas, microbiológicas, bromatológicas y de micros-
copía, por triplicado, a los 3, 6, 9 y 12 días.
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Para el tratamiento CR, las materias primas se mezclaron a 30 °C, adicionando 4 % de almidón de yuca, 2 % (v/v) 
de glicerina y 0,02 % Tween 80 con 1 % (v/v) de aceite esencial de tomillo, se llevó a baño maría a 75 °C por 15 
minutos con agitación constante y aspersión (Hoyos-Yela et al., 2019) con un porcentaje de ciclo de 20 %, tiempo 
de anticipación de 2 s, tiempo posterior de 2 s, presión del líquido 30 bar, presión de aire 40 bar.

Para el tratamiento CV se aplicaron tres capas de vinipel sobre el fruto y se colocaron las ahuyamas en las canas-
tillas previamente lavadas y desinfectadas con hipoclorito de sodio. Para el tratamiento CB, se aplicó el recubri-
miento natural, previo al revestimiento con vinipel, sobre cada trozo de ahuyama.

Evaluación de variables

Se evaluaron cambios en pérdida de peso (Cañizares et al., 2019); color (colorímetro NR20XE) mediante lumino-
sidad L* (L* = 0 para el negro y 100 para el blanco), cromaticidad a* (verde [-], rojo [+]) y b* (azul [-], amarillo [+]), 
coordenadas C* (croma) y h° (tono); firmeza (Castillo-Silva et al., 2018) y tasa de respiración (Oxybaby), recuento 
microbiológico en medio YGC por duplicado (100 μL) sembrado en superficie con perlas de vidrio de diluciones 
de solución de pulpa de ahuyama hasta 10-3, incubadas a 28 °C. Se contaron las colonias después de 3, 4 y 5 días 
de incubación; se retuvieron las cajas que tenían menos de 150 colonias (ICONTEC, 1977) y se hizo conteo de 
mohos por gramo. Se enviaron las muestras al laboratorio de análisis químico y bromatológico de la Universidad 
Nacional de Colombia sede Medellín, para el análisis de azúcares totales, contenido de grasa, humedad, proteína 
y minerales, para los tres sistemas de cubierta y la muestra testigo.

Se procesaron las muestras por las técnicas MOAR (Microscopía Óptica de Alta Resolución) y MET (Microsco-
pía Electrónica de Transmisión), para observar los cambios estructurales en el tejido de la ahuyama después de 
ser cortado y el efecto del recubrimiento sobre la cáscara y la pulpa.

RESULTADOS

Pérdida de peso

En frutos enteros, el agua de los espacios intercelulares no está expuesta a la atmósfera exterior, luego del corte 
se expone el tejido causando un incremento en la velocidad de evaporación y alteraciones fisiológicas que ace-
leran la senescencia, deterioro de tejidos, marchitez y arrugamiento (Salomón-Castaño et al., 2020), sumado a 
la actividad de enzimas que inducen cambios en los componentes de la pared celular, provocando menor sucu-
lencia y firmeza del tejido (De Armas-Costa et al., 2020). Los trozos de ahuyama de la muestra testigo perdieron 
el 46,4 % de su peso en 12 días frente a un fruto de ahuyama entero “tipo kabutia” que solo perdió el 8,6 % de su 
peso luego de seis meses a 12 °C y 80 % de humedad relativa (Zaccari et al., 2015).

La aplicación del recubrimiento no tuvo efecto mientras que el uso del empaque con vinipel con o sin recu-
brimiento presentó diferencias significativas (p<0,05), similar a lo obtenido en poscosecha de gulupa (Pasiflora 
edulis F. edulis) (Pachón et al., 2006) a 6 y 18 ºC con vinipel y cera almacenada 16–24 días, obteniendo menor 
pérdida de peso con vinipel (Figura 1). El Anova muestra un efecto significativo de todos los tratamientos sobre 
la pérdida de peso (p<0,05), excepto entre CV y CB, lo que significa un comportamiento similar entre ellos, que 
se mantuvo durante el tiempo de valoración.
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Figura 1. Comportamiento de la pérdida de peso.

Color

La luminosidad (L*) disminuyó continuamente y no se encontraron diferencias entre los tratamientos debido al 
corte, aunque la ruptura de las células propició reacciones que conducen al deterioro de las células, tornándose 
marrón o negro debido a la síntesis de melanina (Salomón-Castaño et al., 2020).

Los valores de cromaticidad en los costados de los trozos de ahuyama muestran mayor estabilidad en las muestras 
recubiertas con vinipel. El parámetro a* se incrementó en el día 3 en la muestra testigo con notoria pérdida de color 
al cortar la ahuyama debido al incremento del área expuesta al oxígeno y el contacto de los carotenoides con las 
enzimas (peroxidasa y lipoxidasa) que catalizan su oxidación (Cervantes-Paz y Elhadi, 2019), en el día 6 ocurrió en 
las recubiertas y en el día 9 en los trozos con vinipel y no presentó diferencias significativas entre tratamientos hasta 
el día 12. La aplicación del recubrimiento incrementó las síntesis de carotenoides hasta el día 6, luego presentó 
comportamiento similar al de la muestra testigo, y los trozos con vinipel con o sin recubrimiento conservaron el 
color hasta el día 9. De lo observado, se puede inferir que empaque con vinipel actuó mejor ya que conservó el color, 
mientras que el recubrimiento presentó un efecto menos favorable a partir del día 6 (Figura 2).

El parámetro b* presentó diferencia significativa (p<0,05) por efecto del factor tiempo entre los días 0 y 12 en 
los tratamientos SN-CV, SN-CB y CV-CR, manifiestando su influencia sobre la pérdida de color. El día 6 hubo 
diferencia significativa entre SN-CV y CR-CB, mientras que en los días 9 y 12, la muestra control y el recubri-
miento presentaron un comportamiento similar en los tratamientos donde se efectuó el empaque con vinipel 
con o sin recubrimiento, con diferencias significativas (Figura 2a).

La escala C* indica color menor saturado, característica conferida por los carotenoides presentes que son menos 
representativos, asociado con el parámetro b* que también muestra disminución con el tiempo. Se encontraron 
diferencias significativas (p<0,05) por efecto del factor tiempo entre los días 0 y 12 en los tratamientos SN-CV, 
SN-CB y CV-CR, lo que indica que hay influencia del vinipel. Al igual que con el parámetro b*, en los días 6, 9 y 12 
existe una diferencia significativa entre el testigo y CV, CR-CB, respectivamente, en la disminución de saturación 
del color (Figura 2b).

La disminución del matiz (h°) en los trozos con vinipel y recubrimiento cada 3 días, fue el indicador del cambio 
de naranja a marrón debida a la marchitez del fruto por la disminución de la saturación (C*). Se presentó dife-
rencia significativa (p<0,05) por efecto del factor tiempo entre los días 0 y el día 12 en los tratamientos SN-CV, 
SN-CB, CV-CR y CV-CB, indicando cambio de color amarillo a marrón, siendo similar el comportamiento en los 
tratamientos CR y CB. En el día 6 hubo diferencia entre SN-CV y CV-CR, debido a que el tratamiento con vinipel 
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presentó un aumento en la tonalidad; el último día hubo diferencia entre SN y CV, lo que quiere decir que el 
comportamiento tiende a ser similar entre los demás tratamientos (Figura 2c).

Figura 2. Comportamiento de b*, c*, h.
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Firmeza

El ablandamiento de tejidos y arrugamiento en las frutas y hortalizas se deben a cambios fisiológicos por la hi-
drólisis de los almidones y de las pectinas, la reducción de su contenido de fibra y a la degradación de las paredes 
celulares que provocan la partición de las moléculas, facilitando el contacto con enzimas (proteolíticas y pecto-
líticas) y sustratos (Salomón-Castaño et al., 2020).

El primer día hubo resultados heterogéneos (mínimo de 62,3 y máximo de 82,7 N), posiblemente por el estado 
de madurez del fruto y las condiciones de la plantación (clima, exposición al sol y superficie expuesta al suelo). 
Los frutos de los tratamientos CV y CB presentaron un comportamiento similar entre sí con incremento hasta 
el día 3 y posterior disminución, los de SN y CR presentaron disminución permanente excepto el día 6 (debido a 
la severa deshidratación que sufrieron algunos frutos, generando características “corchosas” en la corteza, que 
dificultaban su ruptura), siendo más pronunciada la de CR llegando a 22,7 al final del ensayo, valor menor de 
todos los obtenidos.

El ANOVA indica que el 82,09 % de los datos se ajustan al modelo R cuadrado, con efecto significativo de todos 
los tratamientos sobre la pérdida de firmeza, con diferencias significativas (p<0,05) entre SN-CV, CV-CR y CR-
CB en el día 3 por la influencia del vinipel que afecta las propiedades mecánicas y la pérdida de agua. El día 9 no 
presentó diferencia en SN-CV y SN-CB, siendo notoria la disminución excesiva en los trozos con recubrimiento. 
El día 12 hubo diferencias entre todos los tratamientos, excepto entre SN y CB, lo que indica que la muestra tes-
tigo y el sistema binario presentaron comportamiento similar, aunque en los cuatro tratamientos fue diferente, 
encontrando que CV fue el que menor pérdida de firmeza presentó al final del proceso. El uso de vinipel parece 
reducir el intercambio gaseoso y su efecto es independiente del empleo del recubrimiento que ocasionó mayo-
res pérdidas de firmeza al incrementar la humedad del fruto por la ruptura de tejidos y adición de la cubierta, 
provocando el ablandamiento del tejido (Figura 3).

Figura 3. Comportamiento de la firmeza.

Tasa de respiración

La respiración regula la mayoría de las alteraciones bioquímicas, que se traducen en modificaciones de color, 
sabor y aroma, en función de factores intrínsecos y extrínsecos como la variedad de la fruta, el punto de cosecha 
(grado de madurez), la temperatura ambiente, la concentración de gases alrededor del producto y los cortes y 
daños mecánicos (García-Celis et al., 2019).
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Porcentaje de CO
2. 

La menor liberación de CO
2
 ocurrió en el tratamiento SN, debido posiblemente a que la tem-

peratura alrededor del corte modificó la composición atmosférica dentro de los materiales de cubierta (vinipel 
y recubrimiento) y la superficie, acelerando la respiración por la degradación celular y difusión del gas hacia el 
exterior de la célula (González-Orozco et al., 2020), evidenciado en la superficie del vinipel como exudados en 
forma de pequeñas gotas. Este efecto también se presentó en zanahoria donde la velocidad de respiración ente-
ra y pelada comparada con cortes en forma de discos o tiras, aumentó de 6 a 8 y 12 µL.g-1 h-1, respectivamente; 
en coles, se incrementó a 6, 13 y 17 µL.g-1 h-1, al ser cortada en cuartos y tiras de 0,5 x 3 cm y 0,25 x 1,5 cm, res-
pectivamente en tanto que en lechuga aumentó de 2-3 veces (Cantwell, 1998).

Todas las muestras marcaron una curva ascendente con promedio de 25,2 % en CV, 26,1 % en CR y 27,1 % en CB, 
respecto a 13,4 % de SN en el día 12, lo que pone en manifiesto las significativas diferencias (p<0,05) entre tra-
tamientos. El ANOVA mostró que el 98,12 % de los datos se ajustan de forma aceptable al modelo matemático, 
evidenciando el efecto significativo de los tratamientos (SN, CV, CR, CB) sobre la tasa de respiración (p<0,05), 
pues se presentaron diferencias significativas entre el testigo y CV y CR-CB. En la interacción tiempo–trata-
miento, la película de vinipel el día 3 generó una barrera de protección ayudando a disminuir su producción; en 
el día 6, el tratamiento con recubrimiento presentó mayor producción con respecto a los demás, por lo tanto, 
mayor degradación celular. El día 12 la muestra testigo presentó menor porcentaje de CO

2
, debido probable-

mente a la presencia de hongos que causaron daño físico e incrementaron la pérdida de agua y respiración, en 
tanto que los tratamientos con recubrimiento no tuvieron incidencia positiva sobre la disminución de porcen-
taje de CO

2 
(Figura 4a).

Figura 4. Comportamiento del porcentaje de CO
2 y 

O
2
.

Porcentaje de O
2. 

Al realizar el corte del fruto, es notoria la disminución en el contenido de oxígeno debido al 
inicio del proceso de reparación celular, del cual es el principal sustrato (Figura 4b). Se observó mayor efectivi-
dad en los tratamientos con vinipel con o sin recubrimiento, con una disminución progresiva en el porcentaje de 
oxígeno, creando una modificación en la composición atmosférica: al bajar la concentración de oxígeno y/o subir 
la de dióxido de carbono, se suprimió el crecimiento fúngico.

Excepto entre CV y CB, se encontraron diferencias significativas (p<0,05), mientras que en la interacción tiem-
po–tratamiento, se encontró que en el día 3 el recubrimiento aceleró el consumo de O

2
 para transformarlo en 

CO
2
, iniciando la fase de senescencia, mientras los demás tratamientos presentaron una tendencia decreciente. 

El último día de seguimiento, el recubrimiento disminuyó el oxígeno de 19 a 3 %, lo que quiere decir que la res-
piración se desplazó hacia rutas anaerobias, generando compuestos volátiles como el acetaldehído y el etanol, 
que pueden dar origen al mal sabor y aroma (Franco-Gaytán et al., 2018).
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Pruebas bromatológicas

La energía proviene de la oxidación de las propias reservas de almidón, azúcares y otros metabolitos y a la deshi-
dratación que inicia la activación de algunas enzimas (‐-amilasa, ‐-amilasa e invertasa) (Corregido, 2020). Ade-
más, las levaduras también utilizan los azúcares como fuente de carbono para las necesidades de crecimiento y 
reproducción (Morocho y Leiva, 2019).

El contenido de carbohidratos fue de 33,6 % el día 0, disminuyendo hasta 19, 30 y 21,5 % el día 12 en SN, CV y 
CR, respectivamente (Figura 5a).

Figura 5. Resultados pruebas bromatológicas.

El porcentaje de humedad inicial (día 0) de los trozos de ahuyama fue 90 %. En el caso de los trozos de ahuyama 
SN y CR, se presentó una disminución hasta 87,3 y 87,8 % (Figura 5b), respectivamente, posiblemente como 
consecuencia directa de la diferencia de humedad entre la ahuyama y el ambiente, diferencial que genera el 
proceso de deshidratación celular (Mederos-Torres et al., 2020).
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La proteína cruda en los trozos de ahuyama al inicio fue de 10 %, que aumentó en los tratamientos SN, CR y 
CB con valores de 11,7, 14,6 y 11 % respectivamente (Figura 5c), posiblemente por la síntesis de enzimas y a 
la deshidratación que concentró el contenido de nutrientes (Wills et al., 1984); resultado similar a lo reportado 
en hojas de Moringa oleifera al incrementarse en 25,6 y 31,5% en secado y deshidratado (Quintanilla-Medina 
et al., 2018) y en banano de 1,27 % en su estado fresco a 2,18 % (Macías-Ganchozo et al., 2018). El contenido 
de minerales presentó un incremento desde 10,9 % de cenizas en el día 0 (Figura 5d) debido posiblemente a la 
deshidratación de los trozos de ahuyama. El contenido inicial de grasa fue de 3,12 % (día 0), con incrementos en 
todos los tratamientos (Figura 5e), debido a la pérdida de agua que produjo la concentración de este nutriente, 
situación similar a lo encontrado por Casallas (2010) en banano deshidratado frente al fresco (1,1 g en 100 g).

Desarrollo fúngico

Los tratamientos con vinipel con o sin recubrimiento presentaron un crecimiento inferior a los demás, proba-
blemente porque la capa protectora de vinipel aisló el trozo, minimizando el contacto de la superficie con el 
ambiente ya que las propiedades de barrera del vinipel como la permeabilidad, favorecieron la creación de una 
atmósfera que evitó el desarrollo de organismos de tipo aerobio. En el día 12 se observó una diferencia marcada 
del recubrimiento natural frente a los demás tratamientos, al presentar mayor crecimiento fúngico, permitien-
do deducir que no es efectivo en frutos que han sufrido modificaciones mecánicas (cortes) y que, por el contra-
rio, induce y potencia el desarrollo microbiano.

Los tratamientos SN y CR presentaron el mayor desarrollo de hongos sobre la superficie del trozo (3,1x104 y 
1,1x105 UFC/g respectivamente), debido probablemente a que la alta humedad de la ahuyama y las superfi-
cies cortadas proporcionaron las condiciones necesarias para el crecimiento fúngico (Hernández-López et al., 
2018) y a que algunos microorganismos aerobios psicrófilos, mesófilos y levaduras, encontraron disponibilidad 
de sustrato proveniente del almidón de yuca y materia orgánica de la ahuyama y a la temperatura ambiental 
predominante en la zona.

Pruebas microscópicas

Microscopía óptica de alta resolución (MOAR). La cáscara de la muestra testigo presentó células rotas desde el 
día 0, en tanto que en todos los tratamientos de la pulpa hubo considerable afectación debido al corte, causan-
do liberación de agua en los espacios extracelulares y degradación de los lípidos de la membrana. Se evidencia 
presencia del recubrimiento en las células de la epidermis y tejido (colénquima) que incrementa la composición 
lipídica de la estructura, posiblemente por el aceite esencial de tomillo que, debido a la permeabilidad de las 
membranas fracturadas y porosas, permitieron su alojamiento en las estructuras.

Aunque el número de células cortadas fue relativamente pequeño, el tejido vegetal dañado produjo la aparición 
de espacios intra y extracelulares en la cáscara y pulpa, por la respuesta fisiológica de reparación del tejido, res-
ponsable del aumento de la respiración y de la producción de etileno, inducción de síntesis fenólica e inicio de la 
cicatrización de heridas.

Microscopía electrónica de trasmisión (MET). La cáscara y la pulpa presentaron características propias de las 
células vegetales, como una pared celular gruesa que define la forma y el tamaño y proporciona sostén en la 
célula, cloroplastos y vacuolas cuya función es almacenar sustancias. En el tratamiento con vinipel se observó 
daño estructural en la cáscara y, como consecuencia, pérdida de la forma ovoide de la vacuola, células deforma-
das, espacios en la pared celular más pronunciados y deshidratación en las células, presentando encogimiento. 
La cáscara de los trozos en el sistema binario (CB) presentó mayor degradación celular con respecto a la muestra 
con recubrimiento, presentando células sin estructura definida, rompimientos celulares y células deshidratados 
acompañados de encogimiento. En el tratamiento con vinipel se observó la ultraestructura de la pulpa, encon-
trando la estructura del almidón (Cuadro 1).

216

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 20 No 1 · Enero–Junio 2022



Cuadro 1. Características de pulpa y cáscara por MET.

Tratamiento Día 6 Característica Día 12 Características

Muestra tes-
tigo: cáscara

División celular; se 
pierde la forma alargada 
para hacerse redonda; 
presencia de espacios 
y ruptura celular en el 
tejido de volumen.

Pérdida de grosor. El tejido 
mecánico (colénquima) 
presenta compactación 
y agrupamiento; el tejido 
de volumen (parénquima) 
sigue el proceso de ruptura 
celular.

Muestra tes-
tigo: pulpa

Pérdida de consistencia 
entre células, aparición 
de espacios extracelu-
lares y disminución del 
tamaño de las células.

Pérdida de turgencia, 
disminución de tamaño y 
aumento de espacios intra 
y extracelulares, menor 
compactación.

CR: cáscara

Epidermis transfor-
mada, modificando los 
refuerzos de la cutícula 
y los tejidos mecánicos 
(colénquima); ruptura 
de células del tejido de 
volumen (parénquima).

Epidermis mantiene 
grosor, posee refuerzos en 
la estructura de cutícula 
y los tejidos mecánicos 
(colénquima).

CR: pulpa 

Células compactadas y 
delimitadas por la pared 
celular, hay conservación 
del tejido de relleno 
(parénquima).

Pérdida de consistencia, 
degradación celular, rup-
turas a nivel intracelular y 
deshidratación del tejido.

CV: cáscara 

División celular de 
epidermis y presencia de 
refuerzos en la cutícula 
y tejido mecánico; se 
evidencian espacios en el 
tejido de volumen (parén-
quima) y ruptura celular.

Epidermis más delgada 
con refuerzos sobre la 
estructura. Colénquima y 
parénquima con espacios 
translúcidos en el interior 
de la célula, no hay espacios 
extracelulares.

CV: pulpa

Las células del tejido de 
reserva (colénquima), 
presentan espacios 
extracelulares, a perder 
forma y tamaño.

Pérdida de turgencia 
con modificaciones de 
tamaño y generación de 
espacios extracelulares; no 
hay compactación entre 
células.

CB: cáscara

Epidermis y colénquima 
han sufrido transforma-
ción de sus refuerzos y 
aumento del tamaño de la 
epidermis. El colénquima 
presenta espacios a nivel 
intracelular, pero conser-
va su compactación.

Las células epidérmicas 
continúan con la estructu-
ra de refuerzo por la pene-
tración del recubrimiento; 
hay mayor degradación 
celular en el parénquima, 
mayor cantidad de espa-
cios y menor compactación

CB: pulpa 

Células con pérdida de 
tamaño y forma, eviden-
ciado en los espacios in-
tracelulares generados. 
Se inicia proceso de des 
compactación y pérdida 
de turgencia.

Células con pérdida de 
forma, mayor cantidad de 
espacios, deterioro general 
en el tejido de reserva 
(parénquima) y cambios 
en la anatomía general de 
tejido.
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CONCLUSIONES

La mejor conservación de los trozos de ahuyama se observó con la película de vinipel, con o sin recubrimiento 
porque los frutos conservaron gran parte de sus características a temperatura ambiente (19 ºC), retrasando sig-
nificativamente la pérdida de peso, degradación de color, manteniendo la textura y firmeza de la muestra, menor 
crecimiento microbiano y conservación de los componentes (azúcares totales, contenido de grasa, humedad, 
proteína y minerales). La aplicación del recubrimiento natural a base de almidón de yuca y aceite esencial de to-
millo al 1 %, no parece ser viable para la conservación de los trozos de ahuyama en pos cosecha. El recubrimien-
to puede ser favorable para frutos enteros que no han sufrido daño físico, pero al realizar el corte no es efectivo 
como una película de barrera contra los daños fisiológicos que se presentan.
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El huevo de gallina y su procesamiento 
industrial: una revisión*

Hen’s egg and it’s industrial 
process: a review

RAMÍREZ-CRESPO, LINA MARCELA1; CORTÉS-RODRÍGUEZ, MISAEL2; MICANGUER-CARLOSAMA, ADRIANA3

RESUMEN

El huevo es un alimento con una gran cantidad de nutrientes para ser utilizados por nuestro organismo. El objetivo de 
la revisión es suministrar información general sobre el huevo de gallina y su relación con la salud; además, revisar el 
estado de los tratamientos térmicos y tecnologías emergentes aplicadas con el fin de generar valor en productos del 
sector avícola. La revisión se realizó sobre bases de datos de revistas científicas adscritas a Science Direct, Scopus, Scielo 
y Redalyc, durante un periodo comprendido entre 2013 y 2020. Dado que el huevo se considera un alimento de alto 
riesgo para la salud y un producto con una variedad de propiedades funcionales, en los últimos años, se ha identifica-
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do una tendencia en aplicar tratamientos térmicos que permitan obtener un 
producto seguro microbiológicamente para los consumidores y con el menor 
efecto en dichas propiedades para ser utilizado por la industria. En general, el 
huevo es una materia prima fácilmente procesable a través de diferentes tec-
nologías, que permiten obtener productos líquidos o sólidos para ser utilizados 
en nuevos productos procesados. El uso de estas tecnologías permite reducir 
los costos operativos y mejorar la calidad del producto.

ABSTRACT

The egg is a food with great amount of nutrients to be used by our body. Pre-
sent review provides general information about chicken egg and its relation 
to health. In addition, it also compiled information regarding the status and 
conditions of heat treatments as well as emerging technologies applied giving 
value to products from the poultry sector. The review was carried out with da-
tabases dated between 2013 and 2020; from scientific journals affiliated to 
Science Direct, Scopus; Scielo, and Redalyc. The egg is a product with a variety 
of functional properties, but also considered as a high-risk food for health. In 
recent years, a trend that applies thermal treatments to obtain a microbiolo-
gically safe product for consumers, aims to have the least effect on its natu-
ral properties when handled by industry. In general, the egg is a raw material 
easily processed through different methods, allowing the obtention of liquid 
or solid products, to be used into new ones. Such technologies contribute to 
reduce operational costs as well as improving quality.

INTRODUCCIÓN

Generalidades del huevo

El huevo es uno de los alimentos básicos de la nutrición humana, delicio-
so, saludable y fácil de digerir (Fernández et al., 2017). La American Egg 
Board (2020), describe al huevo como sigue: 1) Cáscara: cubierta externa 
del huevo, rica en CaCO

3
, cuyo color depende de la raza del ave; 2) Yema: 

componente con mayor fuente de vitaminas, minerales, grasa y proteínas, 
su color depende de la alimentación de la gallina; 3) Disco germinal: mancha 
blanca, redonda, situada en la superficie de la yema; 4) Membrana vitelina: 
capa transparente que sostiene la yema; 5) Chalaza: cordones de clara que 
conservan la yema en el centro; 6) Cámara de aire formada al final del huevo, 
debido a la contracción en el almacenamiento; 7) Membranas de la cáscara 
(interna y externa), que rodean la clara y protegen contra la penetración 
bacteriana; 8) Clara líquida: masa que está más próxima a la cáscara, se 
extiende alrededor de la clara densa en los huevos de buena calidad; 9) 
Clara densa: masa firme rica en riboflavina y proteína, se extiende menos 
que la clara líquida en los huevos de alta calidad (Figura 1). La cáscara, clara 
y yema, representan un 12, 60 y 28 %, respectivamente.

PALABRAS CLAVE:
Huevo; Gallus domesticus; 
Tratamientos térmicos; Secado; 
Propiedades funcionales; Clara; 
Yema; Proteína.

KEYWORDS:
Egg; Gallus domesticus; Heat 
treatments; Drying; Functional 
properties; White; Yolk; Protein.
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Figura 1. Estructura del huevo de gallina.

Fuente: https://dietadelhuevo.com/composicion-y-estructura-del-huevo/

El huevo es un alimento con importante contenido de nutrientes para el organismo, particularmente proteínas, 
lípidos, minerales y vitaminas de alta calidad (Lee and Paik, 2020). Se destacan contenidos de proteína (11,0-13,8 
%), lípidos (8,5–12,0 %) y agua (74,4-88,7 %) (Hester, 2017; Lesnierowski y Stangierski, 2018; Eddin et al., 2019). La 
proteína es de alto valor biológico, rica en aminoácidos esenciales, que promueven la síntesis y conservación de la 
masa muscular, relevante para atletas y adultos mayores; en estos últimos, contrarresta el proceso de sarcopenia, 
propio del envejecimiento (Lesnierowski y Stangierski, 2018). Las proteínas de la clara son principalmente, ovoal-
búmina, ovotransferrina y ovomucoide; además, lisozima, avidina y ovomucina, siendo esta última, la responsable 
de la viscosidad de la clara (Eddin et al., 2019). El cuadro 1 ilustra la composición del huevo de gallina.

Los huevos frescos presentan limitaciones en sus aplicaciones en la industria alimentaria, debido al trasporte, 
corta vida útil, fragilidad, entre otros. La calidad del huevo inicia por estar libre de contaminación microbiana 
(Ahim et al., 2019); sus características externas se valoran en función del estado de la cáscara (forma, textura, 
firmeza, limpieza y color), mientras que las interiores son evaluadas comercialmente por iluminación en el ovos-
copio, en la que se revela el tamaño de la cámara de aire, color y movilidad de la yema (Fernández et al., 2017; 
Fernández et al., 2018). El color de la clara debe ser traslucido o ligeramente opaco, en un estado de gel y estar 
libre de manchas de sangre y carne. La yema en buenas condiciones presenta un color uniforme que va entre 
amarillo brillante a naranja, y está fija en el centro del huevo por las chalazas, que no son excesivamente grandes. 
Otros aspectos internos son los valores sensoriales (olor y color), toxinas y metales pesados (Zhang et al., 2019).

Con respecto a la calidad de la clara, los factores más importantes son la línea genética, la edad del ave, el tiem-
po transcurrido luego de la ovoposición y las condiciones de almacenamiento (García et al., 2016). Saleh et al. 
(2020), reportaron que el almacenamiento a bajas temperaturas prolonga la calidad del huevo; además, se pre-
senta una disminución en su peso, un aumento del pH y de los sólidos totales de la clara (Shan et al., 2020). Por 
otra, parte, las unidades Haugh representan un indicador de frescura del huevo, que asocia propiedades como 
altura de la clara, el pH, índice de yema y color (Saleh et al., 2020).
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Cuadro 1. Composición del huevo de gallina.

Nutrientes Huevo entero Clara Yema

Energía (calorías) 72,00 17,00 55,00

Proteína (g) 6,30 3,60 2,70

Carbohidratos (g) 0,36 0,24 0,21

Grasa total (g) 4,80 0,06 4,50

Grasa monoinsaturada (g) 1,80 0,00 2,00

Grasa poliinsaturada (g) 1,00 0,00 0,72

Grasa saturada (g) 1,60 0,00 1,60

Grasa Trans (g) 0,02 0,00 0,02

Colesterol (mg) 186,00 0,00 184

Colina (mg) 126,00 0,40 116,00

Riboflavina (mg) 0,20 0,15 0,09

Vitamina B12 (mg) 0,45 0,03 0,33

Ácido fólico (mg) 24,00 1,00 25,00

Vitamina D (UI) 41,00 0,00 37,00

Vitamina A (UI) 270,00 0,00 245,00

Vitamina E (mg) 0,50 0,00 0,44

Selenio (μg) 15,40 6,60 9,50

Fósforo (mg) 99,00 5,00 66,00

Hierro (mg) 0,88 0,03 0,46

Zinc (mg) 0,65 0,01 0,39

Calcio (mg) 28,00 2,00 22,00

Sodio (mg) 71,00 55,00 8,00

Potasio (mg) 69,00 54,00 19,00

Fuente: Cortez, 2015

El huevo y la salud

Desde los años 70, el consumo de huevo ha sido limitado debido a su relación con enfermedades cardiovascu-
lares, al identificarse niveles elevados de colesterol plasmático como factor de riesgo (Dussaillant et al., 2017). 
Sin embargo, Aljohi et al. (2019), no encontraron alteraciones en los niveles de biomarcadores de enfermedades 
cardiovasculares con un consumo de 12 huevos/semana en adultos mayores. Clayton et al. (2017), reportaron en 
su revisión que no hubo afectación en las concentraciones de lípidos en sangre con la ingesta de 2 huevos en el 
desayuno, 5 veces/semana, durante 14 semanas, en comparación con un desayuno isocalórico sin huevo. Del mismo 
modo, no se reportan cambios en las concentraciones del colesterol alto o bajo, en hombres de mediana edad ni 
en mujeres premenopáusicas (20-50 años) con ingestas de 3 huevos/día durante 30 días; así como tampoco, en 
mujeres posmenopáusicas (≥ 60 años) y adultos de 40 a 65 años con ingestas de 3 y 1 huevo/día, respectivamente.

Por otro lado, Fuertes (2016) reportó la “no evidencia de efectos adversos en la ingesta diaria de huevos sobre cual-
quier factor de riesgo cardíaco en adultos con enfermedad arterial coronaria durante un periodo de seis semanas”. De 
igual forma, Katz et al. (2014), evaluaron el efecto de la ingesta diaria en 32 adultos con enfermedad arterial 
coronaria establecida, concluyendo que no existen evidencias de efectos adversos en ningún factor de riesgo 
cardiaco (dilatación, lípidos, presión arterial o peso corporal) en un lapso de 6 semanas.

Estas investigaciones y muchas otras han permitido reevaluar las restricciones del consumo de huevo; además, 
hoy existe un mayor conocimiento sobre las causas de las enfermedades cardiovasculares, las cuales pueden 
explicar cómo el colesterol en la dieta influye en el colesterol en la sangre (Katz et al., 2014; Clayton et al., 2017).
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TRATAMIENTOS CONVENCIONALES

Las industrias que utilizan huevos para la fabricación de sus productos requieren operaciones de almacenamiento, 
cascado, mezclado y la gestión de las cáscaras resultantes como residuos, por lo que es poco práctico el uso de 
huevos en cáscara. Por ello, el sector industrial ha evolucionado con la elaboración de ovoproductos como huevos 
enteros, claras y yemas en estado líquido, congelados o en polvo para su posterior uso (Roseland et al., 2020), con 
ventajas al ser de fácil almacenamiento, empleo y dosificación, evitando los problemas de la manipulación de la 
cáscara, y ahorrando mano de obra y tiempo (Spanish Association Of Egg Products Industries, SAEPI, 2020).

El procesamiento de los ovoproductos inicia con la sanitización de los huevos, posteriormente se presentan eta-
pas de quebrado, filtrado, homogenización, pasteurización, enfriamiento, refrigeración o congelación o secado, 
y empaque (Eddin et al., 2019). La máquina quebradora, elimina la cáscara y separa la clara de la yema, los cuáles 
se procesan por separado o se unen posteriormente para la producción de huevo entero. El proceso de filtración 
retira los elementos gruesos (pedazos de cáscara y chalazas). El producto se somete a un enfriamiento entre 
2 y 4 °C previo al tratamiento térmico y pasa a los tanques de mezclado para obtener un líquido homogéneo y 
con una textura adecuada. Posteriormente, se somete a pasteurización para reducir la carga patógena propia 
del producto. Dependiendo del tipo de ovoproducto, se procede a la etapa de deshidratación o directamente a 
empacar para su comercialización (Avícola Nacional S.A., 2018). Diversas tecnologías han sido utilizadas para 
la obtención de una amplia gama de ovoproductos, los cuales pueden ser agrupados en 3 categorías: líquidos, 
congelados y deshidratados, diversificándose según su aplicación en la industria de alimentos (Belyavin, 2020).

Los ovoproductos poseen propiedades funcionales (Masure et al., 2019) (Cuadro 2), debido a su composición, la 
cual confiere características bioquímicas y funcionales, dependiendo de sus estructuras en estado natural o des-
pués de ser procesados. La clara es ampliamente utilizada como ingrediente en la industria por sus propiedades 
de gelificación y formación de espuma, con importancia evidente en productos como postres, pudines, produc-
tos cárnicos reformulados, tofu y surimi (Fernández et al., 2017); mientras que la yema es usada para mayonesas, 
aderezos, salsas, pasta y otros productos, ya que los fosfolípidos, lipoproteínas y proteínas presentes actúan 
como agentes activos de superficie, que permiten la formación de emulsiones a partir de líquidos inmiscibles 
como el aceite y el agua (Fernández et al., 2018). La clara y la yema pueden coagularse y actuar como enlace con 
otros ingredientes; además, se utilizan en productos de confitería y helados para controlar la cristalización de 
las moléculas de agua y crear una textura suave y una buena sensación en la boca (Belyavin, 2020).

Nuevas alternativas se están aplicando para mejorar las propiedades funcionales del huevo, se resalta la eliminación 
de restos de yema en la clara (> poder espumante), la modificación enzimática de la yema (> poder emulsificante), 
aplicación de tratamientos térmicos de los ovoproductos líquidos (> firmeza de los geles obtenidos por coagulación 
térmica), el empleo de aditivos (> poder espumante), entre otros (Fu et al., 2020; Gazolu et al., 2020).

Pasteurización. El huevo en cáscara tiene una corta vida útil, por esta razón, se ha recurrido a varios métodos de 
conservación. La pasteurización es uno de ellos y debe garantizar una buena calidad de la materia prima cruda 
en cuanto a su composición y frescura, ya que esa calidad puede verse afectada por las condiciones ambientales 
(temperatura, humedad relativa) y el tiempo (Eddin et al., 2019).

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), sugiere que el huevo líquido entero se pasteuri-
ce al menos a 60 °C por 3,5 min; mientras que, en el Reino Unido, las recomendaciones son pasteurizar al menos 
a 64 °C durante 2,5 min. La pasteurización tradicional de huevo entero varía entre 65 y 68 °C durante 2 a 5 min, 
con el fin de asegurar 5 a 6 reducciones logarítmicas de microorganismos, especialmente Salmonella enteriditis y 
Listeria Monocytogenes (Lechevalier et al., 2017).
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Cuadro 2. Propiedades funcionales de los ovoproductos.

Propiedad Descripción Aplicaciones Referencias

Adhesiva
Adhiere ingredientes como semillas y granos 
de diversos productos.

Barritas dietéticas, pan 
y aperitivos.

(Fernández et al., 2017; Masure et 
al., 2019)

Espumante
Las proteínas de la clara forman espuma consi-
guiendo productos más aireados y ligeros.

Merengues, mousses, 
soufflés y productos 
horneados.

 (Fernández et al., 2017; Gharbi y 
Labbafi, 2019; Shan et al., 2020)

Aglutinante
Las proteínas de la clara dan estructura y ligan 
todos los componentes del alimento entre 
ellos.

Aperitivos, productos 
cárnicos, embutidos.

(Fernández et al., 2017; Fu et al., 
2020)

Clarificante
La clara de huevo inhibe el pardeamiento enzi-
mático y evita la turbidez en bebidas.

Vinos, zumos . (Liu et al., 2017)

Coagulante y 
gelificante

Las proteínas de la clara y de la yema cambian 
de estado fluido a gelatinoso.

Tartas y glaseados, 
flanes, pudines .

(Espina et al., 2014; Fernández et 
al., 2018; Shan et al., 2020; Xie et al., 
2020) 

Colorante
Los pigmentos de la yema contribuyen al color 
anaranjado de muchos alimentos.

Bollería y panadería, 
pasta, flan y natillas.

(Valverde et al., 2016; Fernández et 
al., 2017; Fernández et al., 2018)

Emulsionante
Los fosfolípidos y lipoproteínas son agentes 
tensoactivos que estabilizan las emulsiones 
aceite/agua.

Aderezos para ensala-
das, salsas.

(Shan et al., 2020; Fu et al., 2020; 
Gazolu et al., 2020)

Antioxidante
Proteínas con actividad biológica que promue-
ve el metabolismo de las grasas.

Bollería dulce, galletas, 
glaseados.

(Lesnierowski y Stangierski, 2018; 
Abeyrathne et al., 2018; Lee y Paik, 
2019)

Textura y pala-
tabilidad

Da cuerpo y suavidad sustancial a los alimen-
tos.

Variedades de pan, 
dulces y pudines.

(Fernández et al., 2017; Alavi et al., 
2020)

Flexibilidad e 
hidratación

Proteínas hidrolizadas mejoran la solubilidad, 
flexibilidad e hidratación, permitiendo conser-
var las moléculas húmedas y frescas. 

Panes especiales, dulces 
y bollería.

(Goilleux et al., 2014; Masure et al., 
2019; Fu et al., 2020)

Mejora la 
textura

Mantiene firme la textura de los alimentos y 
mejora las masas esponjosas.

Bollos, alimentos 
ligeros.

(Garcés et al., 2016; Fernández et al., 
2017; Zhang et al., 2019; Eddin et 
al., 2019)

Espesante
Espesa las salsas y da cuerpo consiguiendo 
mejorar el producto.

Salsas y recubrimiento, 
alimentos preparados.

(Fernández et al., 2017; Fernández et 
al., 2018; Zhang et al., 2019)

Fuente: Espina et al. (2014).

Los tratamientos térmicos proporcionan productos microbiológicamente seguros e incrementa la vida útil, pero 
también afectan las propiedades funcionales de las proteínas (Uysal et al., 2017). Estos cambios se deben a la 
desnaturalización de las proteínas, cuyas moléculas pierden su estructura nativa y cambian a una disposición 
más desordenada a través del reordenamiento espacial de las cadenas de polipéptidos dentro de la molécula. 
La desnaturalización puede ser inducida por diversos factores o agentes fisicoquímicos como irradiación, calor, 
pH, sal y efectos de superficie (Fernández et al., 2018). Por otro lado, en los ovoproductos, la desnaturalización 
inducida por el calor también se afecta por las condiciones mecánicas del proceso de pasteurización, incluido 
el diseño del equipo, la velocidad de flujo y el cambio de temperatura entre el medio de calentamiento y el pro-
ducto (Llave et al., 2018). Lechevalier et al. (2017) han reportado que la pasteurización del huevo a 60 °C mejora 
las propiedades interfaciales y de digestibilidad de las proteínas ovotransferrina y lisozima; además, las lipopro-
teínas presentes, al ser desnaturalizadas, son capaces de formar una red reticulada que da como resultado la 
gelificación inducida por el calor (Chang et al., 2020).

La pasteurización de la clara realizada entre 55 y 64,4 °C provoca un aumento en la coagulación de la proteína 
y una disminución de la actividad de formación de espuma cuando se prolongan los tiempos. Esto se debe prin-
cipalmente a la desnaturalización de la ovotransferrina y a la desnaturalización irreversible de la red ovomuci-
na-lisozima (Iwashita et al., 2019). Los cambios de la capacidad espumante de la clara también se afectan por 
otros factores como edad del ave, tiempo de almacenamiento, tiempo de batido, homogenización, centrifuga-
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ción, temperatura, pH, contenidos de agua y azúcar, y por la presencia de yema (Khemakhem et al., 2019). Para 
el caso de la pasteurización de la yema, Gharbi y Labbafi (2019) reportaron que algunas proteínas cambian las 
propiedades físicas tales como la viscosidad y la solubilidad, así como, las propiedades emulsionantes.

La incorporación de aditivos es una práctica que permite mejorar la estabilidad de los ovoproductos durante la 
pasteurización al retrasar su desnaturalización y modificar las propiedades funcionales (Chang et al., 2020). La 
sal afecta los enlaces de H

2
 e inhibe las interacciones entre las moléculas de agua y los grupos hidrofílicos en la 

cadena principal de la proteína, promoviendo modificaciones en la capacidad de gelificación. El azúcar mejora 
la estabilidad de la espuma y ofrece una textura pseudo-sólida en los productos de confitería (Alavi et al., 2020). 
El uso de agentes bactericidas (H

2
O

2
), reduce la contaminación microbiana, permitiendo una pasteurización a 

temperaturas más bajas y afecta en menor grado las propiedades funcionales (Vieira et al., 2019).

A nivel industrial se han implementado métodos de pasteurización con agua caliente, irradiación UV, calor seco 
o agua electrolizada (Eddin et al., 2019), entre otros. Hester (2017) pasteurizó huevos en cáscara con aire calien-
te, reportando una temperatura en la superficie externa mayor a 70 °C y en el interior menor a 55 °C; sin embar-
go, el tratamiento no fue efectivo debido a que la yema presentó reducción máxima de Salmonella enteriditis de 
1,9 ciclos Log. Otra opción es que la pasteurización con aire caliente puede combinarse alternativamente con la 
refrigeración y el envasado en atmósfera modificada (Jia et al., 2019).

Pasteurización en seco. La pasteurización con calor seco es una alternativa en productos que son susceptibles a 
la temperatura. En el proceso se busca elevar la temperatura interna del producto y mantenerla durante cierto 
tiempo hasta eliminar los microorganismos objetivos (Lechevalier et al., 2017). Para este proceso, antes del se-
cado por aspersión (SA) de la clara, no se requiere de una pasteurización previa, ya que la pasteurización se hará 
una vez el producto se encuentre en polvo y de esta forma se evite el deterioro de las propiedades funcionales. 
La integración de la tecnología de radiofrecuencia antes del SA ha permitido una reducción superior a 6,7 ciclos 
Log para Salmonella (Wei et al., 2020).

Gharbi y Labbafi (2019) reportan tratamientos térmicos (calentamiento en seco), no térmicos (alta presión hi-
drostática, micro fluidización dinámica de alta presión, Irradiación ultravioleta, ultrasonido de alta intensidad) 
y químicos (reacción de Maillard, hidrólisis enzimática) para mejorar las propiedades de formación y estabili-
dad de espuma; adicionalmente, reportan que el calentamiento de la clara causa un aumento sustancial en su 
flexibilidad molecular e hidrofobicidad superficial, dándose un despliegue más rápido y una mayor interacción 
intermolecular en la interfase formando una película más cohesiva.

Nahariah et al. (2018), evaluaron la solubilidad de la clara en polvo fermentada, pasteurizada en seco a 40, 50 y 
55 °C por 30, 39 y 48 horas, encontrando la desnaturalización de la proteína y una menor solubilidad a mayor 
tiempo, alcanzando un valor óptimo del 57 % después de 30 horas a 55 °C, en tanto que Lechevalier et al. (2017), 
mejoraron las propiedades interfaciales de la clara, sin potenciar su resistencia proteica a la digestión a calenta-
miento en seco de 2 a 5 días a 70 °C y con 2 días a 80-90 °C.

Ultrapasteurización. El tratamiento más utilizado en la industria del huevo es la pasteurización térmica, sin em-
bargo, los componentes del huevo son muy sensibles a las altas temperaturas (Lechevalier et al., 2017). La ultra 
pasteurización (UHT) aplica más calor durante un tiempo muy corto, garantizando una mejor seguridad micro-
biológica, pero puede afectar la calidad del huevo; además, produce la coagulación de las proteínas, generando 
pérdidas de la capacidad espumante, emulsionante y gelificante, lo cual también limita su uso como materia 
prima en la industria alimentaria (Espina et al., 2014). Liu et al. (2020), compararon huevos líquidos UHT y no 
pasteurizados almacenados durante 5 semanas, encontrando que el proceso UHT aumentó la vida útil del pro-
ducto y mejoraron las propiedades viscosidad, resistencia del gel y solubilidad de las proteínas, principalmente.
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Congelación. Entre las tecnologías de conservación más utilizadas se encuentra la congelación, que reduce el 
crecimiento de los microorganismos y prolonga la vida útil del huevo. Wakamatsu et al. (2018), evaluaron la 
influencia de la congelación–descongelación de la yema mediante la técnica de resonancia magnética nuclear, 
evidenciando que la desnaturalización es causada principalmente por la agregación de lipoproteínas de baja 
densidad. En un estudio similar, Au et al. (2016), evaluaron la estabilidad de la yema fresca y gelificada descon-
gelada, encontrando que se mantienen hasta 1 y 5 días de almacenamiento respectivamente. Duan et al. (2017), 
evaluaron la influencia de los procesos de congelación y descongelación de la clara de huevo (10 % en contenido 
proteico) sobre las propiedades estructurales y la capacidad de formación de espuma de las proteínas que cons-
tituyen la clara (ovoalbúmina, ovomucoide, ovotransferrina, ovomucina y lisozima), encontrando modificaciones 
en la hidrofobicidad superficial y en la disposición de los grupos sulfhidrilo libres de las proteínas, como conse-
cuencia de los cambios en sus estructuras moleculares. Las propiedades de formación y estabilidad de espuma 
mejoraron en la ovotransferrina y ovomucoide mientras que en la lisozima mejoró levemente, y en ovoalbúmina 
no se presentaron diferencias significativas. Huang et al. (2016), evaluaron mayonesas elaboradas con yema 
congelada y yema fresca, encontrando que la reología de la primera se incrementó, modificando las propiedades 
del producto y disminuyendo su estabilidad térmica. Por otro lado, nuevas alternativas como la congelación 
magnética han sido aplicadas por Fernández et al. (2017), quienes reportaron alta desnaturalización de las pro-
teínas, además de la formación y estabilidad de espuma, firmeza del gel y contenido de sulfhidrilo libre.

SECADO POR ASPERSIÓN

El uso de los ovoproductos en polvo en la industria pastelera, mezclas de panadería, mayonesas y aderezos, 
helados, pastas, entre otros, se ha incrementado porque ofrece ventajas en la reducción de costos de almace-
namiento y transporte, mayor seguridad microbiana y facilidad de dosificación (Rannou et al., 2015). La elabora-
ción de los ovoproductos en polvo tiene al menos tres etapas críticas: pasteurización, secado y almacenamiento, 
donde las condiciones de operación y almacenamiento afectan sus propiedades.

El proceso más empleado en la industria de ovoproductos en polvo es el SA, ya que es una operación económica, 
flexible y continua, produce partículas de buena calidad, y es la técnica de microencapsulación donde los bajos 
tiempos de residencia favorecen los componentes activos térmicamente sensibles; además, un alto contenido 
de sólidos en la alimentación obtenidos principalmente por evaporación y ultrafiltración al vacío, mejora la efi-
ciencia térmica y la productividad (Betoret et al., 2015).

Tratamientos previos a la alimentación al SA han sido reportados con el objetivo de mejorar las propiedades de 
los ovoproductos en polvo. La presencia de glucosa confiere malas propiedades de batido, favorece la reacción 
de pardeamiento durante el almacenamiento, además de un sabor desagradable (Ma et al., 2019). De la misma 
manera, en los ovoproductos líquidos que son sometidos a deshidratación, la presencia de glucosa favorece el 
pardeamiento durante el almacenamiento, por lo que, para reducir este efecto, se debe disminuir su nivel hasta 
obtener una concentración menor a 0,01 % en el producto final (Sujata, 2014). Ji et al. (2020) emplearon proce-
sos de ultrafiltración, adsorción de resina, precipitación y ajustes de pH en la separación de lisozima, ovomucina, 
ovotransferrina, ovomucoide y ovoalbúmina, obteniendo en la mayoría de las proteínas una pureza mayor a 90 
%, sin afectación significativa en las propiedades funcionales.

Las condiciones de operación del SA y el contenido de agentes encapsulantes son factores importantes que 
afectan la calidad de los ovoproductos en polvo (Matumoto et al., 2017). El huevo entero y la yema son más sus-
ceptibles a los cambios de las propiedades funcionales durante el SA que la clara, a pesar de que las proteínas de 
la clara coagulan a una temperatura más baja (Rannou et al., 2015).
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Magnani et al. (2015), han reportado mayor rendimiento durante el SA de huevo entero con temperatura de 
entrada de aire entre 120 y 150 °C, sin embargo, a 150 °C se produce la disminución de la cromaticidad ama-
rilla. De igual forma, a 150 °C se obtuvo mejor rendimiento en la obtención de clara en polvo, pero causó os-
curecimiento del producto debido a la reacción de Maillard (Magnani et al., 2016). Wang y Selomulya (2020), 
encapsularon por SA péptidos de proteína de clara de huevo sometidos con temperatura de entrada de 180 °C, 
obteniendo una eficiente actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina.

Katekhong y Charoenrein (2018) no encontraron en clara en polvo influencia significativa de la temperatura de 
entrada al SA (140–180 °C) sobre la solubilidad, gelificación, color y la exposición de grupos SH, sin embargo, las 
propiedades funcionales presentaron mayores cambios a los 2 meses de almacenamiento y a temperatura de 40 
°C, siendo la más afectada la propiedad de gelificación y la desnaturalización de las proteínas de la clara de huevo en 
polvo. Por otro lado, Rannou et al. (2015), evaluaron en la yema en polvo durante el almacenamiento obtenido por 
SA (160 y 180 °C), y almacenamiento entre 1 y 8 meses y temperaturas de 15 y 30 °C, reportando un incremento 
del tamaño de partícula con el tiempo (51,2→161,3 µm), mientras que la capacidad de formación de espuma mejoró 
para todos los tratamientos. Javed et al. (2018), evaluaron en polvo de huevo entero obtenido por SA, la influencia de 
las temperaturas de entrada (160-200 °C) y salida (60–80 °C), el flujo volumétrico de alimentación (200-400 mL/h) 
y velocidad de atomización (16000-24000 rpm), encontrando un efecto significativo de las temperaturas sobre las 
variables humedad y actividad acuosa (a

w
)

 
(favorable para propiedades funcionlaes y tiempo de almacenamiento), 

mientras que el contenido de ácidos grasos insaturados presentó una reducción significativa, conllevando a un 
incremento del contenido de peróxidos durante el almacenamiento (60 días y 25 °C).

En general, durante el almacenamiento, la temperatura y tiempo afectan las propiedades funcionales y el color 
en la yema en polvo (Ma et al., 2019), además, el huevo en polvo afecta en forma significativa la oxidación de la 
fracción lipídica presente, reduciendo su vida útil (Matumoto et al., 2017). Por otro lado, Wei et al. (2020), repor-
taron en yema en polvo con a

w 
≈ 0,3 limita el crecimiento de Salmonella, sin embargo, a mayores tiempos de alma-

cenamiento y en condiciones incorrectas de empacado, la bacteria sobrevive. Algunos autores han adicionado 
tocoferol como antioxidante en la elaboración del huevo en polvo, con el objetivo de controlar la degradación de 
los lípidos en el proceso y durante el almacenamiento (Matumoto et al., 2017).

TECNOLOGÍAS EMERGENTES

Altas presiones. La tecnología de altas presiones es amigable con el medio ambiente y ha mostrado resultados 
positivos como alternativa a la pasteurización convencional, por su efecto letal sobre microorganismos pató-
genos, incluso a bajas temperaturas (Menon et al., 2020), además, mejora las propiedades funcionales de las 
proteínas y contribuye a la inactivación enzimática (Singh y Ramaswamy, 2015), garantizando un producto de 
alta calidad, más seguro y con mayor vida útil, en tanto que alimentos que posean componentes de bajo peso 
molecular, es menos perjudicial que los procesos térmicos, debido a que los enlaces covalentes no se ven afecta-
dos por la presión (Gharbi y Labbafi, 2019).

En los ovoproductos líquidos, las altas presiones pueden afectar la conformación de la proteína y conducir a la 
desnaturalización, agregación o gelificación, dependiendo del sistema, la presión aplicada, la temperatura y la 
duración del proceso (Gharbi y Labbafi, 2019). Patrignani et al. (2013), reportaron una mayor inactivación de 
la Salmonella entérica inoculada en huevo líquido entero cuando se aplicaron la homogenización a alta presión 
(100 MPa) que con el tratamiento térmico y, además, se presentó un aumento en la capacidad de formación de 
espuma (50 %) con respecto a las muestras no tratadas (26 %) aunque Panozzo et al. (2014), reportaron en clara 
líquida tratada a 150 MPa/8 min, una reducción de 5 ciclos Log para la Salmonella entérica.

229

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 20 No 1 · Enero–Junio 2022



Zhu et al. (2018), reportaron que el uso de altas presiones es efectivo en la inactivación de proteínas. La apli-
cación de 500 MPa/10 min reduce la alerginicidad de la ovoalbúmina (89,7 % de inhibición), 400 MPa/10 min 
reduce la acción de alergeno de la ovoalbúmina hidrolizada de huevo, y 700 MPa/50 °C favorece la inhibición 
de la avidina en clara de huevo. Naderi et al. (2017), evidenciaron una alta desintegración de la fracción granular 
de la yema durante la obtención de extractos enriquecidos en tratamientos a 600 MPa/5 min, lo cual favoreció 
el rendimiento (menor a 230 μg folato/g sólido seco), además se observó la presencia de fosvitina en la fracción 
granular. Chung et al. (2016), aplicaron en huevos enteros líquidos tratamientos a 300 MPa/3 min seguido de 
calor (52 °C/3,5 min y 55 °C/2 min) en presencia de citrato de trietilo (2 %), alcanzando una reducción de más de 
5 ciclos Log en E. coli y L. innocua).

En la yema de huevo, la fosvitina es de gran interés por el alto contenido en el aminoácido serina, debido a sus 
propiedades funcionales y biológicas. La aplicación de 600 MPa/10 min permitió incrementar la trasferencia 
de la proteína hacia la clara facilitando su recuperación en la fracción soluble del huevo (Duffuler et al., 2020). 
Por otra parte, Singh y Ramaswamyg (2015), reportaron a 550 MPa/5 min un aumento en la viscosidad debido 
a la desnaturalización y agregación de las proteínas e influir negativamente en las propiedades funcionales de 
formación de espuma y el color, en la clara y en el huevo entero, en tanto que Shahbaz et al. (2018) reportaron a 
550 MPa/5 min la conservación del color de la yema y sus propiedades sensoriales, en huevos pelados cocidos 
tratados por altas presiones y posterior pasteurización.

Calentamiento óhmico. Es eficaz para la pasteurización térmica, escaldado, deshidratación, entre otros, tam-
bién llamada “calentamiento por resistencia” o “Electro calefacción”. El calentamiento óhmico se produce por el 
paso de una corriente eléctrica a través del alimento, incrementando la temperatura en su interior en forma rá-
pida y homogénea, por la acción de la resistencia que ofrece el alimento a la corriente eléctrica, donde se inhiben 
los microorganismos a través del calor, proporcionando bajas pérdidas (Jaeger et al., 2016; Menon et al., 2020).

La tecnología ha sido aplicada para evaluar su efecto sobre las propiedades en el huevo entero, mejorar la ca-
pacidad de formación de espuma, aumentar la viscosidad, conservar las propiedades de gelificación y color y 
reducir la desnaturalización de las proteínas (Ramaswamy et al., 2014). Llave et al. (2018), evaluaron el efecto 
de los tratamientos térmico y del calentamiento óhmico (30 V/20 KHz) de la yema y de la clara en baño de agua 
(20→90 °C a 0,5 °C/min) sobre las propiedades de color, encontrando que el aumento de la temperatura produ-
ce un cambio de color de la yema (naranja claro → amarillo vivo) y de la clara (transparente → nublado), relacio-
nando ambos fenómenos con la desnaturalización de las proteínas, concluyendo que el calentamiento óhmico 
conserva mejor la calidad nutricional y sensorial.

Alamprese et al. (2019), aplicaron al huevo entero tratamientos con una frecuencia de 20 kHz y 2 escalas de ten-
sión (0–90 V/0–180 V), manteniendo el producto a 65,5 °C/3 min, 70 °C/1 min, y 67 °C/4,5 min, garantizando la 
tecnología como una alternativa adecuada a la pasteurización convencional; además, se observó un incremento 
de la viscosidad aparente (hasta 190 %), un exceso de espuma (hasta 28 %) e incremento de la dureza de gel 
(hasta 15 %). Otros autores aplicaron tratamientos a 20 V/cm/20-60 °C al huevo líquido, sin encontrar cambios 
significativos en la viscosidad aparente, ni en la energía de activación; además, reportan que la aplicación del 
tratamiento 10 V/cm/ 50 Hz-10 kH en una solución de albúmina conllevó a la transición a gel a 75 °C, mientra 
que, en concentraciones de albúmina < 2 % p/v en la clara no hubo formación de gel (Jaeger et al., 2016). Por 
otro lado, Alamprese (2015), reportaron la comparación de la pasteurización tradicional (65 °C/3,5 min) con el 
calentamiento óhmico (0-68 °C/1,4 min/20 V/cm) en huevo entero, encontrando una incorporación de aire de 
324±7 % y 484±3 % respectivamente.

Campos eléctricos pulsados. Los campos eléctricos son una tecnología efectiva en la industria alimentaria, don-
de la temperatura alcanzada no supera los 55 °C, contribuyendo en el mejoramiento de la funcionalidad del ali-
mento, la capacidad de extracción y la recuperación de compuestos nutricionales, así como la biodisponibilidad 
de micronutrientes (Barba et al., 2015). Se aplica una intensidad eléctrica en el rango de 15 a 50 kV/cm y tiempos 
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entre 1 y 100 μs, lo cual genera una diferencia de potencial entre las membranas celulares, lo suficientemente 
alta como para hacer que éstas se descompongan y, por lo tanto, inactiven los microorganismos de forma irre-
versible debido a la permeabilidad celular (Menon et al., 2020).

La aplicación de campos eléctricos ha permitido la modificación de las estructuras secundarias y terciarias de 
las proteinas de la clara, la obtención de peptidos en el huevo entero o como tratamiento previo a la hidrolisis de 
las proteínas, mejorando su digestibilidad (Liu et al., 2018). Los mismos autores evaluaron la bioactividad de las 
proteínas hidrolizadas de huevo, reportando que la actividad antioxidante y antiinflamatoria de la ovomucina 
mejoró a las condiciones de 695 KJ/kg, 1,7 KV/cm y pH=4 (Liu et al., 2019). Así mismo, la tecnología produce en 
la clara agregaciones principalmente en las proteínas lábiles al calor, cuando se utiliza alta intensidad en el cam-
po eléctrico pulsado (700 KJ/kg, 1,8 kV/cm y pH=5-7) (Liu et al., 2017). Baba et al. (2018), pasteurizaron huevo 
entero, integrando un calentamiento previo a temperatura inferior a 55 °C y campos eléctricos pulsados a 50 
KV/cm, obteniendo una reducción de 6 ciclos Log en las enterobacterias aerógenas, cuando utilizaron carboxi-
metilcelulosa como vehículo de incorporación, mientras que se presentó menor efectividad en la inhibición de 
enterobacterias cuando se utilizaron líquidos que contenían lipoproteínas extraídas del huevo entero.

Espina et al. (2014), aplicaron tratamientos combinados al huevo entero: 25 kV/cm y 100 kJ/kg seguido de calor 
suave (60 °C, 3,5 min) en presencia de 200 μL/L de aceite esencial de limón, encontrando una reducción de 4 
ciclos Log de Salmonella senftenberg 775W y Listeria Monocytogenes. Por otro lado, Wu et al. (2014), después de 
aplicar tratamientos de 25 kV/cm durante 200, 400, 600 y 800 µs en clara, reportaron una disminución en el 
contenido de proteína soluble de 4,18, 4,40, 7,84 y 9,66 %, respectivamente, atribuyendo esto a la formación de 
agregados durante su procesamiento; adicionalmente, reportaron que en condiciones de 25kV/cm y 800 µs se 
reducía en 4,5 ciclos log para Salmonella.

Microondas. El calentamiento por microondas es una de las tecnologías emergentes que gana terreno cada 
día en el procesamiento de alimentos, siendo efectiva en procesos de cocción, secado, conservación y pasteu-
rización; en esta última, es capaz de destruir microorganismos a temperaturas menores que la convencional, 
sin embargo, no es uniforme ya que los campos electromagnéticos están afectados por las propiedades de los 
alimentos, geometría del empaque y la ubicación dentro del equipo (Zhang et al., 2013). La tecnología aprovecha 
el comportamiento dieléctrico de las sustancias expuestas para generar calor desde el interior, la cual ocurre a 
cierta profundidad del producto (Wang et al., 2020).

Li et al. (2019), evaluaron en clara en polvo la influencia del microondas sobre la solubilidad, la capacidad espu-
mante y la estabilidad de la espuma, determinando que las mejores condiciones se obtuvieron a 419,4 W/90 
s. Li et al. (2020), reportaron en proteínas de clara en polvo tratadas por calentamiento y fosforilización con 
microondas, un incremento en la porosidad e hidrofobicidad de la superficie y reducción en tamaño de partí-
cula mejorando así las propiedades de humectabilidad (ángulo de contacto 142,85°), solubilidad (95,52 %) y 
dispersabilidad. En otro estudio, Li et al. (2018), evaluaron la fosforilación química y asistida por microondas 
de las proteínas de la clara, reportando un incremento del potencial zeta, y la capacidad y estabilidad de forma-
ción de espuma con el uso de microondas (400-500 W), mientras que a 600 W obtuvierom una disminución en 
estas propiedades. Por otro lado, Sumashree et al. (2019), pasteurizaron huevo líquido por microondas (2,45 
GHz/900 W/ 20, 40 y 60 s), obteniendo con 40 s la ausencia de Salmonella para todos los tratamientos y límite 
seguro para el recuento total de bacterias (>103 Log UFC/mL).

Ultrasonido. El ultrasonido aplicado en alimentos comprende ondas de sonido con frecuencias entre 20 y 100 
kHz e intensidad de sonido de 10 a 1000 W/cm2. Los alcances implican la inactivación microbiana y enzimática, 
la homogeneización de fluidos multifásicos, la emulsificación, cristalización, limpieza de superficies y la mejora 
de la transferencia de masa en tecnologías de membrana, entre otros (Goilleux et al., 2014; Menon et al., 2020). 
Es una tecnología no térmica con efectos positivos o negativos en la calidad de los alimentos, que utiliza energía 
de vibración, produciendo burbujas de cavitación y genera temporalmente puntos de presión y temperatura alta 
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cuando ocurre la implosión. Se ha encontrado que la ultrasonicación es más efectiva en la inhibición de la actividad 
enzimática cuando se combina con otros procesos, tales como alta presión y/o calor (Chemat et al., 2017).

En el huevo, Jun et al. (2020), aplicaron ultrasonidos mediante frecuencia dual continua (20/40 KHz), mejorando 
las propiedades de gelificación, solubilidad, capacidad de formación de espuma y su estabilidad proteica; ade-
más, disminuyó el tamaño de partícula en comparación con el huevo no tratado. Xiufang et al. (2020), reportaron 
una sinergia efectiva de tratamientos de ultrasonidos (968W/cm2) con tratamientos térmicos (35 °C/20 min) y 
adición de lisozima, en la pasterización de huevo entero líquido, logrando una reducción de 4,26 ciclos Log de 
Salmonella typhimurium. Kulchaiyawat et al. (2016), aplicaron en clara de huevo un calentamiento inicial a 63 °C 
por 5 min, seguido de la sonicación y adición de anhídrido octenil succínico (OSA), minimizando la formación de 
espuma durante el mezclado con otros ingredientes, mejorando la estabilidad térmica de las proteínas y conclu-
yendo que el efecto del ultrasonido depende de la frecuencia, el pH y el tiempo de exposición. Gharbi y Labbafi 
(2018), reportaron que el tratamiento con ultrasonido a 20 kHz durante 2-14 min mejoró la solubilidad de las 
proteínas de la clara de huevo en la solución (10 % p/p y pH 8) y redujo el tamaño de las partículas de la proteína. 
Sheng et al. (2018), evaluaron el efecto del ultrasonido a 20 kHz en diversos pretratamientos de potencia (90, 
120, 240, 360 y 480 W durante 10 min) sobre la formación de espuma de la clara, encontrando que la aplica-
ción de 360 W produce mayor capacidad de formación de espuma (260 %). Stefanović et al. (2017), evaluaron 
tratamientos por ultrasonido a 20 kHz durante 2 a 15 min en la clara, reportando una disminución en el tamaño 
de partícula (368,4±10,5 → 68,4±5,2 nm) e incremento las fuerzas repulsivas de acuerdo con el potencial zeta 
(-4,7±1,4 → -22,8±1,1 mV), lo que mejoró la estabilidad de la proteína (193,3 %) frente a una clara no tratada; 
además, se incrementó solubilidad (8,1 %) y la capacidad de formación de espuma (60,6 %). Aunque, la tecnolo-
gía es utilizada en la industria de alimentos, debe tenerse en cuenta que puede afectar la calidad sensorial, ma-
nifestándose en sabores desagradables, cambios en los parámetros físicos y degradación de los componentes.

Radiación Ultravioleta. La radiación de luz ultravioleta (UV) es una tecnología no térmica que puede utilizarse 
en la inactivación de diversos tipos de microorganismos pero, debido a la débil penetración de la luz, solo fun-
ciona en superficies o líquidos claros (Ricke y Gast, 2017); además, sus efectos dependen del tipo de producto y 
la dosis aplicada. Algunos autores afirman que no produce agentes indeseables que afecten el sabor, olor y color 
del alimento; además, elimina la Salmonella, Escherichia coli y Listeria en huevos (Gharbi y Labbafi, 2019).

Ricke y Gast (2017) reportan letalidad para la mayoría de los microorganismos en las superficies, además de 
microorganismos en el aire; por otro lado, aplicaron radiación UV (23,6±0,1 J/cm2/20 s) en huevos con cáscara, 
encontrando una reducción logarítmica de 5,3 UFC/cm2 de S. Enteritidis sin provocar daño visual al huevo. Bing 
et al. (2019) evaluaron la aplicación de 10 W/cm2 combinada con desinfección con agua electrolizada ligeramen-
te ácida sobre la descontaminación de las cáscaras de los huevos y, específicamente, sobre la Salmonella enteri-
tidis, encontrando una reducción de 6,54 Log UFC/g. Hester (2017) aplicó un tratamiento UV con intensidad de 
0,620 mW/cm2 durante 7 min, reportando una reducción de 4,6 ciclos logarítmicos de Salmonella Typhimurium 
inoculada; además, se encontró una reducción de 2,6 y 4,3 ciclos Log de Salmonella enteriditis con tratamientos 
(0,1 mW/cm2/2 min) y (2,5 mW/cm2/5 min) respectivamente.

La radiación UV de alta energía se ha usado experimentalmente para pasteurizar ovoproductos líquidos, conge-
lados y en polvo, siendo los resultados satisfactorios en muchos casos; sin embargo, se acelera la oxidación de 
los ácidos grasos, aunque no causa cambios de color o pH de los huevos líquidos. Por otro lado, cuando la clara 
se pasteuriza por radiación UV se puede generar cambios de sabor pero, si ésta es posteriormente sometida a 
SA, los sabores extraños se volatilizan (Sheng et al., 2018). De Souza et al. (2015), cuantificaron vitaminas (A, B

2
, 

B
5
, C y E), minerales (P, Cl, K, Na, Ca, Mg, Fe y Zn) y principales metabolitos secundarios (luteína y zeaxantina) en 

el huevo entero, yema y clara, después de ser sometidos a la exposición a UV, reportando buena estabilidad de 
estos nutrientes a excepción del retinol, vitamina C y carotenoides, los cuales mostraron pérdidas de hasta 80, 
66 y 61 %, respectivamente.
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Por otra parte, Mattioli et al. (2020) compararon el efecto del ozono (600 mg/h for 2 h) y la radiación UV (254 
nm por 15 s) sobre la calidad mibrobiológica del huevo, reportando una reducción de 2,27 y 5,57 ciclos Log de 
Salmonella en los huevos tratados con UV y ozono, respectivamente.

CONCLUSIONES

Los ovoproductos son materias primas utilizadas en una gran variedad de industrias alimenticias como panade-
ría, repostería, salsas y aderezos, sopas, pastas, cremas, entre otros, pero a su vez, es una matriz alimentaria muy 
sensible ante los tratamientos térmicos, ya que sus proteínas tienen bajas temperaturas de desnaturalización, 
por lo que se requiere el uso de nuevas tecnologías o tecnologías mejoradas que permitan el procesamiento a 
temperaturas más bajas o menor tiempo de proceso, para que no se vean afectadas severamente las propieda-
des funcionales, características sensoriales y valores nutricionales de los productos.
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