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Resumen

Titulo en espafiol: EVALUACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO DEL
LACTOSUERO SOBRE Penicillium sp. EN AREPAS DE MAIZ Y DE YUCA.

Las arepas son productos que se obtienen a partir de la masa de maiz blanca,
amarilla 0 mezcla de ambas previamente cocida, mezclada con otros ingredientes
como sal, queso entre otros, posteriormente asadas o horneadas; una de las
principales limitantes en su produccién y comercializacion es la contaminacion con
mohos, antes del final de su vida util; por lo que se han evaluado soluciones como
el uso de nuevos conservantes. En este contexto, estudios encaminados al
aprovechamiento del lactosuero, que es un subproducto proveniente de la
elaboracion de quesos, demuestran que puede funcionar como conservante natural
si es hidrolizado con proteasas, puesto que, algunos péptidos provenientes de esta
hidrélisis se asocian con un efecto antimicrobiano y antifangico. Por tal motivo, la
presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial antifungico del
lactosuero WPC 80 pretratado mediante hidrélisis con proteasas, sobre Penicillium
sp. en arepas de maiz y de yuca; para tal propdsito, el lactosuero WPC 80 fue
hidrolizado con cinco tipos de proteasas comerciales (Formea®, Alcalase®,
Protamex®, Papaina y Tripsina de pancreas bovino) determinando su efecto
antifingico en medio de cultivo y en arepas de maiz y yuca, analizando a su vez el
impacto de su uso en las caracteristicas sensoriales (sabor y acidez) y
fisicoquimicas (Porcentaje de humedad y pH) de estos productos; obteniendo
finalmente como resultado que, de todos los hidrolizados evaluados el hidrolizado
con tripsina presentd efecto antifungico, siendo este mucho menor al efecto del
acido sorbico pero similar al del propionato de calcio. De su aplicacién en arepas de
maiz y yuca, se evidencié que su mezcla con acido sérbico ambos a 500 ppm,
limitaba el crecimiento de mohos tanto en refrigeracion como en un ambiente con
variacion de temperatura y humedad relativa, logrando alcanzar una vida util igual
o superior a la exhibida por arepas con mezcla de conservantes (acido sérbico 874
ppm y propionato de calcio 499 ppm) y con solo acido sérbico a 500 ppm, ademas
el uso de este hidrolizado no produjo impacto negativo en las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales analizadas. En conclusion, el hidrolizado del lactosuero
WPC 80 con tripsina, es una opcion para incrementar la vida util de arepas que
contienen &cido sorbico como conservante, en especial si se requiere un producto
gue se pueda almacenar fuera de nevera y con bajas concentraciones de
conservantes sintéticos.

Palabras clave: efecto antifungico, lactosuero, Penicillium, arepa de maiz y yuca.



Abstract

Titulo en inglés: ASSESSMENT OF THE ANTIFUNGAL EFFECT OF WHEY ON
Penicillium sp. IN CORN AND CASSAVA AREPAS.

Arepas are products made from the dough of white corn, yellow corn, or a
combination of both, previously cooked and mixed with other ingredients such as
salt, cheese, among others, and then baked or grilled. One of the main limitations in
their production and commercialization is mold contamination before the end of their
shelf life. Therefore, solutions such as the use of new preservatives have been
evaluated. In this context, studies aimed at the utilization of whey, a byproduct of
cheese production, demonstrate that it can function as a natural preservative when
hydrolyzed with proteases, since some peptides resulting from this hydrolysis are
associated with antimicrobial and antifungal effects. For this reason, the objective of
this research was to evaluate the antifungal potential of pre-treated whey protein
concentrate (WPC) 80 through hydrolysis with proteases against Penicillium sp. in
corn and cassava arepas. For this purpose, WPC 80 was hydrolyzed with five types
of commercial proteases (Formea®, Alcalase®, Protamex®, Papain, and bovine
pancreatic Trypsin), determining their antifungal effect in culture media and in corn
and cassava arepas. The impact of its use on the sensory characteristics (flavor and
acidity) and physicochemical properties (moisture content and pH) of these products
was also analyzed. The results showed that, among all the hydrolysates evaluated,
the hydrolysate with Trypsin presented an antifungal effect, which was much lower
than the effect of sorbic acid but similar to that of calcium propionate. When applied
to corn and cassava arepas, it was observed that the combination of the hydrolysate
with Trypsin and sorbic acid, both at 500 ppm, inhibited mold growth both under
refrigeration and in an environment with temperature and relative humidity variations,
achieving a shelf life equal to or greater than that exhibited by arepas with a mixture
of preservatives (sorbic acid 874 ppm and calcium propionate 499 ppm) and arepas
with sorbic acid alone at 500 ppm. Furthermore, the use of this hydrolysate did not
have a negative impact on the analyzed physicochemical and sensory
characteristics. In conclusion, the hydrolysate of WPC 80 with Trypsin is an option
to extend the shelf life of arepas containing sorbic acid as a preservative, especially
if a product that can be stored outside the refrigerator and without high
concentrations of synthetic preservatives is required.

Keywords: antifungal effect, whey, Penicillium, corn and cassava arepa.
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Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de
maiz y de yuca

Introduccion

La arepa es un alimento tradicional en Colombia elaborado a base de maiz que se
consume con frecuencia en todo el territorio nacional, principalmente durante el
desayuno. Segun las estadisticas de Nielsen, el 73% de los colombianos incluye
una arepa en su primer alimento del dia, aunque también es comudn en el almuerzo
y la cena, lo que la convierte en un elemento importante en la dieta de los
colombianos (Quintero, 2018). Desde el punto de vista econdémico, el mercado de
las arepas en Colombia esta valorado en $448.000 millones de pesos anuales, con
una penetracion del 80% en hogares. Las regiones de mayor consumo son
Antioquia, con el 64%, y Bogota, con el 18% (C. Gomez, 2021).

Al igual que otros productos a base de cereales, la calidad de este producto se ve
afectada por la aparicion de hongos, que hacen que la vida util del mismo sea corta,
lo que dificulta su distribucion y trae como consecuencia una alta incidencia de
devoluciones del producto, una problematica de gran relevancia para las empresas
productoras al implicar millonarias pérdidas. Existen diferentes causales por las
cuales se produce la contaminacion de las arepas con hongos, entre ellas se
destaca la alta actividad de agua y humedad del producto (NTC 5372: Arepas de
Maiz Refrigeradas. Especificaciones de Producto., 2007), la contaminacion cruzada
durante el proceso productivo, teniendo en cuenta que las materias primas como el
maiz y el queso empleados para su elaboracion también se ven afectadas por la
contaminacion con mohos (A. Gomez, 2007; Gonzélez-Forte et al., 2019). De igual
forma, es un alimento que requiere por lo general refrigeracion, por lo que la pérdida
de la cadena de frio se considera otra causal de relevancia, siendo este problema
frecuente cuando el producto se distribuye en tiendas o mercados pequefios cuya
infraestructura no garantiza que esta cadena se mantenga, bien sea por ausencia
de control térmico en los refrigeradores, fallas técnicas o mal uso de estos equipos
(Corpas & Tapasco, 2012, 2013).

Actualmente, la extension de la vida atil de los alimentos perecederos como las
arepas es un reto de alta prioridad para la industria de alimentos, por la retribucién
econOmica que conlleva en relacion a un ahorro en los costos implicitos en la
logistica de distribucion, y por la posibilidad de expandir estos productos en el
mercado internacional, teniendo en cuenta que las arepas al igual que otros
productos del sector agroindustrial, a la fecha tienen una vida Gtil corta considerando
que tienen como principal forma de transporte la via maritima (participacion del
61,7% al 2013), y los principales paises destino son por ejemplo Estados Unidos,
Pera y Puerto Rico; el tiempo de transporte por esta via oscila entre los 4 y 15 dias
(ProColombia, 2014), sumado al tiempo que se demora en su distribucion desde los
puertos a los puntos de venta, lo que implica que lleguen productos con fecha corta
a los anagueles y hace gue sean poco atractivos para la inversién extranjera. En
torno a dichos intereses se han evaluado en los ultimos afios estrategias para la
extensién de la vida atil de los alimentos perecederos, muchas de ellas mediante la
aplicacion de aditivos que contrarrestan principalmente la contaminacion microbiana
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del producto, o nuevas tecnologias de empaqgue que permiten controlar la atmdsfera
en contacto con el alimento (Qian et al., 2021a).

Adicional a los problemas econdmicos que conlleva la contaminacién de las arepas
por mohos, existen otros problemas asociados principalmente ambientales y de
salud publica; los problemas ambientales se derivan del desperdicio del producto
contaminado tanto en los puntos de venta como en los hogares, lo que aumenta la
cifra de desperdicio de alimentos en Colombia, que segun el Departamento de
Planeaciéon Nacional (DNP) equivale a 3,5 millones de toneladas al afio, lo que
representa un 12,3% de la oferta nacional disponible de alimentos; una cifra que
debe reducirse a la mitad en aras de cumplir con la meta Objetivo de Desarrollo
Sostenible 12.3, correspondiente a la reduccion del desperdicio y pérdida de
alimentos. Por otro lado, la contaminacion con mohos se asocia con un incremento
en la prevalencia de micotoxinas en los alimentos, lo que incurre en un problema de
salud publica, teniendo en cuenta que estas toxinas pueden provocar diferentes
afectaciones en la salud como dafio hepatico, neuropatias e incluso cancer (A.
GOmez, 2007); de igual forma, la alta incidencia de contaminacion por mohos en
arepas, ha ocasionado que algunas pequefias industrias opten por incrementar la
cantidad de conservantes excediendo los limites permitidos bajo normativa
colombiana (Resolucién 4125 de 1991).

En Colombia, para mitigar la contaminacion de las arepas con mohos actualmente
se estdn empleando estrategias como empaques al vacio, la congelacién del
producto y el uso de conservantes tradicionales. Dentro los conservantes
frecuentemente empleados se encuentra el &cido sorbico y el propionato de calcio;
sin embargo, hoy en dia se buscan alternativas que favorezcan la naturalidad del
producto, por lo que estos al asociarse con ingredientes sintéticos no son bien vistos
por los consumidores. De igual forma, el efecto antifungico de estos conservantes
tradicionales es muy dependiente de las caracteristicas fisicoquimicas del producto,
por lo que si no se tiene presente estos factores el conservante no funcionara pese
a la adicién de altas concentraciones (Mani-Lépez et al., 2018). Por tal motivo, se
hace indispensable la busqueda de nuevos conservantes principalmente de origen
natural que pueden alargar la vida atil de los alimentos igual o ain mas que la
alcanzada por los conservantes tradicionales. En este contexto, se ha demostrado
que el lactosuero cuando se hidroliza con proteasas, se generan diferentes péptidos
gue se han asociado con potencial antimicrobiano y antifingico, lo que hace
interesante el aprovechamiento de este subproducto como un posible conservante
en los alimentos (Brandelli et al., 2015).

El lactosuero es un subproducto que se obtiene durante la produccion de quesos.
Este liquido contiene lactosa (4.5-5% p/v), proteinas solubles (0.6-0.8% p/v), lipidos
(0.4-0.5% plv), sales minerales (8-10% del peso seco), asi como Urea, acido urico
y vitaminas del complejo B (Parra, 2008). Debido a su alta carga organica, su
descarte sin tratamiento conlleva una contaminacion significativa, al presentar una
demanda bioldgica de oxigeno (DBO) de 30-50 g O2/L y una demanda quimica de
oxigeno (DQO) de 60-80 g O2/L (Parra, 2008). Es por ello que la industria lactea
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debe procesarlo antes de su vertimiento, lo que supone costos considerables
asociados al funcionamiento de una planta de tratamiento de agua residual. No
obstante, en los ultimos afios, se ha estado aprovechando este subproducto para
diferentes aplicaciones, como su uso en bioprocesos en los que se emplea como
sustrato para la produccion de diversos metabolitos de interés industrial, tales como
acidos organicos, por ejemplo, acido galacténico, bioetanol, bioplasticos, goma
xantana, biomasa de microalgas y enzimas. Asimismo, se ha empleado en la
elaboracion de fertilizantes en agricultura (Mehra et al., 2021).

En la industria alimentaria, el lactosuero es un subproducto muy valorado, ya que
se utiliza para elaborar una amplia variedad de bebidas no fermentadas y
fermentadas, muchas de ellas funcionales debido a la inclusion de probidticos,
prebibticos, vitaminas y minerales (Ayed et al., 2023). Ademas, este subproducto se
emplea como estrategia de microencapsulacion de algunos microorganismos
probiéticos para aumentar su resistencia a los tratamientos térmicos tipicos en la
produccion de alimentos (Tkaczewska, 2020). También se utiliza para separar la
lactosa y las proteinas hidrolizadas, que funcionan como endulzante, suplemento
dietario o bebidas para deportistas (Parra, 2008). Tal como se menciond
anteriormente, en los Ultimos afios se ha estudiado su uso como conservante, ya
gue tiene efecto antimicrobiano y antifingico, especialmente cuando se fermenta
con bacterias acido lacticas (Mehra et al., 2021). Sin embargo, también se ha
demostrado que los péptidos generados en la hidrélisis de las proteinas con
proteasas pueden tener también el efecto antimicrobiano y antifingico deseado
(Brandelli et al., 2015; Tkaczewska, 2020).

Dado el potencial que presenta el lactosuero en cuanto a su efecto antifingico, en
la presente investigacion se evalla el efecto antifungico del lactosuero WPC 80
pretratado mediante hidrélisis con proteasas, sobre el hongo Penicillium sp. en
arepas de maiz y de yuca. A la fecha son limitados los estudios de nuevos aditivos
gue permitan alargar la vida util y prevenir el crecimiento de mohos en alimentos tan
tradicionales como lo son las arepas, pese a las millonarias pérdidas que se asocian
a esta problematica, por lo cual, este estudio resulta de interés puesto que
contribuye con la generacion de nuevo conocimiento en un tema de tanto impacto
para la industria de alimentos como lo es la extension de la vida util de los productos
alimenticios. Igualmente, el uso de estrategias no convencionales para el
alargamiento de vida util, en especial, a través de la valorizacién de subproductos
de la misma industria de alimentos es de relevancia al contribuir con la economia
circular necesaria en toda la cadena de suministro, produccion y distribucién de los
alimentos en Colombia.
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1. Marco tedrico

1.1 Breve historia de la arepa

El maiz fue el cereal indigena por excelencia en las épocas previas a la conquista
e incluso después de ella, siendo por tanto la principal fuente de alimentacion
indigena reconocida por los espafioles con su llegada a América; como muestra de
ello se pueden evidenciar algunos fragmentos de textos del siglo XVI, hechos por
colonizadores espafioles, en donde se hace referencia reiteradamente a alimentos
como el maiz, la yuca, el aji, la ahuyama, la papa y el pescado. Pese a que habia
variaciones en la alimentacion de un territorio a otro, en centro y sur América el maiz
era siempre el comun denominador de todos los asentamientos indigenas
(Saldarriaga, 1999). Otro de los aspectos que se describen en las cronicas escritas
por los espafoles que se asentaron en el nuevo mundo, era la forma en como el
maiz era consumido, destacando formas simples como el maiz tierno y tostado y
formas complejas como cocinado, fermentado y amasado (Saldarriaga, 1999).

En el nuevo mundo, principalmente en las zonas correspondientes hoy en dia a
Colombia y Venezuela, el maiz se consumia principalmente en forma de “pan”, pero
que segun los relatos de los espafioles era un pan diferente puesto que no tenia el
mismo proceso de panificacion que se realizaba por ejemplo con el trigo, por lo que
se interpreta que este alimento correspondia a lo que se conoce hoy en dia como
arepa (Saldarriaga, 1999). Uno de los primeros comentarios que se registran en
torno a la palabra arepa data de 1548 en un escrito de Pedro Ruiz de Tapia que
hablaba sobre una visita a los indios de la pesqueria de perlas que se hacian en la
costa del rio de La Hacha, cerca de Venezuela; escrito en el cual afirmé: “se
acostumbraba a darle de comer a cada indio tres arepas de maiz, una a almorzar,
otra a comer y otra a cenar, los cuales panes se hacen, para sustentarse bien un
indio y tener bien de comer, entre cuatro, un almud de maiz” (Saldarriaga, 1999).
Igualmente, en otro relato de la época hecho por Fray Pedro Simén se da una
definicién a la palabra arepa, quien la definié como: “Arepa, es el pa[n] que se haze
de la massa del maiz, que echa en forma de tortillas delgadas, se cuecen en unos
tiestos en fuego manso, y sirve de los mismo que el pan de trigo, suelen hazerse
muy regaladas con guevos, manteca, y otras cosas que les hechan”(Saldarriaga,
1999).

En cuanto a las caracteristicas de la arepa que fueron descritas por los relatos
espafoles de la época se destaca que tenian un peso considerable siendo en
promedio de casi una libra, lo que difiere a la arepa que se conoce a hoy dia. Los
territorios en los cuales predominaba la arepa como principal forma de preparacion
del maiz era del rio grande de la Magdalena hacia el oriente y en cercanias a la
costa (Saldarriaga, 1999). Sin embargo, la arepa comenz0 a alcanzar nuevos
territorios del Nuevo Reino, mediante diferentes rutas; su avance por cada uno de
estos territorios implico variaciones en su preparacion, que comenzaron a ser tipicas
de cada territorio, tal como se puede percibir actualmente en las distintas regiones
de Colombia (Saldarriaga, 1999).
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1.2. Definicidn y caracteristicas de las arepas

Segun la NTC 5372:2007 “Arepas de maiz refrigeradas. Especificaciones de
producto” la arepa se define como: “producto para consumo obtenido a partir de la
masa de maiz blanca, amarilla 0 mezcla de ambas previamente cocida, mezclada
con otros ingredientes tales como sal, queso, entre otros y que debe ser
almacenada en refrigeracion de 4 °C a 10 °C”. El maiz base para su elaboracién
puede ser proveniente del maiz trillado cocido y molido o de la harina de maiz
precocida; Sin embargo, en otras definiciones del producto se destaca que ademas
del maiz pueden contener también como ingrediente principal el almidén de yucay
la harina de trigo (ICBF & FAO, 2020). Para la preparacién tradicional de las arepas
el maiz cocido y molido o la harina de maiz es mezclada con los demés ingredientes,
luego de ello se moldea la masa para dar la forma circular caracteristica de las
arepas Yy finalmente, se pasa por una coccion que puede ser completa, cuando el
producto va listo para consumir o incompleta cuando el producto se vende como
precocido (Rivas Alfonzo, 2014).

A nivel industrial, el proceso de produccién de arepas inicia con la coccién del maiz
empleando marmitas atmosféricas o en algunos casos equipos que permiten hacer
un control de la presion para agilizar los tiempos de coccién. Una vez cocinado, el
maiz se pasa por molinos industriales para facilitar la formacion de las masas de
arepa; Después de eso, se mezcla el maiz molido con otros ingredientes que
cumplen diferentes funcionalidades como, por ejemplo: aditivos que potencien o
confieran nuevos sabores, quesos y margarinas que mejoran la palatabilidad de las
masas, gomas que evitan el partimiento o desmoronamiento del producto y
conservantes que permiten alargar la vida util del mismo. Posteriormente, estas
mezclas se pasan por trogueles con moldes de los didmetros deseados para el
producto final. Por dltimo, se someten a un nuevo proceso de coccién
principalmente en hornos a los cuales se les ajusta la temperatura y tiempo de
residencia para garantizar la precoccion del producto. El producto precocido pasa a
través de cavas de enfriamiento que disminuyen rapidamente su temperatura para
finalmente empacarse.

Los lineamientos sobre los cuales se hace por lo general el control de calidad de las
arepas en términos de caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas, se
encuentran en la Norma Técnica Colombiana NTC 5372:2007 “Arepas de maiz
refrigeradas. Especificaciones de producto”. En la Tabla 1, se puede visualizar las
caracteristicas microbioldgicas, en donde se destaca el nivel maximo permitido de
mohos y levaduras, siendo este de 1000 UFC/g, adicionalmente la norma establece
que si las arepas contienen en formula queso debe cumplir con la ausencia de
Salmonella spp./25 g. Ademas de las caracteristicas microbiol6gicas mencionadas
en la NTC 5372:2007, en Colombia se cuenta con la Resolucion 1407 de 2022, la
cual presenta los criterios microbiol6gicos que deben cumplir los alimentos vy
bebidas para consumo humano; los criterios presentados en la resolucion difieren
de la norma técnica, puesto que amplian en su mayoria los niveles maximos
permitidos de algunos microorganismos comunes en arepas, entre ellos los mohos
y levaduras (Tabla 2). En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas fisicoquimicas

18



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de
maiz y de yuca

dadas por la NTC 5372:2007 y se puede evidenciar que estas varian
considerablemente de acuerdo a los ingredientes que contiene el producto final.

Tabla 1. Caracteristicas microbiolégicas segin NTC 5372.
Dénde n corresponde al tamafio de la muestra; ¢ nUmero maximo de muestras
permisibles con resultados entre m y M; m el indice maximo permisible para identificar el
nivel de buena calidad y M el indice maximo permisible para identificar el nivel aceptable

de calidad.

Microorganismo n c m M
Mohos y Levaduras (UFC/g) 5 1 100 1000

Escherichia coli (UFC/g) 5 0 Ausente -
Staphylococcus aureus coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 100 1000
Bacillus cereus (UFC/g) 5 2 100 1000

Bacterias aerobias mesaéfilas (UFC/g) (como

control a 24 h -48 h post-produccién 5 2 1000 | 10000

Tabla 2. Criterios microbioldgicos para arepas segun la Resolucion 1407 de 2022. Dénde
n, ¢, my M tienen la misma definicién que la tabla 1.

Microorganismo n c m M
Mohos y Levaduras (UFC/g) 5 2 1000 | 3000
Escherichia coli (UFC/g) 5 0 <10 -
Staphylococcus coagulasa positiva (UFC/g) 5 2 <100 | 1000
Bacillus cereus (UFC/g) 5 2 300 1000

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas segun NTC 5372.
2 Siendo 6,25 el factor de conversion para determinar el porcentaje de proteina en
cualquier tipo de arepa.

Arepas sencillas

Arepas con
(blancas, Arepas rellenas
. queso en la
amarillas o de queso (con
. masa (con .
Requisito mezcla de ambas margarina y/o

margarina y/o

tipo antioquenas mantequilla)

e integrales)
Minimo | Maximo |Minimo [ Maximo | Minimo | Maximo

mantequilla)

Proteina en fraccion de
masa en base seca, en 3,2 - 5 - 8 -
porcentaje @
Humedad en fraccién de

masa en base seca, en 55 68 42 65 55 65
porcentaje
Aflatoxinas (ug/kg) - 10 - 10 - 10

Actualmente, el mercado de las arepas continla experimentando un crecimiento
significativo. Se han introducido nuevas lineas de productos que, si bien mantienen
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la esencia tradicional de este plato, incorporan ingredientes innovadores que se
adaptan a los gustos y necesidades del consumidor actual (Rodriguez et al., 2018).
Entre las nuevas opciones disponibles en el mercado de las arepas, destaca la linea
funcional, que se caracteriza por incluir ingredientes como cereales integrales,
semillas como la chia y pseudocereales como la quinoa. Por otro lado, las arepas
elaboradas a base de almidén de yuca también estan ganando popularidad debido
a su sabor distintivo. Ademas, el choclo es otra variante muy demandada en el
mercado colombiano. La inclusion de estos nuevos ingredientes en la elaboracion
de las arepas implica cambios en las caracteristicas fisicoquimicas del producto.
Por ejemplo, las arepas de la linea funcional presentan un mayor contenido de
proteinas y fibra, mientras que las arepas de yuca se caracterizan por tener un
menor contenido de humedad. Por su parte, las arepas de choclo se distinguen por
una mayor cantidad de azUcares totales. Estos cambios representan un desafio
para la industria alimentaria, ya que deben garantizar que estos productos
mantengan su calidad y frescura a lo largo de su vida util, por lo que se hace
indispensable el estudio del uso de conservantes tradicionales y nuevos
conservantes en estos tipos de producto (Rodriguez et al., 2018).

1.3. Retos en el mercado nacional e internacional de las arepas

Las arepas son un alimento muy popular y tradicional en la cocina colombiana, y su
consumo es extendido en todo el pais. Son consideradas un icono de la
gastronomia colombiana y se consumen tanto en el desayuno como en otras
comidas durante el dia. EI mercado de las arepas en Colombia es bastante dinAmico
y ha experimentado cambios en los ultimos afios; al 2021 dicho mercado estaba
avaluado en $448000 millones de pesos al afio, con una penetracion del 80% en los
hogares, siendo las regiones de mayor consumo Antioquia con el 64% y Bogota con
el 18% (C. Gémez, 2021). Las marcas que lideran la categoria de arepas son: Don
Maiz, Bimbo y arepas pan, pese a ello, existe una gran cantidad de empresas
pequefias y familiares que se encargan de la fabricacién y venta de las mismas, lo
gue deja en evidencia el gran impacto que tiene este alimento en la economia del
pais.

Aunque tradicionalmente las arepas han sido consumidas principalmente a nivel
local, en los ultimos afios existe un creciente interés en la exportaciéon de este
producto. Colombia ha logrado posicionar las arepas en algunos mercados
internacionales, especialmente en paises con una diaspora colombiana
significativa, como Estados Unidos, Espafia y Canada. Estos paises cuentan con
una demanda establecida de productos colombianos y una familiaridad con la
cultura y la cocina del pais (ProColombia, 2019). La exportacion de arepas implica
enfrentar desafios logisticos, ya que se trata de un producto perecedero que debe
conservar su calidad y frescura durante el transporte. Ademas, es importante
adaptarse a los requisitos y regulaciones sanitarias y de etiquetado de cada pais
importador (ProColombia, 2014). Algunas empresas colombianas han incursionado
con éxito en la exportacion de arepas, ofreciendo variedades tradicionales y también
innovadoras, adaptadas a los gustos y preferencias de los consumidores
internacionales. La promocion de la arepa como un producto auténtico y versatil de
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la cocina colombiana ha contribuido a su reconocimiento y aceptacién en el &mbito
internacional (Rodriguez et al., 2018).

Es importante tener en cuenta que el mercado de exportacion de arepas aun esta
en desarrollo y existen oportunidades para expandir la presencia de este producto
en otros paises. Sin embargo, es necesario realizar estudios de mercado, establecer
alianzas estratégicas y cumplir con los estandares de calidad y seguridad
alimentaria para tener éxito en la exportacion de arepas desde Colombia (Rodriguez
et al., 2018). A su vez, se hace inminente la necesidad de evaluar estrategias que
permitan mejorar la vida Uutil de las arepas sin implicar cambios en sus
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales, destacando el posible uso de nuevos
conservantes y de nuevas tecnologias de empaque, considerando los largos
tiempos involucrados en el transporte de este tipo de productos, el cual se hace
principalmente por via maritima (ProColombia, 2014).

1.4. Estrategias de conservacion para la extension de la vida atil de los
alimentos tipo panaderia

La vida util de un alimento se define como el tiempo que dura un producto sin el
deterioro visible por mohos, levaduras o bacterias; mientras que, la estabilidad en
almacenamiento se define como, el tiempo en el cual el producto conserva las
caracteristicas de calidad que se relacionan con la frescura del mismo,
destacandose aroma, sabor, apariencia y textura (McDonough et al., 2015). Para el
estudio de vida util de las arepas, se suele tomar como referencia por lo general el
grupo de productos horneados o de panaderia, pese a que no son elaboradas
necesariamente con harina de trigo (Cauvain & Young, 2010); o también se toma
como referencia otros productos a base de maiz como las tortillas.

Los alimentos horneados tipo panaderia e incluso las tortillas de maiz tienen por lo
general los mismos cambios fisicos, quimicos y microbioldgicos durante su vida util;
a nivel de la estabilidad en almacenamiento se observa un deterioro principalmente
de la textura, el sabor y la apariencia(Cauvain & Young, 2010), siendo este ultimo
cambio promovido por el crecimiento de microorganismos en la vida util del
producto, principalmente mohos de los géneros Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium, Mucor y Neurospora, de los cuales Penicillium es el mas frecuente;
de bacterias se pueden observar aquellas del género Bacillus como Bacillus subtilis
y Bacillus licheniformis; en el caso de las levaduras se suele encontrar especies
como Hyphopichia burtonii y Saccharomycopsis fibuligera, que se asocian al
fendbmeno de contaminacion llamado moho de tiza (Garcia et al., 2019; Qian et al.,
2021). En la Figura 1 se puede evidenciar algunos microorganismos que afectan
los productos horneados a lo largo de su vida util.

Para los alimentos horneados, se han desarrollado diferentes estrategias de
conservacion como: métodos fisicos en los cuales se incorporan diferentes
tecnologias en el proceso de elaboracion como luz ultravioleta, infrarrojo, calor por
microondas, ultra altas presiones (Axel et al.,, 2017; Qian et al., 2021) y COz2
supercritico (Kapoor et al., 2021), pese a ello se ha evidenciado que presentan
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algunos inconvenientes como dificultad para alcanzar el interior del producto
horneado ademas de su alto costo (Qian et al., 2021); otra estrategia consiste en
los métodos convencionales de conservacion en los cuales se usan conservantes
como el acido soérbico y propionato de calcio junto con la adicién de reguladores de
acidez, que si bien pueden prevenir el crecimiento de microorganismos presentan
algunos problemas como baja solubilidad, impacto sensorial negativo al dejar
residuales amargos en el producto (McDonough et al., 2015), pueden inactivarse e
incluso evaporarse o migrar rapidamente (Qian et al., 2021), ademas de estos
problemas la tendencia del consumidor actual estd enfocada en la busqueda de
alimentos con etiquetas limpias por lo que este tipo de conservantes no esta bien
visto, por tal motivo, se ha investigado el uso de biopreservantes que cumplen la
misma funcién pero no son sintéticos, destacando por ejemplo el uso bacterias acido
lacticas, aceites esenciales o metabolitos del plantas entre otros (Axel et al., 2017).

Especie causante de la contaminacion

Aspergillus Hyphopichia burtonii Paecilomyces varioti  Penicillium roqueforti
pseudoglaucus

Apariencia a simple
vista en pan blanco

Apariencia a simple
vista en pan integral

Vista al
estereoscopio

Vista al
microscopio

Figura 1. Evidencia de especies que contaminan productos horneados en vida util.
Tomado y adaptado de Garcia et al. (2019).

Finalmente, otra estrategia que esta en auge es el uso de nuevas tecnologias de
empaque en donde se ha explorado el uso de empaques activos (envases
antimicrobianos, antioxidantes, absorbedores de humedad, emisores de etanol y
emisores de COz) y empaques inteligentes (envases con biosensores, indicadores
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de frescura, identificacion por radiofrecuencia, entre otros) (Han et al., 2018). Esta
nueva tecnologia de empaque tiene diferentes ventajas como un menor impacto en
las caracteristicas sensoriales del producto ademas que no requiere el uso de altas
concentraciones de conservantes tradicionales; sin embargo, en algunos paises
como Colombia el uso de esta hueva tecnologia de empaques se limita a muy pocas
industrias (Caicedo-Perea et al., 2022). Segun cifras del 2018 en América latina el
mercado de empaques activo e inteligentes estaba avaluado en $4,5 mil millones y
se espera que a finales del 2023 esta cifra incremente a $6,28 mil millones (Qian et
al., 2021b).

1.5. Estrategias de conservacion en arepas

Las arepas tienen algunas caracteristicas fisicoquimicas que las hacen propensas
a su contaminacién con mohos, entre estas se destaca su alta actividad de agua la
cual suele oscilar entre 0,980 y 0,999 (Restrepo Flérez et al., 2012) siendo valores
optimos para el crecimiento de bacterias, mohos y levaduras (Vilgis, 2015) (Figura
2), ademas que presentan por lo general valores de pH entre 5,5y 6,5 (Restrepo
Florez et al., 2012), cifras que siguen siendo muy altas para prevenir el crecimiento
microbiano. Adicionalmente, tal como se menciond anteriormente, las nuevas
tendencias en el uso por ejemplo de semillas y pseudocereales, asi como también
del almidon de yuca como materia prima para su elaboracion, las hace propensas
al deterioro microbiano teniendo en cuenta que estos alimentos son fuente de
esporas de mohos y de bacterias patdgenas como Bacillus cereus (Pino, 2020);
sumado a que el maiz y el queso que son ingredientes tipicos en su elaboracion
también son fuente principalmente de mohos y sus esporas.

Actualmente, existen pocas estrategias para la conservacion de las arepas, por lo
que se hace necesario realizar estudios que permitan encontrar métodos que
alarguen su vida util correspondiendo a la necesidad de soportar los cambios que
se dan en la cadena de frio en Colombia y la necesidad de incrementar el mercado
de exportacién de este producto. Entre las estrategias que hoy en dia se utilizan
para alargar la vida util de las arepas se destacan el uso de conservantes
tradicionales, en algunos casos de biopreservantes, tecnologias de empaque y
condiciones de congelacion del producto que, si bien es una de las formas mas
efectivas para prevenir el crecimiento de microorganismos, afecta la textura y el
sabor del producto. A continuacion, se describen las estrategias mas relevantes de
extensién de vida Gtil empleadas en arepas.
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Figura 2. Actividad de agua y procesos en alimentos.
Tomado de Viglis (2015).
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1.5.1. Estrategia de extension de vida util en arepas: conservantes
tradicionales y biopreservantes

Normalmente en el transcurso de la vida Util de los alimentos estos sufren diferentes
cambios debido a reacciones fisicas, quimicas, enzimaticas y microbianas; los
conservantes actdan inhibiendo microorganismos patdégenos que deterioran la
calidad del producto durante su vida util. Estos aditivos se encuentran regulados,
por lo cual deben emplearse en bajas cantidades especificamente partes por millén
y no pueden exceder del 1 al 3% en peso del producto (Garcia-Garcia & Searle, 2015).
En la legislacion colombiana actual, Resolucion 4125 de 1991 del Ministerio de
salud y proteccion social, los conservantes se definen como: “sustancias o mezclas
de sustancias que impiden o retardan el proceso biolégico de alteracion, producido
en los alimentos por los microorganismos o las enzimas”; los conservantes
permitidos y las cantidades maximas admitidas en los alimentos segun dicha
normativa se pueden evidenciar a continuaciéon en la Tabla 4.

Tabla 4. Cantidades méximas de los conservantes admitidos en alimentos segun la
Resolucion 4125 de 1991 del Ministerio de salud y proteccion social.

Conservante permitido Cantidad méxima permitida (mg/kg)
Acido benzoico y sus sales de calcio,
. ) 1000
potasio y sodio
Acido propiénico y sus sales de
: : : 3000
calcio, potasio y sodio
Acido s6rbico y sus sales de calcio,
. : 1000
potasio y sodio
Ascorbato de calcio 1000
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Conservante permitido Cantidad mé&xima permitida (mg/kg)
Di6xido de azufre y sus sales,
bisulfito, metabisulfito y sulfito de 1500
calcio, potasio y sodio
Hexametilenotetramina 600
Nisina 12,5
Nitratos de potasio y sodio 500
Nitritos de potasio y sodio 200
Parahldroxmenzoato_s de etilo, metilo 1000
y propilo

Ademas de los conservantes mencionados en la Tabla 4 existen otros tipos de
conservantes, en la Tabla 5 se puede observar una breve clasificacion de los
mismos; pese a ello, la seleccion de un conservante o la combinacién de los mismos
para incluirla en una arepa u otro alimento debe ser previamente validado, puesto
que, la eficacia o el efecto real de este aditivo depende de muchos factores como:
el tipo de microorganismo que crece tipicamente en la matriz alimenticia, el pH de
la matriz, la composicion e incluso el tiempo de vida atil que se desea alcanzar en
el producto (Garcia-Garcia & Searle, 2015). A continuacion, se detallan algunos de
los conservantes frecuentemente empleados en arepas y productos de panaderia,
asi como nuevas tendencias que tienen un uso potencial en productos como las

arepas.

Tabla 5. Clasificacion de algunos conservantes empleados para alimentos. Tomado y

adaptado de Surekha & Reddy (2014).

Conservantes naturales

Conservantes Sintéticos

Bacteriocinas

Sal Organicos Nisina
Humo Acido acético, acetatos y diacetatos
Picantes Acido sorbico y sus sales
Vinagre Acido benzoico y sus sales
Alcoholes Acido p-hidroxibenzoico ésteres y sus sales

Acido bérico y boratos
Acido citrico y sus sales
Acido férmico y formatos
Acido lactico y sus sales

Inorganicos
Poli aminoacidos
Acido carbénico (CO,)

Nitritos y nitratos
Fosfatos

Peréxido de hidrégeno

Acido propi6nico y sus sales

Acido sulfuroso y sulfitos (SO»)
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% Conservantes tradicionales: acidos orgénicos en conjunto con acidulantes

Algunos acidos organicos tienen un efecto antimicrobiano destacable y son
considerados como seguros (GRAS) por la FDA, por lo que comunmente se
emplean como conservantes en los alimentos (Moro et al., 2022). Entre los
conservantes mas empleados se encuentran los acidos organicos lipofilicos débiles
y sus sales como el sorbato, benzoato y propionato. El efecto antimicrobiano de
estos conservantes se asocia a su naturaleza lipofilica que les permite en un
principio difundir en su forma no disociada a través de la membrana celular; cuando
ingresan a la célula al presentar el citoplasma pH cercanos a la neutralidad, se
disocian conduciendo a la reduccion del pH citoplasmético lo cual desencadena
problemas en el plegamiento de las proteinas, producen inhibicion enzimatica y
causa alteraciones metabolicas generalizadas (Garcia-Garcia & Searle, 2015). A su
vez, la reduccién del pH interno neutraliza el gradiente electroquimico a través de la
membrana plasmética lo cual dificulta el transporte activo de muchos nutrientes
esenciales (Garcia-Garcia & Searle, 2015).

El efecto antimicrobiano de los acidos organicos lipofilicos débiles, es muy
dependiente de las caracteristicas fisicoquimicas del alimento, principalmente de su
pH (Campos, 1995; Moro et al., 2022; Surekha & Reddy, 2014) puesto que, la forma
activa de estos acidos corresponde generalmente a su forma no disociada; entre
mas bajo sea el pH o mas cercano esté al valor del pKa del acido hay un mayor
porcentaje de acido sin disociar que puede atravesar la membrana celular, y generar
los efectos antimicrobianos en mencién (Campos, 1995). En este contexto, es
importante mencionar que en general los sorbatos tienen como ventaja el hecho de
ser mas efectivos aun en el rango de pH comprendido entre 6,0 - 6,5, a diferencia
de otros conservantes como el propionato y el benzoato cuyo pH maximo para
inhibir el crecimiento microbiano esta entre 5,0 - 5,5y 4,0 — 4,5, respectivamente
(Campos, 1995). Adicionalmente, se sabe que los sorbatos o &cido sorbico tienen
una actividad antimicrobiana que es mas efectiva contra mohos que contra
bacterias, mientras que, el propionato tiene un mayor efecto antimicrobiano frente a
bacterias (McDonough et al., 2015; Moro et al., 2022). Por tal motivo, en productos
horneados se suele recomendar el uso de sorbatos o0 acido sérbico con propionatos
o acido propidénico (McDonough et al., 2015).

El acido sérbico es uno de los conservantes mas ampliamente empleado en la
industria de alimentos. Este es un compuesto natural obtenido en 1859 por A.H
Hoffman a partir del aceite de serba inmadura. Sin embargo, en 1900 fue obtenido
de forma sintética y cuarenta afos después se descubrié su efecto antimicrobiano,
demostrando que inhibe el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias, siendo
mas efectivo para hongos y levaduras que contra bacterias (Campos, 1995). El
efecto antimicrobiano de este conservante en los alimentos es altamente
dependiente de sus propiedades quimicas como su solubilidad, reactividad y
estabilidad. En cuanto a su solubilidad, se sabe que es mucho méas soluble en
lipidos que en agua, y que en general dicha solubilidad aumenta si se incrementa la
temperatura del alimento; pese a ello es importante resaltar que las sales de este
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acido son mucho més solubles en agua que en forma de &cido. Con respecto a su
estabilidad se sabe que esta puede variar por efecto de la degradacion del mismo y
esta degradacion se puede dar por autooxidacion, en donde la oxidacién se produce
principalmente cuando esta en solucidon acuosa; por efectos del proceso por ejemplo
las altas temperaturas y calentamientos prolongados asi como también la irradiacion
favorecen su degradaciéon (Campos, 1995; Thomas & Delves-Broughton, 2014), ademas
de su reaccién con otros moléculas presentes en el alimento (Tabla 6); a su vez se
ha evidenciado que pueden degradarse también por efectos microbianos (Thomas &
Delves-Broughton, 2014).

Tabla 6. Factores implicados en la degradacion del &cido sérbico.
Recopilacién a partir de Campos (1995); Thomas & Delves-Broughton (2014).

Factores que favorecen degradacion del
acido sorbico
Compuestos o
componentes del

Factores que limitan degradacién del &cido
s6rbico

Compuestos o

Condiciones
componentes del

ambientales/proceso

Condiciones
ambientales/proceso

alimento alimento
-EDTA —Altas temperaturas en -Antioxidantes -Empaque vacio
tiempos prolongados
L . -Menor actividad de
-Disminucion de pH -Cloruro de sodio o de agua y porcentaje de
-Glicina (Principalmente cuando guayp J

potasio humedad del producto a

esta en solucién acuosa) conservar

-Sulfato y fosfato
de sodio, potasio y
amonio

-Irradiacién -Alcoholes como etanol
-Exposicion prolongada a
la luz (Principalmente
cuando esta en soluciéon
acuosa)

-Metabisulfito de
sodio

-Di6xido de azufre

-Aminoéacidos

(principalmente
aquellos con
grupo sulfihidrilo

-Algunas especies de
bacterias, mohos y
levaduras

libres)
-Glicerol

En diferentes estudios se ha observado que algunas bacterias tienen la capacidad
de degradar el acido sorbico y sorbatos, esto ocurre porque metabolizan dicho
compuesto principalmente cuando se encuentra en concentraciones subletales y el
grado de contaminacion del alimento con estas bacterias es muy alto; las bacterias
gue tienen la capacidad de metabolizar este conservante son algunas acido lacticas
como Lactiplantibacillus plantarum y Lactococcus lactis (Campos, 1995), que tienen
la capacidad de fermentar el sorbato produciendo sorbato de etilo, acido 4-
hexenoico, 1-etoxihexa-2,4-dieno y 2-etoxihexa-3,5-dieno. Algunas especies de
levaduras del género Candida también pueden metabolizar este conservante
(Thomas & Delves-Broughton, 2014).
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En mohos, se ha documentado que ciertas especies del género Aspergillus,
Fusarium, Geotrichum, Mucor y Penicillium pueden metabolizar el sorbato por una
reaccion de descarboxilacion que forma 1,3-Pentadieno (con olor a queroseno), por
esterificacion produciendo sorbato de etilo o por reduccion generando 4-hexenol y
acido 4-hexenoico (Campos, 1995). Adicionalmente, se sabe que existen especies
de levaduras de los géneros Brettanomyces, Candida, Saccharomyces vy
Zygosaccharomyces asi como mohos del género Penicillium que tienen la
capacidad de tolerar el sorbato, puesto que pueden expulsar lo aniones que causan
la disminucion del pH citoplasmatico, o pueden generar poros diminutos en la
membrana que se asocian con contraccion celular e incluso, pueden proteger sus
enzimas de los bajos pH mediante produccion de polioles u otros solutos (Thomas &
Delves-Broughton, 2014).

Otro acido organico lipofilico débil que es frecuentemente empleado para la
conservacion de alimentos es el acido propionico y sus sales. Desde el punto de
vista fisicoquimico, este acido y sus sales son solubles en agua (Kagliwal et al.,
2014). En cuanto a su efecto antimicrobiano se ha demostrado que es efectivo frente
a bacterias, mohos, pero en levaduras no presenta un buen efecto inhibitorio, lo que
lo hace adecuado para su uso en productos de panaderia que emplean la levadura
para la fermentacion (Kagliwal et al., 2014). Si bien se conoce el efecto antifingico
frente a varias especies de mohos, se ha evidenciado que en algunas especies del
género Penicillium este acido y sus sales no inhiben su crecimiento, por ejemplo, P.
roqueforti, P. paneum y P. commune no son inhibidos por el propionato de calcio
incluso cuando se usa en altas concentraciones (Garcia et al., 2019; Moro et al., 2022;
Suhr & Nielsen, 2004). En algunos estudios con P. roqueforti se ha demostrado que
el propionato puede estimular el crecimiento de esta especie, principalmente a altas
actividades de agua (aw >0,97) y pH alto (pH>4,8) ademas que estimula la
produccion de metabolitos secundarios como acido micofendlico (Suhr & Nielsen,
2004), que presenta actividades antibacteriales, antivirales, anticancerigenas e
inmunosupresoras; por lo que fue aprobado por la FDA como medicamento
inmunosupresor (Siebert et al., 2020).

Por otro lado, en algunos estudios se ha relacionado el propionato con efectos
nocivos en la salud humana cuando se consume de forma constante; hasta el
momento se sabe que puede causar niveles elevados de glucosa ademas de
resistencia a la insulina y alteraciones del ciclo circadiano (Perry et al., 2016; Tirosh
et al.,, 2019; Xu et al.,, 2022). Dichos estudios se han realizado en organismos
modelo como ratones y pez cebra, siendo este Ultimo un organismo modelo muy
comunmente empleado para estudios de toxicologia teniendo en cuenta que este
tiene un 87% de similaridad genética con los humanos (Xu et al., 2022) . Pese a los
resultados obtenidos en dichos estudios, los propionatos siguen siendo
ampliamente usados en la industria alimentaria dado que las entidades regulatorias
de salud no tienen evidencia suficiente para demostrar dicha toxicidad. Hoy en dia
en Colombia, los propionatos se usan de forma extendida en la mayoria de
productos de panaderia.
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El &cido benzoico y sus sales se han empleado como conservantes en los alimentos
desde hace muchos afos, aspecto que se puede evidenciar en la primera
legislacion de alimentos en la que se nombran los conservantes, la cual fue
elaborada por salud publica en Reino Unido durante 1925. En esta legislacion se
nombra el 4cido benzoico y sus sales como un conservante efectivo y seguro para
su uso en alimentos (Ogbadu, 2014). Estos conservantes se caracterizan a nivel
fisicoquimico porque en forma de &cido presentan una baja solubilidad en
soluciones acuosas, mientras que las sales de este acido son solubles en agua
(Garcia-Garcia & Searle, 2015; Ogbadu, 2014). Su efecto antimicrobiano se produce
principalmente a bajos pH (2,5-4,0) por lo que se usa en alimentos acidos, aunque
también es muy efectivo en alimentos con alto contenido de azlcares siendo muy
comun en mermeladas, jaleas, helados y chicles. Dado que funciona a bajos pH
tiene un buen efecto inhibitorio frente a bacterias que toleran ambientes acidos; de
igual forma, también pueden presentar efecto inhibitorio frente a mohos y levaduras,
por lo cual no se recomienda en alimentos que impliquen una fermentacién con
levadura (Ogbadu, 2014).

Adicional al bajo pH, la deficiencia de nitrégeno también refuerza el efecto del acido
benzoico y sus sales, dado que este conservante inhibe el mecanismo de
macroautofagia que es tipico en los microorganismos cuando estan expuestos a
deficiencia de nitr6geno. Pese al buen efecto inhibitorio de este acido y sus sales
contra levaduras y mohos principalmente, existen algunas especies que pueden
tolerar incluso altas concentraciones de estos conservantes; levaduras como
Zygosaccharomyces baili  (Ogbadu, 2014; Stratford et al.,, 2013)
Zygosaccharomyces Rouxii y Saccharomyces cerevisiae y mohos como Aspergillus
parasiticus. Si bien, muchas bacterias no crecen en ambientes tan acidos como a
los que es més efectivo el acido benzoico y sus sales, bacterias formadoras de
esporas como Bacillus coagulans y bacterias acido lacticas no deseadas en algunos
alimentos, pueden inhibirse con estos conservantes (Ogbadu, 2014).

Pese a que los &cidos lipofilicos débiles mencionados anteriormente tienen un
efecto inhibitorio frente a bacterias, mohos y levaduras, este efecto se ve potenciado
si se afade un acidulante a la matriz alimenticia. Los acidulantes son acidos que
cumplen diferentes funciones en el alimento, entre estas funciones se destaca: la
modificacion del sabor, puesto que, cada tipo de acido tiene per se unas
caracteristicas gustativas (tiempo de inicio de la percepcién de la acidez, intensidad
de la acidez y el regusto persistente) que modifican o intensifican las sensaciones
de sabor generadas por otros compuestos en el alimento, por ejemplo, con su
acidez enmascaran regustos o residuales que dejan algunos compuestos como los
edulcorantes no caléricos o en reducciones de sodio elimina el amargor del cloruro
de potasio dando el sabor salado tipico del cloruro de sodio (Dziezak, 2015; Gurtler &
Mai, 2014); funcion tecnoldgica puesto que regula el pH, retardando reacciones
enzimaticas como el pardeamiento, controla la gelificacion de ciertos hidrocoloides
y estandariza el pH en procesos de fermentacion; sirve como agente quelante,
acomplejando iones metalicos como como cobre, hierro, manganeso, niquel,
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estafio y zinc, los cuales catalizan reacciones de oxidacion en el alimento,
dejandolos no disponibles para dichas reacciones (Dziezak, 2015; Gurtler & Mai, 2014).

Ademas de las funciones mencionadas anteriormente, los acidulantes tienen un
efecto antimicrobiano, puesto que en los alimentos estos &cidos aumentan la
concentracion de protones, disminuyendo el pH, lo cual afecta negativamente las
paredes celulares, membranas celulares y proteinas superficiales de diferentes
microorganismos. A diferencia de los acidos lipofilicos débiles, estos no pueden
atravesar las membranas celulares por lo que no estan implicados en la disminucion
del pH citoplasmatico, sin embargo, al disminuir el pH de la matriz alimenticia
favorecen que los acidos lipofilicos débiles se encuentren en un mayor porcentaje
en su forma no disociada, que es la que principalmente se asocia con la actividad
antimicrobiana, por lo que se afirma que estos &cidos tienen un efecto sinérgico con
los acidos lipofilicos débiles, por lo cual para alargar la vida atil de los alimentos
siempre se utilizan ambos (Garcia-Garcia & Searle, 2015). Dentro de los acidos que
mas se emplean en los alimentos, se destacan: el acido acético, adipico, citrico,
fumarico, lactico, malico, fosforico, tartarico y la glucono delta lactona (Dziezak,
2015).

Si bien los acidos empleados como conservantes ayudan a disminuir la proliferacion
de microorganismos en los alimentos, estos deben ser utilizados en cantidades
especificas teniendo en cuenta pueden cambiar significativamente las
caracteristicas organolépticas, principalmente sabor en los alimentos, siendo este
efecto mas pronunciado cuando se hace uso excesivo de los acidulantes (Gurtler &
Mai, 2014); por ejemplo, con poca cantidad de acido fumérico se puede alcanzar una
sensacion acida alta equivalente a si se empleara una alta cantidad de &cido citrico
0 &cido lactico. La glucono delta lactona es un acidulante muy comunmente
empleado, y se caracteriza porque tiene una tasa muy lenta de acidificacion; cuando
este acidulante esta en presencia de agua se hidroliza para formar una mezcla en
equilibrio entre el acido glucénico y las d- y g-galactonas, esta reaccion ocurre de
forma lenta, pero aumenta la cinética cuando se incrementa la temperatura
(Dziezak, 2015). A medida que la glucono delta lactona se convierte paulatinamente
en acido gluconico las caracteristicas gustativas cambian de dulce a neutro hasta
alcanzar un ligero sabor acido; la ligereza de este acidulante como su elevada
accion quelante de metales hace que se emplee en muchos productos como
chocolate, tofu, pudines de leche, carnicos entre otros (Dziezak, 2015). En los
productos de panaderia y a base de maiz como las tortillas se suele usar como
acidulantes el acido citrico, acido lactico y acido fumarico (Serna-Saldivar & Rooney,
2015). En la Tabla 7 se puede evidenciar los acidulantes con mayor uso en la
industria de alimentos, sus principales caracteristicas y sus aplicaciones.
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Tabla 7. Acidulantes, descripcion y usos en la industria de alimentos.
Recopilado de Gurtler & Mai (2014); Dziezak (2015).

Acidulante

Caracteristicas

Alimentos en los que se usa

Acido adipico

Poco higroscopico, acidez
persistente que tiene muy buen
desempefio en productos con sabor
a uvay frutales. Es mas agrio que el
acido citrico. De todos los
acidulantes en solucion este es el
menos acido, pero tiene una gran
capacidad amortiguadora en el rango
de pH de 2,5a 3,0.

Quesos analogos, grasas,
mezclas de bebidas y de pasteles
en polvo.

Acido citrico

Alta solubilidad en agua, buen
agente quelante, tiene un efecto
tampon en un amplio rango de pH
(2,5-6,5). Previene de forma efectiva
la inversion de la sacarosay el
pardeamiento.

Postres, confiteria, gelatinas,
bebidas carbonatadas, embutidos
y carnes frescas y secas.

Acido acético

Tienen un buen efecto
antimicrobiano pero su sabor y olor
caracteristico hace que su uso se
limite a unos cuantos tipos de
alimentos.

Encurtidos, chutney, ensaladas
cremas, mayonesas, aderezos y
salsas.

Acido fumarico

Poco higroscopico, baja solubilidad
en agua, para lograr la sensacion
acida se requiere de menos cantidad
que otros acidulantes como el acido
citrico. Presenta un sabor frutal.

Pan de centeno, jaleas,
mermeladas,
bebidas, dulces, agentes
emulsionantes de agua en aceite,
grasas y acondicionadores de
masa.

Acido malico

Higroscopico. Con sabor acido,
amargo y suave que genera
permanencia en boca por lo que
sirve para enmascarar residuales.

Se prefiere en alimentos que
contienen manzana,
como sidras, debido a su sabor.
Bebidas carbonatadas, en polvo
jugos, mermeladas, jaleas, frutas y
vegetales enlatados, y
confiteria.

Acido lactico

Tiene acidez suave por lo que no
enmascara otros sabores presentes
en el alimento y un buen efecto
antimicrobiano.

Confiteria, productos de
panaderia, cerveza, vino, bebidas,
productos lacteos, las claras de
huevo deshidratadas y los
productos carnicos.

Acido fosférico

Acido inorganico que produce el pH
mas bajo de todos los acidulantes
alimentarios.

Se usa principalmente en bebidas
carbonatadas.

Acido tartarico

Es el mas soluble en agua de todos
los acidulantes en polvo. Genera un
sabor agrio fuerte, realzando los
sabores frutales. Tiene poco efecto
antimicrobiano si se compara con
otros acidulantes.

Bebidas, postres de gelatina,
mermeladas, jaleas y productos
agridulces.

Gluono delta lactona

Presenta acidificacion gradual, sabor
suave y es muy buen quelante de
iones metalicos.

Productos de chocolate, tofu,
pudines de leche y

aderezos cremosos.
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« Conservantes tradicionales: parabenos

Las arepas al ser un producto tradicional que se elabora principalmente a mediana
y pequefia escala, no contienen por lo general conservantes diferentes a los acidos
lipofilicos débiles y acidulantes que son los ampliamente utilizados en la industria
de alimentos; sin embargo, existen otros conservantes que tienen un buen efecto
antimicrobiano y se usan también en productos similares como los alimentos
horneados vy las tortillas de maiz, por ejemplo, los parabenos (McDonough et al.,
2015). Los parabenos desde el punto de vista quimico, se pueden describir como
un grupo de moléculas esterificadas de acido hidroxibenzoico en la posicién C-4
(Garcia-Garcia & Searle, 2015). Este tipo de moléculas son ampliamente empleadas
en las industrias farmacéuticas y de alimentos debido a que tienen una alta
estabilidad quimica, bajo costo ademas que se consideran como antimicrobianos
de amplio espectro y tienen bajo riesgo de inducir reacciones alérgicas (Garcia-
Garcia & Searle, 2015).

Desde el punto de vista fisicoquimico los parabenos son solubles en alcohol, en éter
y acetona, fisicamente son cristales o polvos cristalinos a temperatura ambiente. Se
ha demostrado que sus propiedades antimicrobianas mejoran con el aumento de la
longitud de la cadena de alquilo y, por lo tanto, la hidrofobicidad del compuesto (Wei
et al., 2021). Su efecto antimicrobiano se puede evidenciar en un amplio rango de
pH, so6lo se ha visto poco efectivo Unicamente a valores de pH superiores a 8.
Algunos estudios asocian su efecto antimicrobiano al afectar la membrana celular y
la funcionalidad de las enzimas presentes (Garcia-Garcia & Searle, 2015). Los
parabenos mas empleados industrialmente son el metil-,etil-, propil-, butil- y bencil-
parabeno; sin embargo, en alimentos la Resolucidén 4125 de 1991 del Ministerio de
salud y proteccion social en Colombia permite unicamente el uso del metil-, etil- y
propil-parabeno; si se compara los parabenos con los acidos organicos débiles, se
afirma que son mas efectivos contra las levaduras y los mohos; pero en el caso de
las bacterias principalmente las Gram-negativas ocurre el caso contrario (Garcia-
Garcia & Searle, 2015; McDonough et al., 2015; Wei et al., 2021).

Si bien los parabenos son reconocidos como GRAS por la FDA, la comunidad
europea y otras entidades regulatorias de peso, en algunas investigaciones
recientes se ha puesto en entrevisto los efectos que pueden tener estos en el cuerpo
humano; por ejemplo, en algunos estudios se plantea que el propilparabeno puede
presentar un potencial como estrégeno (Garcia-Garcia & Searle, 2015; Hossaini et al.,
2000). Pese a ello es importante resaltar que los estudios que concluyen sobre su
toxicidad por lo general se basan en estudios In vivo e In vitro, que en la mayoria de
casos se efecttan con concentraciones que no son realistas y los efectos
evidenciados puede que no necesariamente se presenten en los humanos. Por tal
motivo, faltan ain mas estudios con resultados que sean realmente concluyentes y
gue sean extrapolables a los seres humanos (Wei et al., 2021).
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% Biopreservantes

Adicional a los conservantes tradicionales, hoy en dia existe una fuerte influencia
en el uso de conservantes naturales; esta tendencia esta ganando cada vez mas
fuerza e impulsa a los consumidores a buscar alimentos sin aditivos, es decir, con
etiquetas limpias. Igualmente, la divulgacion de estudios sobre la posible toxicidad
de algunos conservantes tradicionales también ha provocado que los consumidores
pongan en duda la calidad de los alimentos que los contienen. Por tal motivo, la
industria de alimentos esta inclinando cada vez mas las investigaciones hacia el
estudio de nuevas moléculas que puedan presentar efectos antimicrobianos, y que
incluso puedan prevenir o retardar los dafios oxidativos que se evidencian
normalmente en los alimentos durante su vida util (Masyita et al., 2022). Las
moléculas que actian como conservantes naturales, se extraen por lo general de
fuentes como plantas, hongos, bacterias y algas (Garcia-Garcia & Searle, 2015). Entre
los conservantes naturales que mayor relevancia tienen a hoy dia se encuentran las
bacteriocinas y los aceites esenciales; a continuacion, se describen algunas de las
caracteristicas de estas sustancias consideradas como conservantes.

Bacteriocinas

Las bacteriocinas se definen como péptidos bacterianos con potencial
antimicrobiano sintetizados ribosomalmente. Estos péptidos pueden ser producidos
por bacterias Gram positivas y Gram negativas (Cotter et al., 2005; Daba & Elkhateeb,
2020; Riley & Wertz, 2002); sin embargo, existe un mayor estudio en los péptidos
provenientes de bacterias Gram positivas principalmente aquellos de bacterias
acido lacticas, debido al uso extensivo de estas bacterias en la industria de
alimentos ademas que muchas de estas y sus productos han sido reconocidos por
la FDA (Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) como
seguros (GRAS) para su uso como ingredientes alimentarios (Daba & Elkhateeb,
2020). A nivel industrial existen tres formas para la aplicacion de las bacteriocinas:
el uso del microorganismo productor de este péptido mediante inoculacién directa
en el alimento, la adicion de la bacteriocina completa o parcialmente purificada como
aditivo en el alimento, o usando como ingrediente durante el procesamiento del
alimento un producto que fue previamente fermentado con bacterias productoras de
bacteriocinas (Daba & Elkhateeb, 2020; Silva et al., 2018).

Al 2020 solo dos bacteriocinas habian sido reconocidas y aceptadas por la FDA
como conservantes de alimentos, siendo estas: la nisina E234 y la pediocina PAL.
Sin embargo, a partir de estas se han desarrollado diferentes productos comerciales
para su uso en alimentos (Daba & Elkhateeb, 2020). En Colombia, bajo la Resolucién
4125 de 1991 del Ministerio de salud y proteccion social esta admitido hasta la fecha
el uso de nisina a 12,5 ppm. En la industria de alimentos, como bacteriocina
parcialmente purificada en el mercado se encuentra la Nisaplina™, la cual contiene
2,5% de nisina y se caracteriza por ser soluble en agua, termoestable y con accién
bactericida contra bacterias patégenas como Bacillus cereus vy Listeria
monocytogenes, ademas de presentar una actividad bacteriostética contra esporas
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bacterianas (Daba & Elkhateeb, 2020; Oshima et al., 2014). Como ingrediente que fue
fermentado previamente con bacterias productoras de bacteriocinas y se usa como
aditivo en alimentos, hoy en dia se comercializa MicroGARD™ ALTA 2341 que
contiene pediocina PAL, ademas de otras lineas de la misma marca que incluyen
otras bacteriocinas, y se ha demostrado que estos productos son més efectivos que
la misma nisina frente a S. aureus y L. monocytogenes ademas de bacterias Gram
negativas como Pseudomonas y Escherichia coli (Daba & Elkhateeb, 2020; Riley &
Wertz, 2002).

Por otro lado, en la industria alimentaria, como cultivos de bacterias productoras de
bacteriocinas de aplicacion directa en el alimento, se pueden encontrar
comercialmente las siguientes marcas: BioSafe™ que contiene Lactococcus lactis
subsp. lactis BS-10 que produce nisina A y se utiliza para la conservacion de
guesos; Bactoferm™ B-SF- 43 que tiene Leuconostoc carnosum productor de
leucocina, Bactoferm™ B-2 que presenta Latilactobacillus sakei productor de
sakacina y Bactoferm™ B-FM que tiene Staphylococcus xylosus y L. sakei, toda la
marca siendo aplicada para el control de Listeria monocytogenes en productos
carnicos almacenados al vacio; HOLDBAC™ que tiene Propionibacterium
freudenreichii subsp.shermanii DSM 706 y Lacticaseibacillus rhamnosus DSM 7061
gue se usa para controlar los mohos y psicrétrofos en el queso; Bactoferm™ F-LC
gue contiene Pediococcus acidilactici , Latilactobacillus curvatus y Staphylococcus
xylos productores de pediocina PA1/AcH y sakacina respectivamente, y se usa para
conservar carne evitando su contaminacién con L. monocytogenes; ALCMix1 que
tiene Lactiplantibacillus plantarum y Staphylococcus carnosus productores de
plantaricina y carnocina respectivamente, también empleados para el control L.
monocytogenes en carne (Chikindas et al., 2018; Daba & Elkhateeb, 2020) . En la Tabla
8 se puede observar un resumen de estos productos empleados en alimentos.

Tabla 8. Productos comerciales con bacteriocinas empleados en la industria de alimentos.
Tomado y adaptado de Chikindas et al. (2018); Daba & Elkhateeb (2020).

Marca . L Microorganismo | Bacteriocina L .
: Tipo de aplicacion ; : Aplicacién Industrial
comercial involucrado involucrada
Uso principalmente en
Bacteriocina parcialmente productos lacteos; controla
Nisaplina™E234 ap N.A. Nisina A Bacillus cereus y Listeria
purificada .
monocytogenes, asi como
esporas bacterianas.
Producto que se usa como
aditivo alimentario y Uso en diferentes matrices
contiene la bacteriocina; alimenticias, incluyendo
MicroGARD™ fue producido a partir de Pediocina product.os_hprn.eados. Tiene
un proceso de N.A. efecto inhibitorio frente a S.
ALTA 2341 ot . PAl
fermentacion previa con aureus, L. monocytogenes,
un microorganismo Pseudomonas y Escherichia
productor de la coli.
bacteriocina
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Marca . L Microorganismo | Bacteriocina L .
: Tipo de aplicacion ; : Aplicacion Industrial
comercial involucrado involucrada
Uso para conservacion de
Lactococcus quesos; ayuda a evitar
BioSafe™ lactis subsp. lactis Nisina A hinchazoén tardia y sabores
BS-10 desagrables generados por el
género Clostridium.
Bactoferm™ Leuconostoc Leucocina
B-SF- 43 carnosum
Uso en productos carnicos
Bactoferm™ Lacticaseibacillus . empacados al vacio como
B-2 Cultivo de casei Sakacina | conrol de L. monocytogenes.
microorganismos
Bactg_fl_eém ™ productores bacteriocinas xsrgsf)l?glloioggl:(sei Sakacina
que se aplican y yt.
directamente al alimento | Lactiplantibacillus o _
ALCMix1 plantarum y Plantarlqlna Uso en productos carnicos para
Staphylococcus Carnocina control de L. monocytogenes.
carnosus
Propionibacterium
freudenreichii
subsp.shermanii Uso en quesos para controlar
HOLDBAC™ DSM 706 y No definidos | -
. Y 0s mohos y psicroétrofos.
Lacticaseibacillus
rhamnosus DSM
7061

La capacidad antimicrobiana de las bacteriocinas depende del tipo de bacteriocina
y de su estructura; algunas bacteriocinas como las lantabiéticas lineales, rompen la
membrana celular, mientras que, las lantabidticas globulares inhiben algunas
reacciones enzimaticas que ocurren al interior de las células. Otra clase de
bacteriocinas tiene la capacidad de inducir la formacion de poros en las membranas
celulares lo que conlleva a la muerte celular y otra clase de bacteriocinas son en si
mismas enzimas bacterioliticas que actuan a nivel de la pared celular (Mani-Lopez
et al., 2018). De igual forma, muchas bacteriocinas se caracterizan porque estan
cargadas positivamente lo que facilita su interaccion con los lipidos aniénicos de las
membranas de las bacterias Gram positivas, o que conlleva a la generacion de
poros; a través de estos poros se afecta la fuerza proton motriz, que implica cambios
en el pH y en el potencial eléctrico de la membrana, este ultimo mecanismo
antimicrobiano es el que se ha asociado a las bacteriocinas mas estudiadas como
la nisina (Mani-Lopez et al., 2018).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden definir como liquidos altamente hidréfobos
concentrados que pueden obtenerse de una gran variedad de plantas, definidos en
base a sus propiedades fisicas y quimicas. Entre los efectos de interés para la
industria de alimentos y farmaceéutica se destaca su capacidad antimicrobiana,
antihelmintica, antiviral, antioxidante, antinflamatoria, insecticida, larvicida e
inmunomodulatoria (Masyita et al., 2022). Estos aceites esenciales se caracterizan
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desde el punto de vista quimico por contener terpenos y terpenoides; los primeros
son compuestos con estructuras hidrocarbonadas simples, mientras que, los
segundos en sus cadenas hidrocarbonadas presentan diversos grupos funcionales.
Estas moléculas se han relacionado directamente con su capacidad antimicrobiana
tanto en bacterias resistentes como no resistentes, y antifingica debido a su
capacidad para promover ruptura celular y la inhibicion de la sintesis de acidos
nucleicos y proteinas, a ciertas concentraciones (Masyita et al., 2022).

El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales se ha evidenciado directamente
en alimentos como productos de panaderia; en este tipo de alimentos horneados
los aceites se han aplicado de dos formas para evidenciar su efecto antifiingico
principalmente frente a mohos: mediante el uso del aceite volatil durante el empaque
del producto o directamente como un ingrediente en la mezcla para la elaboracion
del mismo. De estas dos formas, se ha demostrado que su uso durante el empaque
tiene un mayor efecto antifingico, ademas que evita los residuales y el impacto en
sabor que puede presentar el uso de estos aceites directamente en las masas
(Magan et al., 2003).

El uso de aceites esenciales como volatiles en empaques ha puesto en evidencia el
efecto antifungico frente especies de Penicillium resistentes a los conservantes
tradicionales como por ejemplo Penicillium roquefortii y Penicillium commune, de los
aceites esenciales de mostaza, canela, ajo y clavo (Magan et al., 2003; Nielsen & Rios,
2000); este efecto podria acentuarse si usan pads en los empaques que estén
impregnados con estos aceites de tal manera que se liberen lentamente en el
interior del empaque y mas aun si se combina con una atmdésfera modificada. En
las aplicaciones en las cuales se usa como ingrediente directo en la masa, se ha
observado en distintos estudios que se requiere de concentraciones mucho mas
altas que las que se usan en los estudios In vitro, ademas que, si bien unas
concentraciones pueden producir el efecto antifingico deseado, bajo otras
concentraciones se puede estimular el crecimiento o la produccién de micotoxinas
en mohos (Magan et al., 2003).

Finalmente, es de relevancia mencionar que a la fecha no existen estudios en donde
se evidencie el uso de bacteriocinas o aceites esenciales en productos tradicionales
como las arepas; sin embargo, dado a las pérdidas econdmicas constantes que se
producen por efecto del crecimiento de mohos, vale la pena que estos nuevos
meétodos sean explorados e investigados tanto en la academia como en la industria.

1.5.2. Estrategias de extension de vida util en arepas: tecnologias de empaque

Tal como se menciond anteriormente, en la actualidad existen diferentes
tecnologias de empaque que se ha demostrado que pueden ser muy efectivas para
extender la vida util de los alimentos sin incurrir en cambios drasticos en las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de los mismos. En Colombia,
tradicionalmente las arepas se han empacado en bolsas principalmente de
polietileno de baja densidad; sin embargo, su alta probabilidad de contaminacion
con mohos ha hecho que la industria opte por nuevos sistemas de empaque,
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principalmente el empaque a vacio con o sin atmosfera modificada. Este sistema de
empaque se puede observar en algunas marcas nacionales, pese a ello, es mas
frecuente encontrarlas en los productos que estan destinados a exportacion.

A la fecha, ya se ha evaluado la efectividad que tiene el sistema de empaque al
vacio en arepas; por ejemplo, Restrepo Flérez et al. (2012) analizaron el impacto en
vida util sistemas combinados de conservacion de arepas de maiz utilizando
mezclas de gases (100% COz, 40% CO2/60% N2 y Vacio), estructuras de empaque
de barrera intermedia y alta a gases, y el control de la temperatura de
almacenamiento; concluyendo que el empaque de las arepas empleando una
atmosfera 100% CO2, permite alargar la vida util del producto independientemente
de si el empaque es de alta o intermedia barrera e independiente de si la
temperatura es en refrigeracion (5°C £ 2°C), ambiente (25° C + 2°) o fluctuante (25°
C + 2°C porl2 horas y 5°C + 2°C por 12 horas). Con este sistema de conservacion,
los autores obtuvieron 9 dias de vida util en temperatura ambiente, 28 dias en
temperatura fluctuante y 55 dias en refrigeracion (Restrepo Florez et al., 2012).

1.6. Mohos predominantes en productos a base de maiz y arepas

El maiz presenta de forma natural microorganismos principalmente hongos de los
géneros Aspergillus, Fusarium, Alternaria y Penicillium, siendo estos mohos
productores de micotoxinas (Carvajal-Moreno, 2022; Corpas & Tapasco, 2012;
Fernandez, 2021). La presencia de estos mohos y de las micotoxinas en el cultivo del
maiz aumentan su afluencia en las temporadas de altas temperaturas y humedad,
condiciones que son tipicas en paises de climas tropicales como Colombia. Por tal
motivo, es comun encontrar una alta probabilidad de contaminacion de las arepas
con mohos (Corpas & Tapasco, 2012), mas aun si en las empresas productoras no
cumplen con buenas practicas de manufactura y si no se tienen un control adecuado
de la temperatura de almacenamiento del producto (Garcia et al., 2019). De los
mohos frecuentemente evidenciados en arepas, se destacan las especies del
género Penicillium, debido a que muchas de estas pueden presentar resistencia a
los conservantes tradicionales frecuentemente empleados en este tipo de
productos.

1.6.1. Caracterizacion del género Penicillium sp.

Penicillium sp.es un género de hongos pertenecientes a la divisién de ascomicetos,
y comprende mas de 300 especies de las cuales una gran mayoria son habitantes
del suelo, pero pueden crecer en diversos sustratos como granos de cereal, paja,
frutas entre otros. Muchas de las especies se caracterizan por producir metabolitos
gue son de interés industrial, como la penicilina (Martinez, 2003). Ademas de los
metabolitos de interés industrial, estos hongos también resultan de relevancia dado
que, afectan la alimentacion humana y animal al causar deterioro de los alimentos
y al producir micotoxinas (Carvajal-Moreno, 2022). A nivel taxondmico, el género
Penicillium pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Eurotiomycetes y
Familia Aspergillaceae (Oxford, 2020).
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Este género se caracteriza principalmente a nivel microscépico por la estructura que
presenta el conidiéforo (estructura de reproduccion asexual) el cual se asemeja a la
forma de un pincel; por tal motivo, recibié el nombre de Penicillium que se deriva del
latin Penicillius y significa pincel (Martinez, 2003). Los conidios se pueden visualizar
formando cadenas que se derivan de una célula especializada denominada fialide.
Las fialides pueden tener 2 formas caracteristicas: ampuliformes que se asemejan
a la forma de una botella o acerosas que son similares a la forma de una aguja
(Figura 3); esta forma permite subdividir este género en subgéneros: Aspegilloides,
Furcatum, Penicillium y Biverticillium, en donde los tres primeros tienen fialides
ampuliformes y el ultimo tiene fialides acerosas. Cuando se divide el nucleo de la
fidlide, se extiende simultaneamente el extremo apical que luego se estrangula
separando a la espora recién formada (Catrrillo, 2003; Martinez, 2003). El segmento
de la pared que une entre si a los conidios permitiendo la formacion de cadenas se
denomina conectivo, y en algunas especies se puede ver claramente con el
microscopio 6ptico. Los conidios son esféricos o elipsoidales, hialinos que en masa
se ven de color verde, verde azulado, verde aceituna o gris (Carrillo, 2003).

Los conidiéforos pueden presentar ramificaciones las cuales se disponen formando
verticilos; segun esta caracteristica se pueden clasificar en: monoverticilados,
biverticilados, terverticilado o cuaterverticilado, lo que también permite dividir el
género en subgéneros, por ejemplo, si son monoverticilados se clasifican en el
subgénero Aspergilloides, si son biverticilados se pueden clasificar en los
subgéneros Furcatum o Biverticillium, mientras que, si son ter o cuaterverticilados
se incluyen en el subgénero Penicillium (Martinez, 2003) (Figura 4). A nivel general
en el conidioforo se puede reconocer otras partes como el estipite, la rama y la
métula tal como se evidencian en la Figura 5. También es de relevancia mencionar
que algunas especies del género Penicillium presentan reproducciéon sexual, por lo
que tienen unas estructuras en las cuales se forman las ascosporas o esporas
sexuales (Carrillo, 2003; Martinez, 2003).

Tipos de Fialides

Ampuliformes Acerosas
Presente en: Presente en:
Aspergilloides Biverticillium

Furcaturm
Penicillium

Figura 3. Tipos de fidlides en el género Penicillium.
Tomado y adaptado de Martinez (2003).
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Tipos de conidioforos

Monoverticilado Biverticalados Terverticilado  Cuaterverticilado

Presentes en:

Aspergilloides  Furcamm Biverdicillium Pentcillium

Figura 4. Tipos de conidi6foros en el género Penicillium.
Tomado y adaptado de Martinez (2003).

— conidio - T
\ |/ ) —sitide—\\\ || | }

g | —— metul

rama

estipe

Figura 5. Partes del conidiéforo en el género Penicillium.
Tomado de Martinez (2003).

A nivel macroscopico el género Penicillium es muy diverso; las colonias de este
género de hongos son por lo general circulares, ovoides, crecen de forma muy
rapida y comienza siendo de color blanco. Dependiendo de la especie o factores
abiéticos como el sustrato de crecimiento, pueden las colonias presentar
coloraciones verdes, verde azuladas, grises, rosadas entre otros. Los bordes por lo
general son blancos, pero algunas especies pueden presentar bordes de
coloraciones amarillas, anaranjadas, purpuras o café claro (Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), 2020). En términos de la textura de la colonia,
pueden ser planas o con surcos; pueden tener una apariencia algodonosa o
velutinosa. Se ha demostrado también que algunas especies pueden producir
exudados y el color cambia de una especia a otra. Adicionalmente, algunas
especies producen pigmentos solubles que se difunden hacia el medio de cultivo y
el color de estos pigmentos, al igual que el color de los exudados, también sirve
como una caracteristica que permite discriminar una especie de otra (Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM), 2020) (Figura 6).
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Textura Algonodosa Textura Velutinosa

Parte reversa de una colonia

Figura 6. Ejemplos de caractérl’sticas macroscopicas de colonias de Penicillium.
Tomado y adaptado de proyecto Mohos productores de micotoxinas, UNAM (2020)

1.6.2. Factores abioticos 6ptimos de crecimiento para Penicillium sp.

El crecimiento de Penicillium sp., asi como la produccion de micotoxinas es
dependiente de varios factores como la composicion del sustrato, la temperatura, el
pH, la actividad de agua y la interaccion con otros microorganismos. A pesar de que
existen variaciones de una especie a otra, el crecimiento y la produccién de
micotoxinas se da de forma Optima a temperaturas cercanas a los 25°C y a altos
valores de actividad de agua (Casquete et al., 2018). Sin embargo, se ha
evidenciado que diferentes especies pueden crecer a bajas temperaturas, pero con
una menor velocidad de crecimiento e incluso, a actividades de agua cercanas a
0,8. En cuanto al pH, se ha visto que también es dependiente de la especie, pero
en general pueden llegar a tolerar amplios rangos de pH, principalmente de 3 a 9;
lo que demuestra la capacidad que tienen estos mohos para sobrevivir a
condiciones adversas (Carrillo, 2003). Es de relevancia mencionar que las
condiciones de crecimiento Optimo en todos los casos no son exactamente las
condiciones 6ptimas de la produccién de micotoxinas, por lo cual para cada especie
se estudia ambas condiciones por separado (Carrillo, 2003; Casquete et al., 2018;
Martinez, 2003). En la Tabla 9 se puede evidenciar las temperaturas y actividades
de agua optimas para el crecimiento de algunas especies de este género.

Tabla 9. Condiciones de crecimiento de algunas especies del género Penicillium.
Tomado de Carrillo (2003).

. Temperatura (°C) Actividad del agua
Especies = o -
Rango Optimo Minima Optima
P. aurantiogriseum -2a32 23 0,81 a 0,83 0,98
P. brevicompactum 12 a 30 23 0,80 a0,82 0,99
P. citrinum <5a37 26 a 30 0,80a0,84 -
P. commune 0a37 25 0,85 -
P. digitatum 6a37 20a 25 0,90 0,99
P. expansum -3a35 25a26 0,82a0,83 0,99
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. Temperatura (°C) Actividad del agua
Especies = -~ -
Rango Optimo Minima Optima
P. islandicum 10a42 31 0,83 a0,86 -
P. roquefortii <5a35 25 0,83 0,99
P. verrucosum 0a3l 20 0,80 -

Desde el punto de vista metabdlico, el género Penicillium es heterétrofo capaz de
degradar y usar como fuente de carbono la lignina, la celulosa, el almidon,
monosacaridos y disacaridos como la glucosa, la sacarosa, la lactosa y la maltosa,
por lo cual pueden crecer en el suelo, cereales, leguminosas, frutas, asi como
también en otros alimentos. En cuanto a la fuente de nitrégeno para su crecimiento,
estos hongos pueden aprovechar diferentes fuentes, en el caso del medio de cultivo
se suele emplear por ejemplo fosfato o sulfato de amonio y nitrato de sodio o de
potasio, pese a ello se ha visto que la limitacion de este macronutriente favorece la
conidiogénesis para algunas especies (Tibasosa, 2014). Por otro lado, este género
puede crecer con bajas concentraciones de oxigeno y se ha visto que a altas
concentraciones de CO:2 se puede inhibir el crecimiento; sin embargo, esta
caracteristica depende de la especie, por ejemplo, P. roqueforti puede tolerar altas
concentraciones de COz, pero se ha observado que atmosferas con 80% CO2y <1%
Oz inhiben su crecimiento (Carrillo, 2003; Martinez, 2003).

1.6.3. Patogenicidad de Penicillium sp. en alimentos

Como se mencion6 con anterioridad, varias especies de este género producen
distintos metabolitos secundarios, entre ellos &cido ciclopiazénico, acido penicilico,
cicloclorotina, citroviridina, citrinina, griseofulvina, ocratoxina A, patulina y penitrem
A. Todos estos metabolitos tienen como funcién la defensa en su ambiente natural
y sirven como método de competencia frente a otros organismos por el sustrato
(Carrillo, 2003). Las micotoxinas como la Ocratoxina A se encuentran reguladas por
normativas puesto que pueden causar distintas afecciones en salud, destacando
que se comportan como carcinogénicas, y son muy frecuentes encontrarlas en
granos de cereales como el maiz, teniendo en cuenta que ademas de Penicillium
otros géneros como Aspergillus pueden producir también estas toxinas (Soares et
al., 2013). En la Tabla 10 se presentan las micotoxinas producidas por Penicillium
mas frecuentemente encontradas en los alimentos (Marqués, 2015; Pitt, 2002),
mientras que, en la Tabla 11 se evidencian las implicaciones en salud que pueden
generar las micotoxinas de diferentes mohos que crecen comunmente en los
alimentos (Pawlowska et al., 2012).

Tabla 10. Micotoxinas producidas por Penicillium frecuentemente encontradas en
alimentos.
Tomado de Marqués (2015) y Pitt (2002).

Micotoxina Alimento implicado
Acido penicilico Cebada, centeno, judia, maiz, manzana, queso
Acido secal6nico D Arroz, cebada, maiz, sorgo, trigo, soya
Luteosquirina Arroz, yogurt
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Micotoxina

Alimento implicado

Penitremos

Carne, crema, fruta, huevos, nuez, queso

Roquefortina A, B, Cy D

Quesos, ensilados

Rubratoxinas Maiz, trigo
Toxina islandi Arroz
Patulina Manzanas
Citrinina Arroz, trigo, cebada, maiz, cacahuate, pistacho

Tabla 11. Micotoxinas en alimentos y su efecto en salud.
Tomado de Pawlowska et al. (2012).

Micotoxinas | Hongo micotoxigénico | Alimento contaminado Efecto en salud
Carcindégeno, mutagénico,
. Cereales, maiz, teratogénico,
. Aspergillus flavus, . .
Aflatoxinas . o nueces, leche y inmunosupresivo,
Aspergillus parasiticus . : b
productos lacteos Kwashiorkor (desnutricion
proteica)

Fumomisinas

Fusarium spp.

Cereales, maiz, higos,
te herbal, leche bovina,
ensilaje

Apoptosis, carcinégeno,
hepatotoxico, nefrotdxico,
inmunosupresivo,
enfermedad de Kashin-Beck,
leucoencefalomacia, edema
pulmonar, hidrotérax,
defectos en el tubo neural.

Ocratoxina A

Aspergillus spp.,
Penicillium verrucosum

Cereales, maiz, café,
cacao, uvas, vino,
hierbas, cerdo

Carcinégeno, nefrotéxico,
inmunosupresivo,
teratogénico

Aspergillus spp.,
Byssochlamys spp.,

Apoptosis, carcinégeno,
genotoxico,

Patulina X Frutas, ensilaje . ) .
Paecilomyces spp., inmunosupresivo, estrés
Penicillium expansum oxidativo
Fusarium spp.,

Myrothecium spp.,

Tricotecenos Stachybotrys spp., Cereales Inmunosupresivo
Trichoderma spp.,
Trichotecium spp.

zearalenona Fusarium spp. Cereales Hiperestrogénico

1.7. Caracterizaciéon del lactosuero

Se estima que el 85% de la leche empleada para la produccién de quesos es
descartada como lactosuero; este subproducto contiene el 55% de los nutrientes
presentes en la leche, por lo que este efluente presenta un alto potencial para su
uso en diversas aplicaciones biotecnoldgicas teniendo en cuenta dicha composicion
nutricional. Pese a ello, al 2016 se estimaba que solo el 50% del lactosuero
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generado en el mundo era tratado para su aprovechamiento, y de este porcentaje
el 50% se empleaba de forma liquida, 30% en forma de lactosuero en polvo, el 15%
como lactosa y otros componentes y un 5% como concentrado proteico (Tavares &
Malcata, 2015). A nivel industrial, al lactosuero hoy en dia se le ha valorizado
principalmente por su contenido de proteina, por lo que es usado para el desarrollo
de suplementos proteicos; al 2019 se estimaba que el mercado de estos
suplementos alcanzaba los 7871.5 millones de dolares (Chourasia et al., 2022).
Pese a ello, en la industria de alimentos se usa también para diferentes aplicaciones
en productos de panaderia, lacteos, carnicos, alimentos funcionales y confiteria; por
ejemplo, en el caso de productos de panaderia se emplea como emulsificante,
reemplazo del huevo, para dar cuerpo a la masa e incrementar el valor nutricional,
en bebidas se emplea como gelificante y para mejorar propiedades organolépticas,
entre otras funciones (Poveda, 2013).

Existen dos tipos de lactosuero; ambos se producen durante la coagulacion de las
proteinas que finalmente constituyen el queso y difieren en la forma en cémo se
obtienen; el lactosuero dulce se produce por la coagulacién enzimatica de las
proteinas de la leche en la que se emplea la enzima renina nhormalmente a pH 6.5,
mientras que, el acido se obtiene por la coagulacion realizada mediante la adicion
directa de acidos o la fermentacion, por ejemplo, durante la elaboracién de quesos
tipo cottage (Chourasia et al., 2022). En la Tabla 12 se puede observar la
composicién nutricional de cada tipo de lactosuero; de esta se evidencia que tienen
diferencias composicionales, pese a ello, se destaca en ambos su contenido de
lactosa y de proteina (Parra, 2008).

Tabla 12. Composicion nutricional de ambos tipos de lactosuero
Tomado de Panesar et al. (2007), Parra (2008).

Componente Lactosuero dulce (g/L) Lactosuero acido (g/L)
Soélidos totales 63.0-70.0 63.0-70.0
Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0
Proteina 6.0-10.0 6.0-8.0
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosfatos 1.0-3.0 2.0-4.5
Lactato 2.0 6.4
Cloruros 1.1 1.1

Las proteinas son de los componentes nutricionales que mas hace atractivo al
lactosuero, puesto que, ademas de su aporte nutricional esta fraccion proteica
puede generar diversos efectos benéficos en la salud. Igualmente, la calidad de las
proteinas presentes se considera alta debido a su alta puntuacion DIAAS
(Aminoacidos indispensables digeribles), lo que hace que este sea una fuente
barata de aminoacidos de buena calidad (Chourasia et al., 2022). Dentro de las
proteinas presentes en el lactosuero se destacan la B-lactoglobulina que constituye
alrededor del 50% de las proteinas del suero, y es fuente de aminoacidos esenciales
como la leucina; la a-lactoalbumina es el 20% de las proteinas del lactosuero y se
caracteriza porque contiene un alto valor nutritivo debido a la presencia de
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aminoacidos esenciales como triptéfano, lisina y cisteina. Otras proteinas que
constituyen el suero son las lactoferrinas, caseino-macropéptidos (CMP),
inmunoglobulinas (Ig), lactoperoxidasas, albumina de suero bovino (BSA),
osteopontinas y proteasa peptona 3 (PP3) (Chourasia et al., 2022).

Ademas del alto valor nutricional de las proteinas presentes en el lactosuero, estas
son de gran utilidad en la industria de alimentos por su funcionalidad tecnoldgica
puesto que sirven como agentes emulsificantes, gelificantes y para formacion de
espuma. Por tal motivo, en la valorizacién del lactosuero estd en auge el
aprovechamiento de las proteinas presentes en el mismo mediante su separacion
principalmente por ultrafiltracion. En el mercado estas proteinas estan disponibles
en tres presentaciones: concentrado de suero (WPC), aislado del suero (WPI) y
suero hidrolizado (WPH) (Dinika et al., 2020). EI WPC es la forma mas comudn en la
gue se comercializa la proteina del lactosuero y se caracteriza porque contiene
alrededor de 70%-80% de proteina; el WPl es mas bajo en grasa y en lactosa, pero
contiene un 90% o mas de proteina, mientras que, el WPH se caracteriza porque la
proteina presente se ha hidrolizado en parte para producir péptidos que son de
mayor digestibn ademas que tienen una mayor bioactividad (Mehra et al., 2021).

En diferentes estudios se ha demostrado que la hidrolisis de las proteinas del
lactosuero conlleva a la formacién de péptidos que incrementan la actividad
bioldgica del mismo, ademéas que confiere distintas propiedades benéficas en la
salud y algunas funcionalidades en los alimentos, por ejemplo, los péptidos
derivados de la lactoferrina se asocian a una actividad antioxidante,
anticancerigena, inmunomoduladora, antiviral y bacteriostética (Mehra et al., 2021);
igualmente, los péptidos producto de la hidrdlisis de la lactoperoxidasa se asocian
con propiedades antibacterianas. Adicionalmente, estos péptidos también se han
relacionado con efecto antifingico, por lo que el lactosuero constituye una
alternativa interesante para inhibir el crecimiento de hongos causantes del deterioro
de muchos alimentos (Madureira et al., 2010).

1.7.1. Péptidos bioactivos del lactosuero para extension de vida uatil en
alimentos

Los péptidos bioactivos se definen como fragmentos proteicos que se encuentran
inactivos en la secuencia de sus precursores pero, cuando son liberados mediante
la hidrolisis enzimatica, quedan libres para interactuar con los receptores
apropiados y regular principalmente funciones fisiolégicas en el cuerpo humano,
generando un efecto positivo en la salud (Tkaczewska, 2020) ya que se relacionan
por lo general con propiedades antioxidantes, inmunomoduladoras,
antihipertensivas actuando como inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina, anticoagulantes, ademas que tienen muchos de ellos un marcado
efecto antimicrobiano, antifungico y antiviral (Dinika et al., 2020; Tkaczewska, 2020).

Los péptidos bioactivos del lactosuero se pueden generar principalmente por

tratamiento enzimatico con proteasas como la tripsina, papaina, bromelina,
alcalasas y mezclas de proteasas que se comercializan frecuentemente para
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aplicaciones tecnoldgicas en la industria lactea; o por fermentacién microbiana con
bacterias éacido lacticas como Lactobacillus delbrueckii sub sp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus y Lactococcus lactis, siendo ambos métodos sencillos y
econdémicamente viables de aplicar en una escala industrial (Dinika et al., 2020). En
la industria alimentaria estos péptidos bioactivos tienen potencial aplicacion como
estrategia para la extension de vida util de alimentos perecederos por su propiedad
antioxidante, que evitaria la oxidacién de nutrientes que producen cambios
sensoriales en el mismo, su propiedad antimicrobiana y antifingica, que evitaria el
deterioro del alimento causado por bacterias, levaduras y mohos (Brandelli et al.,
2015).

La bioactividad asi como la cantidad de péptidos generados mediante la hidrolisis
de las proteinas presentes en el lactosuero depende del tipo de enzima empleado
(Dinika et al., 2020; Monari et al., 2019); por ejemplo, en el estudio realizado por
Monari et al. (2019) se evaluo el efecto diferencial que tiene los péptidos generados
mediante 9 tipos de proteasas: pancreatina, papaina, bromelina, tripsina,
quimiotripsina, Flavourzyme®, Alcalase®, Neutrase® y Protamex® sobre el
lactosuero del queso ricotta previamente ultrafiltrado; encontrando que basado en
el rendimiento de proteina digerida, bioactividad de los péptidos y costos del
procesamiento, los mejores tratamientos fueron los de pancreatina (3% enzima;
incubacion a 37°C por 1 hora) y papaina (5% enzima, incubacion 60°C por 1 hora),
adicionalmente se evidencié que el tratamiento con papaina produjo la mayor
cantidad de péptidos de bajo peso molecular con una alta actividad antioxidante y
antitirosinasa.

De igual forma, la bioactividad y la cantidad de péptidos obtenidos de la hidrolisis
del lactosuero también son dependientes de la cantidad de enzima empleada
(Morais et al., 2015); por ejemplo, Morais et al. (2015), evalué la hidrélisis del
lactosuero WPC con 4 proteasas: pancreatina, Corolase LAP®, Alcalase® y
Flavourzyme®, identificando la relacion enzima:sustrato que mayor rendimiento y
funcionalidad de los péptidos permitia obtener; concluyendo que para las enzimas
pancreatina, Corolase LAP® y Flavourzyme® dichos parametros evaluados
(rendimiento y funcionalidad de los péptidos) se optimizaban cuando se emplea las
relaciones enzima:sustrato mas bajas, mientras que, para Alcalase® estos
parametros se optimizaban con las mayores relaciones de enzima:sustrato,. Por
otro lado, se ha evidenciado que la funcionalidad de los péptidos se aprovecha adn
mMas para su uso en alimentos cuando luego de la hidrolisis se hace un proceso de
concentracion o purificacion de dichos péptidos mediante técnicas de ultrafiltracion
0 cuando se hace la hidrolisis directamente en un reactor de membrana (Dinika et
al., 2020).

De la hidrélisis del lactosuero bovino se han identificado diferentes péptidos
bioactivos entre ellos: albutensina A, lactoferricina, serorfina, a-lactorfina, B-
lactorfina y B-lactotensina; la mayoria de estos y otros péptidos se producen por la
hidrolisis enzimatica de las proteinas a -lactoalbumina (a-LA) y B-lactoglobulina (B-
LG) (Dinika et al., 2020); sin embargo, se ha identificado también péptidos
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provenientes de la hidrolisis de la albumina del suero bovino, lactoperoxidasa,
lactoferrina e inmunoglobulina. A nivel del potencial antimicrobiano, se ha estudiado
de forma amplia los péptidos derivados de la hidrolisis de la lactoferrina,
principalmente el péptido lactoferricina, que tiene efecto frente a bacterias Gram
positivas como Bacillus spp., Clostridium spp., Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes y Streptococcus spp.; Gram negativas como E. coli O157:H7,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella spp.; levaduras como Trichosporum
cutaneum y Candida albicans ademas de un efecto inhibitorio frente a otros hongos
e incluso virus (Dinika et al., 2020; Madureira et al., 2010).

Existen diferentes mecanismos que se asocian con el potencial antimicrobiano de
la hidrélisis de la lactoferrina, entre ellos, unién a la superficie celular, ruptura de
membranas celulares, rupturas de membranas externas por liberacion de
lipopolisacéaridos y alteracion de la membrana celular por formacién de canales
i6nicos (Dinika et al., 2020; Farnaud & Evans, 2003; Jenssen & Hancock, 2009). Pese a
los diferentes estudios que existen en torno al potencial antimicrobiano de la
lactoferricina, también se ha demostrado el efecto en otros péptidos provenientes
de la hidrélisis de proteinas del lactosuero como la a -lactoalbumina y pB-
lactoglobulina, pero que no han sido tan ampliamente estudiados como la
lactoferricina (Chatterton et al., 2006; Dinika et al., 2020; Hernandez-Ledesma et al.,
2011).

El efecto antifingico de los péptidos provenientes de la hidrélisis de proteinas
presentes en el lactosuero también ha sido estudiado; sin embargo, no tan
ampliamente como se ha evidenciado en torno al efecto antimicrobiano (Luz et al.,
2020). Del efecto antifungico se ha evaluado los péptidos provenientes de la
hidrélisis de proteinas de lactosuero bovino, caprino y de camello, mediante
estudios In vitro y aplicaciones directamente en alimentos; por ejemplo, Luz et al,
(2020) evaluaron el efecto antifungico y antimicotoxigénico del lactosuero de cabra
hidrolizado con un tratamiento enzimatico de tripsina (333 mg/L; incubado a 37°C
por 24, 48 y 72 horas) sobre especies de hongos correspondientes al género
Penicillium sp.; obteniendo como resultado que este subproducto exhibe dicho
efecto de interés, igualmente, al aplicarlo en panes pita se observo que mejoro el
desemperio del producto en vida util del mismo.

De igual forma, se ha evidenciado el efecto antifingico que tienen los hidrolizados
de la lactoferrina bovina y caprina (Dopazo et al., 2023; Liceaga-Gesualdo et al.,
2001) , por ejemplo, Liceaga-Gesualdo et al. (2001) evidenciaron que un hidrolizado
de la lactoferrina bovina aislada del lactosuero, generado mediante la hidroélisis con
pepsina porcina (3% p/p enzima:sustrato, incubado a 37°C por 4 horas) es capaz
de inhibir la germinacion y el crecimiento micelial de las esporas del hongo
Penicillium sp. Adicionalmente, Dopazo et al. (2023) evidenciaron que un
hidrolizado del lactosuero de cabra generado mediante fermentacidn con
Lactiplantibacillus plantarum 5L1 logré aumentar la vida atil de una formula de pan
en comparacion con una misma férmula de pan pero con propionato de calcio,

46



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de
maiz y de yuca

inhibiendo el crecimiento de mohos como Penicillium verrucosum, sin afectar las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales caracteristicas del producto.

Actualmente, no se evidencian estudios en los cuales se evalle el efecto antifungico
del lactosuero o de hidrolizados del lactosuero en productos tradicionales como las
arepas, pese a las altas afectaciones que tienen estas por la contaminacién con
mohos. No obstante, si existen estudios en los cuales se ha evaluado el uso de
preservantes naturales para la extension de su vida util (Gamba et al.,, 2016)
principalmente al inhibir del crecimiento de mohos, siendo este el caso de la
investigacion realizada por Gamba et al. (2016), en la cual se evaluo el efecto
antifingico sobre una cepa de Aspergillus sp. de la leche fermentada con kéfir,
obteniendo como resultado que si existe dicho efecto antifingico y que cuando se
aplica en arepas esto mejora su desempefio en la vida util, comparado con arepas
elaboradas con conservantes tradicionales como el acido sorbico.
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2. Problema de investigacion y objetivos

2.1. Planteamiento del problema

El crecimiento de hongos es un desafio para las empresas que se dedican a la
produccion de arepas y otros alimentos a base de maiz. Esta problematica conlleva
importantes pérdidas econdmicas, asociadas a devoluciones de producto,
alcanzando en algunos casos pérdidas alarmantes que oscilan entre los 200 y 700
millones de pesos mensuales, siendo estas cifras reportadas por una de las
empresas productoras de arepas con mayor participacion en el mercado
colombiano. A su vez, esta problematica tiene un impacto negativo en las ventas,
ya que afecta la credibilidad y la imagen de la marca. Adicionalmente, la alta
susceptibilidad de estos productos a la contaminacion con mohos hace que la vida
Gtil sea corta, un aspecto que a la fecha sigue siendo de los principales obstaculos
para que productos a base de maiz, tradicionales como las arepas ganen mayor
participacion en el mercado internacional, pese a que la exportacion trae consigo
ganancias econdémicas significativas tanto para las empresas productoras como
para la economia del pais en general.

Los hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Penicillium entre otros
mohos se encuentran presentes de forma habitual en el maiz (Carvajal, 2022), y su
crecimiento se ve favorecido en condiciones de alta humedad y temperatura, siendo
condiciones climaticas tipicas en muchas regiones de Colombia donde se cultiva
este cereal; de igual forma, las malas condiciones de almacenamiento y la trilla del
grano favorece la proliferacion de estos mohos, por lo que la probabilidad con la
cual ingresa maiz contaminado a las empresas productoras de arepas y de otros
alimentos a base de maiz es muy alta. Adicionalmente, las arepas, son alimentos
que tienen alta humedad y actividad de agua, pese a que se ofertan en el mercado
como productos precocidos, lo que las hace mas susceptibles a la contaminacién
microbiolégica; sin embargo, reducir el porcentaje de humedad es una alternativa
poco factible al implicar una disminucion en los rendimientos y la productividad, asi
como problemas en el desempefio del producto asociados con partimiento y
cambios en las caracteristicas sensoriales del mismo (Corpas & Tapasco, 2012, 2013);
por otro lado, las pérdidas de la cadena de frio durante el suministro y transporte de
los alimentos implican un aumento de la temperatura del producto, favoreciéndose
a su vez el crecimiento de microorganismos.

En las empresas productoras de arepas normalmente se suele emplear
conservantes tradicionales destacando el acido sorbico y propionato de calcio, pese
a ello se ha visto que estos conservantes son muy dependientes de las condiciones
fisicoquimicas del producto como por ejemplo el pH, puesto que, a algunos valores
el efecto de estos conservantes se puede ver disminuido, incluso se ha evidenciado
gue la adicién en conjunto de varios conservantes pueden reducir el efecto de los
mismos (Corpas & Tapasco, 2012, 2013). A su vez, aumentar la proporcion de
conservantes en las formulaciones para evitar el crecimiento de hongos, tampoco
resulta una alternativa viable considerando que la cantidad de estos aditivos en los
alimentos esta altamente regulada en el mercado nacional e internacional, ademas
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que su aumento conlleva a la generacion de notas metdlicas residuales que afectan
el perfil sensorial tipico del producto. Por tal motivo, se quiere evaluar nuevos
conservantes naturales que presenten un alto efecto antifingico, no afecten el perfil
sensorial del producto y que preferiblemente su efecto no se vea disminuido durante
pérdidas en la cadena de frio.

2.2. Objetivos

2.1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antifungico del lactosuero WPC 80 pretratado mediante hidrolisis
con proteasas, sobre el hongo Penicillium sp. en arepas de maiz y de yuca.

2.1.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto antifungico sobre el hongo Penicillium sp. del lactosuero
WPC 80 pretratado mediante hidrolisis con diferentes tipos de proteasas.

e Evaluar el impacto de los hidrolizados del lactosuero WPC 80 seleccionados,
sobre la estabilidad fisicoquimica, sensorial y microbioldégica durante el

tiempo de vida util habitual de formulaciones de arepas de maiz y de yuca en
ambientes con y sin refrigeracion.

2.3. Hipotesis

El lactosuero WPC 80 pretratado mediante hidrélisis con proteasas tiene efecto
antifingico frente al hongo Penicillium sp. en arepas de maiz y de yuca.
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3. Metodologia

3.1. Materiales y reactivos

Reactivos

El medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) empleado para la evaluacion del
efecto antifungico fue adquirido de Condalab (Madrid, Espafia). El lactosuero WPC
80 (ISO Chill® 8010) utilizado en los diferentes ensayos de hidrolisis enzimatica fue
adquirido de Agropur Inc. (Canada). Algunas de las enzimas empleadas para la
hidrélisis del lactosuero fueron previstas por Novozyme (Dinamarca) siendo estas:
Formea® LT 1200 BG, Alcalase® Pure 2.4 L y Protamex®. La papaina (Papaina
4000 DB) fue obtenida de Proenzymas S.A.S (Cali, Colombia), mientras que, la
Tripsina (Trypsin EC. 3.4.21.4 de pancreas bovino) se obtuvo de Sigma-Aldrich.

Material bioldgico
El moho de estudio se obtuvo del cepario del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional; una cepa previamente aislada e identificada como Penicillium

sp.

Ingredientes

Para la elaboracion de las arepas todos los ingredientes fueron previstos por Don
Maiz S.A.S, una compafiia colombiana. Las marcas y caracteristicas de los
ingredientes empleados no son detallados por confidencialidad de la compainiia.

3.2. Activaciéon de la cepa

Previo a la activacion de la cepa se realiz6 una identificacion microscépica de la
misma mediante la técnica de microcultivo; para tal propdsito se corté un cuadro de
agar PDA de 1 cm x 1cm y se colocé sobre un portaobjetos, posteriormente se
inocul6 este cuadro con micelio del hongo, tomado de una caja con Penicillium sp.
incubada por 5 dias a 27°C; la inoculacion se hizo en las 4 esquinas y el centro del
cuadro. Posteriormente, se colocé un cubreobjetos sobre el cuadro de agar PDA
inoculado y se transfirid a una caja Petri que contenia dos bases de apoyo sobre las
cuales se dispuso el portaobjetos. Una vez dispuesto el portaobjetos, se adicion6
glicerina hasta alcanzar las bases del portaobjetos, sin que la glicerina tocara el
cuadro de agar inoculado. Una vez adicionada la glicerina a la caja Petri se colocé
la tapa superior de la misma y se llevo a incubacion por 3 dias a 27°C. Culminados
los 3 dias de incubacién se tomé el cubreobjetos con una pinza y se coloc6 encima
de un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol. Luego de ello, esta placa fue
observada al microscopio éptico para identificar las estructuras caracteristicas
(conidioforo) del Penicillium sp. a estudiar. El montaje empleado para el microcultivo
se puede observar en la Figura 7. Para la activacion de la cepa de Penicillium sp.
se hicieron siembras sucesivas en agar PDA, las cuales a su vez fueron de utilidad
para la caracterizaciébn macroscopica de la cepa.
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Portaobjetos

Cuadro de agar inoculado;
con cubreobjeto encima

Bases o soportes

Figura 7. Montaje de microcultivo.

3.3. Hidrdélisis enzimatica del lactosuero

El lactosuero WPC 80 fue reconstituido con agua destilada para preparar una
solucion a una concentracion de 100 g/L. Posteriormente, fue sometido a un
tratamiento térmico en Thermomix, a una temperatura de 70°C por 4 minutos con
agitacion constante. El lactosuero reconstituido se transfirié a un cuarto frio con una
temperatura de -10°C por 20 minutos. Posteriormente, se realizd la hidrélisis
enzimatica de acuerdo al disefio experimental evidenciado en la Tabla 13. Es de
relevancia mencionar que los valores de pH, temperatura de incubacién y la relacion
Enzima:Sustrato se definieron de forma independiente para cada enzima, teniendo
en cuenta las recomendaciones mencionadas en las fichas técnicas de las mismas,
en aras de garantizar las condiciones 6ptimas para el mayor porcentaje de hidrdlisis
de las proteinas del lactosuero. Una vez finalizado el tiempo de incubacion en cada
tratamiento, se inactivo la enzima por calor en un bafio maria a 90°C por 5 min.
Luego de ello, cada tratamiento fue almacenado 24 horas a -80°C y posteriormente
liofilizado. Los liofilizados fueron almacenados a -20°C hasta su uso en los ensayos
posteriores.
Tabla 13. Tratamientos de hidrélisis enzimatica evaluados.

Tratamiento Enzima _pH d_e_ -Eﬁrcnupt?erlgitg:la i-lr-llgtrj?g():i%i _Relacién
hidroélisis °C) (h) Enzima:Sustrato
1 Formea® LT 1200 BG 8,0 60 6 1:120
2 Formea® LT 1200 BG 8,0 60 24 1:120
3 Alcalase® Pure 2.4 L 8,0 60 6 1:120
4 Alcalase® Pure 2.4 L 8,0 60 24 1:120
5 Protamex® 8,0 60 6 1:120
6 Protamex® 8,0 60 24 1:120
7 Papaina 4000 DB 6,5 37 24 1:200
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Temperatura | Tiempo de -
: , pHde | . : Relacion
Tratamiento Enzima . | incubacion |incubacion L
hidrolisis °C) (h) Enzima:Sustrato
Trypsin EC. 3.4.21.4 de _
. pancreas bovino 8.0 37 24 1:240

3.4. Evaluacion de la actividad antifangica en medio de cultivo

Para la evaluacion del efecto antifiungico se preparé medio de cultivo PDA y se
ajusté su pH a 5, posteriormente se autoclavé a 121°C por 15 minutos. Una vez
esterilizado el medio de cultivo, se adicionaron de forma independiente los
hidrolizados obtenidos segun el literal anterior a una concentracion de 6667 ppm.
Igualmente, se adicionaron de forma independiente los conservantes tradicionales
frecuentemente empleados para la elaboracibn de arepas a su maxima
concentracion permitida, bajo la Resolucion 4125 de 1991 del Ministerio de salud y
proteccion social, en este caso: acido sorbico a una concentracion de 1000 ppm,
propionato de calcio a 3000 ppm y una mezcla de acido sorbico y propionato de
calcio a 874 ppm y 499 ppm, respectivamente. Una vez disuelto el hidrolizado o
conservante tradicional en el medio PDA aun liquido, se sirvié 15 mL de medio con
cada tratamiento en cajas Petri de 100x15 mm. Luego de ello, se sembr6 en el
centro de las cajas Petri un explante discoidal de 1cm de diametro, el cual fue
tomado con un sacabocados de una caja Petri con Penicillium sp. con 5 dias de
incubacion a 27°C. Cada tratamiento se realizé por triplicado; como control se
empled el medio de cultivo PDA sin ningun aditivo y a su vez se evalu6 el medio de
cultivo PDA con lactosuero sin hidrolizar adicionado a la misma concentracion que
los hidrolizados en estudio.

Una vez sembradas las cajas Petri correspondientes a cada tratamiento, se
incubaron a 27°C por 11 dias evaluado el crecimiento del moho; para ello se midi6é
diariamente en cada unidad experimental el diametro del micelio, y se identificaron
los cambios en las caracteristicas macroscoépicas observadas en cada tratamiento
a lo largo de los 11 dias de estudio. Para cuantificar el efecto inhibitorio de cada
tratamiento sobre el crecimiento de Penicillium sp. se calculé la inhibicion del
crecimiento micelial (MGI), que es una relacion matematica porcentual que mide la
diferencia entre los diametros de crecimiento del control con respecto al de los
tratamientos evaluados; su expresion matematica se puede evidenciar en la
ecuacion (1), donde DC corresponde al diametro de las colonias en el medio control
y DO el diametro de las colonias en los tratamientos (Marqués, 2015). Los detalles
del disefio experimental realizado se pueden evidenciar a continuacion en la Tabla
14.

DC-DO
DC

Inhibicién de crecimiento micelial (MGI)(%) = (
Tomado de Marqués (2015).

) X 100% (1)
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Tabla 14. Disefio experimental para evaluacion de actividad antifangica.

N° Unidad experimental

N° Tratamiento

Conservante evaluado

1
5 1 Hidrolizado de Formea® LT 1200 BG 6
horas; 6667 ppm
3
4
Hidrolizado de Formea® LT 1200 BG 24
5 2 .
horas; 6667 ppm
6
7
3 3 Hidrolizado de Alcalase® Pure 2.4 L 6
horas; 6667 ppm
9
10
11 4 Hidrolizado de Alcalase® Pure 2.4 L 24
horas; 6667 ppm
12
13
Hidrolizado de Protamex® 6 horas;
14 5
6667 ppm
15
16
Hidrolizado de Protamex® 24 horas;
17 6
6667 ppm
18
19
20 7 Hidrolizado de Papaina 4000 DB 24
horas; 6667 ppm
21
22
23 8 Hidrolizado de Trypsin EC. 3.4.21.4 de
pancreas bovino 24 horas; 6667 ppm
24
25
26 9 Acido sorbico 1000 ppm
27
28
29 10 Propionato de calcio 3000 ppm
30
31
32 11 Mezcla de acido sorbico y propionato de
calcio 874 ppm y 499 ppm
33
34 . .
35 12 Lactosuero sin hidrolizar
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N° Unidad experimental | N° Tratamiento Conservante evaluado
36
37
38 13 Control
39

3.5. Analisis estadistico para seleccion del hidrolizado

Para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados, en términos del efecto antifungico, se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) teniendo los diametros obtenidos en el dia 2 y dia 11 de incubacion. De
igual forma, se efectuaron posteriormente unas pruebas que permitieron identificar
los tratamientos que diferian significativamente, asi como agrupar los tratamientos
con un comportamiento semejante, en este caso, empleando el método de Tukey.
Por altimo, se realiz6 otra prueba de comparacion multiple usando el método MSB
de Hsu, el cual permite identificar el mejor tratamiento y segun esto, definir cuales
tratamientos difieren de forma significativa con respecto al mejor tratamiento, siendo
este método mas preciso que el de Tukey. Para dichos andlisis estadisticos se
utilizé el software Minitab 17, teniendo en cuenta un nivel de confianza del 95% y
un nivel de significancia del 5%.

3.6. Evaluacion del impacto en vida util del lactosuero hidrolizado
seleccionado en arepas de maiz y de yuca

Del disefio experimental realizado se seleccioné el hidrolizado con mayor efecto
antifingico y se evalué el impacto de uso como conservante en arepas de maiz y
de yuca. Para este propésito se prepararon 5 formulaciones de arepa de maiz que
diferian cada una en el conservante empleado, siendo estas: formulacion sin adicién
de conservantes, formulacion con adicion de acido sorbico y propionato de calcio a
874 ppm y 499 ppm, respectivamente, formulacion con adicién de acido soérbico a
500 ppm, formulacién con adicion del hidrolizado seleccionado a 6667 ppm y
formulacién con adicion de acido sorbico y el hidrolizado ambos a 500 ppm. De igual
forma, se prepararon 5 formulaciones iguales a las mencionadas anteriormente,
pero con una masa base para arepas de yuca. Los ingredientes empleados para su
preparacion se especifican en la Tabla 15; sin embargo, el detalle de las cantidades
empleadas no se especifica al ser parte de secreto empresarial.

Para la elaboracién de las arepas, todos los ingredientes mencionados fueron
mezclados en una amasadora por 8 minutos (4 minutos en velocidad minima y 4
minutos en velocidad maxima). El maiz empleado para la elaboracion de las
formulaciones fue maiz trillado del Valle del Cauca, el cual fue previamente cocinado
y molido mediante los métodos tipicos de coccion y molienda industrial empleados
en Don Maiz S.A.S. De igual forma, el queso utilizado en las formulaciones fue
previamente molido en molino industrial para facilitar su homogenizacion durante el
amasado. Luego del amasado, se realizo el troquelado (formado) de las arepas
utilizando un molde de 9,5 cm, de tal manera que las arepas tanto de maiz como de
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yuca quedaron con un diametro de 9 cm, un espesor de 0,5 cm y un peso de 40 g,
luego de la precoccién. Una vez formadas las arepas, estas pasaron por un proceso
de precoccién que se hizo en plancha, alcanzando una temperatura interna de
producto minima de 75°C, por 9 minutos para las arepas de maiz y 7 minutos para
las arepas de yuca. Finalizado el proceso de precoccién, se hizo un choque térmico
mediante el almacenamiento de las arepas en cuarto frio a 4°C por 23 minutos.
Todas las arepas fueron finalmente empacadas de forma individual en bolsas de
polietileno de baja densidad, selladas con cinta.

De cada formulacion se prepararon 19 arepas que se almacenaron de la siguiente
manera: 8 fueron almacenadas a temperatura ambiente del laboratorio de Don Maiz
S.A.S (Cuarto con temperatura que oscila entre 19°C y 25°C con una humedad
relativa que varia entre 41% a 76%), otras 8 fueron almacenadas en cava de
refrigeracion de Don Maiz S.A.S (Cuarto con temperatura que oscila entre 1,6°C y
5,7°C) y 3 se destinaron para la prueba de actividad antifiingica con inoculacion
directa. En aras de evidenciar el impacto del uso del hidrolizado seleccionado en la
vida util de las arepas de maiz y de yuca, se evalud por 50 dias la aparicion de
mohos mediante inspeccién visual de todas las formulaciones elaboradas,
determinando diariamente el porcentaje de arepas contaminadas con mohos.

Para evaluar el impacto en las propiedades fisicoquimicas se midié en todas las
formulaciones el pH y el porcentaje de humedad. El pH fue medido con tester de pH
para pan y masas HI 981038 marca HANNA® previamente calibrado, introduciendo
el electrodo al interior de la arepa y esperando su estabilizacion para tomar el dato
real de pH; el porcentaje de humedad fue medido en termobalanza marca OHAUS®
serie B823966029 Modelo MB120 previamente calibrado para su aplicacion en
masas y en arepas de producto terminado; para esta medicién se emplearon 5 g del
producto el cual fue previamente desmoronado de forma manual para reducir el
tamafio de particula y facilitar la medicién. La termobalanza estaba configurada para
un secado a 160°C por el tiempo requerido hasta la no deteccion de variacién en el
peso de la muestra. Las mediciones de pH y porcentaje de humedad se realizaron
al inicio, mitad y final de los 50 dias de duracién del estudio en arepas refrigeradas;
mientras que, en las arepas almacenadas en cuarto ambiente se midi6 al inicio y
final de los 50 dias de seguimiento.

A su vez, se evalud el impacto sensorial mediante prueba preferencial con cinco
personas integrantes del panel entrenado de Don Maiz S.A.S., a los mismos
tiempos que los definidos para las pruebas fisicoquimicas, principalmente a las
arepas en refrigeracion que representaban un menor riesgo de contaminacion
microbiana, previniendo posibles ETAs (Enfermedades Trasmitidas por los
Alimentos). Para dicha prueba preferencial, a cada panelista se le entregaba una
bandeja con las cinco formulaciones de arepas identificadas con nimeros de tres
cifras asi: 465, formulacion con mezcla de acido sorbico y propionato de calcio a
874 ppm y 499 ppm, respectivamente; 780, formulacién con acido sorbico a 500
ppm, 652, formulacion acido sorbico y el hidrolizado ambos a 500 ppm; 345,
formulacién con el hidrolizado a 6667 ppm y 234 para la formulacién sin adicién de
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conservantes. Al tiempo en que se le entregaba las bandejas con muestra se envia
un formulario en formato virtual en el cual podian responder en tiempo real
preguntas referentes a la mejor formula en cuanto a sabor general, asi como
categorizar la acidez de cada formulacion, al ser esta ultima caracteristica la que
mAas variacion presenta y la que mayor impacto genera en el sabor de una arepa
durante su vida de anaquel; en la Figura 8 se evidencia el formato virtual en
mencion. Finalmente, es importante resaltar que, para evitar sesgos de los
panelistas, en un dia se realizaba el panel con las formulaciones de arepas de maiz
y al siguiente se realizaba el panel con las arepas de yuca.

Tabla 15. Listado de ingredientes empleados en las formulaciones de arepas de maiz y
de yuca.
Los porcentajes de inclusion de cada ingrediente en férmula no se especifican por ser
parte de secreto empresarial.

Ingredientes por formulacion

Arepa de yuca

Arepa de maiz amarillo con queso en
masa

Queso tipo costefio

Maiz amarillo

Queso doble crema Maiz Blanco
Queso semiblando Queso doble crema
Almidén de yuca Margarina
Maiz blanco Sal
Margarina Azucar
Azucar Glucono Delta Lactona
Sal Carboximetilcelulosa

Glucono Delta Lactona

3.7. Analisis estadistico para determinacion del impacto en vida util

Para determinar si existe un comportamiento diferente entre las formulaciones
evaluadas de arepas de maiz y yuca durante su vida util, en cuanto a las
caracteristicas fisicoquimicas de pH y porcentaje de humedad, se realiz6 un analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias usando como factores el tipo de formulacién y el
tiempo trascurrido en vida util. Adicionalmente, se evaluo si existian diferencias
significativas entre las caracteristicas sensoriales de las formulaciones en los tres
tiempos de seguimiento al cual se realizaron dichas pruebas, mediante el método
no parametrico de Kruskal-Wallis. Estos andlisis estadisticos se efectuaron en el
software Minitab 17 teniendo en cuenta un nivel de confianza del 95% y un nivel de
significancia del 5%.
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3.8. Evaluacién de la actividad antifungica mediante inoculacion directa de
las arepas de maiz y de yuca

Con el fin de evaluar el efecto antifiingico del hidrolizado seleccionado y compararlo
con los conservantes tradicionales empleados en arepas de maiz y de yuca, se
inoculd de forma directa esporas de Penicillium sp. La suspension de esporas se
preparé mediante raspado de las esporas provenientes de una caja Petri con el
moho incubada por 15 dias a 27°C; este raspado se hizo con asa estéril y se
suspendieron las esporas en una solucion de NaCl con Tween 80 al 0,1% V/V
previamente autoclavada. De esta suspension se hicieron diluciones seriadas para
determinar su concentracion usando la Camara de Neubauer. La concentracion de
esporas se definié en 1,41 x 108 conidios/mL, utilizando para su conteo la ecuacion
(2) (Sanchez, 2021). La inoculacion de las arepas se hizo en cabina de flujo laminar,
colocando 500 pL de la suspension sobre toda la superficie del producto; una vez
inoculadas las arepas se almacenaron en el cuarto de incubacién de la Universidad
Nacional a 29°C por 50 dias. Durante los 50 dias se realiz6 diariamente la
inspeccion visual del producto identificando el crecimiento de Penicillium sp. y
determinando el porcentaje de arepas contaminadas con dicho moho.

conidios

Concentracion de esporas ( ) = Xcx F; X 16 x 10000 (2)
Tomada y adaptada de Sanchez (2021).
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Figura 8. Ejemplo del Formulario de panel sensorial empleado.
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4. Resultados y discusion

4.1. Activacion de la cepa

Durante la activacion de la cepa se realizé una caracterizacion microscopica y
macroscopica de la misma, en aras de corroborar la identificacion previamente
realizada en el cepario. De las caracteristicas microscopicas se pudo evidenciar a
grandes rasgos el conidioforo en forma de pincel que es tipico de Penicillium sp.
(Figura 9), identificando a su vez que es monoverticilado y que presenta también
fidlides ampuliformes, por lo que es un indicio de que dicha cepa puede pertenecer
al subgénero Aspergilloides, sin embargo, mediante esta caracterizacion no se
puede concluir con certeza si pertenece o0 no a este subgénero y tampoco son datos
suficientes para clasificarla hasta especie. De las caracteristicas macroscopicas que
exhibi6 esta cepa en medio de cultivo PDA se destaca que su crecimiento es rapido,
y el micelio adquiere una coloracién blanca en los primeros dias de crecimiento y
se torna azul luego de 5 dias de incubacién; posteriormente, luego de un mes de
incubacion se observa de color verde oliva con evidencia de esporulacion que llena
toda la caja Petri. En cuanto a la textura del micelio se evidencio la presencia de
surcos principalmente en los primeros dias de incubacion, y luego se identificé una
apariencia semejante a la velutinosa; no se evidencioé presencia de exudados o
pigmentos durante su crecimiento. En la Figura 10 se puede observar las
caracteristicas macroscoépicas en mencion.

Figura 9. Conidiéforo de la cepa de estudio comparada con imagen de literatura
(conidioforo monoverticilado visto previamente en Figura 4).

) 30 dias
5 dias

Figura 10. Apariencia macroscoépica de la cepa en medio PDA.
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4.2. Evaluacion de la actividad antifangica en medio de cultivo

El crecimiento de mohos como Penicillium sp. representa un reto no solo para las
industrias que producen arepas, sino que también para todas aquellas que elaboran
productos panificados en general, atribuyéndose anualmente a esta problematica
millonaria pérdidas, que como se menciondé en algunos casos de la industria de
arepas estas pueden alcanzar las modicas sumas de 700 millones de pesos
mensuales; lo cual ha obligado a la industria a buscar soluciones rapidas y efectivas
a dicha problematica. Entre las soluciones que mas se usan en la industria de
arepas por términos de costos es la aplicacion de conservantes tradicionales en las
masas crudas, principalmente el acido sorbico y propionato de calcio. Sin embargo,
la necesidad de desarrollar productos mas naturales que no contengan altas
concentraciones de conservantes sintéticos ademas que, permitan alargar o igualar
la vida util de los productos que emplean conservantes tradicionales, incentiva la
investigacion de nuevos conservantes de origen natural.

Entre las opciones de conservantes naturales se ha evaluado en investigaciones
previas el uso del lactosuero hidrolizado con proteasas, ya que diferentes péptidos
provenientes de la hidrdlisis se asocian con un potencial antimicrobiano y
antifingico; pese a ello, no todos los péptidos que se generan en la hidrélisis pueden
presentar dicho potencial, por lo que el efecto antifungico que puede exhibir el
lactosuero WPC 80 hidrolizado con proteasas es muy dependiente del tipo de
enzima empleado (Morais et al., 2015). En la presente investigacion se evalué el
efecto de la hidrélisis del lactosuero WPC 80 con cinco clases de proteasas, donde
tres de estas: Formea®, Alcalase® y Protamex®, se emplean cominmente en
alimentos principalmente en la industria lactea, puesto que, generan hidrolizados de
proteina que tienen mayor digestibilidad y menor alergenicidad (Novozymes, 2023).
Otra de las enzimas empleadas fue la papaina, que también se utiliza comunmente
en alimentos destacando su uso en carnicos como una forma de ablandar las carnes
(Ozhelvaci & Steczkiewicz, 2023), y a su vez se emple6 en este estudio una tripsina
de pancreas bovino, que no es frecuentemente utilizada en alimentos, pero si en
aplicaciones biotecnolégicas (Sigma-Aldrich, 2023).

Luego de la hidrdlisis del lactosuero WPC 80 con cada una de las enzimas
evaluadas, se obtuvieron cinco hidrolizados que fueron posteriormente liofilizados,
con el fin de determinar su actividad antifungica en medio de cultivo y compararla
con la actividad de los conservantes tradicionales acido sorbico y propionato de
calcio. De este ensayo se observo que si existen diferencias en cuanto a la actividad
antifangica entre los cinco hidrolizados en estudio y los conservantes tradicionales
acido sorbico y propionato de calcio, al afectar de forma diferencial el crecimiento
del Penicillium sp. en los 11 dias de seguimiento; tal como se evidencia en la
Gréafica 1 y Tabla 15, los conservantes tradicionales presentaron un mejor efecto
antifingico al ralentizar el crecimiento del moho, si se compara con el efecto
observado en los hidrolizados. Adicionalmente, de los tratamientos que incluian
conservantes tradicionales, la mejor actividad antifingica observada fue la del acido
sorbico a 1000 ppm al impedir el crecimiento del moho durante 10 dias de
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incubacion, mientras que, la peor actividad fue la evidenciada por el propionato de
calcio, en donde el crecimiento se da a tan solo 2 dias de incubacion.

Los resultados en mencién, confirman lo reportado en literatura por diferentes
autores que indican que el acido sorbico es el conservante acido lipofilico débil que
mas efecto presenta frente a mohos, si se compara con otros conservantes acidos
como el acido propionico y sus sales y el acido benzoico y sus sales (Campos, 1995;
McDonough et al., 2015; Moro et al., 2022). Por otro lado, la baja actividad
antifingica del propionato de calcio puede estar asociada al pH del medio, puesto
gue el pH 5 esta en su limite maximo requerido para inhibir el crecimiento microbiano
(Campos, 1995); de igual forma, diferentes autores han reportado que especies del
género Penicillium como P. roqueforti, P. paneum y P. commune no son inhibidos
por el propionato de calcio incluso cuando se usa en altas concentraciones (Garcia
et al.,, 2019; Moro et al., 2022; Suhr & Nielsen, 2004), tal como se evidencia en la
presente investigacion en donde el propionato de calcio se emple6 a una
concentracion de 3000 ppm que es la maxima admitida para alimentos, segun la
Resolucién 4125 de 1991 del Ministerio de salud y proteccién social. En el caso de
la mezcla de conservantes (acido sorbico 874 ppm y propionato de calcio 499 ppm),
se puede inferir que el efecto antifungico se debe principalmente a la presencia del
acido sorbico; no obstante, dicho efecto es inferior al presentado por el tratamiento
con solo &cido sorbico, puesto que, tiene una menor concentracion del mismo. En
esta prueba, la mezcla de conservantes resulto ser el segundo tratamiento con
mejor efecto antifungico evidenciado.

En la prueba de evaluacién del efecto antifingico en medio de cultivo se observé a
su vez que entre los hidrolizados en estudio se puede identificar un efecto
antifangico diferente principalmente en el hidrolizado de tripsina, al ser el que mayor
efecto presentd en cuanto a la ralentizacion del crecimiento del moho de estudio,
(Grafica 1, Tabla 16) siendo su comportamiento inhibitorio cercano al presentado
por el conservante tradicional propionato de calcio. La diferencia en la ralentizacion
del crecimiento de Peniciillium sp. entre los hidrolizados puede estar asociada tal
como se menciond anteriormente al tipo de péptidos generados por la hidrdlisis
enzimatica, lo cual se debe a que la actividad catalitica de cada enzima puede ser
distinta teniendo en cuenta que aunque todas son proteasas difieren en el tipo de
residuo catalitico y en su origen. Por ejemplo, Formea® y Alcalase® son
endoproteasas microbianas tipo serina proteasa, Protamex® es una mezcla de
endoproteasas microbianas (Novozymes, 2023), la papaina actia como endo y
exoproteasa del tipo cisteina proteasa (Ozhelvaci & Steczkiewicz, 2023), mientras que,
la tripsina empleada es una endoproteasa tipo serina proteasa proveniente del
pancreas bovino (Sigma-Aldrich, 2023). Adicionalmente, los resultados obtenidos
en esta prueba se asemejan a los presentados por otros autores que también
sugieren que la hidrolisis del lactosuero bovino o incluso caprino con tripsina,
pueden generar péptidos que presentan dicho efecto antifingico, como es el caso
del estudio realizado por Luz et al, (2020), en el cual demuestran que la hidrdlisis
del lactosuero caprino con tripsina permitio la obtencion de péptidos con efecto
antifangico, los cuales fueron Utiles para alargar la vida util de panes pita.
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Una razon que puede justificar a su vez el bajo efecto antifungico evidenciado en
los hidrolizados del lactosuero WPC 80 comparado con los conservantes
tradicionales, es que dichos hidrolizados aunque pueden contener péptidos con
potencial antifingico, la concentracion a la cual se encuentran estos péptidos es
baja debido a que luego de la hidrélisis enzimatica no se realizé ninguna etapa de
concentracion o purificacion de estos péptidos; a comparacion con el acido sorbico
y el propionato de calcio utilizados, los cuales si se encuentran practicamente puros
al presentar una pureza declarada del 99% (Segun ficha técnica de proveedores).
Ademas, una desventaja de los hidrolizados del lactosuero WPC 80, es la presencia
de lactosa (Tabla 17), que en en vez de inhibir el crecimiento de mohos como
Penicillium sp. puede por el contrario favorecer su crecimiento al servir de fuente de
carbono (Tibasosa, 2014), lo cual explica el por qué en la mayoria de hidrolizados
se ve un rapido crecimiento del moho. De igual forma, en esta prueba se observé
gue el tratamiento enzimatico del lactosuero WPC 80 si es de utilidad para alcanzar
un efecto inhibitorio en el crecimiento de Penicillium sp., lo que se puede evidenciar
si se compara el crecimiento del control y del tratamiento con lactosuero sin
hidrolizar, en donde, se destaca que el crecimiento es mas rapido en este ultimo
tratamiento.

Gréfica 1. Efecto antifiingico en medio de cultivo de los hidrolizados y conservantes
tradicionales evaluados sobre Penicillium sp.
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Tabla 16. Diametro promedio en cm por dia en cada tratamiento evaluado.
En esta tabla cada dato reportado corresponde al diAmetro promedio de las tres réplicas
de cada tratamiento; las celdas coloreadas de amarillo corresponden a los cuatro valores

de diametros mas bajos reportados por dia de seguimiento.

Tratamiento

Diametro (cm)/Dia

112 |3|4 |5 |6 |7 |89 1011
Hidrolizado de Formea® LT
1200 BG 24 horas: 6667 ppm 20/46(83|83|83|83/8,3|8,3/8,3/8,3(8,3
Hidrolizado de Formea® LT
1200 BG 6 horas: 6667 ppm 19/51/83(83(83/8,3(/8,3|8,3|8,3|8,3|8,3
Hidrolizado Fje Protamex® 24 18|48|83|83|83/83[83|83|83/83|83
horas; 6667 ppm
Hldrollzado.de Protamex® 6 18/47!83/83/83|83|83/83/83/83]83
horas; 6667 ppm
Hidrolizado de Alcalase® Pure
2.4 L 24 horas; 6667 ppm 1,7/41/83/83(/83/83(/8,3/8,3|8,3|8,3|8,3
Hidrolizado de Alcalase® Pure
2.4 L 6 horas; 6667 ppm 21/54|83(8,3|83(8,3|8,3/8,3/8,3/8,3|8,3
Hidrolizado de Trypsin EC.
3.4.21.4 de pancreas bovino24 | 1,6 |40(8,38,3|8,3|8,3/8,3/83(8,3(8,3/8,3
horas; 6667 ppm
Hidrolizado de Papaina 4000
DB 24 horas; 6667 ppm 19/48(83|83/83/83/83(8,3/8,3(8,3|8,3
Acido sérbico 1000 ppm 00/0,0/00/00|00(0,0{0,0[{0,0|0,0|0,0|0,6
Propionato de calcio 3000 ppm | 0,9 13,0(3,9(8,3/8,3|8,3/8,3/8,3/8,3/8,3|8,3
Mezcla de acido sorbico y
propionato de calcio 874 ppmy [0,0(0,4/09(12/13(16(1,8|2,1(24|2,7 |30
499 ppm
Control 18/48(83(83(/83/83(/8,3|8,3|8,3|8,3|8,3
Lactosuero sin hidrolizar 1,7/5,7/83/8,3/8,3/83/8,3/8,3/8,3|8,318,3

Tabla 17. Andlisis fisicoquimico del lactosuero WPC 80 empleado, ISO Chill®8010;
declarado en la ficha técnica del producto.

Analisis fisicoquimico Método \{al_or \{al_or
minimo maximo
Cenizas (%) AOAC 930.30 - 5,0
Grasa (%) AOAC 989.05 - 10,0
AOAC 984.15/
Lactosa (%) 986.25 - 10,0
AOAC 927.05/
0 -
Humedad (%) 990.20 6,0
pH, 10% Sol. a 20°C AOAC 945.27 7,0

63



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de

maiz y de yuca

Analisis fisicoguimico Método \{al_or \{al_or
minimo maximo
. AOAC 990.03/
Proteina, (N x 6,38) (%) 991.20 75,0
Proteina, (N x 6,38) como base seca AOAC 990.03/ 80.0
(%) 991.20 '

Adicionalmente, con los resultados obtenidos en la prueba de evaluacién de la

actividad antifangica se calcul6 la Inhibicion del Crecimiento Micelial (MGI) en cada

uno de los tratamientos evaluados. En la Tabla 18 se observa el resultado de este
calculo para cada tratamiento en los 11 dias de estudio asi como el valor promedio
de este parametro. En la Gréafica 2 se puede evidenciar los tratamientos con mayor
indice de inhibicién de crecimiento micelial. De estos resultados se concluyo que los
porcentajes mas altos de inhibicion lo presentaron: el acido sérbico con un 99,38%,
la mezcla de conservantes con un 80,55%, el propionato de calcio con 12,63% y el
hidrolizado de tripsina con un 2,89%. De igual forma, se observé que en algunos
tratamientos el crecimiento del hongo fue favorecido en vez de ser inhibido, por lo
que el valor del porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Micelial fue negativo, siendo

el caso del lactosuero sin hidrolizar (-0,74%), de los tratamientos con la enzima

Formea® (-0,73 para el hidrolizado de 6 horas y -0,62% para el de 24 horas) y del
tratamiento con Alcalase® con 6 horas de hidrolisis (-2,49%). Resultados que a su

vez soportan los analisis presentados anteriormente.

Tabla 18. Resultados del calculo de Inbicion de Crecimiento Micelial (MGI).

En esta tabla cada dato reportado corresponde al MGI promedio de las tres réplicas de
cada tratamiento; las celdas coloreadas de amarillo corresponden a los valores de MGI

mas altos reportados por dia de seguimiento.

Tratamiento MGI (%)/Dia Promedio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | MGI (%)
Formea® L1 12008G 24 | 109| 41 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 |00 | -06
horas; 6667 ppm
Hidrolizado de Formea® LT
1200 BG 6 horas: 6667 ppm -1,8 | -6,2 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 -0,7
Hidrolizado de Protamex®24 | ;1 o | 4 | 99 | 00 | 00 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00| 02
horas; 6667 ppm
Hidrolizado de Protamex®6 | 55 | 5,4 | o0 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0 0,6
horas; 6667 ppm
Hidrolizado de Alcalase® Pure
2.4 L 24 horas; 6667 ppm 7,3 145 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 2,0
Hidrolizado de Alcalase® Pure
2.4 L 6 horas; 6667 ppm -16,4 | -11,0| 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 -2,5
Hidrolizado de Trypsin EC.
3.4.21.4 de pancreas bovino | 14,5 | 17,2 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 29
24 horas; 6667 ppm
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MGI (%)/Dia Promedio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | MGI (%)

Tratamiento

Hidrolizado de Papaina 4000

DB 24 horas; 6667 ppm -36 |14 | 00 | 00| 00| OO |O0O0])| 00| 00| 00]0O00 -0,2

Acido s6rbico 1000 ppm 100,0 | 100,0 | 100,0| 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 93,2 99,4

Propionato de calcio 3000 ppm | 49,1 | 37,2 | 52,6 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 12,6

Mezcla de acido sérbico y
propionato de calcio 874 ppm |100,0| 91,7 | 89,2 | 85,9 | 83,9 | 80,7 | 78,3 | 74,3 | 71,1 | 67,1 (63,9 80,6
y 499 ppm

Lactosuero sin hidrolizar 9,1 |-17,2| 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 -0,7

Gréfica 2. Promedio de Inhibicion de crecimiento micelial por tratamiento.

Lactosuero sin hidrolizar l0,74
Mezcla de acido sorbico y propionato de calcio 874 ppm y 490, — 30,55
Propionato de calcio 3000 ppm 2,63

8 Acido s6rbico 1000 ppm 99,38

'E’ Hidrolizado de Papaina 4000 DB 24 horas; 6667 ppm |—0,21

@ Hidrolizado de Trypsin EC. 3.4.21.4 de pancreas bovino 24...-2,89

'C  Hidrolizado de Alcalase® Pure 2.4 L 6 horas; 6667 ppm [ -2.49 ® Promedio
Hidrolizado de Alcalase® Pure 2.4 L 24 horas; 6667 ppm .1:98 MG (%)

Hidrolizado de Protamex® 6 horas; 6667 ppm ’ 0,64

Hidrolizado de Protamex® 24 horas; 6667 ppm ) 0,17
Hidrolizado de Formea® LT 1200 BG 6 horas; 6667 ppm '—0,73
Hidrolizado de Formea® LT 1200 BG 24 horas; 6667 ppm '—0,62

Tratam

-4,00 16,00 36,00 56,00 76,00 96,00 116,00

Con el fin de evaluar la significancia estadistica de la diferencia observada entre los
tratamientos de estudio se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA de un factor
(conservante evaluado) para los diametros de crecimiento de los dias dos y once
del seguimiento realizado, considerando tal como se habia mencionado
anteriormente un nivel de confianza del 95% y un nivel de significancia del 5%. De
esta prueba estadistica se obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 19 y
20, Grafica 3y 4y Figura A1y A2 de la seccién de anexos. En dichos resultados
se evidencié que si existe una diferencia estadisticamete siginificativa entre los
tratamientos (Valor p<0,05) a los dias dos y once del seguimiento; ademas, de
ambas predicciones se puede inferir que alrededor del 92% de la variacion en el
diametro de crecimiento del moho analizado, es explicado por el tipo de conservante
o hidrolizado empleado en el medio de cultivo, es decir, que la adicion de
conservantes o hidrolizados es el factor que mas afecta el crecimiento del moho y
este crecimiento no es significativamente afectado por variables externas no
controladas en el experimento.
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Tabla 19. Resultados de ANOVA para didmetro de crecimiento de Penicillium sp. al dia
dos de seguimiento.

Resultados de ANOVA Dia 2
Valor p S Rs-sq R-sq (adj)
0,000 0,619139 92,08% 88,43%

Tabla 20. Resultados de ANOVA para diametro de crecimiento de Penicillium sp. al dia
once de seguimiento.

Resultados de ANOVA Dia 11
Valor p S Rs-sq R-sq (adj)
0,000 0,850490 92.27% 88,70%

Gréfica 3. Boxplot del Didmetro de crecimiento para el dia dos de seguimiento.
Los valores evidenciados en las cajas de cada tratamiento corresponden al valor medio.
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Grafica 4. Boxplot del Diametro de crecimiento para el dia once de seguimiento.
Los valores evidenciados en las cajas de cada tratamiento corresponden al valor medio.
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Adicionalmente, se puede observar en las Graficas 3 y 4 los valores de la media
obtenidos en cada tratamiento, de estos valores se observa que hay una diferencia
entre los dias dos y once analizados, puesto que, en el dia dos se evidencia que los
tratamientos con menor crecimiento del moho son: el acido sérbico a 1000 ppm, la
mezcla de conservantes acido soérbico 874 ppm y propionato de calcio 499 ppm, el
propionato de calcio a 3000 ppm y el hidrolizado con tripsina de pancreas bovino a
6667 pppm; mientras que, al dia once los unicos tratamientos con menor
crecimiento del moho son unicamente el acido sérbico y la mezcla de conservantes.
De estas observaciones se infiere que todos los tratamientos a exepcion de los que
contenian &cido sorbico, no tienen un buen efecto inhibitorio del crecimiento del
moho cuando existe una alta concentraciéon de esporas del mismo, al alcanzar el
maximo crecimiento (diametro total de la caja petri) a tan sélo el segundo o tercer
dia de incubacion. No obstante, los tratamientos como el de propionato de calcio y
del hidrolizado con tripsina de pancreas bovino, si podrian exhibir un buen efecto
inhibitorio del crecimiento de Penicillium sp., si la concentracion de esporas o la
cantidad de micelio que se evalla en el ensayo es mucho menor a la empleada en
el presente experimento, lo que sugiere que si se aplica en vida Gtil de un producto
sin inoculacion directa de esporas o micelio, estos tratamientos podrian presentar
un buen efecto inhibitorio.

De igual forma en el andlisis estadistico realizado se observa que, si se compara
los tratamientos de so6lo acido sérbico con la mezcla de conservantes, se evidencia
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que Unicamente cuando se usa el &cido sorbico a la maxima concentracion
permitida en alimentos bajo la Resolucién 4125 de 1991 del Ministerio de salud y
proteccion social, se logra inhibir significativamente el crecimiento del moho
Penicillium sp., teniedo en cuenta altas cocentraciones de esporas del mismo.
Aspecto que a su vez permite inferir que, si bien los conservantes tradicionales
como el acido sorbico son efectivos para inhibir el crecimiento de mohos como
Penicillium sp. en alimentos, s6lo seran efectivos al cien por ciento si la
concentraciones de esporas del ambiente o las fuentes de contaminacion son bajas,
lo que sugiere que ademas de la adicion de conservantes para evitar el crecimiento
de mohos como Penicillium sp. se hace indispensable garantizar la inocuidad de los
procesos productivos, en este caso mediante la aplicacion de las buenas préacticas
de manofactura (BPM) y programas rigurosos de limpieza y desinfeccion en las
plantas de procesamiento, tal como se sugirié también en los estudios realizados
por Garcia et al. (2019), en los cuales se hizo una evaluacion completa de las
causales que se asocian al problema de hongos en las industrias de panificados,
gue presentan un comportamiento similar al de arepas.

A partir de las ANOVAS mencionadas se realizaron pruebas de comparacion
multiple para identificar cuales de los tratamientos son los que estadisticamente
presentan efecto antifingico diferente, en este caso empleando el método de Tukey.
Los resultados obtenidos en esta prueba se pueden evidenciar en las Tablas 21y
22 y Figuras A3 y A4 de la seccidén de anexos. En la Tabla 21 se evidencia que
para el dia dos del seguimiento segun la similitud existente entre las medias de los
tratamientos se pueden agrupar en tres grupos, siendo estos: el de mayor promedio
de crecimiento que incluye a los tratamientos Lactosuero sin hidrolizar, Alcalase®
Pure 2.4 L 6 horas y Formea® LT 1200 BG 6 horas; el de crecimiento intermedio el
cual agrupa el control y todos los demas hidrolizados y el de crecimiento bajo, que
incluye a la mezcla de acido sorbico y propionato de calcio 874 ppm y 499 ppm,
respectivamente y, el &cido soérbico a 1000 ppm. Sin embargo, en el dia once (Tabla
22) se observdé un comportamiento diferente, en el cual los tratamientos se
agruparon unicamente en dos grupos: el de mayor crecimiento que incluye el
lactosuero sin hidrolizar, el control, el propionato de calcio y todos los hidrolizados,
y el de menor crecimiento que incluye al acido sorbico a 1000 ppm y la mezcla de
acido sorbico y propionato de calcio, 874 ppm y 499 ppm, respectivamente.
Resultados que corroboran que estos dos ultimos tratamientos en mencion son los
anicos que estadisticamente demuestran una actividad antifungica, tal como se
menciond anteriormente. Esta prueba, también permite inferir que no existe
diferencias significativas entre los hidrolizados con Alcalase®, Formea® vy
Protamex®, de 6 horas con respecto a los de 24 horas, por lo que se infiere que a
las 6 horas estas enzimas finalizan su accion catalitica, por ende, a las 24 horas, no
se evidenciara péptidos diferentes y con mayor potencial antifingico.
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Tabla 21. Resultados de prueba de comparacion multiple por método de Tukey del
Didmetro de crecimiento para el dia dos de seguimiento.
En esta tabla los tratamientos que no comparten la letra del superindice son

significativamente diferentes.

Conservante Promedio Desviacion estandar
Lactosuero sin hidrolizar 5,667 0,757 A
Alcalase® Pure 2.4 L 6 horas 5,367 0,777 A
Formea® LT 1200 BG 6 horas 5,133 0,473A
Control 4,833 0,764 /B
Protamex® 24 horas 4,833 0,764 AB
Papaina 4000 DB 24 horas 4,767 0,751 AB
Protamex® 6 horas 4,667 0,651 AB
Formea® LT 1200 BG 24 horas 4,633 0,116 AB
Alcalase® Pure 2.4 L 24 horas 4,133 0,666 B
Trypsin EC. 3.4.21.ﬁ de pancreas bovino 24 4,000 0,656 AB

oras

Propionato de calcio 3000 ppm 3,033 0,252 B
Mezclaci?ci)cgi;)‘ls&r)tr)rl]c; Zggr%%lr?]nato de 0.400 0,693 C
Acido s6rbico 1000 ppm 0,000 0,000 ©

Tabla 22. Resultados de prueba de comparaciéon multiple por método de Tukey del
Diametro de crecimiento para el dia once de seguimiento.
En esta tabla los tratamientos que no comparten la letra del superindice son

significativamente diferentes.

Conservante Promedio Desviacion estandar
Lactosuero sin hidrolizar 8,300 0,000 A
Alcalase® Pure 2.4 L 6 horas 8,300 0,000
Formea® LT 1200 BG 6 horas 8,300 0,000 A
Control 8,300 0,000
Protamex® 24 horas 8,300 0,000 A
Papaina 4000 DB 24 horas 8,300 0,000
Protamex® 6 horas 8,300 0,000 A
Formea® LT 1200 BG 24 horas 8,300 0,000 A
Alcalase® Pure 2.4 L 24 horas 8,300 0,000 A
Trypsin EC. 3.4.21.4 de pancreas bovino 8.300 0,000~

24 horas
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Penicillium sp. en arepas de

Conservante Promedio Desviacion estandar
Propionato de calcio 3000 ppm 8,300 0,000 A
Mezcla de acido sorbico y propionato de B
calcio 874 ppm y 499 ppm 3,000 2,910
Acido sérbico 1000 ppm 0,000 0,981 B

Ademas de la prueba de comparacion multiple por el método de Tukey se realiz
una prueba de mayor precision en este caso por el método MSB de Hsu. De esta
prueba se obtuvieron los resultados que se evidencian a continuacion en las
Figuras 11y 12 y Gréficas 5y 6. De estos resultados se analizé que si se compara
la media de todos los tratamientos evaluados con respecto a la media del
tratamiento con mejor efecto antifingico reportado, en este caso, el de acido soérbico
1000 ppm, el Unico tratamiento que se asemeja en téminos del efecto antifingico
es la mezcla de conservantes acido sérbico con propionato de calcio, de resto todos
los demés diferen significativamente tanto en el dia dos de seguimiento como en el
dia 11; lo cual corrobora los resultados obtenidos por el método de Tukey.

Hsu Multiple Comparisons with the Best (MCB)

Hau Simumltanecus Teats for Lewvel Mean - Smallesat of Other Level Means

Difference

Difference of Lewvels of Means
icido strkic - Mezcla de ac -0, 400
Llcalase® Pu - Leido sérbic 4,133
Llcalase® Pu - Leido sdrbic 5,367
Control - Acido sérbic 4,833
Formea® LT 1 - Acido sdrbic 4,633
Formea® LT 1 - Acido sérbic 5,133
Lactosuerc 3 - Loido sdrbic 5,667
Mezcla de dc - heido sérbic 0,400
Papaina 4000 - Acido sdrbic 4,787
Propicnatoc d - Acido sérbic 3,033
Protamex® 24 - Acido sdrbic 4,833
Protamex® § - Loido sérbic 4,867
Trypsin EC. - Acido sdrbic 4,000

SE of
Difference

0,506 (-1,741; 0
0,506 ( 0,000; 5
0,506 ( 0,000; &
0,506 ( 0,000; &
0,506 ( 0,000; 5
0,506 ( 0,000; &
0,506 ( 0,000; 7
0,506 (-0,941; 1
0,506 ( 0,000; &
0,506 ( 0,000; 4
0,506 ( 0,000; &
0,506 ( 0,000; &,00
0,506 ( 0,000; 5,341

Edjusted

95% CI T-Value P-Value
941 -0,7% 0,a871
L 474) g,18 0,000
, 707} 10,62 0,000
174} 9,56 0,000
,374) 9,17 a,000
L 474) 10,15 0,000
00T} 11,21 0,000
, 741} 0,79 0,871
107} 9,43 a,000
,374) a,00 0,000
174} 9,56 0,000
00T 9,23 0,000
i 7,91 a,000

Figura 11. Resultados de prueba de comparacién multiple por método de MSB Hsu con
respecto a la ANOVA del dia dos de seguimiento.
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Gréafica 5. Resultados de prueba de comparacion multiple por método de MSB Hsu con

respecto a la ANOVA del dia dos de seguimiento.

Hsu Simultaneous 95% Cls
Level Mean - Smallest of Other Level Means for Diametro Dia 2 (cm)

Acido sérbic - Mezcla de 4c ' ! I
1
Alcalase® Pu - Acido sérbic } o,
Alcalase® Pu - Acido sérbic } L
1
Control - Acido sérbic ; o’
Formea® LT 1 - Acido sérbic ) L
Formea® LT 1 - Acido sérbic : 3
Lactosuero s - Acido sérbic ,5 &
Mezcla de ac - Acido sérbic —e
1
Papaina 4000 - Acido sérbic :' L
Propionato d - Acido sérbic } &
1
Protamex® 24 - Acido sérbic :' e’
Protamex® 6 - Acido sérbic ; L
Trypsin EC. - Acido sérbic :- L
-2 -1 0 1 2 3 5 6 7
If an interval has zero as an endpoint, the corresponding means are significantly
different.
Hsu Multiple Comparisons with the Best (MCB)
Hzu Simmltanecus Tests for Level Mean - Smallest of Other Level Means
Difference SE of
Difference of Lewels of Meana Difference 95% C T-Value
Acido sbrbic - Mezcla de &c -2,433 0,894 (-4,275; 0,000) -3,50
Llcalase® Pu - Loido sbrbic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Zlcalase® Pu - Acido strkic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Control - Acido stérkic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Formea® LT 1 - Acide strbic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Formea® LT 1 - Acido sérbic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Lactosuers 3 - Acido sdrbic T,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Mezcla de dc - Acide sérkic 2,433 0,894 ( 0,000; 4,273) 3,50
Papaina 4000 - Acido sérbic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Propionato d - Acido sorbic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14
Protamex® 24 - Acide sbérkic 7,733 0,894 ( 0,000; 9,573) 11,14
Protamex® & - Acide sbérkic 7,733 0,894 ( 0,000; 9,573) 11,14
Trypsin EC. - RAcido sorbic 7,733 0,694 ( 0,000; 9,575) 11,14

Zdjusted
P-Value
0,007
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,007
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

Figura 12. Resultados de prueba de comparacion multiple por método de MSB Hsu con

respecto a la ANOVA del dia once de seguimiento.
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Gréafica 6. Resultados de prueba de comparacion mdaltiple por método de MSB Hsu con
respecto a la ANOVA del dia once de seguimiento.

Hsu Simultaneous 95% Cls
Level Mean - Smallest of Other Level Means for Diametro Dia 11 (cm)

Acido sérbic - Mezcla de ac : &

Alcalase® Pu - Acido sérbic

Alcalase® Pu - Acido sérbic

Control - Acido sérbic

Formea® LT 1 - Acido sérbic

Formea® LT 1 - Acido sérbic

Lactosuero s - Acido sérbic

Mezcla de ac - Acido sérbic

Papaina 4000 - Acido sérbic

Propionato d - Acido sérbic

Protamex® 24 - Acido sérbic

Protamex® 6 - Acido sérbic

Trypsin EC. - Acido sérbic
-50 -2,5 00 25 50 75 10,0

If an interval has zero as an endpoint, the corresponding means are significantly
different.

4.3. Evaluacion del impacto en vida duatil del lactosuero hidrolizado
seleccionado en arepas de maizy de yuca

Como se pudo evidenciar anteriormente, el hidrolizado con tripsina de pancreas
bovino fue el Unico que presentd actividad antifangica frente a Penicillium sp. en
medio de cultivo; por lo cual se evalué su impacto en vida util de arepas de maiz y
yuca. De igual forma, tal como se mencioné anteriormente, en esta prueba se
evaluaron 5 formulaciones, que diferian unicamente en los conservantes
adicionados. Tanto para arepas de maiz como de yuca, dichas formulaciones
evaluadas fueron: formula con mezcla de conservantes (acido sérbico a 874 ppmy
propionato de calcio a 499 ppm), formula con s6lo acido sorbico (500 ppm), formula
sorbico mas lactosuero (acido sérbico a 500 ppm e hidrolizado del lactosuero WPC
80 con Tripsina de pancreas bovino a 500 ppm), férmula lactosuero (hidrolizado del
lactosuero WPC 80 con Tripsina de pancreas bovino a 6667 ppm) y férmula sin
conservantes. Durante los 50 dias de seguimiento se evalué el porcentaje de mohos
presentes en las formulaciones, los cambios fisicoquimicos de porcentaje de
humedad y pH, y los cambios sensoriales, teniendo en cuenta también las
condiciones de almacenamiento, por lo que se compara para arepas de maiz y de
yuca la vida util tanto en cuarto refrigeraciébn como en cuarto con condiciones de
temperatura y humedad relativa variables. Entendiendo la vida atil como el tiempo
al cual ninguna de las formulaciones present6 hongo visible.
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En cuanto al porcentaje de mohos presentes en las arepas de maiz durante los 50
dias de seguimiento, se pudo observar un comportamiento diferente entre las
formulaciones almacenadas en cuarto refrigeracion con respecto a las almacenadas
en cuarto ambiente. En las arepas de maiz en cuarto refrigeracion se evidencio que
de las cinco formulaciones evaluadas, la que presenté un mejor desempefio fue la
fomulacion de soérbico mas lactosuero, seguida por la mezcla de conservantes
(Gréfica 7, Figuras 13 y 14 ), destacando que la formulacion de sérbico mas
lactosuero no presentd moho visible en los 50 dias de seguimiento. Adicionalmente,
se observo que las arepas de maiz de la formula de sérbico con lactosuero lograron
incrementar en 7 dias la vida 0til de este tipo de arepas, con respecto a la formula
con la mezcla de conservantes tradicionales acido sorbico y propionato de calcio;
asi como logré incrementar en 19 dias la vida Gtil de este tipo de arepas pero con
respecto a la férmula que contenia sélo el &cido sérbico como conservante
tradicional empleado. Por otro lado, la formulacién con peor desempefio fue la de
sélo &cido sorbico, siendo el porcentaje de moho mucho mayor al evidenciado
incluso en la formula sin conservantes.

Los resultados obtenidos en cuanto al recuento de mohos en las arepas de maiz
almacenadas en cuarto refrigeracion permiten demostrar que el hidrolizado del
lactosuero WPC 80 con tripsina, si presenta un efecto antifingico y dicho efecto se
potencializa cuando se combina este hidrolizado con el acido sorbico. Sin embargo,
se evidencia también que altas concentraciones de este hidrolizado no permiten
obtener un buen efecto antifungico, lo que se puede atribuir a la baja concentracion
a la cual se encuentran los péptidos con potencial antifingico, sumado al contenido
de lactosa que sirve como fuente de carbono (Tibasosa, 2014) para el crecimiento
de mohos como Penicillium sp., un aspecto que podria evitarse si luego de la
hidrélisis enziméatica del lactosuero WPC 80 con tripsina, se hace un tratamiento de
concentracion o purificacion previo a su uso en el alimento. A su vez, estos
resultados demuestran que la mezcla del acido sérbico con el lactosuero resulta
tener un mayor efecto antifingico que la mezcla de acido sérbico con propionato de
calcio, siendo esta ultima la habitualmente empleada en panificados y en arepas
(Axel et al., 2017; Corpas & Tapasco, 2012); lo cual se puede justificar teniendo en
cuenta lo mencionado anteriormente en donde se afirma que el conservante
tradicional propionato de calcio no presenta un buen efecto inhibitorio frente a
mohos.

Por otro lado, dichos resultados dejan en entrevisto que el uso de acido sérbico a
bajas concentraciones como 500 ppm sin la aplicacion concomitante de otro
conservante, en arepas de maiz que contienen queso en masa, no permite exhibir
el efecto antifungico caracteristico del acido sorbico. Lo que permite inferir que el
conservante acido sorbico solo tiene un buen efecto antifingico en arepas de maiz
cuando se usa a concentraciones cercanas a la maxima permitida, bajo la
Resolucion 4125 de 1991 del Ministerio de salud y proteccion social (1000 ppm); lo
gue se asocia con los resultados obtenidos en otras investigaciones como la de
Corpas y Tapasco (2012) y (2013), en donde comparan la vida util de arepas de
maiz sin adicion de queso en masa, usando diferentes conservantes tradicionales
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llegando a la conclusién que el Unico que permite obtener la mayor vida util es el
acido sorbico, pero adicionado a una concentracion de 1000 ppm. La razon por la
cual se puede requerir altas concentraciones de este acido para presentar un buen
efecto antifingico en arepas de maiz, se debe a que, como se mencioné
anteriormente, el efecto de este conservante puede verse afectado por diversos
factores como baja solubilidad, o por la degradacion del mismo ocasionada por la
interaccién con otros ingredientes del alimento (Campos, 1995; Thomas & Delves-
Broughton, 2014).

En las arepas de maiz en cuarto ambiente, se evidencio que todas las formulaciones
presentaron una vida Util mucho mas baja que la registrada en las arepas de maiz
almacenadas en cuarto de refrigeracion. No obstante, bajo estas condiciones se
observé también que la formulacién con mejor desempefio fue la de sérbico con
lactosuero, la cual permitié obtener un menor recuento de arepas contaminadas con
moho al final de los 50 dias de seguimiento (Gréfica 8, Figuras 13y 15). En general,
bajo estas condiciones variables de temperatura y humedad relativa se evidencio
que en este tipo de arepas independientemente del conservante evaluado, sélo
lograron presentar 5 dias de vida Gtil. Por lo que se puede afirmar, que ninguno de
los conservantes analizados logré ralentizar el crecimiento de mohos bajo dichas
condiciones.

Gréfica 7. Resultados del seguimiento del porcentaje de muestras de arepas de maiz con
moho durante 50 dias de seguimiento en refrigeracion.
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Gréfica 8. Resultados del seguimiento del porcentaje de muestras de arepas de maiz con
moho durante 50 dias de seguimiento en cuarto ambiente.
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Figura 13. Evidencia fotografica de porcentajes de muestras con moho en arepas de maiz

en cuarto ambiente y refrigeracion.

En esta figura las fotos de cuarto ambiente corresponden al seguimiento del 31 de mayo
del 2023 en donde se evidencian las muestras que aun no tenian hongo. Las fotos de
refrigeracion corresponden al seguimiento del 15 de junio del 2023 y en estas se
evidencian todas las muestras almacenadas en dicho cuarto, destacando con una flecha

roja las

muestras que a la fecha tenian moho visible.
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Sorbico mas Lactosuero Mezcla de conservantes

e Y

el .
Figura 14. Evidencia fotografica de arepas de maiz al final de los 50 dias de seguimiento

en refrigeracion.
En esta figura las flechas indican las muestras contaminadas con moho.

Sérbico mas Lactosuero Solo acido sérbico

Figura 15. Evidencia fotografica de arepas de maiz al final de los 50 dias de seguimiento
en cuarto ambiente.
En esta figura los circulos rojos indican las muestras contaminadas con levadura.
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En las arepas de yuca, también se observé diferencias en cuanto al tiempo de vida
atil alcanzado por todas las formulaciones en refrigeracion con respecto al cuarto
ambiente; sin embargo, se observo el mismo patrén evidenciado en las arepas de
maiz, en donde las almacenadas en cuarto ambiente presentaron un menor tiempo
de vida util que las arepas almacenadas en refrigeracion. De las arepas de yuca
almacenadas en refrigeracion se observd que las formulaciones de mezcla
conservantes, solo 4cido sérbico y sorbico mas lactosuero lograron presentar una
vida util de 50 dias (Grafica 9 y Figuras 16 y 17). Por lo que en este caso, no se ve
un impacto del uso del hidrolizado del lactosuero WPC 80 con tripsina de pancreas
bovino, en la vida util de las arepas de yuca.

El bajo impacto en vida util de la aplicacion del hidrolizado con tripsina en las arepas
de yuca almacenadas en refrigeracion puede atribuirse posiblemente a las
caracteristicames fisicoquimicas de este tipo de arepas, puesto que, las arepas de
yuca al tener en mayor proporciéon el almidon de yuca como ingrediente presentan
un menor contenido de humedad que las arepas de maiz, lo que en cierta parte
limita el crecimiento de mohos y otros microorganismos; de igual forma, el contenido
de maiz presente en estas arepas es mucho menor por lo que se disminuye el riesgo
de presentar esporas de mohos provenientes del maiz, teniendo en cuenta que este
cereal es uno de los que mas se ve afectados por el crecimiento de mohos como
Penicillium sp. (Carvajal-Moreno, 2022). Por otro lado, de estos resultados se infiere
también que concentraciones no tan altas de acido sérbico son efectivas para
prevenir el crecimiento de mohos en arepas de yuca almacenadas en refrigeracion,
lo que se puede asociar a una mejor solubilidad del acido sérbico puesto que, las
férmulas de yuca a diferencia de las de maiz, tienen un mayor contenido de grasas
provenientes principalmente del queso y la margarina, y el &cido sérbico tiene una
mejor solubilidad en matrices grasas que en matrices acuosas (Campos, 1995).

Las arepas de yuca almacenadas en cuarto ambiente, lograron presentar
independientemente de la formulacién al menos dos dias mas de vida util que las
arepas de maiz, lo que puede explicarse por las diferencias fisicoquimicas y
composicionales mencionadas anteriormente. De estas arepas, el mejor
desemperio se evidencio en las formulaciones de mezcla de conservantes y acido
sérbico con lactosuero, al presentar ambas formulaciones un recuento de mohos
inferior comparado con las otras formulaciones (Grafica 10 y Figuras 16 y 18). Por
otro lado, en las arepas de yuca asi como se evidenci6 en las arepas de maiz, la
formulacion de lactosuero no presentd un buen desempeiio inhibiendo el
crecimiento de mohos, lo que se asocia a como se mencioné anteriormente, la baja
concentracion de los péptidos con potencial antifungico y a la presencia de lactosa
que funciona como fuente de carbono para estos hongos ademas de otros
microorganismos (Tibasosa, 2014).
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Grafica 9. Resultados de seguimiento del porcentaje de muestras de arepas de yuca con
moho durante 50 dias de seguimiento en refrigeracion.
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Gréfica 10. Resultados de seguimiento del porcentaje de muestras de arepas de yuca
con moho durante 50 dias de seguimiento en cuarto ambiente.
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Cuarto |  Mezcla de conservantes Sélo acido sorbico Lactosuero [ Sorbico mas Lactosuero | Sin conservantes

Ambiente
(19-25°C)
(41-76 %HR)

Refrigeracion
(1-6°C)

Figura 16. Evidencia fotografica de porcentajes de muestras con moho en arepas de yuca
en cuarto ambiente y refrigeracion.

En esta figura las fotos de cuarto ambiente corresponden al seguimiento del 31 de mayo
del 2023 en donde se evidencian las muestras que aun no tenian hongo. Las fotos de
refrigeracion corresponden al seguimiento del 15 de junio del 2023 y en estas se
evidencian todas las muestras almacenadas en dicho cuarto, las cuales a la fecha no
tenian moho visible.

Figura 17. Evidencia fotografica de arepas de yuca al final de los 50 dias de seguimiento
en refrigeracion.
En esta figura las flechas indican las muestras contaminadas con moho.
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Soérbico mas Lactosuero Solo acido sérbico

Figura 18. Evidencia fotografica de arepas de yuca al final de los 50 dias de seguimiento
en cuarto ambiente.

Tal como se menciond anteriormente, el comportamiento de las fomulaciones de
arepas tanto de maiz como de yuca en cuarto ambiente como en refrigeracion son
muy diferentes; dicha diferencia se debe a que el cuarto ambiente presenta
temperaturas que oscilan entre 19 y 25°C asi como humedades relativas entre 41y
76% (Grafica 11), que segun el estudio realizado por Carrillo (2003) son
condiciones Optimas para el crecimiento de diferentes especies de Penicillium asi
como de otros mohos; sumado a que independientemente del tipo de arepa, estas
presentan actividades de agua superiores a 0,8 que facilitan el crecimiento de
diferentes microorganismos (mohos, levaduras y bacterias); mientras que, en cuarto
de refrigeracion las temperaturas oscilaron entre 1y 6°C (Grafica 12), siendo estas
temperaturas alejadas del valor 6ptimo de crecimiento para la mayoria de mohos
como Penicillium sp. Esto ha obligado a que las arepas en su mayoria estén
almacenadas en condiciones de refrigeraciobn lo que como se menciond
anteriormente dificulta su logistica de distribucidon, e impide que se comercialicen
facilmente en mercados pequefios como los tienda a tienda (TAT) que no suelen
mantener la cadena de frio.
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Grafica 11. Condiciones de pH y humedad relativa en cuarto ambiente.
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Gréfica 12. Condiciones de pH y humedad relativa en cuarto refrigeracion.
6
(o)
Q0 o g (o) o
5 (@)
Q o)
2 Ao o 00 o}
) (o} o
8 4 O o (0] C)O
o o) \ Q o ° g
= o) S o)
g 3 O 00 S o 9409
o D o o O\ %
£ 2 o O
= o)
1
0
4/05/2023 14/05/2023 24/05/2023 3/06/2023 13/06/2023 23/06/2023 3/07/2023
Dia

O— Temperatura (°C)

Los resultados obtenidos en términos del recuento de mohos durante los 50 dias de
seguimiento tanto en arepas de maiz como de yuca permiten inferir que, la mezcla
del &cido soérbico con el lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina de pancreas
bovino ambos a 500 ppm, resulta un buen sistema de conservacion para prevenir
principalmente el crecimiento de mohos como Penicillium sp. (Tabla 23); siendo
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muy efectivo en arepas de maiz que incluyen queso en masa. En general, la mezcla
en mencion permitio obtener arepas tanto de maiz como de yuca con 50 dias de
vida util bajo refrigeracion, un tiempo que es superior al declarado por muchos
marcas de arepas en donde la vida util es por lo general de 45 dias. De igual forma,
este sistema de conservacion seria de interés porque permitiria reducir la
concentracion de conservantes sintéticos adicionados en alimentos como las
arepas, asi como una alternativa para evitar el uso de otros conservantes
tradicionales como el propionato de calcio, que segun diferentes investigaciones su
ingesta frecuente puede conllevar a problemas de salud (Perry et al., 2016; Tirosh
et al., 2019; Xu et al., 2022).

Tabla 23. Resumen de resultados de vida Util en todas las formulaciones evaluadas.

Arepa de maiz Arepa de yuca

Refrigeracion Ambiente Refrigeracion Ambiente

Formulacién

Vida util
(Dias)

Porcentaje de
contaminaciéon
(%)

Vida
atil
(Dias)

Porcentaje de
contaminacion
(%)

Vida

atil

(Dias)

Porcentaje de
contaminacion
(%)

Vida
atil
(Dias)

Porcentaje de
contaminacion
(%)

Sin
conservantes

32

20

86

36

80

71

Acido
Soérbico (500
ppm)

31

100

71

50

43

Lactosuero
(6667 ppm)

32

40

57

42

20

57

Acido
Sorbico y
Lactosuero
(500:500
ppm)

50 25 50 29

Acido so6rbico

y Propionato
de Calcio
(874:499

ppm)

43 20 57 50 12 14

No obstante, pese a que la mezcla del acido sérbico con el lactosuero WPC 80
hidrolizado con tripsina es una buena opcién de sistema de conservacion en arepas
principalmente de maiz, no es tan efectiva al igual que otros conservantes
tradicionales para previnir el crecimiento de mohos en ambientes con temperaturas
y humedades relativas variables, por o que se debe seguir investigando nuevos
sistemas de conservacion que permitan incrementar la vida util de las arepas en
dichas condiciones ambientales; en este caso, seria interesante por ejemplo
combinar el sistema de conservacion de la mezcla del &acido sorbico con el
lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina, junto con un empaque diferente a las
bolsas de polietileno de baja densidad, por ejemplo un empaque a vacio, siendo
este empaque mucho mas efectivo para prevenir el crecimiento de mohos en
arepas, tal como se sugiere en el estudio realizado por Restrepo Florez et al. (2012).
Por otro lado, seria de interés poder identificar los péptidos que presentan potencial
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antifangico en el lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina, en aras de corroborar
si son péptidos que ya estan reportados en la literatura o que aun no han sido
publicados; ademés que la identificacion de estos péptidos permitiria purificar el
hidrolizado en mencion, lo que facilitaria su aplicacion a concentraciones mas altas
que tal vez puedan exhibir una mejor actividad antifungica sin requerir la adicién de
otros conservantes tradicionales.

Para evidenciar el impacto del uso del lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina
como conservante en arepas de maiz y yuca, en cuanto a sus caracteristicas
fisicoquimicas, se midi6 el pH y el porcentaje de humedad de cada formulacion
analizada al inicio, mitad y final de la vida util de las arepas almacenadas en cuarto
refrigeracion y, al inicio y final de las arepas almacenadas en cuarto ambiente;
adicionalmente, para determinar la significancia estadistica de las variaciones
encontradas entre las formulaciones y entre los tiempos de seguimiento evaluados,
se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias contemplando como
variables la formulacion y el tiempo o dia de seguimiento; resultados que se pueden
evidenciar a continuacion en las Gréaficas 13 a 20 y en las Tablas 24 a 31.

En las arepas de maiz, a nivel del porcentaje de humedad se observo que las
formulaciones almacenadas en cuarto refrigeracion presentaron un comportamiento
diferente entre siy a su vez variaciones en el tiempo (Gréafica 13); No obstante, en
cuarto ambiente (Grafica 14), se evidencio que existe una tendencia marcada en
todas las formulaciones, en este caso hacia la pérdida de humedad al final del
tiempo de seguimiento, siendo la magnitud de la variacién diferente en cada
formulacion. Para evidenciar la significancia estadistica de dichas variaciones entre
las formulaciones y en los tres tiempos de seguimiento analizados, se realizé un
ANOVA de dos vias por cada condicion de almacenamiento; obteniendo como
resultado que para las arepas de maiz almacenadas en refrigeracién, si existen
diferencias significativas entre las formulaciones (Valor p<0,05) y en los tres tiempos
de seguimiento analizados (Valor P<0,05) (Tabla 24 y Figura A5 de la seccién de
anexos); mientras que, en el caso de las arepas almacenadas en ambiente, se
observd que no existen diferencias significativas entre las formulaciones (Valor
p=0,05), pero si existen diferencias significativas en los tiempos de seguimiento
analizados (Valor p<0,05) (Tabla 25y Figura A6 de la seccion de anexos).

83



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de

maiz y de yuca

Grafica 13. Diagrama Boxplot del porcentaje de humedad en el tiempo para cada

formulacion de arepas de maiz en refrigeracion.

Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
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Grafica 14. Diagrama Boxplot del porcentaje de humedad en el tiempo para cada

formulacién de arepas de maiz en cuarto ambiente.

Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.

Humedad (%)

Boxplot of Humedad (%)
Arepas de maiz en cuarto ambiente
50,0
47,5
45,0

42,5

40,0

84



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de

maiz y de yuca

Tabla 24. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del porcentaje de
humedad en arepas de maiz en refrigeracion.

Resultados de ANOVA

Valor p para Valpr p para \_/alor p para s Rs-sq |R-sq (ad))
Formulacion tiempo interaccion
0,000 0,013 0,005 1,72604 87,29% 75,42%

Tabla 25. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del porcentaje de
humedad en arepas de maiz en cuarto ambiente.

Resultados de ANOVA
Valor p para Val(_)r p para \/alor p para S Rs-sq R-sq (adj)
Formulacion tiempo interaccion
0,080 0,000 0,052 1,85373 | 90,42% 81,79%

Adicionalmente, es importante destacar que pese a las variaciones que presentan
todas las formulaciones de arepas de maiz almacenadas en refrigeracion en
términos del porcentaje de humedad en el tiempo, todas las mediciones se
encuentran dentro del rango de humedad admitido para arepas de maiz con adicién
de queso en la masa, segun lo establecido por la NTC 5372:2007 “Arepas de maiz
refrigeradas. Especificaciones de producto”, por lo cual se afirma que la adicion del
lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina, no implicé un impacto negativo en
cuanto al porcentaje de humedad de este tipo de arepas. No obstante, en todas las
formulaciones de arepas de maiz almacenadas en cuarto de ambiente, se
presentaron valores de porcentaje de humedad por fuera del rango indicado en la
NTC en mencidn, lo que es de esperarse porque en dicha NTC sdlo se encuentran
contempladas las caracteristicas de las arepas bajo refrigeracion, y no existe otra
normativa que sugiera la conformidad o no conformidad de este parametro en
arepas almacenadas en condiciones de temperatura diferentes a refrigeracién. Sin
embargo, se sabe que cambios drasticos en el porcentaje de humedad,
principalmente desecacion, afectan considerablemente caracteristicas sensoriales
como la textura (Vilgis, 2015).

Por otro lado, en las arepas de maiz se observo a grandes rasgos que en todas las
formulaciones a ambas condiciones de almacenamientos evaluadas, existe una
tendencia en la disminucién del pH hacia el dltimo dia de seguimiento de vida util
(Gréficas 15y 16). De igual forma, se evidencio que dicha disminucion es mucho
mas drastica en las arepas almacenadas en cuarto ambiente. No obstante, se
observd que tanto en refrigeracion como en cuarto ambiente, existen diferencias
significativas entre las formulaciones y en los tres tiempos de seguimiento
evaluados (Valor p<0,05) (Tablas 26 y 27 y Figura A7 y A8 de la seccion de
anexos). De las variaciones percibidas entre las formulaciones se destaca la tasa
de acidificacion en el tiempo, en donde se evidencio que las formulaciones con
mayor tasa son las de mezcla de conservantes y sin conservantes, mientras que,
las de menor tasa de acidificacion son las que contienen el lactosuero. Lo que
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permite inferir que el lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina podria evitar en
cierta medida la rapida acidificacion de las arepas de maiz, lo que mejora el
desempeiio sensorial de producto en el tiempo. A diferencia del porcentaje de
humedad, el pH no es un pardmetro que se encuentre especificado en la NTC
5372:2007 “Arepas de maiz refrigeradas. Especificaciones de producto”, por lo cual
no se puede corroborar la conformidad o no conformidad de las mediciones; sin
embargo, en la experticia y en las especificaciones de producto terminado de
algunas industrias como Don Maiz S.A.S, se sabe que valores de pH por debajo de
4,7 en este tipo de arepas se relaciona con una acidez desagradable para un
consumidor; en este caso, se evidencia que dichos valores bajos de pH se alcanzan
en todas las formulaciones almacenadas en cuarto ambiente hacia el final del
seguimiento, a excepcion de la formulacion de soérbico y lactosuero, lo que
demuestra un buen desemperio de la misma.

Tabla 26. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del pH en arepas de
maiz en refrigeracion.

Resultados de ANOVA

Valor p para Valpr p para \_/alor p para s Rs-sq | R-sq (adj)
Formulacion tiempo interaccion
0,016 0,000 0,013 0,0645497 | 88,04% 76,88%

Tabla 27. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del pH en arepas de
maiz en cuarto ambiente.

Resultados de ANOVA

Valor p para Val(_)r p para \/alor p para S Rs-s( R-sq (adj)
Formulacién tiempo interaccion
0,000 0,000 0,001 0,0876926 | 93,70% 86,74%
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Gréfica 15. Diagrama Boxplot del pH en el tiempo para cada formulacion de arepas de
maiz en refrigeracion.
Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
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Gréfica 16. Diagrama Boxplot del pH en el tiempo para cada formulacion de arepas de
maiz en cuarto ambiente.
Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
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En las arepas de yuca en términos del porcentaje de humedad, se observé que
existen diferencias significativas (Valor p<0,05) entre las formulacionesy en los tres
tiempos de seguimiento evaluados tanto en las muestras almacenadas en
refrigeracion como las almacenadas en cuarto ambiente (Graficas 17 y 18) (Tablas
28 y 29 y Figuras A9 y A10 de la seccion de anexos). Aungque se evidenciaron
diferencias significativas entre las formulaciones almacenadas en cuarto ambiente,
en todas se observo una tendencia hacia la disminucion del porcentaje de humedad
en el tiempo, tal como se evidencié también en las arepas de maiz almacenadas
bajo estas mismas condiciones. En las arepas de yuca a diferencia de las arepas
de maiz, no existe una normativa en la cual se especifique las caracteristicas
fisicoquimicas de conformidad del producto, puesto que, en la NTC 5372, sélo se
mencionan arepas cien por ciento maiz, arepas con queso en masa y arepas
rellenas de queso. Por otro lado, de dichos resultados obtenidos, no se puede inferir
que el uso del lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina implique algun efecto
postivo 0 negativo en arepas de yuca, en términos del porcentaje de humedad.

Tabla 28. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del porcentaje de
humedad en arepas de yuca en refrigeracion.

Resultados de ANOVA

Valor p para Valpr p para \_/alor p para S Rs-sq |R-sq (ad))
Formulacién tiempo interaccion
0,025 0,041 0,148 1,24626 71,58% | 45,05%

Tabla 29. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del porcentaje de
humedad en arepas de yuca en cuarto ambiente.

Resultados de ANOVA

Valor p para Val(_)r p para \/alor p para S Rs-s( R-sq (adj)
Formulacién tiempo interaccion
0,000 0,000 0,005 0,845086 | 95,22% 90,92%
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Grafica 17. Diagrama Boxplot del porcentaje de humedad en el tiempo para cada
formulacion de arepas de yuca en refrigeracion.
Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
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Gréfica 18. Diagrama Boxplot del porcentaje de humedad en el tiempo para cada
formulacion de arepas de yuca en cuarto ambiente.
Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
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En cuanto al pH en las arepas de yuca, se pudo evidenciar que si existen variaciones
significativas entre las formulaciones y los tres tiempos de seguimiento evaluados
(Valor p<0,05) (Tablas 30y 31y Figuras A11y Al12 de la seccion de anexos), tanto
en condiciones de refrigeracidbn como de cuarto ambiente. De las variaciones entre
las formulaciones se destaca que las formulaciones de lactosuero y sin
conservantes en ambos ambientes evaluados, fueron las que reportaron valores de
pH mas bajos; lo que permite inferir que en arepas de yuca la aplicacién del
hidrolizado del lactosuero WPC 80 con tripsina a altas concentraciones puede
conllevar a una tasa de acidificacion alta lo cual se puede asociar con un impacto
negativo en el desempefio sensorial. Sin embargo, dichos valores de pH no estan
por debajo de 4,7, que como se menciond anteriormente valores inferiores a dicho
valor se asocian a un mal desempefio sensorial del producto.

Tabla 30. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del pH en arepas de
yuca en refrigeracion.

Resultados de ANOVA

Valor p para Valor p para Valor p para i ) .
Formulacion tiempo interaccion S Rs-sq | R-sq (ad))
0,001 0,001 0,029 0,0583952 | 84,58% | 70,19%

Tabla 31. Resultados de ANOVA de dos vias (formulacién y tiempo) del pH en arepas de
yuca en cuarto ambiente.

Resultados de ANOVA
Valor p para Val(_)r p para \_/alor p para S Rs-sq R-sq (ad))
Formulacién tiempo interaccion
0,000 0,000 0,027 0,0334664 | 95,12% 90,73%
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Gréfica 19. Diagrama Boxplot del pH en el tiempo para cada formulacion de arepas de
yuca en refrigeracion.
Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
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Gréfica 20. Diagrama Boxplot del pH en el tiempo para cada formulacién de arepas de
yuca en cuarto ambiente.
Los valores presentados al lado de cada caja corresponden a los valores medios.
Boxplot of pH

Arepas de yuca en cuarto ambiente

53
52
I
2 5
50
49
Tiempo N N 2 ¥ N > ¥
® P e P e * e * e
Formulacién o & & © o
& & & ¥ &
o &2 A2 o @
& et et o’ &
N 0& (’O& . (’\b N
) & @ d
> 2N N °<°
s ¢
v =Y
N o°

91



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de
maiz y de yuca

De los resultados presentados anteriormente, se pudo inferir que el uso del
lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina no implica cambios en las caracteristicas
fisicoquimicas de las arepas de maiz y yuca; teniendo en cuenta que las
formulaciones que lo contenian cumplian mayoritariamente con las especificaciones
de producto sugeridas segun la NTC 5372 o por especificaciones internas de
producto de compafilas como Don Maiz S.A.S (Figuras Al13 y Al4).
Adicionalmente, se evidencié que en la mayoria de formulaciones incluyendo las
gue contenian conservantes tradicionales presentaron resultados fuera de
especificacion, pero unicamente en las arepas de maiz y de yuca almacenadas en
cuarto ambiente; lo cual sugiere que las arepas de maiz y de yuca almacenadas a
estas condiciones no pueden presentar vidas Utiles prolongadas debido
principalmente a problemas como la rapida desecacion y acidificacion del producto.

Ademas de la evaluacion del impacto del uso del lactosuero WPC 80 hidrolizado
con tripsina en las caracteristicas fisicoquipmicas de pH y porcentaje de humedad,
en arepas de maiz y yuca, se evaluo a su vez el impacto sensorial. Para tal propésito
se realiz6 un andlisis sensorial con panel entrenado unicamente para las arepas
bajo condiciones de refrigeracion, identifcando las preferencias en cuanto al sabor
y la acidez de las formulaciones evaluadas; efectuando dichas pruebas al inicio,
mitad y final de los 50 dias de seguimiento, con el fin de evidenciar a su vez si existia
variaciones en estas preferencias con respecto al transcurso del tiempo. Para dicha
prueba las formulaciones estaban demarcadas con ndameros de tres cifras asi:
mezcla de conservantes 465; s6lo acido sorbico 780; sorbico mas lactosuero 652;
lactosuero 345 y sin conservantes 234. En aras de evidenciar si existia diferencias
significativas en cuanto a la preferencia en sabor y en acidez entre las formulaciones
en mencion se llevaron a cabo a su vez pruebas no paramétricas de kruskal Wallis.
Los resultados obtenidos en estas pruebas se pueden evidenciar en las Figuras
A15 a A18 de la seccion de anexos y en las Tablas 32 a 43.

En las arepas de maiz, se observo que en cuanto al sabor si existen diferencias
significativas entre las formulaciones al inicio y mitad de los 50 dias de seguimiento
(Valor p<0,05) (Tablas 32 y 33), pero no se observan diferencias significativas al
final del tiempo de seguimiento (Valor p=0,05) (Tabla 34). De igual forma se
evidencio que al inicio del tiempo de seguimiento la preferencia de los consumidores
se inclind hacia las formulaciones que incluian el lactosuero WPC 80 hidrolizado
con tripsina (lactosuero y sérbico mas lactosuero) y la mezcla de coservantes;
mientras que, a la mitad del tiempo de seguimiento las formulaciones con mayor
preferencia fueron la de sérbico mas lactosuero, seguida por la de lactosuero,
(formulaciones con las medianas y valores z mas bajos teniendo en cuenta que en
la escala de preferencia utilizada 1 era la de mejor sabor y 5 la de peor sabor). En
cuanto a la acidez, se observo que si existen diferencias significativas entre las
formulaciones al inicio y final del tiempo de seguimiento (Valor p<0,05) (Tablas 35
y 37), pero no se evidencian diferencias significativas a la mitad del tiempo de
seguimiento (Valor p=0,05) (Tabla 36). Adicionalmente, se observé que en cuanto
a acidez, a los tiempos en los cuales se evidenciaron diferencias entre las
formulaciones, la formulacion menos acida fue la mezcla de conservantes en el
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tiempo inicial del seguimiento y la de sérbico més lactosuero al tiempo final de
seguimiento (formulaciones con las medianas y valores z mas altos, teniendo en
cuenta que en la escala de acidez utilizada 1 era la mas &cida y 5 la menos acida).
De estos resultados se destaca que el uso del lactosuero WPC 80 permite mejorar
principalmente el sabor de las arepas de maiz, y tal como mencioné en algunos
comentarios reportados por los panelistas esta mejora se asocia mas con la
potencializacion del sabor a queso.

Tabla 32. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para sabor de arepas de maiz al inicio
del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 4,0000 2,38

Lactosuero (345) 2,0000 -1,70

Mezcla de conservantes (465) 2,0000 -1,70

Soérbico mas lactosuero (652) 2,0000 -1,70

Solo acido soérbico (780) 5,0000 2,72
Valor p (No ajustado para empates) 0,0020
Valor p (Ajustado para empates) 0,0010

Tabla 33. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para sabor de arepas de maiz a la
mitad del tiempo de seguimiento.

Formulacién Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 4,0000 2,38

Lactosuero (345) 2,0000 -0,68

Mezcla de conservantes (465) 3,0000 -0,34

Soérbico mas lactosuero (652) 1,0000 -2,72

Soélo 4cido sorbico (780) 4,0000 1,36
Valor p (No ajustado para empates) 0,0150
Valor p (Ajustado para empates) 0,0120

Tabla 34. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para sabor de arepas de maiz al final
del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 5,0000 0,92

Lactosuero (345) 3,0000 -0,14

Mezcla de conservantes (465) 3,0000 0,54

Sorbico mas lactosuero (652) 3,0000 -0,85

Solo acido sorbico (780) 3,0000 -0,48
Valor p (No ajustado para empates) 0,7940
Valor p (Ajustado para empates) 0,7810
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Tabla 35. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para acidez de arepas de maiz al inicio
del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 2,0000 -1,36

Lactosuero (345) 2,0000 -0,34

Mezcla de conservantes (465) 5,0000 2,04

Soérbico mas lactosuero (652) 4,0000 1,70

Solo acido sérbico (780) 1,0000 -2,04
Valor p (No ajustado para empates) 0,0320
Valor p (Ajustado para empates) 0,0270

Tabla 36. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para acidez de arepas de maiz a la
mitad del tiempo de seguimiento.

Formulacién Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 4,0000 0,95

Lactosuero (345) 1,0000 -1,80

Mezcla de conservantes (465) 4,0000 0,54

Sorbico mas lactosuero (652) 3,0000 0,00

Soélo 4cido sorbico (780) 2,0000 0,31
Valor p (No ajustado para empates) 0,4590
Valor p (Ajustado para empates) 0,4370

Tabla 37. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para acidez de arepas de maiz al final
del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 4,0000 0,24

Lactosuero (345) 1,0000 -2,79

Mezcla de conservantes (465) 3,0000 -0,17

Sorbico mas lactosuero (652) 5,0000 2,14

Solo acido sorbico (780) 4,0000 0,58
Valor p (No ajustado para empates) 0,0370
Valor p (Ajustado para empates) 0,0320

En las arepas de yuca, en términos del sabor se observo que existen diferencias
significativas entre las formulaciones al inicio y mitad del tiempo de seguimiento
(Valor p<0,05) (Tablas 38 y 39), pero no se observan diferencias significativas al
final del tiempo de seguimiento (Valor p=0,05) (Tabla 40). Al inicio y a la mitad del
seguimiento, los panelistas mostraron una mayor preferencia hacia las
formulaciones que contenian el lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina
(formulaciones con las medianas y valores z mas bajos teniendo en cuenta que en
la escala de preferencia utilizada 1 era la de mejor sabor y 5 la de peor sabor). Por
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otro lado, en cuanto a la acidez percibida, se evidencié que existen diferencias
significativas entre las formulaciones al inicio y mitad del tiempo de seguimiento
(Valor p<0,05) (Tablas 41 y 42), pero no se observan diferencias significativas al
final del tiempo de seguimiento (Valor p=0,05) (Tabla 43); siendo la formulacion
categorizada como la menos 4cida, la mezcla de conservantes (formulacion con la
mediana y valor z mas alto, teniendo en cuenta que en la escala de acidez utilizada
1 era la mas &cida y 5 la menos acida). De estos resultados, se puede evidenciar
gue en las arepas de yuca el uso del lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina
mejora en gran medida el sabor del producto, atribuyéndose dicha mejora a como
mencionaron algunos panelistas, un aporte de rancidez que potencializa el sabor
agrio caracteristico del almidén de yuca y el rancio tipico del queso costefio.

Tabla 38. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para sabor de arepas de yuca al inicio
del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 5,0000 2,38

Lactosuero (345) 1,0000 -3,06

Mezcla de conservantes (465) 3,0000 1,02

Soérbico mas lactosuero (652) 2,0000 -2,04

Solo acido soérbico (780) 4,0000 1,70
Valor p (No ajustado para empates) 0,0010
Valor p (Ajustado para empates) 0,0010

Tabla 39. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para sabor de arepas de yuca a la

mitad del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 5,0000 2,72

Lactosuero (345) 2,0000 -1,36

Mezcla de conservantes (465) 3,0000 0,00

Sorbico mas lactosuero (652) 1,0000 -3,06

Solo acido sorbico (780) 4,0000 1,70
Valor p (No ajustado para empates) 0,0020
Valor p (Ajustado para empates) 0,0010

Tabla 40. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para sabor de arepas de yuca al final

del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z
Sin conservantes (234) 2,0000 -0,37
Lactosuero (345) 3,0000 -0,24
Mezcla de conservantes (465) 5,0000 0,68
Sorbico mas lactosuero (652) 3,0000 -0,07
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Formulacion Mediana Valor Z
Solo acido sérbico (780) 3,0000 0,00
Valor p (No ajustado para empates) 0,9710
Valor p (Ajustado para empates) 0,9690

Tabla 41. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para acidez de arepas de yuca al inicio

del tiempo de seguimiento.

Formulacién Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 2,0000 -1,02

Lactosuero (345) 1,0000 -3,06

Mezcla de conservantes (465) 5,0000 2,38

Soérbico mas lactosuero (652) 3,0000 0,00

Soélo 4cido sorbico (780) 4,0000 1,70
Valor p (No ajustado para empates) 0,0040
Valor p (Ajustado para empates) 0,0030

Tabla 42. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para acidez de arepas de yuca a la
mitad del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 1,0000 -2,04

Lactosuero (345) 2,0000 -1,36

Mezcla de conservantes (465) 5,0000 3,40

Sorbico mas lactosuero (652) 3,0000 0,68

Soélo 4cido sorbico (780) 2,0000 -0,68
Valor p (No ajustado para empates) 0,0050
Valor p (Ajustado para empates) 0,0040

Tabla 43. Resultado de pruebas de Kruskal Wallis para acidez de arepas de yuca al final

del tiempo de seguimiento.

Formulacion Mediana Valor Z

Sin conservantes (234) 4,0000 0,68

Lactosuero (345) 4,0000 2,04

Mezcla de conservantes (465) 2,0000 -1,70

Sorbico més lactosuero (652) 3,0000 0,34

Solo acido soérbico (780) 2,0000 -1,36
Valor p (No ajustado para empates) 0,1090
Valor p (Ajustado para empates) 0,0960
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4.4. Evaluacion de la actividad antifungica mediante inoculacion directa de
las arepas de maiz y de yuca

Para evaluar el efecto antifangico del lactosuero hidrolizado y compararlo con los
conservantes tradicionales empleados en arepas de maiz y de yuca, se inoculo de
forma directa esporas de Penicillium sp, sobre las mismas formulaciones evaluadas
en la prueba anterior, realizando un seguimiento diario por 50 dias del porcentaje
de muestras con dicho moho. De esta prueba se obtuvieron los resultados que se
presentan a continuacion en las Graficas 21 y 22, en las cuales se evidencia que
las formulaciones en las que se observo un mayor efecto antifiingico tanto en arepas
de maiz como arepas de yuca fueron: la formulacion con mezcla de conservantes
acido sérbico y propionato de calcio a 874 ppm y 499 ppm, respectivamente, y la
formulacién que combinaba el acido sérbico con el lactosuero WPC 80 hidrolizado
con tripsina ambos a 500 ppm, puesto que presentaron la mayor vida util y el menor
porcentaje de contaminacion al final del seguimiento realizado. Estos resultados se
asemejan a los obtenidos en el seguimiento de vida util en refrigeracion y en
ambiente, presentados en el literal anterior. En las Figuras 19 y 20 se puede
observar las evidencias fotograficas del seguimiento realizado en esta prueba, y en
la Tabla 44, se resumen los resultados de vida util y de porcentaje de contaminacion
con mohos obtenidos para cada formulacion.

Sorbico mas Lactosuero Sélo acido sorbico Lactosuero

Mezcla de conservantes Sin conservantes

- ‘I‘
T -, :
Figura 19. Resultados de prueba de inoculacion directa en arepas de maiz al final del
seguimiento.

97



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de
maiz y de yuca

Sorbico mas Lactosuero Solo acido sérbico

Mezcla de conservantes Sin conservantes

Figura 20. Resultados de prueba de inoculacion directa en arepas de yuca al final del
seguimiento.

Tabla 44. Resultados de vida util y de porcentaje de contaminacion con mohos en prueba
de inoculacion directa.

Arepas de Maiz Arepas de Yuca
Formulacién Vida atil ci%rt(;?;];[:;i%?l Vida atil Porcentaje de
(Dias) (%) (Dias) contaminacion (%)
Sin conservantes 5 100 6 100
Acido Sérbico (500 6 33 6 66
ppm)
Lactosuero (6667 ppm) 6 67 6 66
Acido Sorbicoy
Lactosuero (500:500 50 0 10 33
_ ppm)
Acido sorbico y
Propionato de Calcio 50 0 10 33
(874:499 ppm)
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Grafica 21. Resultados de inoculacion directa de Penicillium sp. en arepas de maiz.
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Gréfica 22. Resultados de inoculacion directa de Penicillium sp. en arepas de yuca.
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Finalmente, de los estudios realizados en la presente investigacion se puede inferir
que el uso del lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina es una buena opcion para
la conservaciéon de arepas de maiz y de yuca, en especial si se combina con acido
sorbico puesto que permite obtener vidas utiles de 50 dias en refrigeracion, ademas
gue no genera impactos significativos en las caracteristicas fisicoquimicas de
porcentaje de humedad y pH, y que en cuanto a impacto sensorial se evidencia que
su uso como ingrediente mejora considerablemente el sabor del producto. Sin
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embargo, la adicion del hidrolizado en mencion no resulta efectiva, al igual que la
adicion de conservantes tradicionales como el acido sorbico y el propionato de
calcio, para alargar la vida util de las arepas de maiz y de yuca que se almacenan
principalmente a condiciones de temperatura mas altas que la refrigeracion; lo que
sugiere que ademas del uso de conservantes, se requiere de otros métodos que
permitan alargar su vida atil como por ejemplo, nuevas tecnologias de empaque.
Adicionalmente, es de relevancia resaltar que este estudio asi como el de Gamba
et al. (2016), son de los pocos que existen sobre la adicién de ingredientes que
podrian actuar como posibles conservantes naturales en arepas. De igual forma, se
destaca que el presente estudio seria el primero en el cual se evallua el potencial
antifingico del lactosuero WPC 80 hidrolizado con tripsina en arepas de maiz y de
yuca.
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5. Conclusiones

En el presente estudio se logré demostrar que el lactosuero WPC 80 hidrolizado con
tripsina bovina permite generar péptidos con potencial antifingico frente a
Penicillium sp.; si bien este hidrolizado no tiene el mismo efecto antifingico que
conservantes tradicionales como el &cido sérbico, si presenta un efecto similar a
otros conservantes como el propionato de calcio que es comunmente empleado en
la elaboracién de productos de panaderia. Adicionalmente, se demostré que el
hidrolizado en mencion no genera impacto en las caracteristicas fisicoquimicas
(Porcentaje de humedad y pH) de arepas de maiz y de yuca durante su vida util; sin
embargo, si produce un cambio en el perfil sensorial de las arepas puesto que
resalta las notas lacteas y rancias, mejorando en consecuencia el sabor de las
mismas. Finalmente, dado el potencial antifUngico evidenciado, asi como su
impacto positivo en el sabor se concluye que este hidrolizado puede servir como un
aditivo natural para disminuir el uso de conservantes tradicionales en arepas de
maiz y de yuca.
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6. Recomendaciones

Dado al potencial antifungico evidenciado en el lactosuero WPC 80 hidrolizado con
tripsina bovina se recomienda seguir haciendo estudios en primera instancia de
caracterizacion para identificar los péptidos con efecto antifingico. De igual forma,
esta caracterizacion permitiria conocer el método de separacion que podria usarse
para purificar el hidrolizado en aras de concentrar dichos péptidos, lo cual seria de
utilidad para incrementar el efecto antifingico observado. Adicionalmente, se
recomienda también realizar un analisis proximal de las arepas o el alimento que
incluyan el hidrolizado como potencial conservante, en aras de determinar los
aportes nutricionales que este puede afadir al alimento. Por dltimo, se sugiere
realizar un andlisis de vida Util en arepas y en otros alimentos similares usando
concentraciones mas bajas semejantes a las permitidas para el &cido sérbico segun
la Resolucion 4125 de 1991 evaluando a su vez el impacto en las caracteristicas
fisicoquimicas (porcentaje de humedad y pH) y sensoriales del producto.

102



Evaluacion del efecto antifungico del lactosuero sobre Penicillium sp. en arepas de
maiz y de yuca

7. Anexos

One-way ANOVA: Diametro Dia 2 (cm) versus Conservante

* NOTE * Cannot draw the interwval plot for the Tukey procedure. Interval plots for
comparisons are illegible with more than 45 intervals.

Method

HNull hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance lewel o = 0,058

Equal wvariances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Lewvels Walues

Conservante 13 Acido sérkico 1000 ppm: Rlcalase® Pure 2.4 L 24 horas: Rlcalase® Pure
2.4 L & horas; Control; Formea® LT 1200 BG 24 horas; Formea® LT 1200 BG
& horas; Lactosuero 3in hidrolizar; Mezcla de dcido sdrbico v propionato
de calcioc 874 ppm v 499 ppm; Papaina 4000 DB 24 horas; Propionato de
calcio 3000 ppm; Protamex® 24 horas; Protamex® & horas; Trypsin EC.
3.4.21.4 de pancreas bovino 24 horas

Analysis of Variance

Source DF 243 55 Adj MS F-Value P-Value
Conservante 12 115,928 89,6606 25,20 0,000
Error 26 9,967 0,3833

Total 38 125,894

Model Summary

5 B-3qg ER-sag({adj) B-sqgipred)

0,619139 92,08% 28,43% 82,19%

Means

Conservante u Mean StDew
Leido sérkico 1000 pem 3 0,000000 0,000000
Alcalase® Pure 2.4 L 24 horas 3 4,133 0,666
Alcalase® Pure 2.4 L & horas 3 5,367 0,777
Control 3 4,833 0,764
Formea® LT 1200 BG 24 horas 3 4,68333 0,1155
Formea® LT 1200 BG & horas 3 5,133 0,473
Lactosuerc sin hidrolizar 3 5,667 0,757
Mezcla de &cido sdrbico y propionato de calcio 874 ppm v 499 ppm 3 0,400 0,693
Papaina 4000 DB 24 horas 3 4,767 0,751
Proplonatoc de calcic 3000 ppm 3 3,033 0,252
Protamex® 24 horas 3 4,833 0,764
Protamex® & horas 3 4,667 0,651
Trypain EC. 3.4.21.4 de péncreas bovino 24 horas 3 4,000 0,656

Figura Al. Resultados de Minitab 17 para ANOVA del diametro de crecimiento de
Penicillium sp. al dia dos de seguimiento.
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One-way ANOVA: Diametro Dia 11 (cm) versus Conservante

* NOTE * Cannot draw the interwval plot for the Tukey procedure. Interwval plots for
comparisons are illegible with more than 45 interwvals.

Method

Hull hypothesis 211 means are egqual
Rlternative hypothesis At least cone mean is different
Significance lewvel o = 0,05

Equal wariances were assumed for the analysis.

Factor Informaticon

Factor Levels Values

Conserwvante 13 Acido sbérkico 1000 rpm; Alcalase® Pure 2.4 L 24 horas; Alcalase® Pure
2.4 L & horas; Control; Formea® LT 1200 BG 24 horas; Formea® LT 1200 BG
6 horas; Lactosuero 3inm hidrolizar: Mezcla de &cido sérbico v propionato
de calcic 274 ppm v 499 ppm; Papaina 4000 DB 24 horas; Propicnatco de
calcio 3000 ppm; Protamex® 24 horas; Protamex® & horas; Trypsin EC.
3.4.21.4 de péncreas bovino 24 horas

BEnalysis of Variance

Source DF Adj 55 Adj M5 F-Value P-Value
Conservante 12 224,48 g,70689 25,8 0,000
Error 28 18,81 0,7233

Total 38 243,29

Model Summary

] E-zg ER-3g(adj) ER-sg(pred)
0,850480 92,27% 28,70% 82,61%

Conservante

Acido strkico 1000 ppm

Alecalasesm Pure 2.4 L 24 horas

Alcalase® Pure 2.4 L & horas

Control

Formea® LT 1200 BG 24 horas

Formea® LT 1200 BG & horas

Lactosuerc sin hidrolizar

Mezcla de acido sorbico ¥ propicnato de calcio 874 ppm v 499 ppm
Papaina 4000 DB 24 horas

Propicnatc de calcic 3000 ppm

Protamex® 24 horas

Protamex® & horas

Trypsin EC. 3.4.21.4 de pédncreas bovino 24 horas

Mean ScDewv
0,567 0,981
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000

3,00 2,91
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000
8,300 0,000

[FUR LI LR U FURN P FUNN SUNE LR FUR FUR ST S 1

Figura A2. Resultados de Minitab 17 para ANOVA del didmetro de crecimiento de
Penicillium sp. al dia once de seguimiento.
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Conservante

Lactosuerc 3in hidrolizar
Llcalase® Pure 2.4 L & horas
Formea® LT 1200 BG & horas

Protamex® 24 horas
Control

Papaina 4000 DB 24
Protamex® & horas

Formea® LT 1200 B& 24 horas

Llcalase® Pure 2.4
Trypsin EC. 3.4.21

L 24 horas
4 de péncreas bovino 24 horas

Propicnato de calcic 3000 ppm
Mezcla de dcido sérbico ¥ propionato de calcio 874 ppm v 499 ppm

feido sdrbico 1000 ppm

H
3
3
3
3
3
horas 3
3
3
3
3
3
3
3

0,

Means that do not share a letter are significantly different.

Mean &
5,667 A
5,387 R
5,133 &
4,833 R
4,833 A
4,767 R
4,867 R

4,6333 R
4,133 R
4,000 A
3,033
0,400

0o0aoa

rouping

[=i I = e 2 w1

[ ]

Figura A3. Resultados de Minitab 17 para método de Tukey del diAmetro de crecimiento

de Penicillium sp. al dia dos de seguimiento.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukev Method and 95% Confidence

Conservante

Trypsin EC. 3.4.21.4 de péncreas bovino 24 horas
Protamex® & horas

Frotamex® 24 horas

Propionato de calcic 3000 ppm

Papaina 4000 DB 24 horas

Lactosuerc 3in hidrolizar

Formea® LT 1200 BG & horas

Formea® LT 1200 BG 24 horas

Control
RElcalase® Fure
RElcalase® Fure

-
£
-
£

.4 L & horas
.4 L 24 horas

Mezcla de écido sorbico v propionato de calcio 874 ppm v 499 ppm
icideo sérbico 1000 ppm

Means that do not share a letter are significantly different.

Mean
L300
L300
, 300
. 300
L300
, 300
, 300
, 300
L300
L300
300
3,00
0,587

=

[FET FU LR SUNN ' I FUR FUR FUNN FUR FURE FER L TR ]
(R e e R E e e R R )

Grouping

HERHERHERH S

Figura A4. Resultados de Minitab 17 para método de Tukey del diametro de crecimiento

de Penicillium sp. al dia once de seguimiento.
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General Linear Model: Humedad (%) versus Formulacion; Tiempo
Method

Factor coding ({-1; 0; +1)

Factor Informaticon

Factor Type Levels Values

Formulacion Fixed 5 Lactosuerc; Mezcla de conservantes; Sin conservantes; Solo dcido
sorbico; Sorbico mas Lactosuerc

Tiempo Fixed 3 Dia 1; Dia 28; Dia 45

Analysis of Variance

Source DF Adj 55 2dj M5 F-Walus P-Value
Formulacion 4 160,54 40,135 13,47 0,000
Tiempo 2 34,79 17,394 5,84 0,013
Formulacion*Tiempo 8 111,48 13,935 4, 68 0,005

Error 15 44 &9 2,979

Total 29 351,50

Model Summary

5 R-sg R-sg{adj) BR-sgipred)

1,72604 B87,29% 75,42% 449,153

Figura A5. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
porcentaje de humedad en arepas de maiz en refrigeracion.

General Linear Model: Humedad (%) versus Formulacién; Tiempo
Method

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Iype Levels Values

Formulacién Fixed 5 Lactosuero; Mezcla de conservantes; S5in conservantes; 56lo &cido
sorbico; Sorbico més Lactosuerc

Tiempo Fixed 2 Dis 1; Dia 45

knalysis of Variance

Source DF Rdj 55 243 M5 F-Value P-Value
Formulacitn 4 39,681 9,902 2,88 0,080
Tiempo 1 237,43 237,428 69,09 0,000
Formlacién*Tiempo 4 47,13 11,784 3,43 0,052

Error 10 34,368 3,438

Total 19 358,54

Model Summary

g B-3g BR-s3gi{adj) B-sgi{pred)
1,85373 90,42% 81,79% 61, 66%

Figura A6. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
porcentaje de humedad en arepas de maiz en cuarto ambiente.
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General Linear Model: pH versus Formulacién; Tiempo
Method

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Type Levels WValues

Formilacién Fixed 5 Lactosuerc; Mezcla de conservantes; 5in conservantes; Solo dcido
zbrbico; Sérbico mdés Lactosuerc

Tiempo Fixed 3 Dia 1; Dia 2&; Dia 45

Analysis of Variance

Source LOF Rdj 355 Rdj M5 F-Valus P-Value
Formilacién 4 0,0717% 0,017937 4,30 0,014
Tiempo 2 0,26289 0,131343 31,52 0,000
Formlacidn*Tiempo 5 0,12561 0,015702 3,77 0,013

Error 15 0,08250 0,0041&7

Total 29 0,52255

Model Summary

3 R-3g R-sg{adj) ER-szg(pred)
0,0645437 28,043 76,88 52,16%

Figura A7. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
pH en arepas de maiz en refrigeracion.

General Linear Model: pH versus Formulacién; Tiempo
Method

Factor coding (-1; 0r +1)

Factor Information

Factor Iype Lewvels WValues

Formalacién Fixed 5 Lactosuerc; Mezcla de conservantes; 5in conservantes; S5olo dcido
abrbico; Sorbico mas Lactosuerc

Dia 1; Dia 45

P

Tiempo Fixed

Lnalysis of Variance

Source DF Rdj 355 Ldj MS F-Value P-Value
Formulacidn 4 0,58372 0,14593 18,88 0,000
Tiempo 1 1,30050 1,30050 169,12 0,000
Formulacién*Tiempo 4 0,35780 0,08945 11,63 0,001

Error 10 0,07630 0,00769

Total 19 2,31892

Model Summary

5 B-sg R-sg(adj) E-sg(pred)
0,0876926 96,68% 93,70% B8, 74%

Figura A8. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
pH en arepas de maiz en cuarto ambiente.
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General Linear Model: Humedad (%) versus Formulacion; Tiempo
Methed

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Type Lewvels Values

Formulaciéon Fixed 5 Lactosuero; Mezcla de conservantes; Sin conservantes; Sole acido
abrbico; Sérbico mds Lactosuerc

Tiempo Fixed 3 Dia 1; Dia 28; Dia 45

Analysis of Variance

Socurce DF 2dj 35 2dj M5 F-Value P-Value
Formulacion 4 23,57 5,892 3,79 0,025
Tiempo 2 12,31 6,157 3,96 0,041
Formulacidn*Tiempo B 22,80 2,850 1,83 0,148

Error 15 23,30 1,553

Total 29 81,97

Model Summary
5 B-zg ER-3g({adj) BR-sgi{pred)
1,24626 71,58% 45,05% 0,00%

Figura A9. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
porcentaje de humedad en arepas de yuca en refrigeracion.

General Linear Model: Humedad (%) versus Formulacion; Tiempo
Method

Factor coding (-1r 07 +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values

Formulacién Fixed 5 Lactosuero; Mezcla de conservantes; S5in conservantes; Solo dcido
gbrbico; Sérbico més Lactosuero

Tiempo Fixed 2 Dia 1r Dia 45

Enalysis of Variance

Source DF 443 35 4dj M5 F-Valus P-Value
Formulacidn 4 41,122 10,2805 14,40 0,000
Tiempo 1 79,680 79,6803 111,57 0,000
Formulacidn*Tiempo 4 21,415 53,3537 7,50 0,005

Error 10 7,142 0,7142

Total 1% 149,359

Model Summary

5 B-3g R-s3g(adj) R-sgipred)
0,245086 95,22% 90,92% 80,87%

Figura A10. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
porcentaje de humedad en arepas de yuca en cuarto ambiente
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General Linear Model: pH versus Formulacién; Tiempo
Method

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values

Formulacién Fixed 5 Lactosuero; Mezcla de conservantes; Sin conservantes; 58lc acido
sbrbico; Sorbico mas Lactosuero

Tiempo Fixed 3 Dia 1; Dia 28; Dia 45

Analysis of Variance

Source DOF Adj 55 Adj M5 F-Value P-Value
Formilacidn 4 0,11355 0,028388 8,33 0,001
Tiempo 2 0,08329 0,041643 12,21 0,001
Formilacion*Tiempo g 0,08375 0,010448 3,07 0,029

Error 15 0,05115 0,003410

Total 29 0,33174

Model Summary

5 R-3g R-s3g{adj) R-sg({pred)
0,0583952 ©&4,58% 70,19% B,32%

Figura All. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
pH en arepas de yuca en refrigeracion.

General Linear Model: pH versus Formulacidén; Tiempo
Method

Factor coding ({(-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values

Formulacion Fixed 5 Lactocsuero; Mezcla de conservantes; 3in conservantes; 36lo dcido
gorbico; Sorbico mds Lactosuero

Dia 1; Dia 45

R

Tiempo Fixed

Analvysis of Variance

Source DF Adj 55 Adj M5 F-Valus P-Value
Formulacién 4 0,15093 0,037733 33,69 0,000
Tiempo 1 0,04802 0,048020 42,87 0,000
Formulacidn*Tiempo 4 0,01943 0,004857 4,34 0,027

Error 10 o,01120 o,001120

Total 19 0,22958

Model Summary

5 B-3q BR-3g({adj) ER-sg(pred)
0,0334664 95,12% a0, 73% B0, 49%

Figura A12. Resultados de Minitab 17 para ANOVA de dos vias (formulacion y tiempo) de
pH en arepas de yuca en cuarto ambiente.
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Arepas de Maiz
pH Porcentaje de Humedad (%)
Formulacion N . Resultado . Resultado . . . Resultado .. | Resultado .
Especificacion e En Conclusion Ambiente Conclusion | Especificacion Refrigeracion Conclusién Ambiente Conclusién
Sin conservantes 4,9-5,4 CONFORME | 4,4-49 NO 42,2 -49,5 |[CONFORME|39,3 - 46,8 NO
! ! ! ! CONFORME ! ! ’ " | CONFORME
Acido Sérbico (500 NO NO
ppm) 4,9-5,0 CONFORME | 4,5-4,9 CONFORME 47,3-49,1 |CONFORME|37,7-45,9 CONFORME
il 50-52 | CONFORME | 4,6-5,0 NO 40,5-46,6 |CONFORME|38,3 -45.2| _ NO
ppm) CONFORME CONFORME
= 2 49-55 40,0 - 60,0
Acido Sérbico y .
Lactosuero (500:500 50-5,2 CONFORME | 5,0-5,1 |CONFORME 44,9 - 48,7 |CONFORME|37,7 -49,3
CONFORME
ppm)
Acido sérbico y NO
Propionato de Calcio 49-5.3 CONFORME | 4,1-5,0 49,5-50,6 |CONFORME|42,8 -44,1| CONFORME
CONFORME
(874:499 ppm)
Figura A13. Resumen de resultados fisicoquimicos obtenidos en arepas de maiz.
Arepas de Yuca
pH Porcentaje de Humedad (%)
Formulacién . .. | Resultado .. |Resultado . . A Resultado .. |Resultado o
Especificacion . .._| Conclusion " Conclusion | Especificacion . .. | Conclusion " Conclusion
Refrigeracion Ambiente Refrigeracién Ambiente
1 NO
Sin conservantes 5,2-55 |CONFORME| 4,9-5,1 | CONFORME 29,6-31,1 |CONFORME|24,1-27,0 CONFORME
Acido s:‘::";" (500 54-55 |CONFORME| 5,2-5,3 | CONFORME 30,4-31,0 |CONFORME|27,4-30,6| CONFORME
Lactosuero (6667 NO
5,2-5,4 CONFORME | 4,9-5,2 | CONFORME 27,0-28,9 |CONFORME|24,5-29,8
ppm) ! ! ! ! ! ! ! '"| CONFORME
Acido Sérbico y 4,9-55 27,0-40,0 NO
Lactosuero 5,4-5,5 CONFORME| 5,1-5,3 | CONFORME 28,7 -30,7 |CONFORME|23,7 - 28,5
CONFORME
(500:500 ppm)
Acido sérbico y
Propionato de NO
Calcio (874:499 5,3-55 |[CONFORME| 5,2-5,3 | CONFORME 29,3-30,0 [CONFORME|25,9-27,4 CONFORME
ppm)

Figura A14. Resumen de resultados fisicoquimicos obtenidos en arepas de yuca.
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Sensorial
tiempo 3

Ordenede 1a5en
cuanto a su preferencia,
siendo 1 la que mas le
gustay 5la que menos
le gusta. [465]

Ordenede 1a5en
cuanto a su preferencia,
siendo 1 la que mas le
gustay 5la que menos
le gusta. [780]

Ordenede 1a5en
cuanto a su preferencia,
siendo 1 la que mas le
gustay 5la que menos
le gusta. [652]

Ordenede 1a5en
cuanto a su preferencia,
siendo 1 la que mas le
gustay 5la que menos
le gusta. [234]

Ordene de 1 a 5 en cuanto
a su preferencia, siendo 1
la que méas le gustay 51a
que menos le gusta. [345]

Total
puntaje
posible

Escriba qué caracteristica
destaca en la muestra que
maés le gustd, y qué
caracteristica destaca en la
muestra que menos le gusto.

Sabe un poco menos acido

que las ofras por eso es mi

preferida y la que menos me
gusto sabe avigjo

345 |3 que mas me gustd
sabe mas a queso las demas
pero en todas prima el sabor a

vigjo

652 mejor porque no estatan
acida ni tan afiejas. Las
demas muy afiejas saben

15

Mo responde

17

Mo responde

Total Puntaje
por muestra

15

Sensorial
tiempo 2

o

15

Me gustd la 652 al tener un
sabor licteo muy acentuado.
La 485 no me gustd porgue se
signte plana en sabor

15

Me gusto la 345 porque =abe a
queso madurado. La que
menos mr gustd fue la 234, me
genero un poco de acidez en
boca

en

15

La 5§52 e=s la mejor al ser
balanceada v la peoresla
780, es plana

o

15

La mejor e la 652, sabe a
fermentado pero refuerza el
sabor del queso. La 234 no me

qustd,le falta potencia de

o

15

La 485 e=s muy balanceada por
es0 me gustd; no me gusto el
sabor de la 345, tiene una nota
lactea de queso madurado
muy fuerte, desvia sabor tipico
de una arepa

Total Puntaje
por muestra

19

13

Sensorial
tiempo 1

o

La 465 me gustd mas por
sabor licteo caracteristico, se
siente cremosa. La gue menos

gusto fue la 234 al sentirse
dcida en boca y generar
residual.

o

Me gustd la 345, tiene las
notas tipicas de un gueso
madurade. No me gustd la 780,
tiene una leve acidez

n

La 782 es la mejor al generar
un buen llenado en boca, con
notas de queso madurado. La
peor fue la 780, se siente
acida v genera residual

La 6§52 &= mejor al resaltar &l
sabor de la referencia, sabe
mas a queso. La 780 mo me
disguta deltodo pero tiene
ninglin impacyo en boca

o

455 e= mejor por buen balance
de sabor, tiene buena
palatabilidad. 234 la peor
porque no resalta el sabor
tipico del queso de la
referencia

Total Puntaje
por muestra

10

23

10

22

10

Figura A15. Resultados arrojados por el panel sensorial en arepas de maiz en cuanto a
sabor.
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Califique las Califique las Califique las Califique las Califique las
arepas en cuanto a|arepas en cuanto a|arepas en cuanto a |arepas en cuanto a (arepas en cuanto a
la acidez percibida;|la acidez percibida; |la acidez percibida; la acidez percibida; (la acidez percibida;
siendo 1 la mas siendo 1 la mas siende 1 lamas siendo 1 lamas siende 1 lamas
acida y 5 lamenos | aciday 5 la menos | aciday 5 la menos | aciday 5 la menos | aciday 5 la menos
Sensorial acida. [465] acida. [780] acida. [652] acida. [234] acida. [345]
tiempo 3 3 4 5 2 1
3 4 5 1 2
3 1 5 4 2
4 5 25 4 1
2 3 4 5 1
Total
Puntaje 15 17 19 16 7
por
muestra
1 5 2 4 3
Sensorial 5 2 4 L 3
tiempo 2 5 4 2 3 !
4 2 3 5 1
5 2 3 4 1
Total
Puntaje 20 15 14 17 g
por
muestra
2 3 4 1 5
Sensorial 4 1 5 2 E
tiempo 1 5 1 3 4 2
5 1 4 3 2
5 3 4 1 2
Total
Puntaje 21 9 20 11 14
por
muestra

Figura A16. Resultados arrojados por el panel sensorial en arepas de maiz en cuanto a

acidez.
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Ordenede 1a5en
cuanto a su preferencia,
siendo 1 la que mas le
gusta y 5 la que menos
le qusta. [465]

cuante a su preferencia,

Ordene de1a5en

siendo 1 la que mas le
gusta y 5 la que menos
le gusta. [780]

cuanto a su preferencia,

Ordenede1aSen

siendo 1 la que mas le
gusta y 5 la que menos
le gusta. [652]

cuanto a su preferencia,

gusta y 5 la que menos

Ordene de1a5en
siendo 1 la que mas le

le gusta. [234]

Ordenedel1a5en
cuanto a su preferencia,
siendo 1 la que mas le
gusta y 5 la que menos
le gusta. [345]

Total

puntaje
posible

Escriba qué caracteristica
destaca en la muestra que
mas le gusto, y qué
caracteristica destaca en la
muestra que menos le gustd.

Sensorial
tiempo 3

5

2

1

4

3

15

642 tenia mejor sabor y la 465
tiene residual dcido

1

2

3

5

4,8

11

No responde

15

Sabor mas parecido a una arepa
de yuca. |as otras tiene acidez
muy fuerte !

la que mas me gusts me sabe
mas a queso, y 1a que mas me
gusto pierde sabor y sabe a
vigjo, no me sabe a queso,
textura menos esponjosa

Se nota sabor lacteo y agrio de
yuca en la 465 la peor es la
780, cida salor afiejo

Total
Puntaje por
muesira

15

Sensorial
tiempo 2

Mejor es la 345, tiene el sabaor
rancio ¢ acido del almiddn agrio
que refuerza el sabor a yuca; 1a

234 no me gusta porque tiene

un acidez invasiva

La 652 sabe muche a yuca,
similar a pandebono. La 234
sabe ala acidez tipica de
deterioro del alimento en el
tiempo

La que mas me gusia es la 652,
tiene una nota agria similar al
queso ricotta. La 780 es la que

menos me gusta porque el
sabor es plano y se le siente
una acidez residual

Mejor es 1a 652, al tener un buen
sabora queso. La 465 es plana
sin mucho sabor a queso

La mejor es la 652 puesto quw
sabe a queso madurade. La
peor es la 234 acidez tipica del
final de unavida dtil

Total
Puntaje
por
muestra

20

Sensorial
tiempo 1

La 345 tiene el sabor agrio que
asocioconlayuca. La780 es
plans, por eso no me gusta casi

Me gusta la 345 porque tiene

sabor de queso madurado. Mo

me gusta la 465 porque es la
que menos sabor tiene

La 345 tiene sabor potenciado a
queso, [a 234 es plana

La 652 tiene sabor a queso pero
no tan invasivo como la 345; la
peor es la 234, no genera
impacto, sdlo deja residual

La que mas me gustd fue la 345
al tener un buen sabor. La que
menos me gustd fue la 234, al

notener sabor de queso

Total
Puntaje
por
muestra

Figura A17. Resultados arrojados por el panel sensorial en arepas de yuca en cuanto a

sabor.
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Califique las arepas | Califique las arepas | Califique las arepas | Califique las arepas | Califique las arepas
en cuanto a la acidez | en cuanto a la acidez |en cuante a la acidez |en cuante a la acidez |en cuanto a la acidez
percibida; siendo 1 la | percibida; siendo 1 la | percibida; siendo 1 la | percibida; siendo 1 la | percibida; siendo 1 la

mas aciday 5la mas aciday 5la mas aciday 5 la mas aciday 5 la mas aciday 5 la
Sensorial | Menos acida. [465] menos acida. [780] menos acida. [652] menos acida. [234] menos acida. [345]
tiempo 3 1 4 5 2 3
1 2 3 5 4
2 3 1 4 5
3 1 2 4 5
3 1 5 2 4
Total
Puntaje 10 1 16 17 21
por
muestra
5 4 3 1 2
Sensorial ° 2 4 ! &
tiempo 2 5 ! 3 4 2
5 4 3 2 1
5 2 4 1 3
Total
Puntaje 25 13 17 9 11
por
muestra
5 3 2 4 1
Sensorial 2 4 2 2 !
tiempo 1 4 > 3 ! 2
3 4 5 2 1
5 4 3 2 1
Total
Puntaje 22 20 15 12 6
por
muestra

Figura A18. Resultados arrojados por el panel sensorial en arepas de yuca en cuanto a
acidez.
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