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RESUMEN

Los exopolisacaridos (EPS) son polisacaridos de cadena larga que han despertado gran
interés debido a sus multiples beneficios funcionales, entre estos destacan la mejora de la
calidad sensorial de productos alimenticios, potencian la actividad antioxidante, asi como
sus efectos antibacterianos, anticarcinogénicos, prebioticos, inmunomoduladores vy
reductores de colesterol. En los ultimos afios, su aplicacion ha cobrado relevancia en
diversas industrias, sin embargo, el elevado costo del agar agar, utilizado como agente
gelificante en medios de cultivo para su obtencion, representa un limitante econémico
importante. Este estudio se enfocd en comparar la eficiencia y el costo del agar frente a un
método alternativo, basado en gelatina de res, con el objetivo de solidificar el medio de
cultivo y evaluar la produccion de EPS por Weissella confusa, asi como su rendimiento y
costo a escala de laboratorio. Se determind que una concentracion de 40 g de gelatina en 200
mL de agua destilada fue adecuada para reemplazar el agar agar en la solidificacion del medio
de cultivo, permitiendo la produccién de EPS a menor costo con un rendimiento de 26,30 +
0,52 g/ L medio de cultivo (64,06 = 1,27 mg/g sustrato); este EPS se empled en la
elaboracion de microencapsulados (ME) de liberacion rapida (5 mezclas) y lenta (3
mezclas). Los ME elaborados con EPS de gelatina presentaron menor viabilidad y
porcentaje de microencapsulaciéon (% PM) en comparacién de los producidos con agar agar.
No obstante, la mezcla 5 de liberacidon rapida con gelatina alcanzé mejores resultados
(8,1x10° UFC/g y 81 %PM), siendo estadisticamente superior (p < 0,05) al resto de
formulaciones evaluadas, mientras que las mezclas de liberacion lenta mostraron que un
exceso de EPS y almidon afecta negativamente la eficiencia de la encapsulacién. El
recubrimiento formulado con EPS de gelatina mejor6 significativamente la calidad del
producto, al inhibir el crecimiento de patdgenos, extender la vida atil hasta 10 diasa 5 °Cy
9 dias a 25 °C y conservar parametros como color, firmeza, °Brix y acidez titulable durante
el estudio. La sustitucion del agar por gelatina permitié una reduccion de costos del 30,72 %
por kg de ME y del 51,73 % por 350 mL de recubrimiento, con un ahorro equivalente a
68,25 % por g de EPS seco.

Palabras clave: agar agar, exopolisacarido, gelatina, microencapsulado, Weissella

confusa.



1. INTRODUCCION

Las biopeliculas son estructuras de origen bacteriano formadas por biopolimeros auto
generados, entre los que se incluyen proteinas, polisacaridos y &cidos nucleicos. Estas
estructuras pueden estar compuestas por una o varias especies bacterianas que coexisten en
consorcios microbioldgicos. La matriz de la biopelicula cumple una funcion esencial al
proporcionar soporte estructural y proteccion frente a factores estresantes externos, como
agentes antimicrobianos, variaciones de pH y condiciones de desecacion. Asimismo, facilita
la comunicacion celular y el intercambio de nutrientes, lo que permite la formacién de
comunidades microbianas altamente organizadas (Shree et al., 2023).

Tienen aplicaciones en la industria quimica, farmacéutica y alimentaria; su aplicacion
se fundamenta en las propiedades reoldgicas de estos compuestos. Los polisacaridos de
origen microbiano presentan ventajas significativas frente a los obtenidos de fuentes
vegetales o algales, entre ellas la capacidad de los microorganismos para sintetizar
compuestos con composiciones y propiedades funcionales diversas. Dentro de estos
biopolimeros se encuentran los exopolisacaridos (EPS), formados por cadenas de
monosacaridos producidas extracelularmente durante la fermentacion de carbohidratos
(Gonzalez, 2017). Los EPS microbianos constituyen una alternativa viable frente a los
extraidos de animales, plantas o algas, ya que pueden obtenerse bajo condiciones controladas
(Sakr et al., 2021).

Los exopolisacaridos ofrecen una opcion natural a los aditivos alimentarios
comerciales debido a sus propiedades fisicoquimicas, su incorporacion en la produccion de
alimentos permite modificar favorablemente la estructura del producto incrementando la
viscosidad, reduciendo la sinéresis, mejorando la textura, y aportando caracteristicas
emulsionantes, espesantes y estabilizadoras. Ademas, contribuyen a propiedades sensoriales
deseables, como textura, cuerpo, firmeza y cremosidad, lo que los hace una alternativa
valiosa para mejorar la calidad de los alimentos (Korcz & Varga, 2021). En este sentido, los
EPS pueden desempefiar un papel relevante en la promocion de la salud y el bienestar cuando
se incorporan en matrices alimentarias (Sakr et al., 2021).

Entre los microorganismos mas frecuentes en alimentos, se encuentran las bacterias
acido lacticas, reconocidas por su capacidad para producir EPS bioactivos con propiedades
antibacterianas. Estos compuestos se consideran una alternativa viable como agentes
conservantes en matrices alimentarias, debido a su accion frente a microorganismos
deteriorantes y patogenos transmitidos por alimentos (Kavitake et al., 2023). Segin Gonzalez

(2017), Weissella confusa cultivada en un medio solido con agar agar, mostr6 un buen



rendimiento en la produccion de EPS. Sin embargo, el alto costo del agar representa una
barrera para su escalamiento industrial. Considerando los beneficios potenciales de los EPS,
resulta prioritario optimizar su produccion a gran escala mediante medios de cultivo
accesibles economicamente, lo que permitiria su aplicacion en multiples procesos
industriales. En el presente estudio, se desarrolld6 una formulacién alternativa utilizando
gelatina como agente gelificante, con el propdésito de reducir los costos de produccion de EPS
a partir de Weissella confusa destinados a la elaboracién de microencapsulados y

recubrimientos.

2. MARCO TEORICO
2.1  Exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son polisacaridos de cadena larga con un elevado peso
molecular que suelen comprender monosacéaridos (residuos de azucares repetidos) y pueden
contener compuestos como acetatos, piruvatos, succinatos y fosfatos (Sakr et al., 2021); estos
pueden clasificarse en 2 categorias: homopolisacaridos (HoPS), compuestos por el mismo
monosacarido, y heteropolisacaridos (HePS), compuestos por méas de un monosacarido (Zhao
etal., 2021).

Las propiedades fisicoquimicas de los exopolisacaridos varian segun la cepa
bacteriana de origen, los méas investigados provienen de la fuente mas comun que son las
bacterias probidticas pertenecientes a la clase de las bacterias lacticas (BAL) (Kaur & Dey,
2023). Estas han generado interés debido a su significativa eficiencia en la produccion de
polisacaridos, los cuales estan reconocidos como compuestos seguros y no representan
riesgos para la salud humana (Kavitake et al., 2023). Los exopolisacaridos desempefian
diversas funciones, como la proteccién de cepas productoras frente a condiciones adversas o
toxicas, y el aumento de la competitividad microbiana en diferentes entornos (Sakr et al.,
2021). Las aplicaciones beneficiosas de estos polimeros se fundamentan en sus destacadas
propiedades viscosas y reoldgicas. Ademas, pueden utilizarse como espesantes naturales,
estabilizantes y emulsionantes para mejorar la estabilidad y caracteristicas sensoriales de los
productos alimentarios. Los EPS presentan diversas actividades bioldgicas y propiedades
fisicoquimicas que estan relacionadas con su estructura molecular. Por tanto, para explorar
nuevas aplicaciones de los EPS, es fundamental comprender las caracteristicas estructurales y

funcionales de estos polimeros (Zhao et al., 2021).



2.2 Weissella Confusa

Es una bacteria &cido-lactica Gram positiva heterofermentativa que se encuentra
comunmente en alimentos fermentados, residuos alimenticios y agricolas, vegetales, cereales
y productos cérnicos. Esta bacteria presenta morfologia de bacilococo y es capaz de crecer en
condiciones tanto aerdbicas como anaerdbicas, lo cual le confiere una versatilidad
significativa para su aplicacion en distintos procesos. Es productor de metabolitos con
actividades antimicrobianas y probi6ticas, ya que tiene la capacidad de adherirse a las células
gastrointestinales. Asimismo, esta bacteria es capaz de producir exopolisacaridos (Gonzélez,
2017).

2.3 Microencapsulados

Este método es utilizado para proteger a las bacterias acido lacticas de posibles
alteraciones causadas por condiciones ambientales adversas como la humedad, la
temperatura, el pH, la oxidacién y la luz. Las microcapsulas estan compuestas por dos
elementos: el material encapsulado, también conocido como nucleo o fase interna, y el agente
encapsulante, que forma la pared de la microcapsula. La pared puede estar compuesta por uno
0 varios polimeros, que proporcionan proteccion y estabilidad a las bacterias encapsuladas
(Pérez, 2017).

24 Recubrimientos

Estos recubrimientos, también conocidos como peliculas comestibles, son capas
delgadas aplicadas sobre la superficie de los alimentos, con el proposito de mejorar su
calidad, protegerlos de factores externos y prolongar su vida util. Son elaboradas a partir de
materiales seguros para consumo humano, como polisacaridos, lipidos proteinas y otros
compuestos naturales, los cuales deben de ser seleccionados cuidadosamente para conferir
propiedades especificas como resistencia mecanica, capacidad para actuar como barrera
frente a la humedad, permeabilidad al oxigeno y dioxido de carbono y efectos
antimicrobianos (Caiza, 2024).

2.5  Agar Agar

El agar es un polisacarido gelificante que, al hidrolizarse con acido, produce D-
galactosa. Su estructura quimica estd compuesta por dos elementos principales: la agarosa y
la agaropectina. La compleja estructura y la relacion entre estos dos polisacaridos determinan
la capacidad gelificante del agar (Pandya et al., 2022).

En la preparacion de medios de cultivo, el agar se utiliza debido a su capacidad de

formar un gel solido y a su falta de histéresis en presencia de cationes, lo que permite obtener



un cultivo microbiano sélido de alta calidad. El agar proporciona una matriz estable para el
crecimiento de microorganismos, permitiendo su facil visualizacion y aislamiento en placas
de agar (Pandya et al., 2022).

26  Gelatina

La gelatina es un polimero natural obtenido a partir de la degradacién hidrolitica de la
proteina del colageno. Se utiliza ampliamente como un ingrediente multifuncional en la
industria alimentaria debido a sus propiedades gelificantes, espesantes, formadoras de
pelicula, emulsionantes y estabilizadoras. Su aplicacion como agente gelificante se basa en su
capacidad para pasar del estado liquido al estado gel, y viceversa, en funcion de la
temperatura. Ademas, la gelatina es incolora, inodora y posee la capacidad de retener la

humedad de forma eficiente (Llerena, 2021).

3. ANTECEDENTES

La Tabla 1 presenta los estudios realizados con aplicacion de microorganismos para la
produccion de EPS

Tabla 1. Antecedentes del proyecto

Autor Objetivos Metodologia Resultados Conclusiones
Gonzélez Evaluar el  Se caracterizO el EPS  Se disefio un medio En 36 h se
(2017) exopolisacarido obtenido por fermentacion  de cultivo con suero  obtuvo  EPS

de una bacteria s6lida de  Weissella  de leche, leche de  purificado
acido lactica, confusa (aislada de jugo  soya y azlcar para  (EPS-P) y sin
obtenida del jugo  de cafia) en un medio con  producir EPS con  purificar (EPS-
de cafla, suero de leche, azicar y  Weissella confusa, SP), con
para posible uso  leche de soya, alcanzando un pH  buenas
como aditivo  obteniéndose EPS de 4,6 y 81x107 propiedades
alimentario purificado (EPS-P) y sin  UFC/g a las 24 h,  funcionales
purificar (EPS-SP) con maxima  como alta

produccion entre las
36-42 h. Se
obtuvieron dos tipos
de EPS: sin
(28,36
g/L) y purificado
(0,90 g¢/L). El EPS-

purificar

retencion y
absorcion  de
agua. La
viscosidad fue
comparable

con gomas

comerciales, y

P mostr6 mejor los EPS
capacidad de  mostraron
retencion y  estabilidad




absorcién de agua, y
menor  solubilidad
frente al EPS-SP.)

térmica hasta

250 °C

Escartin Evaluar la  La produccion de EPS por  El cultivo  La produccion
(2017) produccion de el microorganismo  alimentado B, con  del EPS esti
EPS por  Leuconostocmesenteroides  pH controlado (6,0)  relacionado
Leuconostoc ssp mesenteroides BL- 'y 150 g/L de con el pH del
mesenteroides UVO04 se realizé utilizando  sacarosa, alcanzé la  medio, el
ssp piloncillo como fuente  mayor produccion; mayor
mesenteroides principal de carbohidratos 19,02 g/L de EPSy  rendimiento
BL-UV04 en un 52,36 % de (53,26 %) se
sistema por lote rendimiento. En  obtiene al
y lote alimentado comparacion, el realizar  una
cultivo por lote  fermentacion
produjo 8,60 g/L en lote
alimentado,
controlando el
pH (6,0),
utilizando
sacarosa Como
fuente de
carbono
Benhouna  Caracterizar la  El EPS producido a partir  El EPS de Weissella  Los EPS
et al.  produccibn de de Weissella Confusa se  Confusa presento  pueden actuar
(2018) EPS por  caracterizd en términos de  alta actividad  como
bacterias lacticas  tamafio molecular,  antioxidante, antioxidantes
autoctonas actividad antioxidante y  especialmente con  naturales,
(BAL) aisladas  reoldgica. proteinas, redujo la  evitando
de productos  La bacteria fue aislada a  sinéresis en 50 % y  radicales libres
lacteos partir  de productos  aument6 la firmeza  vinculados a
tradicionales lacticos y sembrada en un  del gel en 30 % enfermedades,
argelinos y medio de cultivo de también
evaluar su  sacarosa poseen
posible uso en la propiedades
industria texturizantes y
agroalimentaria anti-  sinéresis
de interés
industrial
Ortega &  Evaluar las  Se evaluaron las La formulacién  Las peliculas
Ortiz propiedades de  propiedades gelificantes,  optima de la  comestibles




(2018) la pelicula  emulsificante y espesantes  pelicula comestible  con EPS
comestible del EPS obtenido a partir ~ (Alginato 17,7 %,  demostraron
elaborada  con  de bacterias &cido lacticas  Goma Xhantan 1,28  ser una
exopolisacarido autoctonas como pelicula %, EPS 43,4 %,  alternativa
obtenido de  comestible a embutido  Glicerol 37,63 %)  viable como
bacterias acido  tipo chorizo brindé  proteccion  empaque
lacticas  sobre eficaz al chorizo, activo para
embutido prolongando su vida  chorizos, al
carnico tipo atil de 50 a 65 dias  mantener  la
chorizo més de lo habitual calidad

microbioldgica
y
fisicoquimica.
Ademas,
representar
solo el 6,76 %
del precio de
venta,
evidenciando
su rentabilidad.

Villan &  Evaluar la  Se evalué el efecto de la  La cepa con mayor  El masato

Cafiizares obtencién de  temperatura (25 + 28 °C,  produccion fue la  demostré ser

(2018) exopolisacarido 30+£33°C,37+40°C)y L19 (Enterobacter tan eficiente
utilizando concentracion de az(cares  hormaechei), como los
bacterias (5 %, 8 %, 10 %) sobre la  alcanzando 4 g/L de  medios
aisladas de  produccion de EPS EPSenl12hyhasta purificados
bebidas utilizando bacterias 5 g/L en 30 h. EI  suplementados
fermentadas, asi  aisladas  de bebidas  EPS producido fue  con sacarosa,
como identificar ~ fermentadas como chicha identificado al ofrecer un
los y masato presuntivamente rendimiento
microorganismos como dextrano similar a
aislados de menor costo
chicha y masato

Armoa Optimizar la  Se utilizd tusa de maiz El uso de tusa de La tusa de

(2020) produccion de  como medio alternativo al maiz mejor6 la maiz es un

exopolisacaridos
con cepas BAL
utilizando  tusa
de maiz como

fuente de

medio de cultivo MRS,
teniendo en cuenta
factores como el pH (6,5),
temperatura (30 — 37 °C),

tiempos de incubacion (48

produccion de EPS
por L. plantarum
frente  al medio
convencional,

mientras que el EPS

sustrato

agroindustrial
viable para la
produccién de
EPS, ya que




carbono en el h)encondiciones estaticas de L. rhamnous reduce costos
medio de cultivo y dos tipos de cepas (L.  mostro mayor  frente al medio
plantarum y L. capacidad de cultivo
rhamnosus) crioprotectora que MRS
el de L. plantarum
Kavitake Revisar las  Se realizO una revision EI EPS posee ElI EPS de
et al.  propiedades bibliografica centrada en  propiedades bacterias acido
(2023) antipatégenas las propiedades  antioxidantes, lacticas  tiene
(antibacterianas, antimicrobianas y  antimicrobianas, aplicaciones en
antifungicas, aplicaciones  funcionales  inmunomoduladores  la
antivirales y  de los EPS producidos por vy prebidticas; conservacion
anti-biofilm) de  bacterias acido lacticas inhiben  bacterias,  de alimentos y
los hongos y virus, en la salud
exopolisacaridos ademas, de mejorar  humana, con
(EPS) la salud intestinal y  potencial uso
producidos  por la calidad de los en las
bacterias del alimentos al actuar  industrias
acido lactico como estabilizantes  alimentaria,
(LAB) y texturizantes farmacéutica y
biomédica
Walai et  Analizar En este articulo de Los recubrimientos  Las peliculas y
al. (2023) biopolimeros revision se analizan varios  elaborados con  recubrimientos
innovadores para  biopolimeros novedosos  EPS, son seguros  comestibles
peliculas y  para peliculas y para la industria  son una
recubrimientos recubrimientos alimentaria, actGan  alternativo
comestibles, comestibles, junto con sus  como aditivos y  ecoldgica  al
evaluando sus  aplicaciones en las  estructuras en  plastico que
aplicaciones en industrias de frutas y  peliculas protegen y
la conservacién  verduras, carnes, aves y  comestibles, extienden la
de frutas, lacteos ademds, presentan  vida Util de los
hortalizas, actividad alimentos  al
productos microbiana incorporar
carnicos, actuando sobre el  compuestos
avicolas y ADN, la membrana  funcionales
lacteos y la pared celular de
bacterias patdgenas
4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

en medios de cultivo sélidos para la produccion de exopolisacérido (EPS), representa una

El alto costo del agente gelificante, como el agar bacteriologico, utilizado como base



limitacion econdmica significativa. Esta situacion adquiere especial relevancia al considerar
las propiedades y ventajas funcionales del EPS producido por Weissella confusa, descritas por
Bricefio (2020). Por ello, resulta necesario explorar alternativas mas econdmicas que
permitan mantener la eficiencia en la produccion de EPS sin comprometer la viabilidad del
proceso. En este contexto, se propone el uso de gelatina como material de soporte, dada su
elevada capacidad gelificante y su bajo costo en el mercado.

Pérez (2017) sefiala que uno de los principales obstaculos para la produccion
comercial de EPS es precisamente el elevado costo de los insumos, particularmente el agente
gelificante utilizado como base del medio de cultivo. Esta limitacion ha dificultado la
escalabilidad de procesos fermentativos con potencial aplicacion industrial, por lo que la
busqueda de sustitutos mas accesibles se convierte en una necesidad para promover el

aprovechamiento de los EPS en diversas aplicaciones.

5. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los exopolisacaridos (EPS), o también denominados sustancias poliméricas ha
despertado un creciente interés en diversas industrias como la cosmética, textil y
farmaceéutica, debido a sus multiples aplicaciones. No obstante, es en la industria alimentaria
donde su uso es mas frecuente, ya que se emplean como aditivos, bioespesantes, agentes
texturizantes y gelificantes con el propdsito de mejorar la textura y composicion de los
alimentos (Armoa, 2020). Alvarez y Manjarrez (2020) mostraron que los recubrimientos
comestibles realizados con EPS aplicados en tomates cherry, aumentaron la vida atil en un
17,5 %, mantuvieron la firmeza del fruto y conservaron sus propiedades fisicoquimicas.

La obtencidn del EPS a partir de bacterias acido lacticas, requiere la preparacién de
medios de cultivo, compuestos por soluciones nutritivas que favorecen el desarrollo
microbiano (Universidad Nacional del Nordeste, 2006). Para ello, resulta fundamental
seleccionar un agente gelificante con caracteristicas adecuadas, como estabilidad térmica
durante la esterilizacion en autoclave, capacidad de mantenerse liquido mientras el medio esta
caliente para permitir su vertido en placas o tubos, inercia frente a los compuestos del medio
y capacidad de solidificacion a temperatura ambiente. El agar es el gelificante mas utilizado,
ya que se disuelve en agua caliente y se solidifica al enfriarse (Grandes, 2017).

Toro (2017) destacé la eficiencia de ciertas cepas de bacterias acido lacticas en la
produccion de EPS, sefialando que Weissella confusa produce estos biopolimeros en tiempos
relativamente cortos, respecto a otras especies. De manera complementaria, Ortega y Ortiz
(2018) reportaron un rendimiento de EPS del 32 % antes del secado y de 21,94 % tras dicho



proceso.

Sin embargo, el uso del agar presenta una limitacion econdmica considerable. Por
ejemplo, el producto comercial de la marca Merck tiene un costo aproximado de $2.848.288
COP por 500 g, lo que dificulta su aplicacion en procesos de mayor escala. Frente a esta
situacion, se hace necesario evaluar alternativas mas econdémicas que conserven
caracteristicas técnicas adecuadas. Una de estas es la gelatina de res, que permite la
solidificacion del medio a temperaturas mas bajas que el agar, lo cual evita la afectaciéon de
microorganismos termolébiles. Ademas, resulta Gtil en la diferenciacion bacteriana y en la

deteccion microbioldgica (Laboratorios Microkit, 2020).

6. OBJETIVOS
6.1  Objetivo general
e Evaluar un método alternativo para la produccion de exopolisacarido de Weissella

confusa que permita la obtencion de biopeliculas y microencapsulados.

6.2  Objetivos especificos
e Caracterizar la gelatina en términos de su poder gelificante.
e Evaluar, mediante un disefio experimental, las propiedades de formacion de
exopolisacaridos, a través de un estudio comparativo.
e Evaluar la funcionalidad del exopolisacarido obtenido de mediante el método
alternativo en modelos de recubrimiento y formacion de microencapsulados.
7 MATERIALES Y METODOS

7.1  Materiales
7.1.1 Weissella confusa

La cepa Weissella confusa CPQBA 1504-17 DRM 01, es una bacteria acido lactica
(BAL) productora de exopolisacaridos. Fue obtenida de la coleccion de cepas del laboratorio
MIBIA (Microbiologia y Biotecnologia Aplicada), adscrito a la Seccion de Biologia Marina
de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad del Valle. La cepa fue
activada en caldo MRS e incubada a 35 °C durante 24 h (Gonzélez, 2017).

7.1.2 Medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo W. confusa y produccion
de exopolisacarido
El medio de cultivo comercial para las BAL es el caldo MRS, sin embargo, este
medio de cultivo es costoso para la produccién de indculos a escala industrial y altera el sabor

de los productos, por lo cual se empled el medio disefiado por Montalvo (2010) y optimizado



por Plaza (2014), el cual estd compuesto por 1.4 % de leche de soya como fuente de proteina,
2 % de sacarosa, y 11.2 % de suero de leche (MIBIA) como fuente de carbohidratos. A partir
del criovial, se activd la cepa transfiriendo el 10 % V/V a tubos con caldo MRS, y se incubd
durante 24 h a 35 °C.

Se utiliz6 gelatina sin sabor y agar microbioldgico de marca Merck como agentes
gelificantes para la preparacion del medio sélido de cultivo. Se siguié la formulacién para la

obtencion de exopolisacérido establecidos previamente por Gonzélez (2017).

7.1.3 Produccion de exopolisacarido (EPS) de Weisella confusa
Se siguieron las formulaciones y se emplearon los materiales aplicados por Gonzalez
(2017), Ortega & Ortiz (2018) y Bricefio (2020).

7.1.4 Insumos para la obtencion de microencapsulados
Se utilizé almiddn de yuca provisto por la empresa Ingredion Colombia S.A, alginato
de sodio de la empresa Sigma-Aldrich Steinhein-Alemania, exopolisacarido producido por la

bacteria W. confusa, y cloruro de calcio de Agenquimicos Cali-Colombia.

7.2 Meétodos
7.2.1 Preparacion de medio liquido MRS para Weissella confusa

Se utilizé caldo MRS de las marcas Scharlau y Merck. Siguiendo las instrucciones de
cada proveedor, se prepararon los tubos de ensayo, los cuales se esterilizaron durante 15 min.

Posteriormente, se inocularon con un criovial de la cepa Weissella confusa.

7.2.2 Determinacion de la concentracion de gelatina

Se prepararon diferentes concentraciones de gelatina sin sabor (12, 13, 14, 16, 20, 28,
30, 35, 38, 39, 40, 50, 55, 60 y 67 g) disueltas en 200 mL de agua estéril, las cuales fueron
calentadas hasta alcanzar una completa homogeneizacion. Las mezclas obtenidas se
transfirieron a cajas Petri para analizar la textura y comportamiento del medio al secarse a
temperatura ambiente. Esta evaluacion se realizo, utilizando criterios visuales y percepcion
haptica, comparando estas con las caracteristicas observadas en el medio con agar agar. De
todas las formulaciones evaluadas, la concentracion de 40 g fue seleccionada por presentar

propiedades de gelificacion mas similares a las del medio con agar.

7.2.3 Determinacion de la actividad de agua (aw) de los medios de cultivo
La actividad de agua de los medios de cultivo fue determinada mediante un medidor digital
HygroLab C1® (Rotronic). Las muestras de medio MIBIA fueron preparadas con los

agentes gelificantes a evaluar y se ubicaron en los porta muestras para su medicion.



7.2.4 Preparacion del medio de cultivo para produccion de EPS

Mediante pruebas preliminares para la obtencién del medio de cultivo con gelatina, se
opt6 por esterilizar el medio MIBIA en el autoclave sin adicionar la gelatina junto con las
bandejas en autoclave a 121 °C y 15 psi (1,03421x10° Pa) por 15 min. El agente gelificante
fue puesto bajo luz ultravioleta (UV) durante 30 min, una vez transcurrido este tiempo, se
llevo a cabo la preparacion del medio dentro de una cabina de flujo laminar para evitar
posibles agentes de contaminacion. El proceso consistio en ubicar la mezcla preparada
anteriormente sobre una plancha de agitaciéon magnética con calor, y afiadir lentamente la
gelatina, asegurando que esta se integrard completamente, luego, la mezcla fue depositada en
las bandejas.

Mientras, que el medio de cultivo elaborado con agar fue esterilizado junto con las
bandejas en autoclave a las mismas condiciones descritas. Posteriormente, fue vertido en las
bandejas dentro de una cabina de flujo laminar dejando enfriar hasta su solidificacion a 25 °C.

El medio fue inoculado con 5, 10 y 15 mL de agua destilada con una concentracién de
10% UFC del microorganismo W. confusa, siguiendo el método de McFarland descrito por
Laboratorio Microkit (2020), y esto se realizd para las bandejas de 100, 200 y 300 mL
respectivamente. Se dejo en reposo para la produccion del EPS por minimo 36 h a 25 °C;
posterior a ello, el EPS fue extraido mediante un proceso de raspado superficial, transferido a

vasos de precipitado y posteriormente se pesé el material recolectado.

7.2.5 Determinacion de la fuerza de fractura de los medios de cultivo

Se prepararon muestras de solucién de agua con gelatina, agua con agar agar, medio
MIBIA con agar y medio MIBIA con gelatina siguiendo la metodologia del item 7.2.4, la
concentracion de gelatina utilizada fue la determinada en el item 7.2.2; las mezclas se
depositaron en recipientes pequefios de 30 mL y se dejaron reposar para su solidificacion.
Posteriormente, las muestras se cortaron en forma de cilindros de 2 cm y cada una fue puesta
en un texturometro LAMY RHEOLOGY TX-700, el cual arrojo la fuerza de fractura en
Newtons (N) mediante una celda de compresion TX-700; se establecio en el equipo que la
distancia para comprimir las muestras era de 10 mm a una velocidad de 10 mm/seg. Esta
prueba fue realizada segun la metodologia descrita por Banerjee & Bhattacharya (2011) y
Rapisarda et al., (2018), con algunas modificaciones.

7.2.6 Determinacion del rendimiento en seco del EPS
El rendimiento del EPS se calcul6 a partir del disefio experimental de la Tabla 2,

utilizando las concentraciones determinadas en el item 7.2.2. Para ello, el EPS en estado



liquido se sometid a un proceso de secado a 40 °C durante 10 h. Luego se determiné el
rendimiento en seco del EPS por L de medio de cultivo (g/L) y del EPS en mg por g de
sustrato (mg/g), de acuerdo con lo realizado por Gonzélez (2017).

Tabla 2. Disefio experimental para la determinacion del rendimiento en seco del

exopolisacarido

Variable de proceso Niveles Variables de respuesta
- Gelatina o
Agente gelificante Rendimiento seco EPS
Agar

7.2.7 Preparacion de exopolisacarido para obtencion de biopeliculas vy
microencapsulados

Se efectuo la activacion de la cepa W. confusa en MRS, se verificd su pureza con
tincion de Gram y se establecié la concentracion de biomasa por medio de la escala de
McFarland, luego se sembro en el medio MIBIA para el crecimiento de bacterias lacticas
segun lo recomendado por Gonzéalez (2017), se incubo por 48 h a 25 °C, posteriormente se
recogid el EPS, y fue extendido en placas para secado a 40 °C durante 10 h, después, fue
molido en un molino analitico Ika Al1l-Alemania y fue depositado en bolsas plasticas selladas

al vacio, las cuales se guardaron en un recipiente para su conservacion.

7.2.8 Pruebas de aplicacion del exopolisacarido producido con gelatina
7.2.8.1 Prueba de microencapsulacion

Para la obtencién de los microencapsulados (ME), los materiales se limpiaron y
esterilizaron en autoclave durante 15 min a 121 °C, excepto aquellos que no resistian dichas
condiciones térmicas, los cuales fueron desinfectados mediante exposicion a luz ultravioleta
(UV) durante 45 min. El procedimiento se realiz6 dentro de una cabina de flujo laminar con el
fin de evitar posibles contaminaciones.

En el Anexo 1, se presenta el diagrama de proceso que muestra el procedimiento
requerido para la obtencion de microencapsulados.

7.2.8.1.1 Estudio comparativo de la viabilidad de los microencapsulados elaborados con
EPS de gelatina y agar agar

Para el recuento de células viables, se suspendio un 1 g de microencapsulado en 9 mL
de agua peptonada en una bolsa estéril y se llevd a un homogeneizador, de esta solucion se
realizaron diluciones sucesivas hasta 10° y se sembraron en el medio de cultivo MRS con

azul de anilina, se incubaron a 35 °C durante 48 h, posteriormente, se realizo el recuento de



las BAL (Bricefio, 2020), este procedimiento se realiz6 por triplicado para el ME obtenido

con el EPS de gelatina y agar agar.

7.2.8.1.2 Porcentaje de microencapsulacion

El porcentaje de microencapsulacion (% PM) es la cantidad de células liberadas que
consiguieron encapsularse dentro de la matriz almidon-alginato-EPS; se determind mediante
el recuento de células viables de los microencapsulados (ME) basandose en la viabilidad
inicial de la cepa concentrada (no microencapsulada). Se adicioné 1 g de microcapsulas en 9
mL de agua peptonada (0.1 %) en una bolsa estéril, hasta la desintegracion de ellas, usando un
homogeneizador. La viabilidad celular se determind mediante el numeral 7.2.8.1.1. El % PM,

se calcul6 usando la Ecuacion 1.

_ (LogN) ) |
%PM= (Log(NO)) (1)

Donde: N es el nimero de células viables después de la encapsulacion (UFC/g) y No
es el nimero de células libres afiadidas a la mezcla encapsulante durante la produccion de
microcapsulas (UFC/mL) (Martinez & Ome, 2019). Este procedimiento se efectud para los

microencapsulados elaborados con EPS de agar y gelatina
7.2.8.2 Aplicacion del recubrimiento comestible

7.2.8.2.1 Obtencidn de suspensidn bacteriana de Lactobacillus plantarum

La cepa de Lactobacillus plantarum se inocul6 en tubos de 9 mL de medio liquido
MIBIA por 24 h, tiempo de su maxima produccion de biomasa segtn Alvarez y Manjarres
(2020). Los tubos se centrifugaron a 4000 rpm por 20 min. Posteriormente, el sobrenadante se
descart6 y el botdn sedimentado fue diluido en agua estéril para obtener una suspension de
1x108 UFC/mL, la cual fue estandarizada previamente por la escala de McFarland.

7.2.8.2.2 Acondicionamiento de la fruta

Durante el estudio se trabajo con dos grupos de fresas: desinfectadas y no
desinfectadas. Estas se eligieron sanas, libres de dafios, sin infeccién por hongos y en
uniformidad aparente de tamafio y grado de madurez. Para el grupo desinfectado, las fresas
fueron tratadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % (v/v) durante 2 min, lavadas
con agua y secadas a temperatura ambiente dentro de la cabina de flujo laminar. Las fresas no

desinfectadas fueron tratadas bajo las mismas condiciones ambientales.

7.2.8.2.3 Obtencion de las biopeliculas
Se utilizd la formulacion propuesta por Alvarez & Manjarres (2020) en la que se

emplearon mezclas de hidrocoloides para la preparacién del recubrimiento, siendo el



exopolisacarido el componente principal. El glicerol fue adicionado como agente plastificante,
el Tween 80 como agente emulsificante y el acido oleico como tensoactivo, con el fin de
mejorar la adherencia a la superficie de la fresa. EI 97 % de la mezcla fue agua y la cepa de
Lactobacillus plantarum que se adicioné al recubrimiento debido a su potencial antifingico
fue obtenida segun el numeral 7.2.8.2.1.

Los componentes y utensilios utilizados fueron esterilizados en autoclave por 15 min,
excepto aquellos materiales que no resistieran dichas condiciones, los cuales fueron puestos
bajo luz UV por 45 min. La solucion fue preparada a temperatura ambiente dentro de una
cabina de flujo laminar para minimizar el riesgo de contaminacién. Inicialmente, se
mezclaron el EPS, el glicerol y el 66 % del volumen total de agua, utilizando una plancha con
agitacion hasta alcanzar una consistencia homogenea. Posteriormente, se afiadieron el Tween
80 y el acido oleico junto con el 34 % restante de agua, y se agité durante 2 minutos. A
continuacion, se incorpord la suspension bacteriana de Lactobacillus plantarum y se
homogeneiz6 durante 2 minutos. Las mezclas fueron selladas y almacenadas a 4 °C durante
24 horas. Transcurrido este tiempo, se procedio al recubrimiento de las fresas mediante
inmersion en la solucion durante 10 segundos, seguido de un secado a temperatura ambiente
dentro de la cabina de flujo laminar durante 1 hora. Este procedimiento se aplicé tanto a la

formulacién con EPS a base de gelatina como a la formulacién con agar agar.

7.2.8.2.4 Densidad del recubrimiento

Para los recubrimientos realizados con agar agar y gelatina, se calculé la densidad de
las soluciones mediante la Ecuacion 2. El procedimiento consistié en un picnémetro vacio y
después se pesd lleno hasta el tapdn, con cada uno de los recubrimientos. Después, se utilizé

la Ecuacion 3 para determinar su respectivo peso.

m (2)
PV
Donde: p es la densidad del recubrimiento (g/mL), m es la masa encontrada con la

Ecuacion 3 (g) y V es el volumen establecido del picndmetro (mL) (Serway & Jewett, 2008).

m (g)zwlleno'wvacio (3)
Donde: m es la masa del recubrimiento, Wieno €s el peso del picnometro lleno y Wuacio

es el peso del picnometro vacio (Atarés, 2011).

7.2.8.2.1 Evaluacidn del efecto del recubrimiento en las propiedades fisicoquimicas,

microbioldgicas y la vida atil de la fresa



7.2.8.2.1.1 Pruebas fisicoquimicas

Se recubrieron fresas aplicando los EPS obtenidos de agar y gelatina y se almacenaron
durante 6 dias, de acuerdo con la metodologia de Alvarez y Manjarres (2020). Las pruebas
fisicoquimicas se realizaron dia de por medio y fueron evaluadas bajo dos condiciones de
almacenamiento: refrigeracion en nevera a 5 °C y en camara ambiental a 25 °C con una
humedad relativa de 70%; como muestra control se utilizaron fresas sin recubrimiento bajo

los mismos pardmetros de almacenamiento a 5y 25 °C.

7.2.8.2.5.1.1 Pérdida de peso
La pérdida de peso se determind como la disminucion porcentual de la masa con
respecto al valor inicial de cada muestra; se utiliz6 una balanza de precisién marca VIBRA.

La pérdida de peso (%) para las frutas se calculd segun la Ecuacion 4.

W,-W
Pérdida de peso (%)=( W f) -100 (4)
£

Donde: Wi (g) es el peso de la fresa antes del almacenamiento y W+ (g) es el peso de

la fresa después del almacenamiento (Alvarez & Manjarres, 2020).

7.2.8.2.5.1.2 pH y acidez titulable

Las muestras de fresa fueron maceradas en un stomacher MiniMix (Interscience)
durante 2 min y se recolecto el jugo del fruto para las mediciones. La acidez titulable fue
medida de acuerdo con la NTC 4103 (ICONTEC, 1997), por titulacion con NaOH 0,1 N y
con fenolftaleina como indicador; los resultados fueron expresados como % acido citrico. El
pH fue medido usando un pHmetro PCE-228.
7.2.8.2.5.1.3 Color

El color de la piel de la fresa fue medida mediante un colorimetro marca HunterLab
modelo colorflex 45/0, fue calibrado usando los estandares blanco y negro. Cada medida fue
tomada en tres locaciones en el ecuador de cada fresa; las coordenadas dentro del espacio
CIELab: L*, a*, y b* fueron registradas, y el efecto de los tratamientos en el color fueron
determinados por los valores de enrojecimiento a*/b* y la diferencia cromatica (AE), que se
calculé mediante la Ecuacion 5.

AE=y/(AL)?*+(Aa)*+(Ab)? (5)

Donde: AL: Diferencia entre la luminosidad inicial y final, Aa: Diferencia

entre la coordenada rojo-verde inicial y final, Ab: Diferencia entre la coordenada amarillo-

azul inicial y final (Pifieiro-Di et al., 2014).



7.2.8.2.5.1.4 Firmeza

La firmeza de las fresas fue calculada usando un texturémetro SHIMADZU
EZtest/CE. Se usé una celda de 100 N y la fuerza méxima necesaria para penetrar el fruto fue
determinada mediante un émbolo metélico sin punta de 3 mm de diametro. La distancia
penetrada fue de 12 mmy la velocidad fue de 30 mm/min, se reportd como el pico maximo de

fuerza expresado en Newton (N) (Ruiz & Guerrero, 2009).

7.2.8.2.5.1.5 Solidos solubles totales (SST)

La determinacion de los solidos solubles totales se realiz6 utilizando un refractometro
digital marca PCE-DR Series, previamente calibrado con agua destilada. La muestra se
obtuvo tras macerar una fresa durante 2 min en un Stomacher MiniMix (Interscience)
(Alvarez & Manjarres, 2020). Posteriormente se colocaron dos gotas del jugo extraido sobre
el lente del refractometro para realizar la medicion, conforme a lo estipulado en la NTC 440
(ICONTEC, 1971).

7.2.8.2.5.1.6 Indice de maduracion (IM)
La determinacion del IM se realiz6 basandose en lo estipulado en la NTC 4103
(ICONTEC, 1971), el cual se obtiene de la Ecuacion 6.

3 SST
Porcentaje de acido citrico

(6)

Donde: SST son los solidos solubles totales y porcentaje de acido citrico la acidez

titulable de las fresas (Alvarez & Manjarres, 2020).

7.2.8.2.5.1.7 Porcentaje de variacion
Se calcul6 el porcentaje de variacién para los valores promedio del indice de

maduracion mediante la Ecuacion 7
CV(%)= (%) 100 @)
Donde: CV es el coeficiente de variacion, s la desviacion estandar de la muestra y X
la media de los datos (Ulloa & Jiménez, 2024)

7.2.8.2.5.1.8 Pruebas microbiologicas

El seguimiento microbioldgico de las muestras almacenadas a 5 y 25 °C para ambos
tipos de recubrimiento se realiz6 en el dia 0 y al culminar el almacenamiento al dia 6, por
duplicado para el recuento en cuatro medios de cultivo y por triplicado para el anélisis del NMP
(nimero mas probable). Las muestras de fresa fueron maceradas en un Stomacher MiniMix

(Interscience), y se realizaron diluciones con agua peptonada para el conteo en placa. La



calidad microbioldgica de las muestras se evalué segun los pardmetros generales
recomendados por el INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos), para ello se evalud la presencia de mohos y levaduras, coliformes totales y
fecales, mesofilos, entéricos (Alvarez & Manjarres, 2020).
7.2.8.2.5.1.9 Recuento de microorganismos mesofilos, entéricos totales, mohos, levaduras
y bacterias &acido lacticas

Se realiz0 el recuento de mesofilos en medio PCA, bacterias acido lacticas en medio
MRS, entéricos totales en medio McConkey y mohos y levaduras tanto en medio PDA como
en Extracto de Malta, mediante diluciones sucesivas hasta 10® en agua peptonada para las
fresas desinfectadas y sin desinfectar, cada una con y sin recubrimiento. Se inocularon 100
ML de solucion en cajas Petri, distribuyéndolos con perlas estériles. Las placas se incubaron a
35 °C durante 48 h para el recuento de mesofilos y entéricos, y a 25 °C por 5 dias para mohos
y levaduras. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizo el conteo de colonias, expresado
como unidades formadoras de colonia por gramo de solucién (UFC/g), segin el método
recomendado en NTC 4092 (ICONTEC, 2009). Todos los conteos se realizaron por
triplicado.

7.2.8.2.5.1.10 Numero mas probable (NMP) de coliformes totales y fecales

La estimacion de coliformes totales y fecales se usé como indicador de presencia de
bacterias patogenas, aplicando la técnica del nimero mas probable (NMP) en series de tres
repeticiones por dilucion. Como medio de cultivo se uso caldo Lauryl Sulfato con campana
de Durham (Scharlau), se realiz6 la incubacion a 35 °C durante 24 h, segin procedimiento
recomendado en NTC 4092 (2009).

7.2.8.2.1.2 Célculo de vida util y estabilidad global

La evaluacion de la vida atil de las muestras con y sin recubrimiento se realizo
durante 6 dias a 25 y 5°C. Para este andlisis, se tomd el orden de reaccion de los parametros
fisicoquimicos que definen la calidad del producto a partir de las graficas generadas mediante
las Ecuaciones 9 y 10, derivadas de la Ecuacion 7. EI modelo mas adecuado para cada
parametro fue seleccionado en funcion del valor de R? que presentara valor de 1 o cercano a
1.

Posteriormente, con base en los umbrales establecidos en la literatura para cada
temperatura de almacenamiento, se calculd el tiempo de vida util, definido como el periodo
minimo requerido para que un parametro alcance su valor limite. A través de la Ecuacién 8 se

calculo el tiempo de vida util.
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Donde: A es la concentracion o valor del pardametro a evaluar, n es el orden de
reaccion, k es la constante de reaccion (depende de n) y t es el tiempo de vida util en dias
(Kong et al., 2007; Villota & Hawkes, 2006).

7.2.9 Andlisis estadistico

Las diferencias significativas entre medias se evaluaron mediante un andlisis de
varianza de una sola via (ANOVA), seguido de la prueba de comparacién maltiple de Tukey
(p < 0,05). Los andlisis estadisticos fueron llevados a cabo usando el programa Minitab 2018
®.

Este andlisis se aplico a los resultados de actividad de agua de los medios de cultivo,
asi como a la pérdida de peso del EPS en estado liquido y seco, y a su rendimiento, a la
viabilidad y porcentaje de microencapsulacién del ME, como a las pruebas fisicoquimicas del
recubrimiento aplicado en las fresas, considerando las diferencias significativas entre

tratamientos para cada dia de evaluacion.

7.2.10 Analisis de costos

Los analisis de costos se realizaron a escala de laboratorio, teniendo en cuenta
solo los materiales empleados en los procesos. El costo del agua se calculé en base a la tarifa
de acueducto ($/m?) establecida por las Empresas Municipales de Cali (EMCALI), asumiendo
el estrato tipo Industrial.

Las cepas de bacterias acido lacticas utilizadas (Tabla 3) fueron aisladas de diferentes
fuentes, obtenidas de la coleccién de bacterias del laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia Aplicada (MIBIA) de la Universidad del Valle.

Tabla 3. Cepas de bacterias acido lacticas usadas en el estudio

Cepas Fuente
Lactobacillus plantarum Aislado de fermentacion del café @
Weissella confusa Aislado de jugo de cafia °

& |dentificado por Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA), Universidad Estatal de Campinas, Brasil.

b Coleccion de cepas del laboratorio MIBIA, Universidad del Valle, Colombia.



8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1  Determinacion de la concentracion de gelatina para la preparacion del medio de
cultivo

Se realizaron 15 formulaciones experimentales con diferentes concentraciones de
gelatina disueltas en 200 mL de agua destilada. Al obtener las mezclas, mediante criterios
visuales y percepcion haptica, se analizd su textura y comportamiento durante el proceso de
solidificacion a temperatura ambiente. Con el fin de mostrar de manera clara las diferencias
en las propiedades fisicas observadas, se seleccionaron 3 concentraciones representativas: una
baja, una intermedia (la Optima para reemplazar el agar) y una alta (Figuras 1-3). Estas tres
condiciones se compararon con el tratamiento control (agar agar) (Figura 4) que fue

preparado bajo las mismas condiciones experimentales.

Figura 1. Prueba con 16 g de gelatina (a) Coloracion del med

Figura 2. Prueba con 40 g de gelatina (a) Coloracién del medio, (b,c) Textura del medio.



AN

Figura 4. Muestra control con 4 g de agar (a) Coloracion del medio, (b,c) Textura del medio.

La formulacion con 16 g presentd una consistencia de caracter fluido y al secarse, una
textura significativamente blanda y poco estructurada. La mezcla con 40 g mostr6
caracteristicas gelificantes similares a las del agar agar, firme al tacto, tono ligeramente
amarillo y buena estabilidad estructural. Finalmente, la formulacion con 67 g resultd
excesivamente viscosa y opaca, con una textura rigida y seca no deseada para los fines del
medio a reemplazar, por lo que fue descartada como alternativa funcional. Asi, la
concentracion de 40 g/ 200 mL fue la seleccionada como la mas adecuada para ensayos
posteriores.

La gelatina es una proteina derivada de la hidrolisis selectiva del colageno, el cual es
el componente organico méas abundante en huesos y piel de mamiferos (Badui Dergal, 2006).
Su estructura puede desnaturalizarse bajo ciertas condiciones fisicas, especialmente
temperatura y presion, las cuales desestabilizan interacciones no covalentes esenciales. Al
calentar la gelatina entre 90-100 °C de forma prolongada, se producen modificaciones quimicas
como la desamidacion de los restos Asn (Asparagina), ruptura de enlaces peptidicos y perdida
de interacciones no covalentes (hidrogeno, electrostaticas y de Van der Waals), las cuales se
debilitan a temperaturas elevadas y se estabilizan a temperaturas bajas. Ademas, la mayoria
de las proteinas se desnaturalizan a presiones entre 1-12 kbar (1x108-1,2x10° Pa) a 25 °C esto

se debe a su compresibilidad interna, a pesar de que los restos aminoacidicos se encuentren



densamente empaquetados en el interior de las proteinas globulares, siempre existen espacios
vacios, lo que les confiere cierta facilidad de ser comprimido (Samoradan et al., 2010).

En este estudio se llevd a cabo la esterilizacion de los medios con gelatina, en un
autoclave Market Forge Sterilimatic a 121 °C y 15 psi (1,03421x10° Pa) por 15 min,
teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se puede evidenciar que estas condiciones
dificultaron que los medios presentaran caracteristicas Optimas de gelificacion, debido a la
alta temperatura y presion dentro del equipo, las cuales desnaturalizaban las proteinas de la
gelatina, obteniendo asi, un medio con una textura pegajosa al tacto como se puede observar
en la Figura 5. La gelatina al someterse a altas temperaturas trae como consecuencia la
destruccion de sus puentes de hidrégeno, lo cual hace que se desestabilice la triple hélice y
se debilite la fuerza del gel que forma la gelatina y se vuelva soluble (Miano, Barraza, &
Rojas, 2014).

En la Figura 6, al momento de realizar la siembra de la bacteria y recolectar el EPS
producido, este se integraba con el medio, favoreciendo el desprendimiento de algunos

fragmentos del material.

Figura 5. Medio de cultivo MIBIA con gelatina autoclavado.



Figura 6. Recoleccion del EPS producido en el medio MIBIA con gelatina autoclavado.

Un aspecto fundamental en los medios de cultivo es la actividad del agua (aw), los
microorganismos necesitan de la presencia de agua para poder crecer y llevar a cabo todas sus
reacciones metabdlicas (Novasina, 2009), al determinar la actividad de agua (aw) en ambos
medios de cultivo, se observd que el medio formulado con agar agar presentdé un valor
promedio de 0,960 + 0,006, mientras que el medio elaborado con gelatina mostr6 un valor
promedio de 0,954 + 0,002. Al realizar el andlisis estadistico, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0,05), por lo que la concentracion de gelatina determinada anteriormente
no afecta de manera relevante la disponibilidad de agua en el medio, comprometiendo el

crecimiento de los microorganismos.

8.1.1 Medicidn de fuerza de fractura

La fuerza necesaria para deformar las muestras de medio MIBIA y solucién de agua
con gelatina fueron mayores (41,85 + 0,90 N y 36,04 = 2,74 N respectivamente) en
comparacion a las que se presentaron en el medio y solucion de agua con el agar agar (19,01
+ 1,02 Ny 19,53 + 2,84 N respectivamente). EI comportamiento de las muestras de las
soluciones y los medios con los agentes gelificantes, bajo la fuerza realizada en 10 mm se
muestran en las Figuras 7 y 8, evidenciando que tanto el agar agar como la gelatina
presentan propiedades viscoelasticas, el cual se caracteriza por presentar un comportamiento
mecanico intermedio entre un liquido viscoso y un sélido elastico (Tanzi et al., 2019,
Sharma et al., 2003).
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Figura 8. Compresion del medio MIBIA con los agentes gelificantes.

Ambos agentes gelificantes presentan propiedades viscoelasticas; sin embargo, la diferencia
radica en la forma en la que estas se manifiestan. ElI agar presenta un pico de fuerza
pronunciado, seguido de una caida, lo que indica una estructura mas rigida y fragil; en
contraste, la gelatina exhibe un aumento progresivo de la fuerza sin fractura evidente,
caracteristica de una red mas deformable y cohesiva que no se fractura de forma abrupta. Esta
respuesta hace que el estado viscoelastico de la gelatina sea mas favorable en la preparacién
de ciertos medios de cultivo, ya que proporciona estabilidad estructural sin perder
flexibilidad. Este comportamiento coincide con lo descrito por Trinh & Glasgow (2012),
quienes al evaluar muestras de agar y gelatina de 20 mm de altura y 30 mm de diametro
reportaron una menor fuerza de fractura en geles de agar (220 N) en comparacién con
gelatina (260 N).



Estos resultados pueden atribuirse a las diferencias en la composicion de los agentes
gelificantes. El agar esta constituido por agarosa y agaropectina, siendo esta Ultima
responsable de conferir propiedades gelificantes débiles (Nadri et al., 2023). En contraste, la
gelatina esta formada por cadenas polipeptidicas de distinta longitud, alta en amino&cidos
que, al reorganizarse a temperatura ambiente, generan interacciones intermoleculares que
favorecen la formacion de una matriz compleja triple. Dichas cadenas presentan grupos
funcionales capaces de establecer enlaces de hidrdgeno con las moléculas de agua; al aplicar
calor, los enlaces entre las cadenas ceden y se separan, quedando en estado liquido, y
cuando se enfria se restablecen los enlaces, recuperando su estructura sélida caracteristica
(Salazar, 2021).

Este mecanismo confiere a la gelatina un alto poder gelificante, derivado de la fuerte
interaccion entre sus proteinas, lo que contribuye a la estabilidad estructural del medio.
Ademas, su composicion proteica aporta aminoacidos que contribuye parcialmente a los
requerimientos nutricionales de Weisella Confusa favoreciendo su metabolismo y, en
consecuencia, su crecimiento y la sintesis de metabolitos como exopolisacaridos (Llerena
Oriate, 2021).

8.1.2 Rendimiento en seco de los EPS

El peso del EPS liquido y seco fue superior en el medio de cultivo control formulado
con 4 g de agar agar en comparacion del que tenia 40 g de gelatina (Figura 9). Segun el
analisis de varianza ANOVA, estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p <
0,05). Obteniendo un rendimiento en seco del EPS para el agar de 49,20 £+ 0,37 g/ L medio
de cultivo (213,41 + 1,59 mg/g sustrato) y para gelatina 26,30 = 0,52 g/ L medio de cultivo
(64,06 + 1,27 mg/g sustrato), mostrando también una diferencia significativa (p < 0,05)
entre los agentes gelificantes usados en el medio de cultivo MIBIA. Se observé que el EPS
obtenido con gelatina tenia una textura mas pegajosa y menos liquida en comparacién del
obtenido con el agar agar; asimismo, se destaco una diferencia en la tonalidad entre estos,

siendo el EPS de agar agar méas oscuro que el de gelatina, como se muestra en la Figura 10.
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Figura 9. Peso EPS seco (a) y liquido (b). Diferentes letras indican diferencias significativas

entre agente gelificante (A,B) por la prueba de Tukey (p < 0,05)

Figura 10. EPS producido con los diferentes agentes gelificantes (a) Gelatina (b) Agar agar

Las diferencias observadas en la produccién de EPS en estado liquido entre los
medios formulados con agar agar y gelatina pueden atribuirse a la composicién quimica de
estos agentes gelificantes. El agar es un polisacarido extraido de las paredes celulares de las
algas, compuesto principalmente por agarosa y agaropectina. La agarosa es un polimero
lineal de unidades alternadas de B-D-galactopiranosa y 3,6-anhidro-a-L-galactopiranosa,
mientras que la agaropectina contiene ésteres de sulfato y otros residuos (Cebrian et al.,
2023); estos polisacaridos, ademés de brindar estructura al medio, actian como fuente de
carbohidratos, los cuales son componentes esenciales en los medios de cultivo al proveer
energia a los microorganismos (MQ’s), también pueden actuar como coloides protectores de
las células microbianas, ayudando a neutralizar efectos tdxicos de metabolitos 0 compuestos
del medio (Rodriguez & Zhurbenko, 2018).



En contraste, la gelatina es una proteina de origen animal, derivada del colageno
presente en pieles y huesos. Esta formada por una mezcla de cadenas polipeptidicas (a, 8y
v), con un alto contenido de glicina, prolina e hidroxiprolina, ademas de otros aminoacidos
como alanina, acido glutamico y arginina (Alipal et al., 2021). Aunque posee alta capacidad
gelificante por su naturaleza proteica e interacciones intermoleculares, la falta de
carbohidratos limita su aporte energético al metabolismo microbiano, lo cual podria explicar
la menor produccion de EPS en estos medios.

Villan & Caiiizares, (2018), evaluaron el efecto de la concentracién de azlcares
sobre la produccion de exopolisacaridos, utilizando sacarosa como suplemento. Los
resultados indican que los microorganismos lacticos, en presencia de azlcar, pueden
aumentar la produccién de polisacéridos. Por lo tanto, es probable que una mayor adicion de
sacarosa en el medio con gelatina hubiera favorecido una mayor produccion de EPS. Este
enfoque resulta especialmente atractivo considerando que la gelatina representa una

alternativa de bajo costo y amplia disponibilidad como componente del medio.

8.1.3 Costos de elaboracién segun la materia prima

Para la obtencion de exopolisacarido en los medios de cultivo con gelatina y agar
agar, es necesario preparar un inéculo de la bacteria Weissella confusa a partir de cultivos
criopreservados, los costos de los componentes para su obtencion se presentan en la Tabla 4.
Las Tablas 5y 6 contienen el valor en miles de pesos colombianos (COP) para elaborar un
tubo de caldo MRS de 9 mL y un criovial de W. confusa de 1 mL.

Tabla 4. Precio en COP de los componentes para realizar un criovial de bacteria

Material Cantidad (g) Precio ($) $/g
Caldo MRS 500,00 297.585,29 595,17
AzUcar 50.000,00 202.950,00 4,06
Leche de soya 25.000,00 1.313.250,00 52,53
Suero de leche 20.000,00 120.000,00 6,00
Material Cantidad (mL) Precio ($) $/mL
Glicerol 20.000,00 15.911.255,00 795,56

Agua 1.000.000,00 4.010,00 0,004




Tabla 5. Costo de elaboracién de un tubo de caldo MRS

Material Cantidad (g) Precio ($)
Caldo MRS 0,47 279,73

Material Cantidad (mL) Precio ($)
Agua 9,00 0,036
COSTO TOTAL DE UN TUBO 297,77

Tabla 6. Costo de elaboracién de un criovial de bacteria

Material Cantidad (g) Precio ($)
AzUcar 0,66 2,68
Leche de soya 0,64 33,62
Suero de leche 0,58 3,48
Material Cantidad (mL) Precio ($)
Agua 9,00 36,53
Glicerol 2,60 2.068,46
Caldo MRS + Bacteria 1,00 31,62
COSTO TOTAL DE UN TUBO DE MEDIO MIBIA +
BACTERIA 217580
COSTO DE UN CRIOVIAL DE1 mL 217,59

En las Tablas 7 y 8 se presentan los precios de los componentes necesarios para la

elaboracion de 200 mL de medio de cultivo DAIRA con gelatina y agar agar respectivamente.

Tabla 7 Precio en COP de los componentes para realizar el medio de cultivo MIBIA con

gelatina
Material Cantidad (g) Precio ($) $/g
Gelatina 500,00 37.000,00 74,00
Azlcar 50.000,00 202.950,00 4,06
Leche de soya 25.000,00 1.313.250,00 52,53
Suero de leche 20.000,00 120.000,00 6,00
Material Cantidad (mL) Precio ($) $/mL
Agua 1.000.000,00 4.010,00 0,004

Tabla 8. Precio en COP de los componentes para realizar el medio de cultivo MIBIA con agar

agar



Material Cantidad (g) Precio ($) $/g

Agar Agar 500,00 2.848.288,00 5.696,58
Azlcar 50.000,00 202.950,00 4,06
Leche de soya 25.000,00 1.313.250,00 52,53
Suero de leche 20.000,00 120.000,00 6,00
Material Cantidad (mL) Precio ($) $/mL
Agua 1.000.000,00 4.010,00 0,004

Las Tablas 9 y 10 presentan el costo de elaboracion del medio de cultivo MIBIA con

gelatina y agar agar inoculados con la bacteria Weissella Confusa respectivamente.

Tabla 9. Costo de elaboracion del medio de cultivo MIBIA con gelatina inoculado con

Weissella Confusa

Material Cantidad () Precio ($)
Azucar 14,82 60,15
Leche de soya 0,64 753,81
Suero de leche 0,58 77,64
Gelatina 40,00 2.690,00
Material Cantidad (mL) Precio ($)
Agua 200,00 0,80
Bacteria activada en caldo
MRS 10,00 498,51
COSTO TOTAL DEL MEDIO 4.349,75

Tabla 10. Costo de elaboracion del medio de cultivo MIBIA con agar agar inoculado con
Weissella Confusa

Material Cantidad (g) Precio ($)

Azlcar 14,82 60,15

Leche de soya 0,64 753,81

Suero de leche 0,58 77,64
Agar Agar 4,00 22.786,30
Material Cantidad (mL) Precio ($)

Agua 200,00 0,80
Bacteria activada en caldo
MRS 10,00 498,51

COSTO TOTAL DEL MEDIO 24.176,96




El medio de cultivo elaborado con gelatina presenté una reduccién de $19.828,31
COP en comparacion con el medio realizado con agar. En base al costo de los medios
presentados y el peso seco de EPS obtenido (ver Figura 9a), se calcul6 el precio por gramo
($/g) de los exopolisacéridos en cada tratamiento. Para la gelatina se obtiene un costo de
$826,93 COP por gramo y para el medio con agar agar $2.605,50 COP lo que representa una
reduccion del 68,25 % en el costo por gramo al emplear la gelatina como agente gelificante.

En las Figuras 11 y 12 se presenta una comparacion entre el costo total de los medios
de cultivo (barras) y los puntos representan el rendimiento en seco del EPS (g/L de medio y
mg/g de sustrato respectivamente). Se observo mayor rendimiento de EPS en el medio de
cultivo de agar (49,20 + 0,37 g/ L y 213,41 + 1,59 mg/g) sin embargo, el costo por gramo
fue significativamente mas alto en comparacioén con el de gelatina, el cual tuvo menor
rendimiento (26,30 £ 0,52 g/ L y 64,06 + 1,27 mg/g), este resultado junto al anélisis de
costos, indica que la gelatina es mas costo-efectiva, lo cual es de importancia para su

aplicacion a gran escala dependiendo si el objetivo es maximizar produccion o reducir

COstos.
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Figura 12. Costo total de los medios VS rendimiento en seco del EPS (mg/g de sustrato)

Para cuantificar esta eficiencia, se siguio la metodologia de Jacome & Carvache
(2017) para calcular el rendimiento del EPS por COP invertido. Los resultados muestran que
el medio con gelatina produce 0,006 g/L (0,018 mg/g) por cada COP invertido, mientras que
el medio con agar solo genera 0,002 g/L (0,009 mg/g) por COP. En base a esto, la gelatina
tiene una eficiencia que supera al agar en 0,004 g/L (0,009 mg/g) y su costo por gramo es
menor en un 68,25 %, es decir que, al momento de ser llevado a mayor escala representa
una ventaja econémica para la obtencion de EPS, por lo cual convierte a la gelatinay a la W.

confusa en una alternativa viable y de menor costo para este proposito.

8.2 Prueba de microencapsulacion
8.2.1 Porcentaje de microencapsulacion y viabilidad

Siguiendo la metodologia descrita por Bricefio (2020) y Martinez & Ome (2019), se
utilizaron nueve mezclas diferentes para evaluar la formacién de capsulas, variando el tipo
de polisacarido empleado (agar o gelatina), asi como la concentracion de los componentes
principales: alginato, EPS, almidon y cloruro. Las mezclas se dividieron en dos grupos
segun el tipo de liberacidn: rapida (mezclas 1 a 6), caracterizadas por una mayor proporcion
de almidon que de EPS, y lenta (mezclas 7 a 9), con mayor contenido de EPS respecto al
almidon. Cada una con tiempos de liberacion de 10 y 70 minutos, respectivamente. La
mezcla 1 (con agar) se emple6 como control, mientras que las deméas se formularon con
gelatina como agente gelificante (ver Tabla 11). Al realizar la mezcla 2, en la combinacion
de indculo-EPS-alginato-almiddn, se observd que la incorporacion del EPS gener6 una
viscosidad muy elevada, lo que impidié que la mezcla circulara con facilidad a través de la
boquilla del aspersor.

En la Tabla 11 se presentan los porcentajes de cada material utilizado en los distintos



ensayos de encapsulacién de Lactobacillus plantarum, en los cuales predomino aquellos de
liberacion répida. Este tipo de liberacion es de interés a nivel industrial, ya que,
dependiendo del objetivo funcional, se prioriza un tiempo de liberacion corto sobre uno
prolongado (Misra et al., 2022). Ademas, para realizar encapsulaciones de liberacion lenta,
se requiere mayor cantidad de EPS, lo que implica un aumento en costos de formulacion y
aplicacion. En la Tabla 12, se muestran las mezclas resultantes junto con los valores de

viabilidad y el porcentaje de microencapsulacion (ME) obtenidos en cada tratamiento.

Tabla 11. Porcentaje de materiales utilizados en los ensayos de encapsulacién de

Lactobacillus plantarum con EPS.

_ ] _ _ Tiempo de
Tipo de Tipo de Alginato EPS Almidén Cloruro y
Mezcla _ ) liberacion
EPS liberacion  (%oplv)  (%op/v) (%oplv)  (Yoplv)

(min)
1 Agar Répida 0,67 0,23 4,42 2 10
2 Gelatina  Réapida 0,67 0,23 4,42 2 10
3 Gelatina  Répida 0,67 0,167 4,42 2 10
4 Gelatina  Rapida 0,21 0,6 2,19 2 10
5 Gelatina ~ Répida 0,67 0,181 2,53 2 10
6 Gelatina  Répida 0,67 0,083 4,42 2 10
7 Gelatina Lenta 0,625 2,78 2,53 2 70
8 Gelatina Lenta 0,093 0,79 0,52 2 70
9 Gelatina Lenta 0,556 1,67 2,02 2 70

El andlisis estadistico evidencia diferencias significativas sobre las formulaciones
evaluadas (p < 0,05), donde el MLR con EPS de agar presenta mayor viabilidad (1,0 + 0,9
x107 UFC/ gr). La mezcla 5, elaborada con una reduccion en la cantidad de EPS y almidon,
mostrd la mayor viabilidad entre las realizadas con EPS de gelatina (3,0 + 0,1 x10° UFC/ gr).
Las mezclas 4 y 6 no fueron significativamente diferentes entre si, mientras que las mezclas 2
y 3 presentaron la menor viabilidad. Sin embargo, la mezcla 5 y la muestra con agar no

presentaron diferencias significativas (p > 0,05) con respecto al % PM (ver Tabla 12)

Tabla 12. Viabilidad y porcentaje de microencapsulacion de Lactobacillus plantarum con
EPS.



Tiempo de

Tipo de Tipo de Viabilidad
Mezcla liberacion %PM
EPS liberacion ) (UFC/gr)
(min)

1 Agar Répida 10 1,0+ 0,9 x107A 91+06"4
2 Gelatina Répida 10 2,4+0,2 x10°€ 64+0,1€
3 Gelatina Rapida 10 4,0+ 0,4 x10%€ 58+0,3P
4 Gelatina Répida 10 8,0+0,9x10°8¢  82+03°8
5 Gelatina Rapida 10 3,0+ 0,1 x10%® 87 +0,44
6 Gelatina Rapida 10 1,6+0,9x10°¢ 81 +0,58
7 Gelatina Lenta 70 1,0+ 0,8 x10°" 67 +0,6 %
8 Gelatina Lenta 70 3,0+0,1 x10°% 74 +0,8%
9 Gelatina Lenta 70 1,0+ 0,1 x10*" 54+0,1"

Los valores en la misma columna con letras diferentes indican diferencias significativas entre mezclas de MLR
(A, B, C,D)y MLL (X, Y).

Estos resultados podrian atribuirse a que el EPS durante el proceso de
microencapsulacion ejerce una accién sinérgica al actuar como material prebidtico y
encapsulante, favoreciendo el crecimiento de los MO’s y su proteccién dentro de la matriz
(Martinez & Ome, 2019), debido a sus propiedades viscosificantes, emulsionantes y
gelificantes (Singh et al., 2020). Segiin Romero & Sabogal (2019) una menor cantidad de
EPS permite una liberacion més rapida y completa de las BAL, tendencia que se observa en
los ensayos realizados. Ademas, la reduccién en la cantidad de almidén adicionado el cual,
debido a su alto contenido de amilosa, forma peliculas fuertes, resistentes y con gelificacion
rapida (Amador, 2021) contribuyé a obtener un material encapsulante con mejor
consistencia, asi como a incrementar la viabilidad y el porcentaje de microencapsulacion (%
PM). Los resultados de la muestra control coinciden con lo obtenido por Bricefio (2020)
quien presentd una viabilidad de 8.59+0.04 Log UFC/g, y un porcentaje de encapsulacion
85.91 £ 0.97 % al evaluar el comportamiento de EPS como material microencapsulante de
L. plantarum, y Martinez & Ome (2019) obtuvieron una viabilidad de 4,48x10° UFC/g y un
porcentaje de microencapsulacion de 94,5 + 1,92 % al microencapsular P. acidilacti para ser
aplicados a un modelo de masa céarnica. Por otro lado, Chaspuengal & Silva (2023)
obtuvieron un microencapsulado de Lactobacillus plantarum utilizando EPS de agar agar
con viabilidad de 8,20x10% UFC/gr y un porcentaje de microencapsulacion de 86,92 %
similares a los obtenidos en la mezcla 5 con EPS producido con gelatina.

Al realizar el analisis ANOVA se encontr6 que la mezcla 8 mostro



significativamente (p < 0,05) la media mas alta de viabilidad entre los MLL (3,0 £ 0,1 x105
UFC/ gr). Con respecto a los datos de %PM, estos presentaron diferencias significativas (p <
0,05) donde la mezcla 8 alcanzé el valor méas alto de %PM (74 + 0,8) en comparacion con la
mezcla 7 y 9, las cuales son estadisticamente similares.

El exopolisacarido de la gelatina, es mas viscoso y tiene mayor capacidad para
retener agua debido a la interaccion de las proteinas y carbohidratos del medio de cultivo
con el solvente; las proteinas en especifico interactian con el agua mediante hidrégeno y
grupos hidrofilos polares (grupos amino, carboxilo, carbonilo y sulfhidrico), y a mayor
cantidad de aminoéacidos, mayor sera la capacidad de retener agua (Zayas, 1997); esto podria
dificultar el proceso de encapsulacion al impedir la adecuada hidratacion y disolucién de los
materiales durante la formacion de microcéapsulas, resultando asi en una matriz menos
eficiente para encapsular y proteger a los microorganismos, lo que impacta negativamente
tanto en la viabilidad como en el porcentaje de encapsulacion. (Romero & Sabogal, 2019)
como sucedio6 con el MLL, el cual al tener mayor cantidad de EPS y teniendo en cuenta las
caracteristicas ya descritas del exopolisacarido de gelatina, dificulto obtener un

microencapsulado 6ptimo en viabilidad y % PM.

8.2.2 Costos para la obtencion del microencapsulado
El precio de los componentes para realizar la microencapsulacién de Lactobacillus
plantarum con EPS a partir de gelatina y agar agar se presentan en las Tablas 13 y 14

respectivamente.

Tabla 13. Precio en COP de los componentes para realizar microencapsulacién de L.

plantarum
Material Cantidad (g) Precio ($) $/9
Leche de soya 25.000,00 1.313.250,00 52,53
Suero de Leche 20.000,00 120.000,00 6,00
Almidoén de yuca 25.000,00 225.000,00 9,00
Alginato de sodio 22.679,60 7.160.843,26 315,74
Cloruro de calcio 22.679,60 2.524.629,26 111,32
EPS 20,00 16.538,67 826,93
Material Cantidad (mL) Precio (3$) $/mL

Agua 1.000.000,00 4.010,00 0,004




Tabla 14. Precio en COP de los componentes para realizar microencapsulacion de L.

plantarum

Material Cantidad (g) Precio ($) $/g
Caldo MRS 500,00 297.585,29 595,17

Azlcar 50.000,00 202.950,00 4,06

Leche de soya 25.000,00 1.313.250,00 2,53

Suero de Leche 20.000,00 120.000,00 6,00

Almidon de yuca 25.000,00 225.000,00 9,00
Alginato de sodio 22.679,60 7.160.843,26 315,74
Cloruro de calcio 22.679,60 2.524.629,26 111,32

EPS 20,00 52.109,94 2.605,50

Material Cantidad (mL) Precio (3$) $/mL
Agua 1.000.000,00 4.010,00 0,004

El costo de elaboracion de aproximadamente 1 kg de microencapsulado de
Lactobacillus plantarum con EPS producido en gelatina y agar agar se presentan en las

Tablas 15 y 16; teniendo en cuenta el costo de criovial encontrado en la Tabla 6.

Tabla 15. Costo de elaboracion de microencapsulado de Lactobacillus plantarum con EPS

producido en gelatina.

Material Cantidad (g) Precio ($)
Caldo MRS 15,67 9.324,34
Azlcar 1.112,00 4.513,61
Leche de soya 1.076,50 56.548,55
Suero de Leche 970,50 5.823,00
Almidon de yuca 215,90 1.943,10
Alginato de sodio 160,00 50.518,30
Cloruro de calcio 800,00 89.053,75
EPS 43,43 35.916,49
Material Cantidad (mL) Precio ($)
Agua 79.300,00 317,99
Criovial L. plantarum 13,00 2.828,61

COSTO DEL MICROENCAPSULADO 256.787,74




Tabla 16. Costo de elaboracion de microencapsulado de Lactobacillus plantarum con EPS de

agar agar.
Material Cantidad (g) Precio (3$)
Caldo MRS 15,67 9.324,34
Azlcar 1.112,00 4.513,61
Leche de soya 1.076,50 56.548,55
Suero de Leche 970,50 5.823,00
Almidon de yuca 583,33 5.250,00
Alginato de sodio 160,00 50.518,30
Cloruro de calcio 800,00 89.053,75
EPS 43,43 145.907,82
Material Cantidad (mL) Precio ($)
Agua 79.300,00 317,99
Criovial L. plantarum 13,00 2.828,61
COSTO DEL MICROENCAPSULADO 370.085,98

La reduccion en costos durante el proceso de encapsulacion fue de $113.298,24 COP
(30,62%). Los resultados de viabilidad y % PM presentados en la Tabla 12, obtenidos con el
EPS en el medio con gelatina, especificamente en la mezcla 5, mostraron valores que se
aproximan a los obtenidos con el EPS de agar agar, particularmente en el %PM, donde no

presentaron diferencias significativas.

8.3 Aplicacion del recubrimiento comestible

8.3.1 Propiedades fisicoquimicas

8.3.1.1 Porcentaje de pérdida de peso

La pérdida de peso de las fresas fue influenciada por el tipo de recubrimiento durante
el tiempo de estudio. A 25 °C se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p
< 0,05), siendo la gelatina y el agar los mas efectivos en evitar la pérdida de peso, en
comparacion a las fresas sin recubrimiento que alcanzaron una pérdida de 45,64 + 16,87 %
en el dia 6. En cambio, a 5 °C no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p > 0,05) manteniendo medias estables durante el periodo de analisis (Tabla
17).



Tabla 17. Porcentaje de pérdida de peso de las fresas con recubrimiento a base de gelatina,

agar y sin recubrimiento (Control) para el almacenamiento a5y 25 °C.

Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)
i Recubrimiento  Recubrimiento Recubrimiento  Recubrimiento
Dias Control . Control .
gelatina agar gelatina agar
2 1,73+0,944 028+0448 057+0648 105+034% 1,19+0,15% 1,46+0,95%
4 16,95+528~ 1,09+0,828 164+035% 165+065” 2,02+130" 1,86+094%

6 45,64 +16,87” 2,36+0,98°8 295+1298 301+174%A 248+1164 184+1144

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba
de Tukey.

La fresa presenta una elevada tasa de respiracion, lo cual produce pérdidas de agua
que implican un descenso en la calidad sensorial del producto, afectando su textura,
apariencia y jugosidad. Pérdidas de 3-5 % en frutos, implican una pérdida de la apariencia
externa inicial, lo cual ocurre cominmente en las fresas debido a que poseen una fina piel y
esta no es una buena barrera exterior que retenga el agua (Borja, 2010). Los resultados
obtenidos concuerdan con lo obtenido por Pavon y Valencia (2016), quienes en su estudio
sobre fresas recubiertas con una formulacién a base de goma tara almacenadas a 5 °C,
observaron que todas las muestras tuvieron una pérdida de peso gradual, sin embargo, las
fresas recubiertas tuvieron una menor pérdida de peso con respecto a las muestras control.
Las fresas recubiertas obtuvieron una pérdida de peso de 2,62% Yy las muestras control
4,53% luego de 8 dias de almacenamiento, esto ocurrid debido a que los recubrimientos
reducen la transferencia de vapor de agua y sellan pequefias fisuras en la fruta. Al comparar
los valores obtenidos por los autores al dia 4 de almacenamiento con los obtenidos en el
presente estudio mediante ANOVA, se determind que las muestras con recubrimiento no
presentan diferencias significativas (p > 0,05), lo que confirma la similitud en el efecto
protector del recubrimiento en ambos estudios.
8.3.1.2 Color
8.3.1.2.1 Enrojecimiento (*a/*b)

Los recubrimientos influyeron en la evolucién del enrojecimiento de la fresa; a 25
°C las diferencias significativas entre las medias de los recubrimientos se observaron desde
el dia 2 (p < 0,05) hasta el dia 6 entre tratamientos. La gelatina present6 los valores méas
bajos de enrojecimiento (1,031 + 0,182 al dia 2 y 1,166 * 0,268 en el dia 6) indicando que se
preservo su color rojizo ligeramente verdoso desde el dia inicial, lo cual es ideal para su
consumo y comercializacion (Morales et al., 2017), por el contrario, la muestra con agar
presento los valores mas altos (1,671 + 0,190 en el dia 2 y 1,833 + 0,288 al dia 6) (Figura



13). Mientras que a 5 °C no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p >

0,05) como se puede observar en la Figura 14.
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Figura 13. Evolucion del enrojecimiento (a*/b*) a 25 °C. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba

Tukey.
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Figura 14. Evolucion del enrojecimiento (a*/b*) a 5 °C. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba Tukey.

Las fresas presentan su color rojo caracteristico debido a las antocianinas (Janurianti
et al., 2021), principalmente la pelargonidina (Pg 3-gluc) y cianidina (Cy 3-gluc), siendo la
primera la de mayor proporcion (Guaman, 2017). El desarrollo de antocianinas es un proceso
deseable; sin embargo, estos compuestos hidrosolubles son inestables y tienden a degradarse
facilmente (Lopez et al., 2018). Nguyen & Nguyen (2021), determinaron que las fresas
recubiertas con nano quitosano almacenadas a bajas temperaturas (2 °C), mostraron un



retraso en la degradacion de antocianinas, mientras que las fresas conservadas a temperatura
ambiente presentaron un mayor contenido de antocianinas, lo que se traduce en un color
rojo mucho més intenso, oscuro y con pigmentos cafés (Singh et al., 2021). Es por lo
anterior que resulta importante destacar los resultados del recubrimiento con gelatina a
temperatura ambiente, ya que permitio prevenir la degradacion excesiva de antocianinas al
tener una de las medias mas bajas en el factor de enrojecimiento en el almacenamiento

durante los 6 dias.

8.3.1.2.2 Cambio total de color (AE)

En fresas almacenadas a 25 °C, el cambio total de color evidencid diferencias
significativas (p < 0,05). El tratamiento con gelatina fue el més eficaz, al presentar las
medias mas bajas en cada uno de los dias evaluados (10,122 + 2,294 al dia 2, 9,517 + 1,790
al diady 11,424 + 1,869 al dia 6) evidenciando mejor conservacion del color. En contraste,
el tratamiento con agar alcanzé el valor més alto (25,618 £+ 2,008) en el dia 6, indicando
cambios mas drasticos en su color en el transcurso del analisis (Figura 15). En el Gltimo dia
de almacenamiento a 5 °C las fresas con gelatina y sin recubrimiento no presentaron
diferencias significativas (p > 0,05) en los valores de AE (8,978 + 1,652 y 10,570 + 1,474
respectivamente). En contraste, el tratamiento con agar mostréo un AE significativamente
mayor (14,129 + 2,310), lo que evidencia que este recubrimiento genero una variaciéon de

color mas marcada en comparacion con los demas tratamientos (Figura 16).
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Figura 15.Cambio total de color (AE) a 25 °C. Diferentes letras indican diferencias

significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba Tukey.
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Figura 16. Cambio total de color (AE) a 5 °C. Diferentes letras indican diferencias

significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba Tukey.

La mayor eficiencia del recubrimiento realizado con EPS obtenido del medio con
gelatina para conservar el color de la fresa a 25 °C puede atribuirse a la textura mas pegajosa
y viscosa del exopolisacarido, lo que favorece a una mejor cobertura y adhesién al fruto.
Singh et al., (2021) indicaron que la protecciéon del recubrimiento limita la oxidacion de
antocianinas y la perdida de humedad, procesos que se intensifican a mayores temperaturas.
En contraste, a 5 °C, la menor actividad metabdlica redujo el deterioro general del pericarpio,
haciendo menos evidente la accion diferencial del recubrimiento. Segun los autores, el
cambio total de color se debe a que las fresas a altas temperaturas presentan una mayor tasa
de respiracion, pasando de un color rojo vibrante a un tomo mas oscuro y opaco, causado por
la biosintesis de antocianinas y la oxidacion de fenoles a pigmentos marrones, mediada por la
accion de la polifenoloxidasa. Ademas, en el mismo estudio, se observé que la concentracion
final de fenoles disminuyd hasta niveles que resultaron insuficientes para actuar como
sustrato para esta enzima, lo que sumado al efecto de la deshidratacion favorecio el
pardeamiento de las fresas.

En este sentido, lo observado con el EPS de gelatina guarda relacion con lo
reportado por Elabd & Saleh (2025) quienes evaluaron la efectividad de 5 tratamientos
postcosecha para preservar la calidad de las fresas durante 20 dias de almacenamiento a 5
°C, uno de estos tratamientos fue un recubrimiento de quitosano convencional. Mientras que
el grupo control mostrd el aumento mas significativo en AE, alcanzando el 27 % al dia 20,

todos los tratamientos a base de quitosano mitigaron dicho cambio, demostrando que la



aplicacion de biopolimeros como recubrimiento resulta eficaz para reducir la pérdida de
color.
8.3.1.3 Firmeza

La firmeza de las fresas a 25 °C disminuyo progresivamente en todos los
tratamientos durante el periodo de analisis (Figura 17), siendo significativamente menor (p
< 0,05) en las muestras sin recubrimiento. A partir del dia 4, las muestras control no
pudieron ser evaluadas debido a su estado de senescencia. Mientras que los tratamientos con
EPS obtenidos en agar y gelatina presentaron una evolucion més estable, sin diferencias
significativas entre ellos en los dias 4 y 6, alcanzando valores de 3,885 + 0,359 N (13,9 %
de pérdida de firmeza), y 4,184 + 0,725 N (16,03 % de pérdida) respectivamente, al finalizar
el ensayo. A 5 °C, no se registraron diferencias significativas (p > 0,05) durante los primeros
cuatro dias (Figura 18), sin embargo, al dia 6, el recubrimiento con gelatina present6
diferencias con respecto a la muestra control, con una firmeza de 4,675 = 0,328 N (8,11 %
de perdida), frente a 3.935 + 0,520 N (12,71 % de perdida). A diferencia de la muestra
control a 25 °C, en la cual no fue posible realizar esta medicion al final del periodo de

evaluacién debido a su avanzado estado de madurez.
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Figura 17. Pérdida de firmeza de las fresas a 25 °C. Diferentes letras indican diferencias

significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba Tukey.
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Figura 18. Pérdida de firmeza de las fresas a 5 °C. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba Tukey.

La pérdida de firmeza esta relacionada con la degradacién de los componentes de las
paredes celulares, como la celulosa y la pectina, las cuales regulan el flujo de agua entre las
células y les proporciona rigidez (Janurianti et al., 2021). Este proceso es causado por la
accion de enzimas como la celulasa, pectinmetilesterasa y pectinasa, ademas, se intensifica
con la respiracion y el estado de madurez de la fresa, lo que provoca una pérdida gradual de
material en las paredes celulares del tejido cortical (Lépez etal., 2018).

Por otro lado, la temperatura y tiempo de almacenamiento fueron factores que
influyeron en la disminucion de la firmeza de las fresas, en donde, a menor temperatura los
frutos conservan mejor su textura, segun Nguyen & Nguyen (2021) y Lv et al. (2022) a
bajas temperaturas la estructura celular sufre menos cambios ya que la refrigeracion ayuda a
suprimir o retrasar las actividades enzimaticas, previniendo de manera efectiva el
ablandamiento de la fruta; esta tendencia se puede observar en las Figuras 17y 18, en donde a
25 °C el tejido celular de las fresas presentan menor resistencia a la fuerza de fractura a
medida que pasan los dias, en comparacion con las muestras a 5 °C. En combinacién con la
temperatura, los recubrimientos ayudaron a retrasar el deterioro de la firmeza en las fresas a
diferencia de las muestras sin recubrimiento, esto debido, a que evitan la pérdida de
humedad en la superficie (Pavon & Valencia, 2016) y a una disminucién en las tasas de
respiracion y transpiracion brindada por los recubrimientos (Alharaty & Ramaswamy,
2020).

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Alharaty &

Ramaswamy (2020) quienes evaluaron el efecto de recubrimientos a base de alginato sédico



y cloruro de calcio sobre la firmeza de fresas a 4 °C, en este estudio, las muestras

recubiertas obtuvieron mayor firmeza durante el almacenamiento, las fresas sin
recubrimiento presentaron un valor de 57,3 N (dia 0) a 11,8 N (dia 15), por otro lado, las
fresas recubiertas mantuvieron mayor estabilidad, alcanzando un valor de 36,6 N al final del
estudio (dia 15). El andlisis ANOVA realizado por los autores mostré diferencias
significativas desde el dia 3 hasta el dia 15 (p < 0,05) entre las muestras control y
recubiertas, atribuidas al efecto del cloruro de calcio. De forma similar, en esta investigacion
los recubrimientos con EPS favorecieron la preservacion de la firmeza, especialmente a 5°C,

al detener la degradacion estructural.

8.3.1.4 Solidos solubles totales

Segun la Tabla 18, se evidencia que los Solidos solubles totales (SST) de las fresas
bajo todos los tratamientos, mostraron una variabilidad significativa durante el periodo de
analisis, caracterizada por oscilaciones entre descensos y aumentos entre los valores.
Durante los dias 0, 2 y 4 no se presentaron diferencias significativas (p > 0,05) a 25 °C,
mientras que en el dia 6 se presentaron diferencias parcialmente significativas (p < 0,05), las
muestras sin recubrimiento perdieron en mayor medida su contenido de solidos solubles
totales (3,53 £ 1,10 °Brix) por el contrario, los recubrimientos de gelatina y agar tuvieron
efecto sobre las muestras, pues permitieron conservar los sélidos solubles de las fresas (7,03
+ 1,27 °Brix y 6,03 = 1,21 °Brix respectivamente). Las medias de las muestras almacenadas
a 5°C, durante el tiempo de almacenamiento no presentaron diferencias significativas (p >
0,05) entre si.

Tabla 18. Contenido de °Brix de las fresas con recubrimiento a base de gelatina, agar y sin

recubrimiento para el almacenamiento a 5y 25 °C.

Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)

Recubrimiento  Recubrimiento Recubrimiento  Recubrimiento

Dias Control Control
gelatina agar gelatina agar
0 8,20 £ 0,604 7,67+0,86" 937+084" 897+1404 9,00+044~ 820+1214
2 7,23+1,194 847+127~ 750+0,10~ 877+090” 810+092~ 870+0,484
4 7,17 £0,554 7,87+127A 800+020~ 803+090” 850+125% 920+185%
6 3,53+1,1048 7,03+127A 6,03+12178 840+036” 810+1,234 843+1204

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la

prueba de Tukey.

Un mayor contenido de SST es deseable en los frutos, ya que se asocia con un mayor

dulzor, caracteristica que generalmente atrae a los consumidores (Borja, 2010), sin embargo,



las fresas tienen un sabor apetecible cuando el contenido de solidos solubles es de 7 °Brix
(Gonzélez et al., 2018). Al finalizar el almacenamiento, el recubrimiento que le brinda esta
caracteristica es el realizado con gelatina para muestras almacenadas a 25 °C, el cual
present6 un valor de 7,03 + 1,27 °Brix, lo que sugiere un efecto positivo en la preservacion
de este parametro.

Para las muestras de fresa sin recubrimiento a 25 °C, ocurrié una disminucion de los
solidos totales al llegar al dia 6 de almacenamiento, lo cual podria atribuirse a procesos
fermentativos, esto debido a que la fermentacion es un proceso que se da en frutos con altos
contenidos de azucar almacenados a temperaturas ambientales medias o altas, donde los
azucares se convierten en alcohol (Perez & Contreras, 2017).

Alharaty & Ramaswamy (2020), durante 15 dias de almacenamiento a 4 °C
analizaron el comportamiento de los SST en fresas recubiertas con alginato de sodio y
cloruro de calcio. Al dia 6 de analisis la muestra control presenté un valor de 8,3 °Brix,
mientras que este parametro para las muestras recubiertas se mantuvo casi estable desde el
dia 0 hasta el dia 6 con un valor de 7,6 °Brix. De forma similar en el presente estudio
tampoco se evidenciaron diferencias significativas (p > 0,05) entre tratamientos a 5 °C, los
valores de SST al dia 6 se conservaron dentro de un rango estable en fresas recubiertas con
gelatina (8,10 * 1,23 °Brix), con agar (8,43 £ 1,20 °Brix) y la muestra control (8,40 + 0,36
°Brix) lo que indica que estos recubrimientos contribuyen a reducir la degradacion de

azUcares y a preservar la calidad del fruto bajo refrigeracion.

8.3.1.5 pH

El pH de las fresas recubiertas con agar, gelatina y sin recubrimiento almacenadas a
25y 5 °C durante 6 dias no presentaron diferencias significativas (p > 0,05) (Tabla 19), lo
que indica que el tipo de recubrimiento no influyo de manera diferenciadora en este
parametro. Segun Barrazueta et al., (2018), reporta que las fresas con recubrimiento a base
de gelatina pura presentan pH en el rango de 3,4 - 3,75, este factor se mantuvo estable
durante 8 dias a temperatura ambiente y 12 dias en refrigeracién, lo que coincide con la
estabilidad observada en este estudio para las muestras recubiertas con agar y gelatina. Se
observé que las fresas almacenadas a 5 °C tendieron a mantener un pH mas estable que

aquellas a 25 °C, lo cual concuerda con lo descrito en la literatura.

Tabla 19. pH de las fresas con recubrimiento a base de gelatina, agar y sin recubrimiento

para el almacenamientoa 25y 5 °C.



Ambiente (25 °C)

Refrigeracion (5 °C)

Recubrimiento

Recubrimiento

Recubrimiento

Recubrimiento

Dias Control Control
gelatina agar gelatina agar
0 3,02+0,114 3,10+0,05~ 3,14+0,09” 3,08+0,10* 3,09+0,08" 311+0,184
2 3,22+0,124 3,15+0,12~ 3,110,056 3,04%0,11% 3,17+0,07* 3,16+0,114
4 3,50 £0,034 3,71+0,16~ 347+0,23” 316+0,03* 340+0,22” 3,21+0174
6 3,66+0,174 355+0,19~ 3,80+0,18” 329+0,134 323+0,06% 3,20+0,104

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba
de Tukey.

Este comportamiento coincide con lo reportado por Ali et al., (2011) y Tavares et al.,
(2019), quienes demostraron que las bajas temperaturas contribuyen a la estabilizacion del
pH de las fresas al desacelerar el metabolismo y reducir la degradacién de acidos organicos.
De igual forma Janurianti et al., (2021) explica que, a temperatura ambiente, los acidos
malico y citrico, se descomponen en azlcares debido a una mayor tasa de respiracion, lo que
provoca un aumento progresivo del pH. Asi, la ausencia de diferencias entre agar, gelatina 'y
control en este estudio puede deberse a que el recubrimiento por si mismo no modifico
sustancialmente la tasa de consumo de &cidos organicos, siendo la variacion de pH mas
atribuible al efecto de la temperatura de almacenamiento.

Alharaty & Ramaswamy (2020) en fresas con un recubrimiento a base de alginato de
sodio y cloruro de calcio, observaron que el pH de las frutas recubiertas se mantuvo mas
bajo que en las muestras control durante todo el estudio. También se report6 que las fresas
recubiertas presentaron una demora en el incremento de pH, lo que a su vez retrasd su
maduracion al disminuir el metabolismo de la fruta, desacelerando el consumo de acidos
organicos, manteniéndolos estables, evitando asi el crecimiento de hongos y extendiendo su

vida util (Narayanapurapu, 2012).

8.3.1.6 Acidez titulable

La acidez titulable en las fresas, bajo todos los tratamientos, mostré una variabilidad
significativa durante el estudio, caracterizada por oscilaciones entre descensos y aumentos
diarios (ver Tabla 20). Con respecto a los datos de las muestras almacenadas a 25 °C, se
encontrd que durante los dias 0 y 6 presentaron diferencias significativas (p <0,05), en
cambio en el dia 4 los datos no presentaron diferencias significativas entre sus medias (p >
0,05). Los datos obtenidos para la acidez titulable en las fresas con recubrimiento y sin
recubrimiento almacenadas a 5 °C durante los dias 0, 4 y 6 presentaron diferencias
significativas (p < 0,05), por el contrario, durante el dia 2 los datos no presentaron diferencias
significativas entre sus medias (p > 0,05).



Tabla 20. Acidez titulable (ATT) (% &cido citrico) de las fresas con recubrimiento a base de

gelatina, agar y sin recubrimiento para el almacenamientoa 25y 5 °C.

Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)

Recubrimiento  Recubrimiento Recubrimiento  Recubrimiento

Dias Control Control
gelatina agar gelatina agar
0 1,23+0,37°8 125+0,08% 1,38+0014 1,38+0,08" 132+0,04% 1,12+0,10°
2 0,88 £0,24 A 0,90+0,05” 1,17+020~ 1,13+027” 1,10+0,12” 0,96+0,194
4 1,02+0,314 1,01+0,07A 1,11+020% 090+0,058 1,05+0,078 152+0,34%
6 0,76 £0,06 B 1,03+029” 095+02678 102+011% 085+0,128 141+0,324

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba
de Tukey.

8.3.1.7 indice de madurez

La determinacion de la acidez es un proceso de gran importancia dado que este factor
tiene un impacto directo en la calidad del producto final, debido a que ofrece una medida
precisa de la frescura y el sabor acido de los frutos (Jiménez et al., 2024). Los datos de ATT
coinciden con lo encontrado por Vélez Bravo (2015) para fresas, a las cuales se les aplicd
recubrimientos a base de gelatina y acido citrico, pues, para todos los tratamientos la acidez
presentd una disminucidn al final del almacenamiento y esto se debe a que la concentracion
de &cidos organicos tiende a bajar en casi todos los frutos debido a la utilizacion de los
mismos como sustratos respiratorios para la sintesis de nuevos compuestos, ademas, la
reduccion de la acidez de las frutas se debe a la disminucion de la actividad metabolica.

El IM de las fresas almacenadas a 5 °C en el dia 0 presento diferencias significativas
(p < 0,05) entre la muestra control y aquella recubierta con agar, esto se atribuye a la
tendencia inherente del fruto a deteriorarse puesto que la fresa es un fruto no climatérico
altamente perecedero debido a su alta tasa de respiracion, es decir que la recoleccion del
fruto se realiza cuando estan casi completamente maduras y suaves (Chamorro & Pinta,
2017). Por el contrario, para los demas dias de analisis no se presentaron diferencias
significativas (p > 0,05) (Ver Tabla 21). De igual manera, las muestras almacenadas a 25 °C
no mostraron diferencias significativas durante todos los dias de almacenamiento. Sin
embargo, el resultado obtenido al dia 6 de la prueba control es diferente en gran medida
(5,53 = 0,92) con respecto a sus anteriores resultados, debido a que la fresa presentaba
sefiales de descomposicion y fermentacion, lo que afectd considerablemente a los SST y a la

acidez titulable.

Tabla 21. IM de las fresas con recubrimiento a base de gelatina, agar y sin recubrimiento a 25
y5°C.



Ambiente (25 °C)

Refrigeracion (5 °C)

Recubrimiento

Recubrimiento

Recubrimiento

Recubrimiento

Dias Control Control
gelatina agar gelatina agar
0 6,17 +1,884 6,38+093~ 698+062” 595+0,898 6,96+0,33® 833+1,034
2 8,632,444 730414 8,04+174” 840+211* 6,69+095* 8521664
4 9,17 +2,074 764+053~ 847+174”~ 777+105” 806+0,65" 752+217A
6 553+0,924 724+219” 829+206” 843+0,99” 845+1,18A 8,01+2054

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada dia del tratamiento (A, B) por la prueba
de Tukey.
De acuerdo con el porcentaje de variacion (Tabla 22), se puede observar que el IM

de las fresas recubiertas y sin recubrimiento bajo las condiciones de temperaturas
establecidas, presentd variabilidad a lo largo del estudio, las muestras recubiertas con agar
obtuvieron un valor mas alto a refrigeracion (21,34%), las muestras control obtuvieron un
mayor valor a temperatura ambiente (24,77%) y las recubiertas con gelatina obtuvieron un
mayor valor en ambiente (14,21%). La temperatura es uno de los factores de mayor
importancia en el comportamiento fisiologico de los frutos, la cual incide en la mayoria de
procesos metabdlicos como la maduracion, tanto las altas temperaturas como las bajas
afectan la velocidad de las reacciones quimicas, la actividad enzimética y los cambios en la
estructura, pero son las altas temperaturas las que incrementan la energia cinética de las
moléculas ocasionando una mayor velocidad de reaccién y un aumento de la tasa de
respiracion, lo cual incrementa el estado de maduracion del fruto (Guaqueta & Del Pilar,
2019), las bajas temperaturas tienen la ventaja de que pueden prolongar la vida atil debido a
que reducen el proceso de maduracion (Parvez & Ahmed, 2018). También debido a la
fisiologia natural de frutos como la fresa, el cual continua con un metabolismo activo al
recolectarse, trae como consecuencia que los resultados de IM presenten alta variabilidad
(Camaro et al., 2013).

Tabla 22. Porcentaje de variacion de las fresas con recubrimiento a base de gelatina, agar y

sin recubrimientoa 25y 5 °C

Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)

Recubrimiento  Recubrimiento Recubrimiento  Recubrimiento

Control Control

gelatina
14,21 %

agar
19,38 %

gelatina
10,31 %

agar
21,34 %

2477 % 14,49 %

La fresa es un fruto no climatérico y debe cosecharse en plena madurez para lograr la

méaxima calidad en relacion con el sabor y color, su estado de madurez se confirma por medio



de la determinacion de solidos solubles totales, acidez titulable y el indice de madurez
(Guerrero & GoOmez, 2011). Las medias obtenidas se encuentran dentro de los rangos
planteados en la NTC 4103 (ICONTEC, 1997) donde un resultado aproximado de 5,7 hace
referencia a una fruta inmadura (verde) y 8,9 se refiere a una fresa completamente madura
(rojo intenso). Palacios Cano (2022) encontr6 en su estudio de fresas al que se les aplicd un
recubrimiento con extracto de cabuya azul (Agave Salmiana), que el IM de las fresas sin
recubrimiento presentaron un valor mayor en comparacion de las muestras bajo los diferentes
tratamientos (recubrimiento sin extracto de cabuya, con 0,1% de cabuya, con 0,3% de cabuya
y con 0,5% de cabuya), durante el almacenamiento se esperaba un aumento en el indice de
maduracion para las muestras, pero ocurrié lo contrario, este valor presentd una reduccion
significativa y para los tratamientos de recubrimiento con 0,1% de cabuya y 0,5% de cabuya,
estos no mostraron variacion (p<0,05), evidenciando ser los més eficientes en la conservacion
del indice de madurez (Palacios, 2022)
8.3.1.8 Pruebas microbioldgicas

La Tabla 23 muestra los resultados de las pruebas microbiologicas realizadas en
fresas con recubrimiento y sin recubrimiento a 25 y 5 °C, tanto al inicio como al final del

almacenamiento, y la Tabla 24, muestra los resultados obtenidos para el NMP de las muestras.

Tabla 23. Analisis microbiologico de las fresas con recubrimiento a base de gelatina, agar y

sin recubrimiento para el almacenamientoa 25y 5 °C.

Medio de cultivo

Temp )
C) Tratamiento MRS PCA PDA Malta McConkey
Inicial Final Inicial Final Inicial Fina Inicial Final Inicial Final
4,1x1
Agar 0 o >300 <30 <30 <30 <30 <30 >300 <30
25 Gelatina 0 <30 0 <30 9,1x107 0 >300 <30 0 0
Sin
o <30 >300 <30 6,0x10° <30 <30 2,5x10° <30 1,8x10°
recubrimiento
Agar 0 0 0 0 0 0 1,5x10° 0 >300 0
5 Gelatina 0 0 >300 0 9,1x107 0 >300 <30 0 0
Sin
0 3,6x107 <30 <30 0 >300 0 <30 0

recubrimiento

Los resultados mostrados en la Tabla anterior son en (UFC/mL) para cada uno de los medios de cultivo

evaluados.

Tabla 24. Valores de NMP de las fresas con recubrimiento a base de gelatina, agar y sin



recubrimiento para el almacenamiento a 25y 5 °C.

Temperatura Agar Gelatina Sin recubrimiento
(0 -1 -2 -3 NMP -1 -2 -3 NMP -1 -2 -3 NMP
Inicial 1 0 0 0,20 0 0 0 0 0 0 0 0
% Final 1 0 0 0,20 1 0 0 0,20 1 0 0 0,20
Inicial 0 0 0 0 1 0 0 0,20 1 0 0 0,20
> Final 1 0 0 0,20 1 0 0 0,20 1 0 0 0,20

Los resultados mostrados en la Tabla anterior son en (UFC/mL) para cada uno de los medios de cultivo

evaluados.

El medio MRS, es apropiado para el aislamiento y recuento de lactobacilos y otras
bacterias acido lacticas (Britania lab, 2021), se observé que las muestras recubiertas
presentaron un aumento en las unidades formadoras de colonia (UFC/mL) al final del
almacenamiento, esto debido a que el recubrimiento fue inoculado con L. plantarum, un
lactobacilo gram positivo, cuya presencia fue confirmada al observar un solo tipo de colonia
en el medio de cultivo: a 25 °C se evidencié una mayor cantidad de colonias en el
recubrimiento con agar, lo cual indica que estas condiciones favorecen la viabilidad de la
cepa bacteriana. Por el contrario, a 5 °C no se observé un aumento en el numero de bacterias
al finalizar el almacenamiento, tanto en la muestra control como en las recubiertas. De
acuerdo al estudio de Hayek & lbrahim (2013), al utilizar Tween 80 y acido oleico en
recubrimientos con bacterias &cido lacticas, se mejora el crecimiento de estos
microorganismos puesto que los compuestos se introducen en la membrana celular,
formando &cidos grasos que protegen a las bacterias de diferentes condiciones ambientales
como el pH bajo, los efectos nocivos del oxigeno y las temperaturas extremas, ademas,
ayudan en la absorcion de diversos nutrientes.

Para el medio PCA, que permite el aislamiento y recuento de microorganismos
aerobios mesofilos (Valtek, 2021), se observo una disminucion de las UFC en las muestras
almacenadas a 25 °C, tanto en las control como en las recubiertas con agar, por otro lado se
presentd un ligero aumento en la muestra con recubrimiento de gelatina, que pasd de no
presentar colonias hasta obtener menos de 30; con respecto a las muestras que fueron puestas
a 5 °C, las colonias se eliminaron por completo al final del almacenamiento en todos los
tratamientos. EI medio McConkey se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos
de facil desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos (Britanialab, 2021), se produjo un
aumento de colonias en las fresas sin recubrimiento a 25 °C, alcanzando mas de 10°

UFC/mL, mientras que a 5 °C, no se registré crecimiento de microorganismos en el altimo



dia del estudio; con respecto a las fresas recubiertas, en ambas temperaturas se observé una
inhibicion de las colonias en comparacion a la cantidad obtenida al primer dia del estudio,
esto por efecto del poder bactericida que presenta el microorganismo Lactobacillus
plantarum, el cual fue inoculado en los recubrimientos de agar y gelatina.

Los medios PDA y Malta son utilizados para el estudio morfolégico de hongos
filamentosos y levaduras (Valtek, 2018), se evidencio que la temperatura tiene un papel
fundamental en la reduccion de colonias, puesto que las fresas control como las recubiertas,
presentaron una disminucion y una reduccién total en el nimero de colonias a 5 °C, en
cambio, a 25 °C las muestras sin recubrir presentaron un aumento de mas de 10° UFC/, mL
mientras que las muestras recubiertas con agar mantuvieron su carga microbioldgica inicial,
finalmente, en las fresas recubiertas con gelatina hubo una reduccion en la cantidad de
hongos y levaduras, lo cual indica que este recubrimiento tiene un mayor efecto
antimicrobiano a esta temperatura.

Al aplicar la técnica de NMP para la identificacion de presencia de coliformes totales
y entéricos se encontrd que, al finalizar el estudio, a5y 25 °C, las fresas control y las fresas
recubiertas con gelatina y agar, obtuvieron un tubo positivo en la primera dilucion y en las
diluciones sucesivas se presentaron tubos negativos, por lo cual al revisar la Tabla 24 se
obtuvo un NMP de 0,20, lo que indica una baja carga microbiana en las muestras. De
acuerdo a la resolucion 1407 del 2022 del ministerio de salud y proteccion social, se establece
que las frutas destinadas al consumo humano debe tener una cantidad de enterobacterias
como Escherichia coli de maximo 102 UFC, asi como una ausencia total de Salmonella spp
y Listeria monocytogenes, por lo cual se observa que las fresas control (sin recubrimiento) y
aquellas que estaban recubiertas cumplen con los requisitos anteriormente mencionados,
evidenciando que los recubrimientos son un tratamiento eficaz con el fin de ofrecerle al
consumidor un producto que conserve la inocuidad y calidad. Aunque las fresas sin
recubrimiento también cumplen con estos parametros microbioldgicos, el uso del
recubrimiento sigue siendo beneficioso con el fin de prolongar la vida atil y mejorar
caracteristicas fisicoquimicas del producto como la firmeza, color, pérdida de peso, solidos
solubles totales y pH.

El poder antimicrobiano que posee el recubrimiento se debe a que la bacteria acido
lactica inoculada en este, aplica una estrategia para defender su espacio territorial que se
Ilama antagonismo y consiste en la modificacién del medio ambiente mediante la creacion
de condiciones que disminuyen el crecimiento o incluso elimina a los competidores. Las

bacterias son capaces de producir una gran variedad de sustancias antimicrobianas como



resultado de su actividad metabodlica y los péptidos que contienen, también son capaces de
producir armas antimicrobianas mas especificas destinadas a combatir otros
microorganismos y de esta manera, permiten bioconservar los alimentos. Varias especies de
lactobacillus producen proteinas bactericidas denominadas bacteriocinas, también tienen la
capacidad de producir sustancias antimicrobianas con caracteristicas Unicas y de bajo peso
molecular (Ortiz et al., 2019).

8.3.2 Efecto del recubrimiento en la vida Util

8.3.2.1 Cinética de deterioro de la fresa durante el almacenamiento

En el estudio realizado, el célculo de la vida util mediante modelos cinéticos se
aplico a los cambios en la firmeza de las fresas, pues la calidad sensorial y apariencia del
producto esta en funcion de ese parametro (Alcantara, 2009), ademas, mostrd diferencias
significativas en los resultados obtenidos. Para calcular el tiempo de vida util de acuerdo con
la Ec.7, se encontré el orden de reaccion de cada parametro, el cual corresponde a la
potencia a la cual se eleva la ley de velocidad.

De acuerdo con el coeficiente de correlacion (R?) arrojado en las gréaficas, se
determind el orden de reaccion para cada uno de los dos atributos, segun la temperatura de
almacenamiento y el tratamiento. Finalmente, el ajuste fue elegido para los casos en donde

se encontr6 un R? més cercano a 1 (Tabla 25).

Tabla 25. Coeficientes de correlacion (R?) para las reacciones de orden 0y 1, a temperaturas

de 25°C y 5 °C para fresas recubiertas y sin recubrimiento.

Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)
Atributo
n=0 n=1 n=0 n=1
[Al
Agar Gelatina SR Agar Gelatina SR Agar Gelatina SR Agar Gelatina SR
Firmeza 0,80 091 0,84 0,29 0,06 0,83 0,91 0,94 0,96 0,92 0,93 0,95

(SR): Sin recubrimiento

Una vez elegido el orden de reaccion para cada parametro segun el grupo de
tratamiento, se establecieron los valores de la constante de reaccién (k) y el valor inicial del

estudio [A]o, con el fin de poder aplicar el modelo correspondiente (Tabla 26).



Tabla 26. Orden y constante de reaccién para las fresas recubiertas y sin recubrimiento bajo

ambas temperaturas de almacenamiento.

Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)
Atributo .
Tratamiento Orde
[Alx k [Alo  Orden k [Alo
n
Agar 0 0,0928 4,478 1 0,018 1,590
. Gelatina 0 0,144 5,038 0 0,097 5,307
Firmeza .
Sin
0 0,789 4,054 0 0,150 4,846

recubrimiento

Con la informacidn presentada en la Tabla 26, se calculé el tiempo de vida til para
la firmeza de las fresas evaluadas, esto se realizd con respecto al modelo al que mejor se
ajustara cada tratamiento y utilizando también un umbral de estabilidad para las fresas
almacenadas en refrigeracion encontrado por Ortiz et al., (2019) donde se determind que son
siete dias y un umbral para fresas almacenadas a temperatura ambiente, encontrado por
Caudillo (2016) que defini6 un tiempo de tres dias. Cuando las fresas no cumplan con el valor
limite, indica que en ese momento habria culminado la vida util del producto.

Como se observa en la Tabla 27, las muestras control almacenadas en refrigeracion
alcanzaron su vida util en 4 dias, sin llegar al umbral establecido. En contraste, las fresas
control a temperatura ambiente presentaron una vida Util de 3 dias, sin variaciones respecto
al grupo refrigerado. En el caso de las fresas recubiertas con agar, se observé un incremento
significativo en la vida 0til: 11 dias a 25 °C (8 dias adicionales) y 14 a 5 °C (10 dias mas
que el control).

Las muestras recubiertas con gelatina también mostraron una mejora, con una vida
atil de 9 dias a 25 °C y 10 dias a 5 °C, ambas superiores al umbral establecido. Estos
resultados indican que los recubrimientos de agar y gelatina, inoculados con bacterias acido-
lacticas, prolongan la vida util de las fresas al reducir la pérdida de firmeza, lo cual se
atribuye a una menor deshidratacion, retraso en el envejecimiento y conservacion de

atributos de calidad y valor nutricional (Fernandez et al., 2015).

Tabla 27. Dias de vida util de las fresas de acuerdo con los modelos de degradacion cinética.

Atributo Temperatura
Tratamiento ) ) N
[A]t Ambiente (25 °C) Refrigeracion (5 °C)
Agar 11 14
Firmeza Gelatina 9 10

Sin recubrimiento 3 4




8.3.3 Costos para la realizacién del recubrimiento

El precio de los componentes para realizar el recubrimiento comestible con EPS a
partir de gelatina y agar agar se presentan en las Tablas 28 y 29 respectivamente. Dentro de
estos, se reportan los componentes requeridos para preparar el medio de cultivo de la cepa

adicionada L. plantarum.

Tabla 28. Precio en COP de los componentes para realizar el recubrimiento comestible con

EPS producido en gelatina

Material Cantidad (g) Precio ($) $/g
EPS 20,00 16.538,67 826,93
Azucar 50.000,00 202.950,00 4,06
Leche de soya 25.000,00 1.313.250,00 52,53

Suero de Leche 20.000,00 120.000,00 6,00
Material Cantidad (mL) Precio ($) $/mL
Glicerol 20.000,00 15.911.255, 00 795,56
Acido Oleico 18.927,00 555.350,00 29,34
Tween 80 3.780,00 120.000,00 31,75
Agua 1.000.000,00 4.010, 00 0,004

Tabla 29. Precio en COP de los componentes para realizar el recubrimiento comestible con

EPS de agar agar
Material Cantidad (g) Precio ($) $/g
EPS 20 52.109,94 826
Azlcar 50.000 202.950,00 4,06
Leche de soya 25.000 1.313.250,00 52,53
Suero de Leche 20.000 120.000,00 6,00
Material Cantidad Precio ($) $/mL
(mL)
Glicerol 20.000 15.911.255, 00 795,56
Acido Oleico 18.927 555.350,00 29,34
Tween 80 3.780 120.000,00 31,75

Agua 1.000.000 4.010, 00 0,004




Las Tablas 30 y 31contienen el precio en pesos colombianos (COP) para producir
350 mL de solucién formadora de recubrimiento con una densidad ideal de 1,013 g/mL y
1,014 g/mL respectivamente, la cual alcanza para aproximadamente 2,8 kg de fresa, el valor

se obtuvo a partir del costo unitario de los materiales utilizados.

Tabla 30. Costo de elaboracién de recubrimiento comestible con EPS producido con

gelatina.
Material Cantidad (g) Precio ($)
EPS 1,33 1.099,82
Az(car 0,66 2,68
Leche de soya 0,64 33,62
Suero de Leche 0,58 3,48
Material Cantidad (mL) Precio ($)
Glicerol 1,24 986,50
Acido Oleico 1,88 55,16
Tween 80 0,75 23,81
Agua 350 1,40
COSTO DEL RECUBRIMIENTO 2.206,47

Tabla 31. Costo de elaboracion de recubrimiento comestible con EPS de agar agar

Material Cantidad (g) Precio ($)
EPS 1,33 3.465,31
Azlcar 0,66 2,68
Leche de soya 0,64 33,62
Suero de Leche 0,58 3,48
Material Cantidad (mL) Precio (3$)
Glicerol 1,24 986,50
Acido Oleico 1,88 55,16
Tween 80 0,75 23,81
Agua 350 1,40

COSTO DEL RECUBRIMIENTO 4.571,96




La aplicacion de recubrimientos comestibles a base de EPS demostré ser una
estrategia eficaz en términos de conservacion como de eficiencia econdémica. En el estudio
se observd que los recubrimientos permitieron una extension de vida util en las fresas en
comparacién con las muestras sin recubrimiento (control). Ademas, el analisis econémico
evidencio que el recubrimiento elaborado con EPS a partir de gelatina presenta una
reduccion de 51,73 % en el costo frente al del agar (2.296,47 COP vs 4.571,96 COP). La
industria alimentaria enfrenta actualmente el desafio de conservar productos altamente
perecederos como frutas y hortalizas sin comprometer su calidad sensorial y nutricional. Es
por esto que los recubrimientos comestibles a partir de materiales naturales han surgido
como una solucién tecnoldgica, al actuar como una barrera que preserva la frescura del
alimento, ralentiza su deterioro y previene el desarrollo microbiano (Caiza, 2024; Mitelut et
al., 2021).
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CONCLUSIONES

e La concentracion de 40 g de gelatina en 200 mL de agua permite solidificar el medio
de cultivo MIBIA, siendo posible reemplazar el agente gelificante agar agar, pues
proporciona propiedades de gelatinizacion y textura similares.

e Al evaluar la concentracion de gelatina, se evidencio que este agente gelificante puede
ser utilizado en el medio MIBIA para la obtencion de exopolisacarido a partir de
Weissella confusa. Pese a que el rendimiento en el medio con gelatina fue inferior al

obtenido con agar agar, presenta menor costo por gramo de eps producido.

e La aplicacion del EPS producido en gelatina en el proceso de encapsulacion logré una
viabilidad y % PM cercano al obtenido con EPS de agar agar. La aplicacién del EPS a
partir de gelatina en el recubrimiento comestible de las fresas permitié aumentar el tiempo
de vida atil con respecto al umbral establecido, preservar de manera mas efectiva sus
propiedades fisicoquimicas e inhibir agentes microbioldgicos, estos dos ultimos
presentaron mejores resultados en las fresas recubiertas con gelatina frente a las fresas

recubiertas con EPS de agar agar y a las muestras control.

e El reemplazo del agar agar por gelatina, permitié una disminucion de costos en la
elaboracion del medio de cultivo, logrando un ahorro de $19.828,31. Esto se evidencia al
presentar una reduccién del 68,25 % en el costo por gramo ($/g) del EPS seco, ademas de
una disminucion de 30,72 % para el encapsulado y de 51,73 % para el recubrimiento. Esto
permite que la gelatina sea una opcion méas favorable desde el punto de vista econdmico,

especialmente para una posible aplicacion a mayor escala.



10.. RECOMENDACIONES

Con el fin de ampliar el alcance de la investigacion, se recomienda realizar un analisis
a mayor profundidad de la composicion del EPS obtenido en el medio de cultivo elaborado
con gelatina. De igual manera, es importante llevar a cabo estudios que proporcionen
informacion que permita impulsar la produccién de EPS a nivel industrial.

Por otra parte, es fundamental continuar la investigacion con respecto a la
realizacion del microencapsulado de liberacion lenta con EPS producido en gelatina, esto

debido a sus mdaltiples aplicaciones.
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Anexo 1. Proceso de elaboracion de microencapsulados con L. plantarum






