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Resumen

La quinua es un grano andino de alto valor nutricional, contiene proteinas, minerales y
antioxiantes de alta calidad, sin embargo, la presencia de compuestos bioactivos como la
saponina interfieren en la bioadsorcion de los nutrientes. En este estudio se evalud el efecto de
la desaponificacion y fermentacion en estado sélido con Rhizopus oligosporus, de tres
genotipos de quinua (Chimborazo, Tunkahuan y LPQE-4), con el objetivo de disminuir el
contenido de antinutrientes y mejorar el potencial nutricional de la quinua. La cantidad de
saponina, inhibidores de tripsina y taninos disminuyeron durante el proceso de
desaponificacion, mientras el acido fitico y la actividad ureasa no presentaron cambios
significativos, a pesar de la relativa efectividad del proceso de eliminacion de saponinas, la
cantidad de nutrientes y compuestos funcionales, en algunos genotipos también fue afectada.
Durante la fermentacion el contenido de fibra, ceniza, proteina, taninos, fenoles, flavonoides y
actividad antioxidante mejord, mientras el contenido de humedad, saponinas e inhibidores de
tripsina disminuyé, lo que mejoro el contenido de los nutrientes y minerales pues por efecto del
proceso de fermentacién aumenté la cantidad de hierro y zinc, los fitatos no presentaron
cambios significativos y los carotenoides presentaron resultados variables entre genotipos,
ademas se encontrd que la actividad antioxidante esta correlacionada con una mayor cantidad
de compuestos fendlicos y taninos. En consecuencia, la quinua resulto ser un alimento de alto
valor nutricional y la FES un proceso efectivo para mejorar la composicion nutricional y

funcional del grano.

Palabras clave: Rhizopus oligosporus, quinua (Chenopodium quinoa), fermentacién

sélida (FES), composicion nutricional, antinutrientes,
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Abstract

Quinoa is an andean grain of high nutritional value, it contains high quality proteins, minerals
and antioxidants. However, the presence of bioactive compounds such as saponin interfere with
the bio-adsorption of nutrients. In this study, the effect of deponification and solid state
fermentation with Rhizopus oligosporus of three genotypes of quinoa (Chenopodium quinoa)
was evaluated. The nutritional, antinutritional and functional components were analyzed with the
objective of reducing the antinutrients content and improve the nutritional potential of the
guinoa. The amount of saponin, trypsin inhibitors and tannins decreased during the
deponification process., while phytic acid and urease activity did not show significant changes.
Despite the relative effectiveness of the saponin removal process, the amount of nutrients and
functional compounds in some genotypes was also affected. During fermentation, the total
content of fiber, ash, protein, tannins, phenols, flavonoids and antioxidant activity improved,
while moisture content, saponins and trypsin inhibitors decreased, as a consequence, the
content and bioavailability of nutrients and minerals was improved, since a greater amount of
iron and zinc was also found. Phytates did not present significant changes and carotenoids
presented variable results between genotypes. In addition, it was also found that antioxidant
activity is correlated with a greater amount of phenolic compounds and tannins, due to their
electron donation capacity. In conclusion, quinoa is a food with high nutritional value and SSF is
an effective treatment process, which led to a superior nutritional and functional composition of

the grain.

Keywords: Rhizopus oligosporus, quinoa (Chenopodium quinoa), Solid state

fermentation (SSF), nutritional composition, antinutrients.
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Capitulo I: Introduccion

Introduccion

La fermentacion en estado sélido (SSF) de la quinua es un proceso mediante el cual la
guinua sufre una trasformacion por medio de la fermentacién con hongos como Rhizopus
oligosporus, R. arrhizus, Rhizopus oryzae u otros microrganismos benéficos (Chang et al.,
2009; Shurtleff & Aoyagi, 1979). Este proceso forma un producto similar al tempe el cual es un
alimento tradicional de indonesia utilizado como sustituto de productos carnicos (Bates et al.,

1997)

La fermentacion (FES) mejora las caracteristicas organolépticas favoreciendo el sabor y
textura de la quinua, aumenta el contenido de hierro y a-tocoferol siendo un material
prometedor para el desarrollo de productos alimenticios como galletas (Matsuo, 2006). Los
compuestos funcionales (I -carnitina, GABA, &cido vanilico y &cido galico) que incrementan
durante la fermentacioén y el contenido total de fenoles (hasta de 74 mg GAE/kg y 16 mg QE/kg
respectivamente), hacen de la quinua fermentada un alimento valioso y saludable (J. Hur et al.,

2018).

Matsuo (2005) mediante investigacion in vitro e in vivo de ratas encontré que el extracto
de metanol al 80% de Q-tempeh (quinua fermentada con R.oligosporus) era un reductor de
perdxido y eliminador de SOD (superoxido dismutasa) y Hur et al. (2018) mediante la utilizacion
de macréfagos RAW 264.7 con estimulacion LPS observé inhibicién de oxido nitrico (56,4 %) lo
que mejoro en 192,6 % la actividad antiinflamatoria. Esto demuestra la importancia de la quinua

y su fermentacion (FES) como potencial antioxidante en la alimentacion.

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es un grano de alto valor nutricional, posee
proteinas de alta calidad y todos los aminoacidos esenciales (Marcus, 2013). Con niveles de

lisina mayores a los del trigo y contenido de minerales (hierro, calcio, magnesio, potasio y
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fésforo) en su mayoria superiores al de los cereales (Fletcher, 2015). También es una buena
fuente de lipidos, minerales, fibra y vitamina, asi como de polifenoles (Vega-Gélvez et al.,

2010).

Sin embargo y pese al elevado valor nutricional se ha identificado en la quinua factores
antinutricionales, la semilla de la quinua se encuentra cubierta de alto contenido de saponina
gue ocasiona amargura si no se enjuga adecuadamente, inhibidores de proteasa, acido fitico y
taninos los cuales pueden tener un efecto perjudicial en la supervivencia y rendimiento de los

organismos monogastricos (Filho et al., 2017; Perdon & Holopainen-Mantila, 2020).

La fermentacion junto con la exposicién al calor y la germinacién constituyen elementos
claves que pueden reducir hasta en un 95% los factores antinutricionales al aumentar la
biodisponibilidad mineral, la digestibilidad de carbohidratos y proteinas (Reddy & Pierson,
1994). Por ejemplo, el tempe de soja fermentada es un alimento altamente nutritivo, el cual,
ademas, posee funciones benéficas cognitivas, propiedades anticancerigenas y funcionales

(Handajani et al., 2020; Kiriakidis et al., 2005).

Ademas la fermentacién (FES) puede ayudar a producir alimentos de forma simple, de
bajo costo energético y econdmicos, los cuales pueden llegar a tener un elevado potencial
como alimentos industriales pese a ello las implicaciones industriales son minimas y limitadas,
no solo se puede mejorar el sabor, aroma y degradar los factores antinutricionales con la
fermentacion sino que también se puede obtener productos, entre los principales se encuentran

enzimas y 4cidos organicos (Couto & Sanroman, 2006; Shekib, 1994; R. Wang & Guo, 2021).

Debido a todos estos parametros se puede entonces inferir la gran utilidad e
importancia que tiene la fermentacion (FES) de la quinua, Ademas, la produccién de alimentos
de bajo costo y de elevado potencial nutricional son de gran interés a nivel industrial,

econdémico y nutricional.
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Esta investigacion busca analizar el efecto de la fermentacion en los componentes
nutricionales, no nutricionales y funcionales de tres genotipos de quinua, dos de los cuales son

material vegetativo mejorado en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Justificacion del Problema

El mundo enfrenta niveles cada vez mas crecientes de inseguridad alimentaria las
condiciones socioecondémicas, los conflictos, desastres naturales, cambio climatico y plagas
han influido negativamente en el hambre crénica y aguda. La nutricion deficiente y disminucion
en la ingesta de calorias amenazan la seguridad alimentaria reduciendo los avances obtenidos
en materia de salud, problematicas que ya eran preocupantes incluso antes de la pandemia y
gue tras la reciente crisis econdmica influenciada mayoritariamente por el COVID-19 se han

visto alin méas acentuadas(Banco Mundial, 2022; FAO & WFP, 2020).

El 18 de mayo del 2022 el banco mundial dio a conocer medidas que tienen por objeto
obtener una respuesta integral y global ante la crisis alimentaria. Destinando esfuerzos para
financiar la produccion de productos alimenticios de alto valor nutritivo, fertilizantes, sistemas

alimentarios entre otros (Banco Mundial, 2022)

En Ecuador la malnutricién (incluye la desnutricién y sobrepeso) es uno de los mas
grandes problemas y retos que ha enfrentado el estado, las dietas son bajas en calidad
nutricional y poco diversas ademas la poblacion tiene bajo acceso a dietas saludables debido a

factores economicos y bajo nivel de conocimientos en practicas nutritivas (Knight et al., 2020).

En este contexto la quinua se considera como un cultivo estratégico para promover la
soberania y seguridad alimentaria debido a su econémico costo de produccidn, alto potencial
nutritivo, amplia variedad genética y gran aceptacién del consumidor (Rojas et al., 2011). Por
esta razdn es de interés estudiar a este grano como un alimento funcional que cubra las

necesidades y deficiencias alimentarias que sufre la poblacion ecuatoriana y de mayor manera
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las poblaciones rurales las cuales segun cifras del INEC son las mas afectadas y representan

un grupo vulnerable (Programa Mundial de Alimentos, 2021).

Esta investigacion surge de la necesidad de estudiar alimentos promisorios de alto valor
nutricional, los cuales servirian para combatir la malnutricién que enfrenta el pais y el mundo, la
guinua es uno de los vegetales mas prometedores sin embargo y debido al contenido de
antinutinutrientes entre otros factores se ha visto relegada, por esta razén se busca eliminar o
disminuir estos factores y a la vez mediante la fermentacion mejorar no solo el sabor y textura

sino también el valor nutritivo.

Del mismo modo, el estudio de la quinua como sustrato en la fermentacion (FES)
permite rescatar un cultivo ancestral, el cual fue ampliamente utilizado en el pasado pero que
tras la colonizacion fue relegado por los cereales por razones sobre todo sociales (Risi, 1997;
Vega-Galvez et al., 2010). Anteriormente se ha estudiado la quinua y su fermentacién para
analizar las propiedades funcionales, antioxidantes y antiinflamatorias, sin embargo, existe
poca informacion acerca de las modificaciones antinutricionales y nutricionales que se obtienen

tras la desaponificacion y fermentacion, factores que seran analizados en esta investigacion.

Objetivos de la investigacidn

Objetivo general

Evaluar el efecto de la fermentacion en estado sélido con Rhizopus oligosporus, sobre
los componentes nutricionales, antinutricionales y funcionales, de tres genotipos de quinua

(Chenopodium quinoa) para mejorar su potencial nutricional.

Objetivos especificos
o Determinar la composicion proximal y mineral de tres genotipos de quinua

(Chimborazo, Tunkahuan y LPQE4) en estado amargo, desaponificado y fermentado
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) Examinar los principales antinutrientes, a fin de evaluar su modificacion
por efecto de la desaponificacién y fermentacién de tres genotipos de quinua
(Chimborazo, Tunkahuany LPQE4).

) Determinar los compuestos antioxidantes (polifenoles, flavonoides,
carotenoides) y la actividad antioxidante de la quinua amarga, desaponificada y

fermentada
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Capitulo II: Revisién de la literatura

Antecedentes

La fermentacion en semillas y harinas ha demostrado ser un método eficiente en la
manipulacion de la quinua (Adebo & Medina-Meza, 2020). El creciente interés del uso de
fuentes vegetales como sustituto de productos animales no es nuevo, del total de los alimentos
92% tiene origen vegetal y el 8% restante deriva de fuentes animales y unicelulares (Borlaug,
1992). Las fuentes vegetales son mas accesibles y econémicas, pero en ocasiones de menor
valor nutritivo, la fermentacion en estado sélido ofrece una alternativa prometedora para elevar

dicho valor (Hachmeister & Fung, 1993).

Los alimentos fermentados (FES) constituyen un grupo de alimentos antiguos que se
producian a pequefias escalas en hogares y aldeas y que con el tiempo fueron
industrializandose. Tradicionalmente las fermentaciénes con R. oligosporus, pudieron tener
inicio en Indonesia con la formacién de una biomasa fungica la cual consistia en productos
principalmente de soja recubiertos y unidos por un micelio no esporulado de hongo que servian

como alimento (Hachmeister & Fung, 1993; Nout & Rombouts, 1990).

Hachmeister & Fung (1993) reportaron que la fermentacién con cultivo puro se
desarrollé en la década de 1950 para la fermentacion industrial de tempe, Hesseltine et al.,
(1963) utilizé una suspension de esporas de R.oligosporus cultivadas en PDA para la
fermentacion mientras que Steinkraus et al. (1965) utilizé un indculo liofilizado. Para la década
de los 70, Shurtleff & Aoyagi, (1979) reportaron la presencia de 53 fabricas de tempe en los EE.

UU con produccion de mas de 700 Ibs/dia.

En 1983 Steinkraus sefial6 que el tempe se puede elaborar con granos distintos a la

soja, siendo los principales los de granos de cereal, torta prensada, leguminosa y otras
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gramineas (Shurtleff & Aoyagi, 1979). Para 1984 Wilson et al. Informaron los posibles

problemas toxicologicos que pueden generarse durante la fermentacion.

En la quinua fermentada con R. oligosporus Matsuo (2005, 2006) obtuvieron mejoras en
el sabor y la textura, sin embargo, estos estudios no informan los cambios en los componentes
antinutricionales. Finalmente, Hur et al., (2018) revel6 un 36% de aumento de la actividad
antioxidante por efecto de la fermentacion tras la eliminacién de DPPH. A lo largo del tiempo se
puede evidenciar como la fermentacion (FES) y el uso de la quinua como sustrato ha ido
evolucionando, en la actualidad la quinua representa un alimento promisorio para el futuro y la
fermentacion uno de los métodos promisorios para aumentar su valor nutritivo y caracteristicas

organolépticas.

Fundamentos Tedricos

Quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es una planta dicotiledénea amilacea
perteneciente a la familia Chenopodiaceae originaria de América y domesticada en los Andes,
considerada un pseudocereal por las caracteristicas propias de su grano (Jacobsen, 2003;
Vega-Galvez et al., 2010). La inflorescencia es de tipo panoja, de hoja ancha y con semillas de
forma ovalada con colores variados que van desde el rosa al negro (Abugoch James, 2009;

Karyotis et al., 2003).

Es una especie cultivada principalmente en América del Sur, siendo Bolivia, Pera y
Ecuador sus principales productores. También se cultiva en Europa, EE. UU, China, India 'y
Canada (Abugoch James, 2009). Considerada como “grano de oro” o “grano madre” fue un
alimento importante para las culturas precolombinas, los Incas la consideran un alimento
sagrado, sin embargo, tras la colonizacion su cultivo y consumo fue sustituido y casi eliminado
guedando solo en la tradicién del campo, en la actualidad es aun importante para los pueblos

Aymara y Quechua (Farro, 2008; Jacobsen, 2003; H. Wilson, 1981, 1988). Esta planta destaca
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por su resistencia a condiciones adversas entre ellas, la sequia, las condiciones del suelo y el
clima, puede sobrevivir con alturas desde el nivel del mar hasta los 4000 msnm (Karyotis et al.,
2003). No contiene gluten a diferencia de muchos de los cereales por ende es Optima para las

personas celiacas (Gallagher et al., 2004).

Las partes comestibles no estan limitadas al grano incluyen también hojas e
inflorescencias, contiene minerales, vitaminas, amino4cidos esenciales, acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados, asi como flavonoides y fitoesteroles, se le atribuyen
también propiedades funcionales tecnolégicas como gelificacion, solubilidad, emulsion,
capacidad de retencion de agua y posibles propiedades nutraceuticas (Abugoch James, 2009;

Farro, 2008; Spehar, 2006)

Genotipo Chimborazo

Chimborazo es la segunda variedad de quinua mas cultivada en Ecuador, posee colores
de panoja rojos, verdes y parpuras, con altura superior a los 2m, de aspecto en forma de piramide
con hojas dentadas y ovuladas e inflorescencia sin pedicelo, compacta, pequefia y glomerulada.
Cultivada principalmente entre las provincias de Carchi, Cafiar, Tungurahua y Pichincha de bajo

contenido de saponina y de habito de crecimiento tardio (Gandarillas et al., 1989).

Genotipo INIAP-Tunkahuan

INIAP Tunkahuan es una variedad, obtenida por el Programa de Cultivos Andinos
INIAP, recolectada en el afio 1985 en Ecuador (Carchi) mediante seleccién de germoplasma.
En 1986 fue seleccionada como linea promisoria y evaluada en los afios siguientes (1992-
1996) e introducida en el Banco de Germoplasma del INIAP, para finalmente ser liberada como

variedad mejorada (Nieto et al., 1992 Peralta, 2010)

Posee caracteristicas tipicas de la variedad Imbabura, con hojas grandes, dentadas y

triangulares, presenta ademas color de planta purpura y panoja anaranjada, ligeramente
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susceptible al mildit (Peronospora farinosa) y de bajo contenido de saponina por lo que es
considerada como un genotipo dulce (Nieto et al., 1992). En el 2010 Iniap Tunkahuan

represent6 el 70% del total de hectareas sembradas con quinua en el Ecuador (INIAP, 2012).

Linea LPQE-4

En Ecuador en 1983 se inicio el rescate de la quinua y el amaranto (ataco), después de
afios e investigaciones y mejoramiento se liberé dos variedades amargas (alto contenido de
saponina), y en 1992 dos variedades dulces de las cuales INIAP Tunkahuan continua vigente.
La investigacion se paralizé en 1997 se retomé en el 2001 con el Programa Nacional de

Leguminosas y Granos Andinos PRONALEG-GA (Peralta, 2010).

En 2008 este programa inicio el mejoramiento genético utilizando las variedades INIAP
Tunkahuan e INIAP Pata de Venado que fueron cruzadas por hibridacion, desde F1 hasta F4 se
selecciond individualmente el material vegetal, las lineas F5 y F6 fueron evaluadas en INIAP-
EESC y desde F7 las lineas codificadas como LQE-4 se evaluaron en distintas provincias. De
estas LQEP4 ha sido una de las lineas de interés, ha presentado buenas caracteristicas
agronémicas, severidad al mildiu, ademas de buen rendimiento (Mazén et al., 2017; Mina, 2014,

Murillo et al., 2015; Paredes, 2019).
Fermentacion
Fermentacion en Estado Sélido

La fermentacion en estado solido (FES) es un proceso de fermentacion en donde se
cultivan microorganismos en particulas himedas y sustrato sélido, sin presencia de fase
acuosa libre, sobre material organico el cual actia como soporte (Manan & Webb, 2017;
Mitchell et al., 2011; A. Pandey et al., 2000). La cantidad de humedad presente en el sustraido

generalmente es de entre 80% y 30% (Lekha & Lonsane, 1997). Es un proceso heterogéneo
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debido a que la biomasa, sustrato y productos se encuentran en cantidades diferentes en un

mismo fermento (Rodriguez-Leon et al., 2018).

Durante la FES ocurre un mecanismo de biorreaccion compuesto por tres fases: sélido,
liquido y gaseoso, el crecimeinto microbiano (hongos, levaduras, bacterias) en la matriz s élida
forma una red fungica causando entrelazamiento entre los componentes macromoleculares, la
degradacion de la matriz debido a la porosidad, trasferencia de masa y calor permiten que el
micelio se expanda entre las particulas del sustrato llenandose de una fase gaseosa continua

(Mitchell et al., 2011; L. Wang et al., 2018)

La FES produce concentraciones elevadas de productos, a bajos costos y con un
minimo requerimiento de agua, es utilizada industrialmente para la producion de metabolitos
secundarios, enzimas, acidos organicos, proteinas unicelulares, bioetanol, antibioticos y mas
recientemente biosurfactantes y biopesticidas ademas representa un metodo biotecnologico util
para la bioremediacion (Torres et al., 2019; Yafetto, 2022). En la industria agroindustrial se ha
utilizado residuos de maiz, salvado de arroz, palma entre otros, para la fabricacion de alimentos
animales y humanos, mayoritariamente para llevar a cabo la fermentacién se utiliza hongos
filamentosos sin embargo tambien se ha reportado el uso de levaduras (Saccharomyces) y
bacterias (Streptomyces spp). (EI-Naggar et al., 2011; Manan & Webb, 2017; Oboh, 2006; A.

Pandey et al., 2000).
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Figural

Fases dentro de un sistema de fermentacion en estado sdlido

Bioreactor

"sn passsss
10

Bed of sold particias  Headspace

Nota. (a) Macroescala del sistema de fermentacion: Se puede distinguir los espacios entre el sustrato y el
biorreactor. (b) Sustrato no inoculado: Es apreciable los espacios entre las particulas y el gas intermedio.
(c) Formacién de Biofilm: Capa gruesa formada por organismos unicelulares (hongo o bacterias). (d)
Formacién de una red flngica: Las hifas se extienden dentro del sustrato, asi como entre las particulas.
Tomada de “Bioreactors for Solid-State Fermentation” por DA Mitchell, LF de Lima Luz, and N Krieger, en
M.-Y. M., (Ed), Comprehensive Biotechnology (2da Ed, p. 347-360), 2011, Elsevier,
https://doi.org/10.1016/B978-0-08-088504-9.00107-0.

Metabolismo de la Fermentacion

La fermentacion FES depende de factores como pH, humedad, temperatura y aireacion,
la acidificacion microbiana durante el remojo genera disminucién del pH, que suprime el
crecimiento bacteriano de microorganismos indeseables (Steinkraus et al., 1960). Durante la
fase de crecimiento somatico ocurre la acumulaciéon de metabolitos y un progresivo aumento
del pH. En la superficie de las particulas se genera la biopelicula y las de redes de hifas

flngicas penetran el sustrato debido a la porosidad, la cual incide directamente con la
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produccién de enzimas (Mitchell et al., 2011; Rahardjo, 2005). El hongo llega a penetrar hasta

un 25% la matriz solida (Jurus & Sundberg, 1976).

En la fase de crecimiento micelial (0-32) la materia seca se reduce 10% p/p y el sustrato
sufre hinchamiento lo que aumenta la accesibilidad de los nutrientes que son digeridos por
exoenzimas. Durante la fase de senescencia (60-180 h) se digieren lipidos y se oxidan e
hidrolizan proteinas, en la soja la conglicina es la glicoproteina mas sensible a las proteasas
(de Ruiter et al., 1992; Ruiz-Teran & Owens, 1996) Debido al efecto proteolico puede generarse
amoniaco, el cual es indeseable debido su toxicidad, el pH cambia continuamente durante la
fermentacion, pero sus valores 6ptimos son 3.0 y 5.5 donde se dan altos indices de actividad
(Miszkiewicz et al., 2003; Nout & Rombouts, 1990). La reduccién de antinutrientes se da por los
procesos de biocatélisis sin embargo el hongo para su desarrollo requiere vitaminas por lo cual

estas pueden disminuir (Reddy & Pierson, 1994).

Composiciéon Nutricional

Humedad

Los alimentos estdn compuestos por agua en mayor o menor medida, el contenido de
agua influye en las propiedades reoldgicas, coligativas y de textura de un alimento al interferir
en las reacciones enzimaticas, quimicas, microbioldgicas y fisicas. El agua puede encontrarse
en los alimentos de dos maneras de forma libre o ligada, el agua ligada no se encuentra
disponible ya que esta unida a la superficie, forma enlaces con proteinas y compuestos afines
permaneciendo dentro del producto de forma inmovil. El agua libre o absorbida utilizada en los
procesos de trasformacién es la que se encuentra disponible y se libera con facilidad (Arevalo,

2017; Badui et al., 1999)

El contenido de agua no representa por si solo la estabilidad de un producto para ello se
utiliza la aw (actividad del agua) o humedad en equilibrio esta varia de entre 0 y 1 y es diferente

para cada alimento segun su humedad y temperatura (Puerta, 2013). La humedad que se
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representa en porcentaje entonces, es un paradmetro utilizado para el control, procesamiento y
conservacion de los alimentos. Frecuentemente es un indice de estabilidad y para los procesos
industriales representa un factor decisivo en el mezclado, almacenamiento y elaboracion de los
productos. En la molienda de los cereales, por ejemplo, se utiliza humedades especificas ya
gue estas interfieren en el rendimiento y la calidad de la harina pudiendo ser pastosa o

gelatinosa (Chiluiza & Saquinga, 2017; Hernandez et al., 2016)

La humedad esta normada para muchos alimentos y su determinacion es importante
para evaluar y corregir excedentes de agua, en los granos y cereales cantidades de agua
elevadas pueden incidir en la germinacion, en cantidades altas se tiene mayor tendencia a la
aglomeracion de materiales pulverulentos, y predisposicion al desarrollo microbiano, siendo
mas probable que bacterias, levaduras y mohos crezcan en alimentos con elevada
humedad.(Mallmann et al., 2007) encontraron que el desarrollo fungico y la proliferacion de

micotoxinas se ven favorecidos por las condiciones de temperatura y humedad.

Cenizas

Las cenizas se definen como el residuo inorganico de un alimento, son el resultado de
la calcinacion de los compuestos organicos y se determinan por la pérdida de peso producida
durante la oxidacién a temperaturas elevadas 500-600 °C (Park, 2016). Aunque se definen
como sustancias inorganicas generalmente no representan la cantidad exacta de material
inorganico, debido a pérdidas por volatilizacion o interaccion quimica (Marquez, 2014; Park,
2016). Las cenizas pueden determinarse por incineracién hUmeda o seca, la incineracion seca
es la mas utilizada debido a que con ella se obtiene las cenizas insolubles en agua, insolubles

en 4cido y solubles en agua (Park, 2016).

En la Industria alimentaria las cenizas son un indice de calidad, representan el
contenido de minerales y el nivel de pureza en ingredientes como gelatinas, peptinas, azlcar y

almidones, son parte del andlisis proximal para la determinacion nutricional y en jaleas y
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mermeladas representan el indice de adulteracién, en estos productos las cenizas estan
directamente relacionadas con el contenido de frutos por ende se considera también como un
indicativo del nivel de fraude o contaminacion, en cereales las cenizas indican el tipo de
molienda y refinamiento, harinas integrales de grano entero contienen mayor porcentaje de
cenizas 2% que harinas procedentes del endospermo 0,3%, es Util también en la determinacién
colioactiva de los oligoelementos y en vegetales es una herramienta para determinar la
distribucion de los minerales (Marquez, 2014; Westernbrink et al., 2009). Una cifra elevada de
ceniza sugiere la existencia de contaminantes inorganicos o adulteraciones metélicas para su
descarte es recomendable analizar la ceniza insoluble en &cido (Marquez, 2014; Westernbrink

et al., 2009)

El agua y los minerales son los Unicos componentes que el organismo no puede oxidar
a diferencia de los compuestos organicos formados principalmente por oligoelementos los
cuales son oxidados para formar energia. Cuando los alimentos son calcinados a temperaturas
superiores a los 500°C los compuestos organicos por medio del oxigeno atmosférico son
guemados y trasformados a C0O, y NO, y se desprenden por medio de la evaporacion mientras
gue la mayoria de los minerales como el fosforo y el azufre son convertidos en cloruros,
silicatos, sulfatos, 6xidos y fosfatos segun sea la conformacién del alimento. El hierro, mercurio,
selenio y plomo pueden volatilizarse y perderse parcialmente por lo que, si se requiere un
analisis elemental preciso, la determinacion de cenizas no se considera el método mas

adecuado (Méarquez, 2014; Sawyer & Kirk, 1999).

Grasa y extracto etéreo

En los alimentos los aceites y las grasas son los principales lipidos que se encuentran,
las semillas oleaginosas (20%-40%). Los tejidos animales contienen los porcentajes mas
elevados de lipidos mientras que hortalizas y frutas presentan bajas concentraciones con

algunas excepciones como las aceitunas, el aguacate y las nueces. Existen lipidos sélidos
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(grasa) y lipidos liquidos (aceite), los lipidos solidos y semisolidos se denominan grasas

(Asociacion Escuela de Estudiantes de Ingenieria Quimica, 2001; N. Reyes & Mendieta, 2000).

El contenido graso en los alimentos o grasa cruda son los lipidos libres y combinados
gue pueden ser extraidos con solventes polares y quedan como residuo tras la evaporacion,
fundamentalmente estan constituidos por grasas neutras (triglicéridos) y acidos grasos libres
(Navarro, 2007; N. Reyes & Mendieta, 2000) La grasa cruda es también denominada extracto
etéreo (EE) debido a su composicion, esta conformada por no nutrientes (ceras, pigmentos,
resinas, xantofilas) y nutrientes (acidos grasos libres, vitaminas liposolubles, glicéridos y
colesterol) (N. Reyes & Mendieta, 2000). El método de extraccion en ocasiones interfiere con el
porcentaje de EE, normalmente se determinan por métodos de extraccion por solventes
organicos (Goldfish y Soxhlet) pero también pueden determinarse por métodos de extraccion

sin disolventes y métodos instrumentales como el infrarrojo (Westernbrink et al., 2009).

La determinacion de los lipidos en los alimentos es importante debido a que representa
un pardmetro de calidad (textura, color, sabor y lubricacion), de nutricion (fuente de energia,
vehiculo y absorcion de vitaminas, sintesis de micelas y de bilis) y de valor biolégico (son
fuente de vitaminas A, D, E Y K, ayudan a la agregacion de las plaquetas, son precursores de

vitaminas eicosanoides y lipoxinas y favorecen la trasmision de sefales) (Malavé et al., 2009).

Fibra

Los carbohidratos se pueden separar segun su digestibilidad en el tracto intestinal en
dos grupos, el primer grupo: carbohidratos no estructurales, polisacaridos no fibrosos NFC (por
sus siglas en inglés) o carbohidratos simples (almidén, fructanos y azlcares simples) que se
hidrolizan facilmente por las reacciones enzimaticas y se absorben en el intestino delgado y el
segundo grupo: carbohidratos estructurales, polisacéridos sin almidén (NSP por sus siglas en

inglés) o carbohidratos complejos (hemicelulosa, beta-glucanos, pectina, celulosay lignina) que
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requieren fermentacion bacteriana en el intestino grueso debido a que son resistentes a la

digestion en el intestino delgado (Lattimer & Haub, 2010).

Los NSP también conocidos como fibra son aprovechados por el metabolismo de los
organismos monogastricos y a su vez se subdividen en fibra soluble e insoluble, la fibra soluble
involucrada en la estructura y el metabolismo de las células vegetales (fructanos tipo inulina,
algunas hemicelulosas, gomas, mucilagos y pectinas) evita la digestion en el intestino delgado
se disuelve en agua formando geles viscosos y es facilmente fermentada por la microflora del
intestino grueso, mientras que la fibra insoluble utilizada como material de construccion
estructural en la pared celular de las plantas (celulosa y algunas hemicelulosas y lignina)
debido a su insolubilidad no es capaz de formar geles y es dificilmente fermentada (Lattimer &
Haub, 2010; Schaller, 1978). Aproximadamente la mayoria de los alimentos con fibra contienen
dos tercios de fibra insoluble y un tercio de fibra soluble (Lattimer & Haub, 2010; Wong &

Jenkins, 2007).

La determinacion de la Fibra Cruda o Fibra bruta (FB) es el método analitico comdn
para estimar el material no digerible de la dieta, sin embargo, el andlisis de FB no es un método
altamente preciso, durante la digestion acida se disuelve un porcentaje de lignina 'y
hemicelulosa y durante la digestion alcalina se disuelve celulosa e igual porcentajes de lignina,
de tal manera que el producto final no contiene la totalidad de fibra siendo los porcentajes
obtenidos por este andlisis menores que los reales, sin embargo es util para determinar
celulosa, entre un 50-90% de celulosa se recupera, un 20% de hemicelulosas insolubles y 10-

40% de ligninas (N. Reyes & Mendieta, 2000; Schaller, 1978).

La fibra dietética se define como un polisacarido con diez o0 mas unidades monoméricas
que no puede ser hidrolizado por las enzimas enddgenas del tracto intestinal humano, a
diferencia de la FB, la fibra dietética incluye la fraccion de polisacaridos que se pierden durante

la digestion acida y béasica, pese a que el contenido de fibra dietética puede determinarse con



36

otros métodos bioquimicos, quimicos o enzimaticos estos son mas complejos, laboriosos y
requieren mayor cantidad de tiempo y dinero, ademas de presentar también interferencias
como lo es: la no estimacion de proteinas, grasas y otros materiales no digeribles asociados
con la pared celular de las plantas (Badui, 2006; Lattimer & Haub, 2010; Schaller, 1978). Por
ende, el andlisis de FB es alun un método de interés que proporciona las bases para comenzar

a definir y comprender la fibra dietética (Lattimer & Haub, 2010).

Estudios epidemioldgicos y clinicos respaldan que la ingesta de granos y fibra dietética
esta inversamente relacionada con las enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo I, cancer
(laringe, colorrectal, oral, intestino delgado y de mama) y la obesidad, los mecanismos
responsables planteados son: la resistencia a la digestion en el intestino delgado y la
fermentacion en el intestino grueso donde se produce acidos grasos de cadena corta con
propiedades anticancerigenas; la produccion de antioxidantes; menos tiempo de contacto entre
los carcindégenos potenciales y las células de la mucosa por el aumento del volumen fecal y la
viscosidad; la union mayor entre los &cidos biliares y los carcindégenos e inhibicion en absorcién
de estr6geno en los intestinos; aumento de la tasa de excrecidn de bilis, lo que reduce el
colesterol; entre muchos otros (Adlercreutz et al., 1987; Lattimer & Haub, 2010; Story et al.,

1997; Young et al., 2005).

La FDA ha aprobado dos declaraciones afirmando las propiedades saludables de la
fibra dietética, se cree que el efecto sinérgico con fitoquimicos (carotenoides, beta-glucano,
lignanos, fendlicos, e inulina) aumenta las propiedades digestivas y el contenido de nutrientes
(FDA, 2008; Lattimer & Haub, 2010; Liu, 2003; Tucker & Thomas, 2009; Weickert & Pfeiffer,
2008). Ademds, (Keenan, 2006) encontrd que la fibra soluble puede llegar a producir saciedad
cuando se fermenta en el intestino grueso produciendo dos hormonas (GLP-1) similar al

glucagoén y (PYY), afirmando las importantes propiedades de la fibra en la digestion.
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Proteina

Las proteinas son macromoléculas conformadas por aminoacidos con diversas
funciones bioldgicas, se desempefian como trasportadores, mensajeros, reparadores de
tejidos, constituyentes de hormonas, componentes estructurales, enzimas, componentes del
sistema inmune siendo necesarias para el crecimiento y desarrollo corporal, entre otros

(Campos et al., 2013; Quesada & Gomez, 2019; Trudy & James, 2020).

El organismo posee la capacidad de sintetizar proteinas pero este se ve afectado por la
disponibilidad de los aminoacidos esenciales, el valor nutricional de una proteina depende de la
cantidad, la calidad (requerimiento del aminoacido mas limitante) y digestibilidad (relacion entre
el nitrégeno consumido y el absorbido), tanto las proteinas vegetales y animales son ricas en
péptidos funcionales, sin embargo las ultimas se consideran como fuentes incompletas debido
a las bajas proporciones de aminoacidos esenciales, la menor digestion debido al
almacenamiento en granulos, y la presencia de factores antinutricionales (Quesada & Gémez,

2019).

Proteinas en la industria alimentaria

En la industria alimentaria las proteinas son de gran interés, ademas de sus
propiedades nutricionales las proteinas otorgan sabor a los alimentos, influyen en su textura,
tienen propiedades espumantes gelificantes y emulsificantes (Lupano, 2013). Ejercen control
sobre la textura de los alimentos, el contenido proteico de la harina de trigo es uno de los
mejores indices de calidad, principalmente las proteinas que integran el gluten le confieren a la
masa panificable las propiedades viscoelasticas, cohesivas y capacidad de gas (Villanueva,

2014).

Las proteinas pueden encontrarse en combinaciones quimicas o fisicas con lipidos o

carbohidratos, las glucoproteinas y lipoproteinas interfieren en las caracteristicas regiolégicas
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(rigidez, viscosidad, espaciamiento y elasticidad) y confieren propiedades emulsificantes o
espumantes debido a su naturaleza anfifilica, su tendencia a desnaturalizarse y agregarse en la
interfase, ademas, el envejecimiento de la carne se encuentra relacionado con los cambios
guimicos de las proteinas (Asociacion Escuela de Estudiantes de Ingenieria Quimica, 2001;

Brumovsky, 2014; Nielsen, 1994; Yeshajahu & Meloan, 1987).

Las proteinas también estan relacionadas con las caracteristicas sensoriales, durante el
proceso de calentamiento las cadenas laterales de los aminoacidos se degradan e interactian
con otros compuestos alimenticios, por ejemplo, los azUcares reductores interactdan con la
lisina confiriéndole sabores agradables, sin embargo, debe tenerse cuidado con el
sobrecalentamiento ya que reduce el valor nutritivo (Nielsen, 1994; Yeshajahu & Meloan, 1987).
(Vandewater & Vickers, 1996) encontraron que existen diferencias significativas en el gusto
cuando se consumen los alimentos con diferente cantidad de proteinas siendo los alimentos
con elevado valor proteico los méas apetecibles, ademés estos demostraron reducir la

sensacion de hambre en un porcentaje mayor al de los alimentos bajos en proteinas.

Saponinas

Las saponinas son moléculas anfipaticas termoestables, formadas por glucosidos
triterpénicos policiclicos cuyo catién glicosilado, varia pudiendo incluir galactosa, glucosa,
ramnosa, xilosa o acido glucurdnico, contienen una aglicona esteroidal o triterpenoide y una o
mas cadenas de azlcar, pueden degradarse por glucosidasas bacterianas, asi como por

hidrolisis acida y alcalina (Gestetner et al., 1968).

Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, estando presentes en mas
de 100 familias de plantas especialmente en leguminosas como el lupino, la arvejay la soja en
rangos de entre 1-5 g/Kg, también se encuentran en el ginseng y las espinacas, en fuentes
marinas como el pepino y la estrella de mar y en bebidas como él té (Krogdahl & Bakke, 2015).

Constituyen un grupo diverso de compuestos con distintas propiedades fisicoquimicas y
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biolégicas, en la industria alimentaria se consideran “factores antinutricionales” cuyo uso es
limitado debido su caracteristico sabor amargo siendo objeto de eliminacién (Guclu-Ustundag &

Mazza, 2007)

Las saponinas facilitan la absorcion de sustancias que normalmente no se absorben,
como los alérgenos, estas pueden intercalarse en las membranas que contienen colesterol y
formar agujeros y micelas, en los mamiferos esto parece aumentar la permeabilidad de las
células epiteliales intestinales, el intestino no puede absorberlas por si mismas y en las
ocasiones que se logran incorporar se pierden eventualmente en el proceso de renovacion
celular. (Gee et al., 1996; Johnson et al., 1986). También se han reportado propiedades de lisis
Baumann et al., (2000) informaron que las saponinas interactiian con los esteroles presentes
en las membranas de los eritrocitos y producen reacciones hemoliticas, esto conduce a la
ruptura de la membrana de los eritrocitos, lo que aumenta la permeabilidad celular y la pérdida

de hemoglobina.

Forman complejos insolubles con el colesterol, probablemente el colesterol se solubiliza
dentro de las micelas de saponina Mitra & Dungan (2000) encontraron que los complejos
saponina-colesterol provocan un aumento de tamafio, viscosidad y nimero de agregacion lo
gue mejora la solubilidad del colesterol. Southon et al., (1988) informaron la formacion de
complejos con el hierro y zinc, por lo tanto, las saponias, pueden tener un efecto adverso en la
absorcion y digestion de minerales en el organismo. Debido a sus propiedades tensoactivas
también pueden conferir caracteristicas humectantes, detergentes, espumantes y propiedades

emulsionantes (Guclu-Ustundag & Mazza, 2007).

Las saponinas presentes en los alimentos normalmente no son perjudiciales para la
salud debido a que se encuentran en reducidos porcentajes, a diferencia de los peces para
quienes, si representan compuestos toxicos, en los ultimos afios se ha reportado actividades

biolégicas y efectos beneficiosos como propiedades anticancerigenas, antinflamatorias
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,antivirales (VIH), hipoglicémica, antitrombotica, diurética, antifungica entre, muchos otros, lo
gue ha puesto de manifiesto la reconsideracion de las saponinas como agentes

“antinutricionales” (Elizalde et al., 2009).

Inhibidores de Tripsina

Los inhibidores de tripsina son sustancias proteicas que en presencia de un sustrato y
una proteasa producen una notoria disminucion en la velocidad de la reaccion enzimatica,
juegan un papel importante en la digestion de los aminoacidos y las proteinas (Quicazan &
Caicedo, 2012), y se encuentran ampliamente distribuidas en una gama de alimentos, estan
presentes en la mayoria de las legumbres las cuales son la principal fuente de proteina de
muchas dietas humanas y animales, aproximadamente representan hasta el 10% de proteinas
totales (Sathe & Deshpande, 2003; Savage & Morrison, 2003). Entre las especies vegetales
gue las contienen se encuentran: soja, garbanzos frijoles (rojos, mungo, adzuki,) otros
representantes de las familias Gramineas, Solanaceae y Leguminoseae (Tibe & Amarteifio,

2007)

El sistema digestivo requiere la accién de enzimas para su correcta digestion, estas
enzimas son de caracter proteolico, las enzimas hidrolizan cadenas peptidicas en puntos
especificos, se producen y almacenan en el pancreas como zimégenos, durante la digestion
estos zimogenos son activados simultdneamente probablemente por la tripsina la cual es un
activador comun capaz de regular la actividad proteolica. Debido a que la tripsina activa las
enzimas proteoliticas, se produce una disminucién general de la actividad proteolitica a partir
de la accion de los inhibidores de la tripsina (Savage & Morrison, 2003) .EI principal efecto
toxicoldgico de los Inhibidores de tripsina, es la hipertrofia pancreética ocasionada por la
secrecion excesiva de aminoacidos y tripsina, la cual es estimulada por la liberacion de

colecistoquinina y desencadenada por los TIA, que extraen los aminoacidos esenciales de
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otras funciones corporales; en algunos casos esto resulta en la muerte del animal (Popova &

Mihaylova, 2019; Savage & Morrison, 2003)

Los efectos de los inhibidores de tripsina varian entre especies, en conejos y ratas se
observé una notoria reduccion del crecimiento debido a la pérdida de la actividad proteolitica
mientras que, en monos, perros y cerdos aparentemente hubo crecimiento normal.
Posiblemente la diferencia entre los efectos encontrados, podria deberse a los jugos gastricos
los cuales en organismos como los humanos eliminan casi por completo la actividad inhibitoria

de la tripsina (Savage & Morrison, 2003).

Actividad de la Ureasa

La ureasa es una enzima proteica que cataliza la hidrolisis de la urea a NH; y CO,,
dicha enzima tiene implicaciones en la agricultura asi como en la salud y calidad de los
organismos Vivos, en la agricultura los microorganismos con actividad de ureasa producen una
reduccion notable de la eficiencia de la urea que se usa como fertilizante nitrogenado
ocasionando mas de un 50% de pérdidas por volatilizacion del nitrégeno, mientras que en la
salud la persistencia de la actividad de la ureasa se ha correlacionado con la causa de algunas
infecciones y enfermedades ocasionadas por patégenos (Modolo et al., 2015). El aumento de
pH ocasionado por la acumulacién de NH; permite la supervivencia de microorganismos
patdgenos como H. pylori aumentando el riesgo de padecer infecciones urinarias y-/-0
gastrointestinales (Sachs et al., 2005; Stingl et al., 2002)- La ureasa degrada las bases puricas
ricas en acido nucleico hasta formar acido Urico sin embargo el organismo humano carece de
ureasas por lo que solo puede degradarlas hasta acido Urico, siendo la presencia de ureasa en

el citoplasma un factor de virulencia (Berdonces, 1996).

En la industria alimentaria la ureasa se utiliza como indicador en el control de la calidad
y factor eficacia del tratamiento térmico al cual son sometidas las harinas, su disminucion esta

relacionada con la eliminacion de factores antinutricionales los cuales pueden ser
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termoestables (fitato, saponinas, cianégenaos, estrogenos) y termolabiles (lectinas, anti-
vitaminas e inhibidores de proteasas como tripsina y quimotripsina), la ureasa es afectada al
igual que los antinutrientes termol&biles por los tratamientos térmicos de ahi la correlacion
(Elizalde et al., 2009; Dudley-Cash, 2003; Yubero, 2013) Un grado de inhibicién bajo o negativo
puede sugerir que el proceso térmico no se realizé adecuadamente mientras que un grado alto
esta relacionado con la eliminacion de los antinutrientes junto con una disminucién de la calidad

proteica (Martinez & Suarez, 2010)

La ureasa puede llegar a ser toxica para algunos rumiantes, sin embargo, por si misma,
no representa un antinutriente, principalmente se la asociaba con la disminucién de los
inhibidores de tripsina, pero Moreno & Suarez (2010) informaron que no existe una buena
correlacion, sin embargo, aun en la actualidad es utilizada como indicador de calidad en

muchos alimentos como la soja.

Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas, pertenecientes al grupo de los
polifenoles, formados por grupos hidroxilo o similares (carboxilo), se encuentran en alimentos y
bebidas, las uvas y él té son fuentes ricas en este polifenol (Arts et al., 2000; Griffith, 1991;
Smeriglio et al., 2017). Principalmente estan presentes en plantas dicotiledoneas y
leguminosas, se pueden clasificar como hidrolizables y condensados, los taninos hidrolizables
a diferencia de los segundos poseen mayor solubilidad, pueden absorberse en el intestino
delgado y se concentran principalmente en hojas y vainas mientras que los taninos
condensados o proantocianidinas son estructuralmente mas complejos, no susceptibles a la
degradacién enzimatica anaerobia e insolubles en alcohol y solventes inorganicos normalmente
se encuentran en las vacuolas y paredes celulares aunque se ha encontrado altas
concentraciones de taninos en casi todas las partes de las plantas (Khanbabaee & van Ree,

2001; Lara & Suarez, 2008; Sieniawska & Baj, 2017).



43

Con frecuencia altas producciones de taninos estdn asociadas con la presencia de
algunas enfermedades por lo que se supone un mecanismo de defesa contra patégenos y
herbivoros, en presencia de bacterias secretan un polisacarido extracelular que inhibe la
formacion del complejo tanino-bacteria (McSweeney et al., 2001; Sieniawska & Baj, 2017). Las
elevadas cantidades de taninos en frutos inmaduros actdan como un mecanismo de disuasion
para herbivoros para no ser comidos antes de alcanzar la madurez (Vifia, 2013). Los taninos
condensados son los polifenoles més abundantes en la dieta incluyen la catequina, las
epigalocatequinas y las epicatequinas y poseen capacidad para formar complejos reversibles

con las proteinas (Smeriglio et al., 2017).

Los taninos pertenecen a los flavonoides una de las clases mas importantes
nutricionalmente, poseen: efecto pigmentante, el termino proantocianidina deriva de las
reacciones de oxidacion que ocurren en soluciones alcohdlicas 4cidas produciendo
antocianinas (pigmentos de diferente color entre el rojo y el violeta) (Vifia, 2013). Variable peso
molecular (500 y 3.000 Daltons) y tienen la capacidad de precipitar acidos nucleicos, proteinas,
carbohidratos, saponinas y esteroides, teniendo efecto quelante frente a la absorcion de
minerales como el zinc, hierro y el cobre ademas interfieren en la absorciéon de la vitamina B12
y A, debido a esto son considerados como compuestos “antinutricionales” (Berdonces, 1996;
Karamac, 2009; Lara & Suarez, 2008). Otros efectos nocivos que pueden resultar del consumo
excesivo de taninos incluyen alteracion en la excrecion de ciertos cationes, dafio al
revestimiento de la mucosa del tracto gastrointestinal, y aumento en la excrecion de proteinas y

aminodcidos esenciales (Reddy & Pierson, 1994).

Chung et al., (1998) informaron que cuando se consume entre 0,5-2% de taninos se
observa un crecimiento deprimido en los animales, en humanos Ahmad Fuzi et al., (2017)
encontraron que el consumo de té puede inhibir la absorcién de hierro no hemo cuando es

consumido directamente. Sin embargo, la evidencia sugiere que en combinacién con otros
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bioactivos principalmente acido ascorbico los efectos inhibitorios no son significantes, echo que
explica porque en estudios epidemiolégicos los taninos no poseen influencia significativa,
Petroski & Minich, (2020) y Kim et al., (2011) informaron que la anemia por deficiencia de hierro

no esta correlacionada con la ingesta de taninos en la dieta.

En relacion de las interacciones con las proteinas los taninos condensados (TC) pueden
formar diferentes tipos de enlaces de los cuales las interacciones hidrofébicas y los enlaces de
hidrogenos son los mas comunes, estos enlaces son dependientes del pH y reversibles, siendo
asi que los TC pueden unirse a pH variables y disociarse en pH menores a 3.5 (Min et al.,
2003). Los taninos condensados también pueden unirse a enzimas produciendo efectos
inhibitorios en las mismas, en particular sobre la ureasa, celulasa, proteasa, alfa-amilasa y
beta-glucosidasa, siendo estos dos mecanismos medios que reducen la degradacion proteica

(McSweeney et al., 2001; Min et al., 2005).

Existe mayor evidencia de los taninos como potenciales para la salud que como
compuestos “antinutricionales”, la ingesta de elagitaninos y catequinas parecen reducir el
riesgo de enfermedad coronaria (ECV) mediante el aumento del factor NF-E2 (factor nuclear
eritroide), el cual es un factor importante en la desintoxicacion del organismo (Hodges & Minich,
2015). Los taninos también poseen propiedades anticancerigenas, desintoxicantes,
antioxidantes, ademas pueden ligarse a las enzimas bacterianas, asi como a la pared celular
de bacterias y hongos causando lisis e inhibiendo el crecimiento de las mismas siendo
antimicrobianos (Lara & Suarez, 2008; Petroski & Minich, 2020). Debido a su capacidad para
precipitar alcaloides en caso de intoxicacion pueden ser utilizados como tratamiento (Von

Poser, 2007).

La astringencia y amargor ocasionados por los compuestos taninos condensados
parece ser de mayor importancia para la industria alimentaria, la disminucién del consumo de

los alimentos en los rumiantes se ha relacionado con la palatabilidad generada por los efectos
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astringentes, los taninos ocasionan la pérdida de las propiedades lubricantes mediante la unién
con las proteinas de la mucosa y saliva , lo cual afecta la digestién y por consecuencia el
crecimiento de los animales (Lara & Suarez, 2008). En el grano de quinua se ha encontrado
entre 0,23 a 0,53 g de taninos por cada 100 g, los niveles varian dependiendo la variedad y los
métodos de cultivo los valores encontrados son menores a los reportados en el arroz, pero

superiores a los encontrados en la cebada (Ruales & Nair, 1993b).

Acido Fitico

El acido fitico es un éster dihidrégenofosfato séxtuple de mioinositol, los nimeros 1-6
indican la existencia de seis sitios de unién potenciales, a los cuales les debe el gran potencial
guelante pues le confieren la capacidad de absorcion de compuestos policatidnicos tales como
Cu*?,Co*?,Mn*2, Fet? Fet?, Mg*?, Ca*? Ca*? (Martinez et al., 2002; Raboy, 2003, 2020). Esta
presente naturalmente en muchas plantas ricas en fibra, como cereales, legumbres y nueces,
sirve como una molécula de almacenamiento de fosfato estando compuesto entre un 60%-90%
de fosforo y representa entre 1 a 3% del peso en las semillas, las frutas y verduras de hoja

generalmente estan desprovistas de fitatos (Martinez et al., 2002; Schlemmer et al., 2009).

En las platas los fitatos se acumulan durante la maduracién de las semillas ayudando a
la desintoxicacion del fésforo inorganico, toxico para las plantas (Yang et al., 2017). Promueven
la biosintesis de almidén manteniendo los niveles de fésforo bajos, que tras la germinacién
sufren hidrolisis liberando los minerales y el foésforo (Iwai et al., 2012; Oatway et al., 2007).
Bregitzer & Raboy, (2006) y Dong et al., (2020) han encontrado que niveles bajos de fitato
estan asociados con un rendimiento, tasa de germinacion y sensibilidad al estrés reducidos. “La
3-fitasa parece ser caracteristica de los microorganismos, mientras que la 6-fitasa se encuentra

en granos y semillas de plantas superiores” (Reddy & Pierson, 1994).

Debido a su estructura quimica que facilita la formacion de complejos con proteinas,

minerales y biopolimeros, el acido fitico ha sido considerado como antinutriente, el cuerpo
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humano no posee enddfitas por lo cual no puede degradar el fitato a diferencia de los rumiantes
para quienes el fitato es digerible (Mellanby, 1949; Shitan & Yazaki, 2013; M. S. C. Wilson et
al., 2015). A pesar de que los enlaces de acido fitico son reversibles y pueden reducirse
durante el procesamiento de los alimentos (por medio de fitasas presentes en la planta / harina
y durante la actividad de la fitasa expresada en el microbiota que reside en el tracto intestinal),
su eliminacion desde el punto de vista nutricional es una practica deseable y comun (Brouns,
2022; Kumar et al., 2010). (Vats et al., 2007) Informd que el fosforo no absorbido ocasiona
influencia en la contaminacién ambiental debido a la alta carga de excrecion junto con el fésforo

no absorbido.

El 4cido fitico sin embargo posee también propiedades benéficas para la salud
mediante la unién con enzimas y aminoacidos puede actuar como antioxidante un ejemplo de
esto es la reduccion en la peroxidacion lipidica inducida por el hierro (Brouns, 2022). Shitan &
Yazaki, (2013) describieron propiedades anticancerigenas, Fe3+ y Cu2+ median la oxidacién y
proliferacion de células tumorales siendo la actividad quelante benéfica en estos casos,
ademas se refuerza la apoptosis de células cancerosas mediante la union fuerte de hierro libre
de prooxidantes. Se han encontrado también efectos beneficiosos sobre el Parkinson vy el
Alzheimer (Wang & Guo, 2021). Belmiro et al., (2020) sugiere que la disminucién en la ingesta
de fitatos no es necesaria en casos de gue no exista una posible deficiencia de minerales en la

dieta.

En la industria alimentaria Du et al., (2012) encontraron que el jugo de manzana tratado
con acido fitico obtuvo una reduccion significativa en la formacion de pardeamiento debido a la
inhibicion del polifenol oxidasa por IP6. Mientras que Ghiretti et al., (1997) informaron un
aumento en la vida util de la carne, IP6 actud sobre los acidos grasos insaturados
contribuyendo a la preservacion de la calidad de la carne mediante la inhibicién de la

peroxidacion lipidica.
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Compuestos Funcionales

Fenoles

Los fenoles son el grupo mas grande de metabolitos secundarios del reino vegetal, se
caracterizan por poseer uno o mas grupos hidroxilo (-OH) unidos a un anillo aroméatico (grupo
fenol), el comportamiento acido de los fenoles se debe al oxigeno (-O) del grupo hidroxilo, el
cual esta unido fuertemente al anillo fenilo, en tanto el enlace relativamente débil entre el (-H) y
el (0 —) permite la disociacion de un proton (H+) generando un ion fenolato negativo, que
puede ser liberado al medio (Bowsher et al., 2008; Vifa, 2013). Los fenoles pueden existir en
sus unidades monoméricas o0 como polifenoles compuestos que presentan mas de un grupo
hidroxilo unido a uno o mas anillos bencénicos, debido a su diversidad estructural pueden
clasificarse de diversas maneras segun su estructura se tienen dos grupos: no flavonoides
(fenoles no carboxilicos y acidos fendlicos) y flavonoides unidos por un puente tricarbonado

(antocianos, flavanoles y taninos) (Gimeno, 2004; Vifia, 2013).

En las plantas sus funciones biolégicas son varias: contribuyen al soporte mecanico; las
cutinas, suberinas y ligninas forman parte integral de la pared de las estructuras celulares,
pueden actuar como pesticidas o antibioticos naturales; los acidos y resinas fenélicos, asi como
los taninos son disuasorios de aves y herbivoros debido a que interfieren en el proceso de la
digestion y el sabor (Strack, 1997). Funcionan como fitoalexinas o fitotoxinas; las
hidroxicumarinas se acumulan en cantidades suficientes como para protegerse de posibles
ataques fungicos o bacterianos, contribuyen como atrayentes de polinizadores; debido a los
roles que muchos de los compuestos fendlicos cumplen como aroma, pigmentos y sabores, las
antocianinas (responsables del color azul, rojo y violeta ) actian como pigmentos de flores y
frutos, el gingerol contribuye al sabor pungente del jengibre, la capsaicina es la causante de la
sensacion de ardor en los pimientos, y el eugenol es el aromatizante presente en el clavo de

olor (Bowsher et al., 2008; Vifia, 2013).
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Los polifenoles se encuentran en muchos alimentos estan presentes en: frutos como
uvas, manzanas y nueces, en especies, en verduras (cebollas), y bebidas (vino, té y café),
identificandose mas de 500 polifenoles en diferentes alimentos (Issaoui et al., 2020; Neveu et
al., 2010). Son de importancia en la industria alimentaria, asi como en la farmacéutica Scott et
al., (2022). informaron que en el 2020 los fenoles y esteres fendlicos representaron el 62% de

medicamentos de moléculas pequefias aprobados.

Tienen especial interés debido a sus propiedades antioxidantes, los fenoles son muy
susceptibles a la oxidacién, cuando el atomo de H del grupo hidroxilo del fenol sufre escision,
este es rapidamente estabilizado por resonancia del radical feniloxilo, este caracter oxidante
permite proteger a otras moléculas potencialmente oxidantes y la estabilizacién mediante la
recuperacion del radical hidroxilo le da la capacidad de evitar nuevamente la oxidacion de otros
elementos (J. Amaya, 2015). También son captadores de radicales libres actuando como
guelantes de metales, se han encontrado propiedades beneficiosas frente a enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Gimeno, 2004). Por su grado de actividad antioxidante
gue se correlaciona con el nimero de grupos hidroxilo, los fenoles son capaces de disminuir las
tasas de LDL oxidasa y estabilizar las fibras de colageno de la pared arterial, compuestos
fendlicos como las isoflavonas que tienen estructura similar a los estrégenos, pueden unirse a
los receptores de estas inhibiendo su accién ayudo en algunos tipos de cancer estrégeno
dependientes como el cancer de mama y enfermedad cardiovascular (J. Amaya, 2015; Bajetta

et al., 2000).

Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios fendlicos de las plantas, con mas de 6.000
estructuras diferentes se encuentran generalmente de forma natural como flavonoides o-
glicésidos con uno o mas grupos hidroxilos unidos a azlcares en las plantas, su esqueleto

comun esta compuesto por dos anillos de seis atomos de carbono unidos por enlaces que
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normalmente forman un anillo adicional (Cartaya & Reynaldo, 2001; Panche et al., 2016; Vifia,

2013).

Figura 2

Estructura de los compuestos flavonoides

Nota. Tomado de “Compuestos Fendlicos” por S. Vifia en Productos Naturales Vegetales, (p.91-150),
2013, Argentina, Universidad Nacional de La Plata. Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,
https://ri.conicet.gov.ar/handle/11336/112803.

Los flavonoides son el grupo mas extendido de los compuestos fendlicos, se encuentran
ampliamente en frutas, verduras e incluso algunas bebidas (vino), el té junto con las cebollas
son las fuentes dietéticas primarias de flavonoles y flavonas, en las plantas los flavonoides
cumplen diversas funciones, estan presentes como pigmentos (azul, rosado, violeta, amarillo y
blanco) de gran parte de las estructuras florares de las plantas angiospermas las cuales a
diferencia de los carotenoides tienen afinidad por el agua, a pesar de ser importantes en la
coloracién floral su existencia no se limita a las flores, encontrandose en varias partes de la
planta, también se desempefian como moléculas de sefalizacion, algunos flavonoides actian
selectivamente en los rizobios inductores de genes de la nodulacion y también como
compuestos antimicrobianos por ejemplo el cumestrol se acumula luego de la explosion a

microrganismos, (Panche et al., 2016; Vifia, 2013).



50

Los flavonoides tienen importantes implicaciones en la salud humana, poseen
propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antimutagénicas y antioxidantes, asi como
fuerte actividad estrogénica (Panche et al., 2016). Hollman et al., (1996) y Oomah & Mazza,
(1996) encontraron asociacion entre el consumo de flavonoides y la sintesis de la prolina 'y
lisina e inhibicién en la sintesis de la prostaglandina (precursora de la inflamacion y el dolor),
mientras que (Mohammad, 2008) informo la actividad de los flavonoides como inhibidores de
XO cataliza la cual cataliza la conversion de hipoxantina en xantina y posteriormente xantina en
acido urico, el cual en concentraciones altas provoca hiperuricemia asociado con

complicaciones como los calculos.

También se han encontrado propiedades fisiol6gicas relacionadas con la percepcion de
la luz Strack, (1997) informé que los flavonoides son capaces de absorber el espectro
electromagnético de la radiacién UV (200 y 400 nm). En los alimentos los flavonoides son
importantes constituyentes contribuyendo a importantes propiedades organolépticas como el
sabor (dulce de dihidrochalconas y amargo de ciertas flavanonas) y el color (antocianos).
(Cartaya & Reynaldo, 2001). En la industria cosmética se usan como tratamiento en la

hiperpigmentacion de la piel (Dey, 1990).

Actividad Antioxidante

Los radicales libres son especies quimicas altamente reactivas debido a que en su
ultimo orbital poseen un electron desapareado, estos pueden reaccionar quimicamente con
acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y proteinas lo que ocasiona alteraciones celulares. En
los seres vivos los radicales libres provienen principalmente del oxigeno y del nitrégeno y su
reaccion esta asociada a patologias generadas por las alteraciones celulares (Granados et al.,
2021; Gulgin, 2012; Gutiérrez et al., 2014; Palomo et al., 2009). Los antioxidantes naturales han

sido de gran interés debido a su efectividad para prevenir el estrés oxidativo, reducir las
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especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros oxidantes, ya sea como componentes quimicos o

como extractos crudos (Zengin et al., 2011).

El organismo humano posee un mecanismo antioxidante inherente de ahi sus funciones
biolégicas de antienvejecimiento, antimutagénicas y anticancerigenas (Goécer & Gllgin, 2011;
Glilcin, 2012). Las industria farmacéutica, cosmética y alimenticia ha mostrado elevado interés
en los antioxidantes naturales, debido al enorme margen para corregir el desequilibrio, estos
han mostrado efectividad en la desactivacion y estabilizacion de los radicales libres, se ha
encontrado potencial antioxidante en compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y

proantocianidinas (Aidi Wannes et al., 2010; Djeridane et al., 2006; Saeed et al., 2012).

Los radicales libres se han asociado efectivamente en varias enfermedades agudas y
croénicas como el envejecimiento, la diabetes, la heurodegeneracién y la inmunosupresioén, la
ingestion de antioxidantes esta relacionada inversamente con la mortalidad y morbilidad de
estos trastornos. Tambien se ha encontrado que las enfermedades hepéticas son agravadas
por el dafio tisular ocasionado por los radicales libres a través de mecanismos de unién
covalente y peroxidacion lipidica, siendo los antioxidantes un enfoque terapéutico eficaz para

estos dafios.(Glilgin, 2012; Harman, 1988; Kuroda et al., 2012; Pandey, G 2011)

Carotenoides

Los carotenoides también conocidos como tetraterpenoides son isopropenoides
formados por 40 atomos de carbono y 8 unidades de isopreno, son un componente esencial en
los organismos fotosintéticos por sus propiedades fotoprotectoras y antioxidantes, contienen un
extenso sistema de dobles enlaces conjugados y pertenecen al grupo de los pigmentos, son de
naturaleza hidréfoba encontrandose de forma libre o esterificados con acidos grasos organicos,
estan sujetos a degradacién oxidativa siendo sensibles a temperatura elevada, presencia de

oxigeno, luz y 4cido (Langi et al., 2018; Lohr, 2009; Pradhan et al., 2022; Saini et al., 2015). Se
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clasifican en carotenos que contienen solo hidrogeno y carbono y xantofilas que adicionalmente

contienen oxigeno (criptoxantina, astaxantina) (Milani et al., 2017)

Debido a la presencia de enlaces simples y dobles alterados poseen varios isémeros,
las propiedades y funciones de los carotenoides estan asociados con su estructura molecular,
la conjugacion de doble enlace confiere las propiedades de reactividad quimica y fotoquimicas
hacia las moléculas, incluidos los radicales libres (Maoka, 2020; Saini et al., 2015). El
cromoforo de polieno conjugado es el que determina las propiedades de absorcion y captacion
de luz, este absorbe las longitudes de onda de la luz visible (entre 400 y 600 nm) y confiere las
caracteristicas de color y acciones fotoprotectoras a los carotenoides (Amaya, E 2014; Kiokias

etal., 2013).

Los carotenoides no pueden ser sintetizados por animales ni humanos siendo la dieta
su Unica fuente de adquisicion, las verduras y las frutas son la principal fuente dietética de
estos compuestos, frutos amarillos y naranjas son ricos en 3-caroteno y a-caroteno, la
mandarina es fuete de a-criptoxantina, el tomate de licopeno y verduras de tonalidad verde
oscura aportan luteina (Rao & Rao, 2007; Saini et al., 2015). En la naturaleza se han
identificado mas de 600 carotenoides, pero en una dieta comun se establece que tan solo se
encuentran presentes alrededor de 40, principalmente se concentran en los tejidos grasos sin
embargo se ha identificado en casi todas las partes de las plantas incluidas raices, hojas y
principalmente en flores dentro de los cromoplastos (Fernandez-Garcia et al., 2012; Saini et al.,

2015).

En las plantas cumplen funciones biol6gicas siendo necesarios para el desarrollo de las
mismas, pero también son responsables de la enorme cantidad de colores (rojo, amarillo,
naranja y sus derivados) tanto en flores como en hojas, asi como de proporcionar aromas,
generalmente estan presentes en forma de éster o diéster; por lo tanto, para su utilizacion se

necesita saponificacion.
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En la salud los carotenoides han demostrado actuar frente a enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, oftalmicas, diabetes ser potentes antioxidantes,
anticancerigenos y actuar como refuerzo de la inmunidad. Los carotenoides disminuyen el
estrés oxidativo al interferir con los radicales libres quienes cumplen un papel importante en los
procesos de inflamacion, patogenia y enfermedades relacionadas con el estrés como los
trastornos neurodegenerativos, cardiovasculares y oftalmicos (Zaid & Wani, 2019). Inhiben los
radicales libres neutralizandolos, uniéndose a ellos o mediante la donacion de los atomos de

hidrogeno (H) y remplazo de electrones gracias a sus dobles enlaces (Cicero & Colletti, 2017).

En el cancer (Sever & Brugge, 2015) encontraron que los carotenoides atentan las vias
de sefializacion del cancer desregulando la transcripcion de genes asociados como la proteina
guinasa B (PKB o Akt) y la fosfatidilinositida 3-quinasa (PI13K), mientras que (Saini et al., 2020)
informaron que las caspasas desencadenan la apoptosis celular de las células cancerigenas, al
parecer los carotenoides detienen el ciclo celular al regular negativamente la expresion de
ciclina (CDK4, CDK®6, D1,D2) (Rowles & Erdman, 2020) y Mantienen el equilibrio del estrés
oxidativo actuando como antioxidantes para las células normales y como prooxidantes

selectivos de las células cancerosas (Vijay et al., 2018).

Los estudios clinicos sugieren que el consumo de carotenoides esta relacionado con un
menor riesgo de enfermedades oculares, las cataratas, el glaucoma, la DMRE son unos de los
problemas oculares mas comunes del envejecimiento estos pueden conducir a la pérdida
parcial o total de la vision (London & Beezhold, 2015). El estrés oxidativo es la razon principal
detras de estas anomalias siendo el efecto antioxidante y antiinflamatorio de los carotenoides
uno de los aspectos de mayor interés (Fernandez de la Camara et al., 2013). La luteina y la
Zzeaxantina son carotenoides maculares que neutralizan y protegen las células fotorreceptoras

de las reacciones de oxidacion (Bernstein et al., 2016).
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Capitulo Illl: Materiales y métodos

Materiales

Muestras

Cepa microbianay condicién de cultivo

Rhizopus var. oligosporus se obtuvo de estudios anteriores realizados en el Instituto de
Investigaciénes Agropecuarias INIAP el cual se encontraba liofilizado. Se cultivé en medio PDA
(agar papa dextrosa) por un lapso de 4 dias segun la metodologia realizada por Park et al.

(2016) a temperatura de 29°C, hasta la formacién de esporas en concentracion de 50mg/200ul.

Quinua

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Santa Catalina (INIAP-EESC)
mantiene un banco de germoplasma en el cual preserva los distintos genotipos de quinua: Las
variedades Chimborazo, INIAP-Tunkahuan e INIAP-LPQE4 fueron donados por la institucién.
La variedad INIAP-Tunkahuan es una variedad mejorada y comercial. El genotipo Chimborazo
es propio de la provincia de Chimborazo, donde se ubica su nicho de produccion y
procesamiento para el expendio como grano desaponificado, mientras que INIAP-LPQE4 es

una linea promisoria en proceso de liberacion y registro en el MAG.

Disefio Experimental

Disefio experimental y analisis de datos
Los datos obtenidos se analizaron mediante un disefio cruzado AXB en arreglo factorial
3x3 con tres observaciones. El analisis estadistico de varianzas ANOVA, se plantea segun lo

indicado en la Tabla 2.

Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como valor medio

+ la desviacién estandar. Para analizar los cambios tras la desaponificacién y fermentacion de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6134574/#CR23

la quinua, el conjunto de datos se sometié a una prueba de tukey a nivel de significancia de
p<0,05. También se aplico la correlacion de pearson, los softwares estadisticos utilizados

fueron Infostat versiéon 2008, statgraphics 18.1.08 y el entorno de R.

Anélisis estadistico
Después de verificar la normalidad de los datos experimentales, se realiz6 un
ANOVA, como se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1

Esquema del andlisis de varianza
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Fuente de Variacion Grados de Libertad
Total 26
Genotipo (Factor A) 2
Estado (Factor B) 2
Interaccion (AXB) 4
Bloques 2
Error Experimental 16

Factores de estudio

En la Tabla 2 se muestra los factores de estudio, se utilizaron 3 variedades y 3 estados

de quinua.

Tabla 2

Factores en estudio para la elaboracién de quinua

Factor Descripcion Cédigo  Descripcion

Al Chimborazo

A Genotipo A2 Tunkahuan
A3 LPQE4
Bl Amarga

B Estado B2 Desaponificada

B3 Fermentada
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Enla Tabla 3, se detalla los tratamientos resultantes de la combinacién de los factores

de estudio.

Tabla 3

Tratamientos para la fermentacion en estado sdlido de la quinua

Tratamiento

AlB1
Al1B2
Al1B3
A2B1
A2B2
A2B3
A3B1
A3B2
A3B3

Descripcion
Chimborazo, Amarga
Chimborazo, Desaponificada
Chimborazo, Fermentada
Tunkahuan, Amarga
Tunkahuan, Desaponificada
Tunkahuan, Fermentada
LPQE4, Amarga
LPQE4, Desaponificada
LPQE4, Fermentada

Metodologia

Desaponificacion de quinua

El proceso de desamargado de la quinua se realiz6 mecanicamente, los tres genotipos

de quinua fueron lavados con agua potable fria, durante el proceso las muestras se-frotan

constantemente con las manos, este procedimiento se repitié hasta obtener un agua residual

medianamente clara. Posteriormente la quinua fue secada en una estufa a 60°C durante toda la

noche, este proceso es importante para evitar la germinacion del grano.

Fermentacion quinua

El proceso de fermentacién de la quinua fue realizado conforme indica la Figura 3.
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Figura 3

Proceso de fermentacion de la quinua
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Preparacion de quinua

El grano de quinua previamente desaponificado, se pre-coci6 (300g/L de H,0) durante
10 minutos (contados desde el hervor), la linea LPQE4 utilizé un tiempo de pre-coccion de 15
minutos debido a la dureza del grano, una vez obtenido el grano precocido se col6 el agua
restante y se sec6 por 30 min a 65°C, el tiempo de secado fue estandarizado conforme a la
metodologia (determinacion de humedad). La quinua (60% humedad) fue empacada en bolsas

plasticas (100 g en cada bolsa) y esterilizada en una autoclave (121 °C por 10 minutos).
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Preparacion del indculo

Los inéculos de Rhizopus ssp. se prepararon a partir del micelio formado previamente
tras el cultivo en medio PDA. Con la ayuda de un asa esteril se tomd una masa de esporas, con
ayuda de un asa de cultivo la masa flingica formada conteniendo 10° unidades formadoras de
colonias g~ (UFC g~! sustrato preparado) y se mezcld hasta formar una suspension

homogénea.
Fermentacion

La fermentacion fue realizada segun la metodologia descrita por (Villacrés et al., 2006)
con modificaciones, en condiciones de asepsia bajo una cadmara de flujo laminar, 1 ml el inéculo
preparado fue adicionado a 100 g de quinua cocina y empacada en bolsas, se mezclé el conjunto.
A fin de permitir el intercambio gaseoso se realizaron pequefios orificios alrededor de las fundas
plasticas. Finalmente, la quinua inoculada fue colocada en una inculcadora a 29 °C durante 24
horas, la presencia de hifas blanquecinas en toda la quinua indico la finalizacion de la
fermentacion, un color de fermento verde indica posible contaminacion o exceso de fermentacion.

En el grafico 3 se presenta el esquema de la fermentacion
Tratamiento de la masa fermentada

Una vez que se logré el crecimiento de R. oligosporus, la quinua se retir6 de la camara
de fermentacién y se congel6 a -20 °C/24h, posteriormente se liofilizé en un equipo Labconco;
durante 5 dias, las muestras liofilizadas fueron molidas en un molino Retsch ultra ZM 200 a un

tamafo de particula de 150 um y se almacenaron a 4°C, hasta la realizacion de los analisis.

Determinacion de componentes nutricionales

Humedad
Para la determinacion de humedad se utilizé el método 930.15 (AOAC, 1996) Adaptado

en el departamento de Nutricion y Calidad del INIAP.
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Principio
Este es un método directo y gravimétrico se basa en la pérdida de peso por medio del

secado en estufa, determina la cantidad de agua presente en una muestra, los resultados se

expresan en base seca o porcentaje de humedad.
Procedimiento

-Los recipientes se lavaron y secaron en una estufa por 5 horas a 105 °C, una vez

secos se colocaron en un desecador y se pes6 cuando estaban (Pc).

-Se pes6 2 g de muestra molida de quinua, se coloco en los crisoles (Pcmh) y se llevé a

una estufa por toda la noche o 16 horas,

-Pasado el lapso de tiempo se colocé la capsula o crisol en un desecador y se dejé

enfriar, finalmente se pesé la capsula con el residuo (Pcms).
-Se determind el porcentaje de humedad mediante la siguiente formula:

Célculos:

WH = Pcmh — Pcms < 100
o Pcmh — Pc

Donde:

%H= Humedad expresada en porcentaje.
Pc= Peso del crisol o recipiente.

Pcmh= Muestra himeda mas recipiente.

Pcms= Muestra seca mas recipiente.
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Cenizas
La determinacion de cenizas se realizo en base al método A.0.A.C. (1984) Adaptado en

el Departamento de Nutricién y Calidad INIAP.
Principio
El valor de ceniza se realiza mediante la determinacién del material inorganico, tras la

calcinacién se elimina la materia organica y esta es medida por diferencia de peso mediante

gravimetria, el resultado se expresa en porcentaje.
Procedimiento

-Para la determinacion de la humedad es necesario obtener el recipiente a masa
constante: Se lavé y seco los recipientes una estufa por 5 horas a 105 °C, se coloc6 en un

desecador y se pes6 una vez frio con aproximacion de milésimas.

-Se tomo6 2 g de muestra molida de quinua y se colocé en los recipientes, se llevé a una
mufla a 600 °C por 6 horas, hasta obtener una muestra homogénea de ceniza color grisaceo o

blanco.

-Se coloc6 en un desecador y se pes6 inmediatamente en cuanto se alcanzé la

temperatura ambiente para evitar interferencias de humedad.

- El porcentaje de humedad se determiné mediante la presente ecuacién, cada ensayo

se realiz6 por triplicado:

Pcz — Pc
%C =TX 100

%C= Porcentaje de cenizas
Pc=Peso de Crisol

Pcz= Peso del recipiente mas ceniza.
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61

Los enlaces de los lipidos cuando estan en presencia de disolventes no polares, pueden

hidrolizarse o separase debido a la gran afinidad que presentan las grasas por estos

compuestos, formando lipidos libres. Esta es una extracciéon sélido-liquido.

Procedimiento

Fibra
Para la determinacién del contenido de fibra cruda se utilizé el método oficial AOAC/

INEN 522 adaptado en el Departamento de Nutricion y Calidad INIAP.

Principio

La harina de quinua se sometié a procesos de digestidon con 4cidos y alcalis (simulan
las condiciones de digestidn), todas aquellas sustancias no nitrogenadas, libres de grasa
(menos 20%) y de humedad (menos del 20%), que no se disuelvan hirviendo, constituyen el
contenido de fibra bruta. Se determina por gravimetria y corresponde al residuo después de

incinerar la muestra.

Los valores de FC son generalmente 3 a 5 veces menores que los valores de fibra

dietética (Grossi et al., 2015).

Procedimiento:

-Se peso 2 g de quinua y se afiadié 200 ml de &cido sulfarico (7/1000), se digirié por 30

minutos a 100 °C, posteriormente se agregd 20 ml de Na (OH) al 22% y se digirié por 30

minutos mas, disminuyendo la temperatura.
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-Se filtr6 al vacio con ayuda de un crisol al que se le coloco fondo de lana de vidrio
(hasta la mitad), se lavé con agua destilada hirviendo, 100 ml de acido sulfarico (7/1000),

hexano 20 ml y nuevamente agua destilada hirviendo.

-Se sec6 en una estufa a 105 °C durante 8 horas para después calcinar en una mufla

por 4 horas a 600 °C.
Célculos

Pcf — Pcc
%FC ZTX 10

Fc= Porcentaje de fibra cruda
Pcf=Peso del crisol secado
Pcc= Peso del crisol calcinado
Pm= Peso de la muestra

Proteina

Principio:

Esta técnica determina el contenido de nitrégeno inorganico, las proteinas y los
compuestos organicos son digeridos mediante una mezcla con acido sulfurico y catalizadores,
el nitrégeno orgénico se trasforma en sulfato de amonio que es neutralizado con una base y
posteriormente destilado en una solucion de acido borico, formando aniones borato que al
titularse con un acido comunmente HCI proporciona la cantidad de nitrdgeno presente en la
muestra. El resultado del andlisis determina la cantidad de proteina cruda debido a que existen

interferencias con componentes nitrogenados no proteicos.
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Reacciones

Digestion

n—C — NH, + mH,S0, — CO, + (NH,), SO, + SO, (1)

Neutralizacion y Destilacion

(NH,)SO, + 2NaOH — 2NH; + Na,S0, + 2H,0 (2)
Titulacién
NH; + H;B0; —» NH, + H,BO3 (3)

Procedimiento:

La determinacion del contenido de proteina se realiz6 conforme al método (A.O.A.C,

1980) con modificaciones en el Departamento de Nutricion y Calidad INIAP.

Digestion:

- Se pes6 0.15 g de harina de quinua en un matraz micro-Kjeldahl y se
afiadi6 2.5 ml de H,50, con 1 g de catalizador.

- La muestra fue sometida a digestién hasta la formacién de una coloracién
verde esmeralda, por 30 minutos a 70°C y 60 minutos a 100 °C.

- Se enfrié y afiadié 7 ml de agua destilada.

Destilacion

- Se colocé la muestra en la cdmara de ebullicion, con 5 ml de agua
destilada se enjuago el matraz micro-Kjeldahl y verti6 el residuo.
- En un frasco Erlenmeyer se coloc6 10 ml de acido boérico junto con dos

gotas de indicador, esta solucién se utilizé para recoger el residuo de la destilacion
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- El NaOH fue vertido en la unidad de destilacion y cuando se obtuvo 40 ml

de solucion se dio por terminada la destilacién

Titulacion

- Las muestras fueron tituladas con HCL 0.1 N un color rosa palido indico

el punto de viraje.

Determinacion de Antinutrientes
Saponinas
El analisis de saponinas se realizé conforme a la metodologia descrita por Hur et al.,

(2018) con modificaciones.

-Se agito durante una hora 1 g de muestra en un matraz con 20 ml de Etanol 50%.

- Se filtr6 y aforo a 25 ml con la solucién extractanté (etanol 50%) y se tomé 500 ul del
extracto en un tubo con 2 ml de la mezcla de reactivos (acido acético glacial/acido sulftrico 1:1

vIv),

- Para el blanco de reactivo se utiliz6 &cido acético glacial y la mezcla de reactivos

(acido acético glacial/acido sulfarico 1:1 v/v) en las mismas cantidades.

- Se mezclo6 vigorosamente en un vortex y se dejé en bafio maria durante 30 minutos
para el desarrollo de color. Se midio la absorbancia a 527 nm (espectrémetro UV-vis: UV-

3100PC, VWR International LLC., Visalia, CA), los ensayos se realizaron por triplicado.

El contenido total de saponina se obtuvo comparando con la curva estdndar de acido
oleandlico presentada en la figura 3 (100 pg/mL a 1000 pg/mL) los resultados se expresaron

como mg/mL de acido oleandlico equivalente.
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Figura4

Curva de calibracion de Saponina
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Nota. La figura representa la curva de calibracion de acido oleandlico, la curva cumple con la ley de Beer
y posee una tendencia lineal, la absorbancia esta directamente relacionada con la concentracién, siendo

el ajuste lineal positivo de R? de 0,9947

Actividad de la Ureasa
Para la determinacion de la ureasa en la harina de quinua se determind conforme al

método (AACC, 2000).
Principio
La ureasa cataliza la hidrolisis de la urea, en el proceso se genera una molécula de

amoniaco y carbonato. El amoniaco es protonado y aumenta el pH, el aumento de pH se

relaciona directamente con la actividad de la ureasa (Zimmer, 2012).

Conforme a Zambelli et al., (2014) la reaccion de la hidrélisis de la urea es:

A pH mayor de 6.3 la hidrdlisis de la urea es:
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CO(NH3), Ht 2H;0 _ _ NH, HCOZ @)
Urea Proton  Agua Amonio  Bicarbonato

A pH menor de 6.2 la hidrolisis de la urea es:

CO(NH>), 2Ht 2H20_) NH, n co, H,0 5)
Urea Proton = Agua Amonio Dioxido de Carbono  Agua

Procedimiento:

-Se peso 0,2 g de harina de quinua en un tubo de ensayo junto con 10 ml de solucién
de urea (15 g de urea en 500 ml de buffer fosfato a pH 7, se puede utilizar tolueno como
conservante) y se mezclé, para el blanco se utilizé 0,2 g de harina de quinua con 10 ml de la
solucion buffer fosfato 0,05 M (3,404 g de KH,P0, en 100 ml de H,O destilada y 4,355 g de

K,HPO, en 100 ml de H, 0 destilada; aforados a 1000 ml y pH ajustado a 7).

-Para la digestion, se incubo en un bafio maria durante 30 minutos a 30 °C en constante

agitaciéon cada 5 minutos.

-Trascurrido el tiempo de digestion se determiné el pH de las muestras a los 5 minutos

de retirar las muestras.
Célculos:
El incremento de pH es proporcional al aumento de la actividad de la ureasa:
[AU (Delta pH) = pH muestra — pH blanco

Inhibidores de Tripsina
Para la determinacién de los inhibidores de tripsina se sigui6 el método (Hamerstrand et

al., 1981; Kakade et al., 1984) con modificaciones.
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Principio
Este analisis se basa en el método AACC en el cual se mide la capacidad de los
inhibidores para reducir la actividad de la tripsina mediante la formacién de un complejo en
sustrato sintético BAPA (Clorhidrato de p-nitroanilida de Na-benzoil-DL-arginina). En la
hidrolisis del BAPA se produce la liberacion de un cromoforo (p-nitroanilina) el cual es

absorbido en la region azul a 410 nm (Arnon, 1965, como se citdé en Buttazzoni, 1981). Esta

técnica expresa la actividad de inhibidores de tripsina en TIU mg/g.
Procedimiento:
Previamente se prepararon las siguientes soluciones:

o Solucién Tris-Buffer: 0,59 g de CaCl, 2H,0 junto con 1,21 g de Tris
(hidroxymetil) aminometano aforado a 200 ml a pH 8,2.

o Solucién de BAPA: 0,080 g de BAPA previamente disuelto en 2 mL de
DMSO (Dimetil sulféxido) y posteriormente aforado a 200 ml con la solucion de Tris-
Buffer (previamente precalentado a 37 °C). Solucion es estable 4 horas.

o Solucién Tripsina: 0.0040 g de tripsina en 200 ml de HCL (0,001 N). Se

conserva en refrigeracion de 5-10 °C.

-Se desengraso la muestra conforme el procedimiento detallado para la determinacion
de grasay se pes6 1 g de muestra en un Erlenmeyer junto con 50 ml de NaOH (pH entre 8,4-

10) manteniéndose en agitacion constante durante 3 horas.

- Se filtro las muestras y siguié conforme el siguiente procedimiento:
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Tabla 4

Tabla de procedimiento inhibidores de tripsina

Se pipeted en Estandar Blanco de Muestra
tubos de 10 ml muestra

L. BAPA 0 0 0

Muestra 0 2ml 2ml

Agua 2ml 0 0

Ac. Acético 0 0 0

S. Tripsina 2ml 0 2ml

- Se mezclo el contenido en los tubos con ayuda de un vortex y se coloco

en bafio maria por 10 minutos a 37 °C.
- Posterior al tiempo de incubacién, se coloc6 5 ml de solucién BAPA a
todos los tubos y se incubd en bafio maria por 10 minutos a 37 °C.

- Terminada la incubacién se agrego:

Tabla 5

Tabla de procedimiento inhibidores de tripsina

Estandar Blanco de muestra Muestra
Ac Acético 30% 1ml 1mil 1ml
S. Tripsina @] 2 ml 0

- Se ley6 la absorbancia en un espectrofotémetro Scientific Evolution 201 a

410 nm frente a la muestra del blanco.
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Calculos:

mg Ab, — (Abs,, — Absy,)
T1 =2 g tra = X FD
g Gemuestra 0,019 = 1000

Abs,,= Absorbancia de la muestra

Abs,= Absorbancia del blanco

Ab,.= Absorbancia del estandar

0,019= Es una constante se estima que 1 ug de tripsina pura posee actividad

equivalente de 0,019 unidades de absorbancia.

50 ml deSolucion

FD= Factor de dilucién ( = 25ml)

2 ml de muestra

-Para este procedimiento debido a la coloraciéon de la muestra se utilizé un factor de

dilucion adicional, la solucién de muestra final previo a la lectura espectrofotométrica fue diluida

1ml t
en un factor de 1/10 (———————),
10 ml agua destilada

Taninos
Los taninos se determinaron utilizando el método A.O.A.C., (1964) 952.03 con

modificaciones realizadas en el departamento de Nutricion y Calidad INIAP Santa Catalina.
Procedimiento:
-Previo a la determinacién de taninos se prepararon los reactivos:

Solucién Folin-Denis: Se calent6 por 2 horas: wolframato de sodio deshidratado (100 g);
acido fosfomolibdico (20 g) y acido fosférico (50 ml), en 750 mL (H,0 destilada). Se aforo en

1000 ml.

-Solucién de carbonato de sodio saturado: Se colocé carbonato de sodio anhidro (35 g)

en 100 ml de agua destilada a 70-80 °C y se dej6 precipitar por 12 horas, posteriormente se
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colocé 1-2 g de cristales de carbonato de sodio decahidratado. Una vez que se forme la

cristalizacion se filtré y se guard6 en oscuridad.

-Se desengraso 1g de muestra conforme al procedimiento antes descrito para
determinar grasa y se colocé en ebullicion con 100 ml de H,0 destilada. Se filtro y aforo a 100

ml.

En balones de 100ml, se afiadio 5 ml del extracto, 2 ml de reactivo de Folin-Denis y 5 ml
de la solucién de carbonato, para la solucién blanco en vez del extracto se tom6 5 ml de H,0

destilada junto con los demas reactivos. Finalmente se afor6 a 100 ml con H,0 destilada.

Se dejo en oscuridad por 30 minutos para que ocurra la reaccion, una vez trascurrido el

tiempo se determiné la absorbancia en un espectrofotometro Scientific Evolution 201 a 680 nm.

Curva de calibracion:

- Se preparo soluciones de 10 ml a partir de una solucion madre de acido
tanico (100 pm), en concentraciones de 1,2,3,4y 5 ppm.

- A cada estandar se afiadio 0,4 ml de reactivo de Folin-Denis junto con 1

ml de la solucién de carbonato y se aforo a 10 ml H,0 destilada. Se ley6 a 680 nm.

Nota. tomado de Fernandez E. (2017).
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Figura 5

Curva de calibracion de taninos
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Céalculos:

Los resultados se expresan como acido tanico conforme a la curva de calibracion y en

base a la siguiente formula.

mg taninos LR XV XFD

= x 100
100 g muestra  Pm * 1000

LR= Lectura de regresion (mg/L)

V= Volumen final de aforo (ml)

FD= Factor de dilucién

Pm= Peso de la muestra (g)

1000= Conversion de L a ml

100= Conversion mg/g a mg/100g

Acido Fitico

El 4cido fitico se determind conforme al Kit K-PHYT Megazyme International Limited,

2007. Phytic acid (phytate)/total phosphorus.
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Procedimiento
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- Los reactivos contenidos en Megazyme fueron estabilizados a

temperatura ambiente:

Buffer Acetato de Sodio (24 nm, 200 mM; pH 5,5) y Azida de sodio (0,02% p/v).

Suspensioén de Fitasa (1,2 ml, 12.000 U/ml)

Buffer de glicina (25 ml, 400 nM, pH 10,4) mas MgCl, (4 mM), ZnS0, (0,4 mM) y azida

de sodio (0,02% p/v).

Suspensioén de fosfatasa alcalina (1,2 ml, 50 ug/ml) y azida de sodio (0,02% p/v).

- Se peso 1 g de muestra junto con 20 ml de &cido clorhidrico (0,66 M) y se

agito mecanicamente durante toda la noche a temperatura ambiente (se debe agitar por

lo menos 3 horas).

- Se centrifugo 1 ml del extracto a 13.000 rpm durante 10 minuto. Se

trasfirié 0,5 ml del sobrenadante a tubos de 1,5 ml y se neutralizé con 0,5 ml de NaOH

(0,75 M).

- El extracto neutralizado fue utilizado en la reacciéon de desfosforilaciéon

enzimatica conforme a:

Tabla 6

Determinacion de acido fitico

Se pipeteo en tubos 1,5 ml

Fosforo libre (ml)

Fosforo total (ml)

Agua destilada

Solucion | (Buffer de acetato
de sodio)

Muestra Neutralizada

Suspensién 2 (fitasa)

0,63
0,20

0,05

0,6
0,2

0,05
0,02
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-Se mezclo con vortex y se incubo en bafio maria por 10 minutos a 40 °C

Tabla7

Determinacion de acido fitico

Se pipeteo en tubos 1,5 ml Fésforo libre (ml) Fésforo total (ml)
Agua destilada 0,02 -
Solucién 2 (Buffer de 0,20 0,2
glicina)
Suspensioén 4 (ALP) - 0,02

- Se mezcl6 con vortex y se incubo en bafio maria por 15 minutos a 40 °C
posteriormente se detuvo la reaccién afiadiendo acido tricloroacético (50 % p/v). una vez
terminada la reaccién se centrifugé a 13.000 rpm por 10 minutos y se prosiguié con la

determinacién colorimétrica.

-Para la determinacion colorimétrica se afiadié 1 ml de estandar de fésforo y 0,5 ml del
reactivo de color. Se mezclé e incub6 durante 1 hora a 40 °C, trascurrido el tiempo de

incubacién se leyo la absorbancia a 655 nm (la lectura debe hacerse antes de las 3 horas).

Curva de calibracion

Para la determinacién de fésforo se prepar6 una curva de calibracion, se prepararon

estandares de fésforo conforme a la tabla 8:
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Tabla 8

Determinacion de acido fitico

Se pipeteo en tubos de 13 ml STD STD STD2 STD3 STD 4

P(ug) 0 0,5 2,5 5,0 75
Agua Destilada (ml) 5 4,95 4,75 4,5 4,25
Estandar de Fosford (ml) - 0,05 0,25 0,5 0,75
Volumen total (ml) 5 5 5 5 5

Se calcul6 el valor promedio de M y este se uso para calcular el contenido de fosforo en

la seccién de calculos.

(STD1 — STDO) (STD4 — STDO)
Pug) 7 P(ug)

Promedio (M) =

Calculos

Para determinacién del contenido de acido fitico, se rest6 la absorbancia del fésforo

libre al fosforo total (FT-FL) para obtenerAAs,sroro-

La concentracion de fésforo se calculé conforme a:

promedio M X 20 X F

Donde:

Promedio de M= el valor promedio de M
20=volumen del extracto de la muestra (ml)
F=Factor de dilucién

AAgos70ro-= Cambio de absorbancia de la muestra
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10.000= Conversién de ug/g a g/100g

1= peso de la muestra (g)

V=volumen de la muestra (usada en la determinacion colorimétrica)

Figura 6

Curva de calibracion de acido fitico
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Nota. La curva de calibracién demuestra la linealidad de la determinacién colorimétrica de fésforo como se
describe en el procedimiento K-PHYT. Los estandares de fosforo fueron analizados con 1 cm de trayectoria

de luz.

Componentes Funcionales

Fenoles

Principio

La determinacion de los compuestos fendlicos se realizd por colorimetria mediante el

empleo de &cido fosfotungstico y acido fosfomolibdico o reactivo Folin Ciocalteu, el cual reduce

los compuestos fendlicos a 6xidos cromdgenos (azul intenso). La absorcion que se produce
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presenta una abs maxima es de 765nm y es proporcional a la concentracion de los compuestos

fenolicos.(Waterhouse, 2002).

Procedimiento

Extraccion

-Se peso 0,8 g de harina (el peso depende de la coloracion de la muestra), y se afiadié
10 ml de metanol 70%, se homogenizé por 10 segundos en vortex y se agito por otros 15

minutos. (primera extraccion)

-Se filtro el extracto (primera extraccion) y se afiadié 10 ml de metanol 70%, se

homogenizé en vortex y coloc6 a 80 °C en bafio maria por 5 min (segunda extraccion).

-Se filtro los dos extractos y se aforo a 25 ml con metanol 70%.

Determinacién CFT

-En un tubo de ensayo se colocd: 400 ul del extracto de muestra junto con 8 ml de agua

destilada y 500 ul de reactivo de Folin Ciocalteau 2N, se dej6 reposar en oscuridad por 6 min.

-Para el blanco se incub6 los demas reactivos junto con agua destilada en vez del

extracto de muestra.

-Se afiadié 1500 ul de carbonato de sodio saturado (descrito en la seccion de taninos),

se mezcld e incubo por 30 min a 40 °C.

-Se ley6 a 765 nm y se calcul6 el contenido de compuestos fendlicos en base a la curva

estandar en mg acido galico/100g de muestra.

Curva estandar para CFT

Se preparé un stock de acido galico (5000 mg/l) y a partir de este se prepararon

soluciones estandares de concentraciones 50, 100, 200, 300, 400, 500 y 700 (mg/l) para ello se
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tom¢ alicuotas de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2: 2,5: 3;5 (ml) del stock y se aforo con agua destilada a 25

ml.

Se afladio 1500 ul de carbonato de sodio saturado y se mezcl6 e incubo por 30 minutos

a40°Cyleyé a 765 nm.

Figura 7

Curva estandar para CFT
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Calculos

p ™9 _ LR X v X FD %100
100g p * 1000

F= Compuestos fendlicos expresados en mg acido galico por 100g de muestra

LR= Lectura de regresion (mg/l)
v=volumen de aforo (ﬁ ml)

p= peso de la muestra (g)

FD= Factor de dilucién (%)
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100= Factor de conversion de mg/g a mg/100g

1000= Factor de conversion de L a ml

Flavonoides

Extraccion

-Se peso 1 g de muestra molida de quinua (el peso de la muestra depende del color de
las muestras 0,7 para muestras moradas y 1 g para muestras blancas o crema) y se afiadio 15
ml de metanol 80%, se homogenizo y agité en oscuridad durante 10 min. Finalmente se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 min, y guardo el sobrenadante en un balén de 25 ml (primera

extraccion).

-Al precipitado de la centrifugacion se afiadié 10 ml de metanol 80%, y se repitio el

proceso anterior (segunda extraccion).

-Se junto los sobrenadantes de la primera y segunda extraccion y se aforo a 25 ml con

la solucion extractiva (metanol 80%).

Cuantificacion

-Del extracto de muestra obtenido se tom6 3 ml y se colocé en un tubo de ensayo junto
con 6 ml de AlCl; metanoico al 2%. Para el blanco en vez del extracto de muestra se utilizé 3

ml de agua destilada.

-Posteriormente se mezclé con ayuda de un vortex y se dejo reposar en oscuridad por
10 minutos para el desarrollo del color, trascurrido el tiempo se ley6é en un espectrofotbmetro a

430 nm.



Curva de calibracion

Figura 8

Curva determinacion de Flavonoides
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Céalculos:

mg LR XvxFD=x100
100g p * 1000

Fl

Fl= Flavonoides

LR= Lectura de regresiéon (mg/l)
v=volumen de aforo (25 ml)
p= peso de la muestra (g)

FD= Factor de dilucién

100= Factor de conversién de mg/g a mg/100g

79
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Actividad Antioxidante

Principio:

La determinacién de la actividad antioxidante se realiz6 conforme al método descrito por

(Re et al., 1999) con modificaciones.

La actividad antioxidante se mide por la capacidad de las moléculas redox de los
alimentos de formar radicales libres, se considera el efecto en conjunto de todos los
antioxidantes de manera sinérgica y no por separado. Se basa en la reduccién del radical
cromoégeno preformado ABTS (maximo de absorcién 734 nm) mediante accion de los

antioxidantes en comparacién con TROLOX (antioxidante estandar).

Procedimiento

Extraccion

-Se tomo 0,08 g de muestra previamente desengrasada y se adiciono 5 ml de metanol

80%, para después mezclar y agitar por 30 minutos.

-Se centrifugo por 10 minutos a 5000 rpm, se separé el sobrenadante y guardo en

congelacion a oscuridad en un balén de aforo de 10 ml durante toda la noche.

-Al pellet se le coloco la solucion extractante (metanol 80%) y se repitio el proceso

anterior.

-Al dia siguiente se combinaron las dos soluciones, se centrifugaron a 5000 rpm y

aforaron a 10 ml.

Determinacién

-Se tomo 150 ul de muestra y 2850 ul de la solucion ABTS diluida en un tubo de

ensayo, se agité y dejé en reposo 10 minutos en oscuridad. Para el blanco se utilizé la solucion



extractante en vez de la muestra y se siguié el mismo procedimiento, finalmente se volvié a
agitar y espero otros 10 minutos para después leer la absorbancia a 734 nm. (Para

absorbancias inferiores a 0,2 se debe realizar diluciones con la solucion extractante).
Curva de calibracion

Figura 9

Curva de calibracién, capacidad antioxidante

0,9
08

07 y =0,0012x - 0,0404
0.6 R? = 0,9806

Absorbancia
o
N

0,1 0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracion de Trolox

Célculos:

mg LR XvXFD

F =
llOOg p

Fl= Flavonoides

LR= Lectura de regresion uM/L
v=volumen de aforo (10 ml)
p= peso de la muestra (g)

FD= Factor de diluciéon
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Carotenoides
-La determinacién de carotenoides se realizé conforme al método detallado por Burgos
et al., (2009) con modificaciones, el cual es un método adaptado y desarrollado por (Rodriguez-

Amaya & Kimura, 2004).
Extraccién de la muestra

-Se peso 8 g de muestra de quinua molida (el peso depende de la coloracién de la
muestra, harinas amatrillas palidas 6-8 g, amarillo intermedio 4-5 g y de 2-4 g amarillo intenso) y
se afiadi6 acetona helada (40 ml) para después homogenizar en agitacion durante 15 minutos y
filtrar. Todo el procedimiento debe realizarse en frascos protegidos de la luz. La extraccién se

repitié hasta obtenerse un residuo sin color.

Separacion liquido-liquido

-En una pera de separacion se colocé 30 ml de éter de petréleo junto con 10 ml de agua

-El extracto de la muestra se trasfirié a la pera de separacién en cuatro fracciones:
primero se coloco el ¥ del total del extracto de la muestra en la pera (lentamente) y
posteriormente se afiadié 50 ml de agua destilada y luego se prosiguié de igual manera con las

otras partes restantes hasta trasferir toda la muestra. Se dejé reposar hasta que se formen dos

fases, se descart6 la fase acuosa inferior.

-La solucién restante se lavd con 200 ml de cloruro de sodio (1%) para evitar que se
forme emulsiones. Se dejo reposar nuevamente y se descartod la fase acuosa inferior.
Saponificacion

-El extracto resultante, se colectd en una matriz y se afiadié antioxidante BHT (2,6-di-
ter-butil-4-metilfenol) y 40 ml de solucion metandlica de KOH (10%). A oscuridad se agito

durante 3 horas.
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-Posteriormente se transfirié el extracto saponificado a una pera de separacién y se
recoleté la fase metandlica (fase inferior) en un matraz al que se afiadié un volumen similar de

acetona helada.

-A la fase etérea (fase superior) se le afiadié 25 ml de éter etilico y se transfirié en
cuatro fases (conforme a la metodologia antes descrita), después de cada trasferencia se agito
las muestras y afiadié 50 ml de agua destilada por las paredes (suavemente). Se dejo reposar

y descarto la fase acuosa.

-Se lavo 4 veces con 50 ml de agua destilada (volumen total 200 ml), se dej6é se formen
dos fases y descarto la fase acuosa. Se filtro el extracto obtenido en un embudo con sulfato de

sodio anhidro y se aforo a 25 ml con éter de petréleo. Se leyé a 450 nm.
Célculos

La concentracion de carotenoides totales se determiné usando el coeficiente de

absorcién recomendado para mezclas de carotenoides (2500).

49 _ Abs x v x 10°
100g 2500 xp

Donde:

Abs= Absorbancia de la muestra

v=volumen de aforo en ml (25 ml)

2500= coeficiente de absorcion recomendado para mezclas de carotenoides

p= peso de la muestraen g
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Minerales
La cantidad de hierro y zinc para los tres genotipos de quinua en estado amargo,
desaponificado y fermentado fueron determinados por el Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias-INIAP en el departamento de Nutricion y Calidad.
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Capitulo IV: Resultados y discusién

La quinua es un cultivo de alto valor nutricional, es una de las pocas especies del reino
vegetal que posee todos los aminoacidos esenciales, contiene alto contenido de proteinas y
posee un equilibrio excepcional de aminoacidos, sin embargo, la existencia de compuestos
bioactivos como saponinas, provocan que los nutrientes no estén completamente disponibles,
entre los métodos de disminucion y eliminacion de antinutrientes se encuentra la
desaponificacion y fermentacion (Mahan & Raymond, 2010; Rojas et al., 2011; Zikankuba &
James, 2017). En este estudio se evalué el efecto de la fermentacién en tres genotipos de
quinua, se encontr6 que tanto la fermentacién como la desaponificacion provocan cambios en

el contenido de nutrientes, antinutrientes y compuestos funcionales de la quinua.

Fermentacién de Quinua
La fermentacion se realizd conforme al procedimiento detallado en la Figura 3, la
desaponificacion permite eliminar sustancias antimicrobianas naturales (saponinas) asi como

sus principios amargos.

La quinua fue humedecida hasta el porcentaje 6ptimo de humedad e inoculada con 10>
unidades formadoras de colonias g~* (UFC g~! de sustrato preparado) utilizando la cepa
fungica de Rhizopus oligosporus. A escala doméstica la mayoria de productores utilizan un
in6culo cultivado en hojas de plantas ya que el grado de esporulacién puede inspeccionarse
visualmente. Niveles bajos de cepa flingica (10> < UFC g~!) necesitan de periodos de
incubacién mas largos lo que implica mayores posibilidades de deterioro bacteriano ademas se
ha reportado crecimiento irregular mientras que niveles altos (10¢ o mayores UFC g~1) pueden
ocasionar un elevado aumento en la temperatura de fermentacién causando la muerte

prematura del hongo (Nout & Kiers, 2005).
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La quinua se homogeniza con el in6culo en capas de entre 3 a 5 cm de espesor. La
aireacion es uno de los factores que influyen durante el proceso de fermentacion, con este
objetivo se perforaron las fundas de polietileno. Hur et al., (2018) ha reportado tiempos de
fermentacion mayores en sustrato de quinua de entre los 3 a 5 dias sin embargo en esta
investigacion un tiempo de entre 24 a 36 horas fue suficiente, posiblemente el tiempo de
incubacion menor puede deberse a la interaccion con otros factores dependientes del
metabolismo de los microorganismos de la FES como la humedad, Aw, la aeracion, el tamafio
de la particula, el pH y la acidez (Humberto, 2012). Nout & Kiers, (2005) menciono que tiempos
de incubacién de entre 24 a 48 horas son suficientes para el desarrollo exuberante del micelio y

la germinacion de esporas. En la Figura 10 se muestra la quinua fermentada.

Figura 10

Apariencia de la quinua fermentada con R. oligosporus

Nota. Quinua Fermentada: a) Hongo cultivado en medio PDA a 29 °C b) Quinua variedad Tunkahuan

desaponificada c) Quinua fermentada con R. oligosporus durante 24h a 29 °C.
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El suministro de aire restringido permite que las esporas del hongo se produzcan en
cantidades minimas, y se forme una pasta cremosa con un atractivo color blanco uniforme, libre
de coloraciones negras o grises (ocasionadas por esporangiosporas pigmentadas) (Nout & Kiers,
2005). Normalmente el fermento no se consume crudo, si no que se utiliza como fuente de
enriguecimiento para alimentos como por ejemplo en guisos, formulas 0 como papas fritas

(tempe kripik) (Ang et al, 1989, como se citd en Nout & Kiers, 2005; VAIDEHI et al., 1996).

Analisis Proximal

En la tabla 9 se presenta los resultados obtenidos de la compaosicién proximal de las
guinuas Chimborazo, INIAP-Tukahuan e INIAP-LPQE-4 en sus respectivos estados amargo,

desaponificado (Dulce) y fermentado, se presenta la media + desviacién estandar (n = 3).

Tabla9

Composicion proximal de tres genotipos de quinua en sus diferentes estados.

Humedad Cenizas Grasa Fibra Proteina

Amargo 11,56+0,2F 2,22+0,03~ 7,05+0,05°° 560+0,108 14,41+0,2°
Chimborazo Dulce 10,41+0,3E 2,22+0,03~ 7,71+0,02 78 3,90+0,10F 13,32+0,5F
Fermentado 4,23+0,158 2,34+0,05* 7,47+0,35 "8 6,77+0,07A 17,27+0,6°

Amargo 12,20+0,1 ¢ 2,91+0,07* 6,71+0,01° 4,49+0,10° 13,14+40,1F
Tunkahuan Dulce 4,98+0,2°¢ 2,68+0,18” 7,30+0,10 “B¢ 4,04+0,20F 14,05+0,3°F
Fermentado 3,32+0,03# 2,92+0,18* 7,78+0,13* 5,86+0,028 18,08+0,68

Amargo 10,71+0,1 & 2,32+0,07* 7,77+0,28 8 517+0,02¢ 13,1040,1F
LPQE4 Dulce 6,42+0,30° 2,02+0,04* 6,67+0,03° 4,93+0,12° 15,65+0,4
Fermentado 4,99+0,19°¢ 2,15+0,01* 7,30+0,30 8¢ 5,60+0,05% 20,71+0,3*

Nota. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Los resultados
se presentan como (g/100 g peso seco de la muestra). En la humedad (a) representa los valores mas bajos

de porcentaje y los otros parametros la letra (a) representa las cantidades mas altas.
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Figura 11

Diagrama de composicion proximal de tres genotipos de quinua

Amargo
® Desaponificado
Fermentado

Humedad

La cantidad de humedad vari6 durante los procesos fermentado y desaponificado, el
porcentaje de humedad se muestra en la tabla 9, se observé diferencias altamente
significativas entre los factores de estudio genotipos (p-valor 0,0001) y estado (p-valor 0,0001)
asi como entre sus interacciones (p-valor 0,0001). En la tabla 10 se presenta el analisis

estadistico ANOVA.

El porcentaje de humedad disminuy® significativamente durante el proceso de eliminacion
de saponinas (desaponificacion), la variedad Tunkahuan sufrié las perdidas mas considerables
disminuyendo 72% el contenido de humedad seguido por los genotipos LPQE4 (40%) y

Chimborazo (10%). La fermentacién también provoco perdidas en el contenido de agua, sin
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embargo, estas fueron menores a las ocasionadas por la desaponificacion (Figura 11). Entre
genotipos la cantidad de humedad fue variable (Figura 12?), siendo la variedad Tunkahuan

fermentada la variedad con menor cantidad de humedad (Tabla 9).

Tabla 10

Andlisis de la varianza para la humedad de la quinua

Fuente SC Gl CM Razén-F Valor-P
A:Genotipo 17,3395 2 8,66976 275,82 <0,0001**
B:Estado 242,388 2 121,194 3855,61 0,0001**
C:Blogue 0,100112 2 0,050056 1,59 0,2340
Interaciones
AB 37,8066 4 9,45165 300,69 0,0001**
RESIDUOS 0,502929 16 0,0314331

TOTAL 298,137 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001).

Figura 12

Efecto de la fermentacién en la cantidad de humedad de la quinua (Factor A y Factor B).
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A
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Nota No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados ascendentemente la letra A indica la menor cantidad de
humedad.
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Los resultados de la tabla 9 indican que los tres genotipos de quinua en sus diferentes
estados, tienen un porcentaje de humedad inferior a 12,20%+ 0,08%, estos se encuentran
dentro limites maximos permisibles por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 3042 donde
la humedad de la quinua no debe exceder el 13,5%. Las quinuas en su estado amargo
presentaron humedades de entre 10 a 12% Olivares (2005) y Pantoja et al., (2020) en sus
estudios determinaron contenidos de humedad similares a los reportados en esta investigacion.
El contenido de humedad entre los granos de quinua fue diferente entre genotipos (Figura 12%),
siendo INIAP-Tunkahuan el genotipo con menor contenido de humedad, probablemente dichas
diferencias fueron ocasionadas por variables como el genotipo, el ambiente, el riego, la
humedad, temperatura de almacenamiento y las condiciones de cultivo de cada variedad, de
las cuales depende en cierto grado la composicion proximal de la quinua (Gomez & Aguilar,

2016).

La desaponificacion fue el estado en el que se obtuvo mayor variabilidad entre
humedades, mientras el genotipo Chimborazo perdié 9% de humedad, las variedades
Tunkahuan y LPQE-4 disminuyeron mas de 40% el contenido de agua, esto pudo suceder por
el proceso de secado, la intensidad del aire, asi como la temperatura y el tiempo de secado que
influyen de manera directa al contenido de humedad (Gomez & Aguilar, 2016). Otro factor que
pudo influir es la diferencia entre los granos, distintos genotipos pueden retener diferentes
porcentajes de humedad, existen variedades de quinua que incluso son resistentes a la sequia,
uno de los factores que les confiere esta capacidad es la cualidad de retencion de agua. El
secado en la quinua es importante, evita la proliferacion de microorganismos indeseables y
retarda el desarrollo de acaros e insectos y a la vez aumenta el tiempo de vida util de

almacenamiento (Mujica et al., 2001).
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La cantidad de humedad reportada en la fermentacion fue la mas baja en todos los
genotipos de quinua (Figura 12°), al comienzo de la fermentacion el contenido de humedad fue
establecido alrededor del 60% y una vez finalizado se obtuvo niveles inferiores al 5%. En la
FES la humedad es un parametro de importancia, a diferencia de la fermentacion en estado
liquido la fermentacién en estado sélido ocurre en ausencia de agua libre y la humedad
contribuye al desarrollo la actividad fungica (Pastrana, 2009). Un alto contenido de humedad
provoca que los espacios entre las particulas se llenen de agua, se disminuya la porosidad y
que la difusién del oxigeno se pierda, lo que incrementa el riesgo de crecimiento de micelio
aéreo y contaminacion microbiana mientras que niveles por debajo del limite de crecimiento
pueden afectar la difusion de gas y solidos en la célula ocasionando inactividad del hongo y en
ocasiones esporulacion (Pérez, 1996; Ramesh & Lonsane, 1990), siendo entonces el
porcentaje de humedad éptimo para la FES valores entre 60-75% (Pérez, 1996; Rodriguez et

al., 2006).

La disminucién del contenido de humedad posterior a la fermentacion segun
Sargantanis et al., (1993) podria explicarse por el metabolismo del hongo, el cual utiliza agua
para su desarrollo. También ocurren pérdidas por evaporacion, conforme a Puspawati et al.,
(2018) durante la fermentacién el contenido de la humedad se ve disminuido debido al
metabolismo flngico, el cual en el proceso libera calor que a la vez aumenta la temperatura y
evapora cierto contenido de agua. Entre las quinuas las variedades fermentadas reportan
cantidades de humedad idéneas, INIAP-Tunkahuan fermentada presento el menor porcentaje
de humedad (3,3%). Una cantidad baja de humedad en los granos y cereales disminuye el
riesgo de germinacion, aglomeracion de materiales pulverulentos, y predisposicion al desarrollo
microbiano, por lo tanto, estan inversamente relacionados a la calidad del grano (Cazares,
2011; Rosique, 2013). Ademéas de la fermentacidn la liofilizacion también fue una variable de

influencia la cual contribuyo a que la cantidad de humedad final en la quinua sea menor al 5%.
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Ceniza

El porcentaje de ceniza vario durante los procesos desaponificado y fermentado, los
porcentajes de ceniza se expresan en la tabla 9, se observé diferencias altamente significativas
entre los factores de estudio genotipos (p-valor <0,0001) y estado (p-valor 0,002), no hubo
diferencias entre los bloques (p-valor 0,567) ni entre las interacciones (genotipo*estado). En la

tabla 11 se presenta el analisis estadistico ANOVA.

Tabla 11

Andlisis de la varianza para la ceniza de la quinua

Fuente SC Gl CM Raz6n-F Valor-P
A:Genotipo 2,38795 2 1,19398 128,23 <0,0001**
B:Estado 0,175691 2 0,0878457 9,43 0,002**
C:Bloque 0,0116409 2 0,00582043 0,63 0,5478
INTERACCIONES
AB 0,100279 4 0,0250699 2,69 0,0687
RESIDUOS 0,14898 16 0,00931124
TOTAL 2,82454 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001).

El porcentaje de ceniza difiri6 entre los distintos genotipos y estados de la quinua como
indica la tabla 11, debido a que la diferencia fue significativa se aplicé la prueba de multiples
rangos Tukey. Durante la desaponificacion la cantidad de ceniza disminuy6 en los genotipos

Tunkahuan y LPQE-4, mientras que Chimborazo no presento diferencias significativas.

En la fermentacién por otro lado, se observé aumentos uniformes entre todos los
genotipos. La variedad Tunkahuan fue la que mayor contenido de cenizas presento (Figura 13?%)
entre los genotipos. y entre los estados, las variedades fermentadas y amargas fueron las de
mayor porcentaje de ceniza (Figura 13P). INIAP-Tunkahuan fermentada fue el genotipo con el
porcentaje de ceniza mas alto con aproximadamente 0,5% y 07% mas cantidad de ceniza que

sus homologas fermentadas Chimborazo y LPQE-4 respetivamente.
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Figura 13

Efecto de la fermentacion en la cantidad de ceniza de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados descendientemente la letra A indica la mayor cantidad de ceniza.

El porcentaje de ceniza en los diferentes estados de los tres genotipos de quinua, fue
inferior a 3% =+ 0,18, segun la Norma técnica ecuatoriana (INEN 1671) 3,5% es el maximo
permisible. El contenido de ceniza en la quinua conforme a Maradini et al., (2015) es mayor que
el reportado para el trigo (1,8 %) y el arroz (0,5 %) si bien el contenido de ceniza es la cantidad
de compuestos inorganicos y un indice de pureza también representa el contenido de
minerales mayoritariamente fosfatos, carbonatos, sulfatos, silice y silicatos presentes en un
alimento (Mamani et al., 2017). El cual segun Maradini et al., (2015) en el grano de quinua es

alto.

El porcentaje de ceniza encontrado en los genotipos de quinuas amargas (Tabla 9) es
similar al reportado por otros autores 2,52% (Mamani et al., 2017), 2,44+0.05% (Pantoja et al.,
2020), 2, 89% (Mira & Sucoshafay, 2016), 1,4-3,83% (Isam et al., 2021). La diferencia
significativa encontrada entre los genotipos de quinua (Tabla 11) segun la prueba de mdultiples

rangos (Figura 13%) se debe a que INIAP-Tunkahuan presenta porcentajes significativamente
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superiores de ceniza, mientras la linea L-PQE4 contiene porcentajes de ceniza menores y
similares al genotipo Chimborazo, indicando indirectamente que entre estas dos variables
existe un menor contenido de minerales. Mujica et al., (2001) ha informado diferente contenido
de minerales entre variedades de quinua, factores como el genotipo, condiciones de cultivo, el
suelo, fertilizantes entre otros puede influir en el porcentaje total de minerales (Schlick &

Bubenheim, 1993; Vega-Galvez et al., 2010)

El contenido significativamente inferior en las variedades desaponificadas (Figura 13°),
de ceniza, podria ser el resultado del procedimiento de lavado y limpieza de la quinua, el cual
fue utilizado para la eliminacion de saponinas, segun Ruales & Nair, (1993a), estos procesos
han logrado disminuir hasta un 46% de potasio, 27% en manganeso, 28% en hierroy 8% en
magnesio. Nazaretha et al., (2018) inform6 que una disminucion en el porcentaje de cenizas
podria indicar en la soja que algunos minerales se encuentran contenidos en la epidermis, una
inferencia igual puede relacionarse con la quinua. Konishi et al., (2004) localizaron en el tejido
embrionario cantidades de fésforo, potasio y magnesio mientras que el pericarpio calcio y
potasio. En trabajos similares Castro, (2010) report6é disminucion en el contenido de ceniza en

el grano pulido de quinua.

La fermentacion provoco que la cantidad de cenizas aumente (hasta un 5% en la var.
Chimborazo), el incremento podria deberse al aumento de minerales, proteina y fibra
(detallados mas adelante), cada componente aporta un contenido de cenizas que tras la
incineracién contribuyen al contenido final de cenizas (DINGONATURA, 2018).Nazaretha et al.,
(2018) informd que la ceniza después de la fermentacion con Rhizopus moulds, para la
produccion de tempeh gembus se redujo. Mientras Ruiz-Terdn & Owens, (1996) no observaron
cambios significativos en la fermentacién con R oligosporus. A pesar del incremento de cenizas
en la fermentacion, no existieron cambios significativos entre la interaccion AXB

(genotipo*estado), es decir INIAP-Tunkahuan, Chimborazo y LPQE-4 después de la
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fermentaciéon no cambian de manera significativa, siendo sus porcentajes de cenizas similares

entre genotipos y estados.

Grasa
El porcentaje de grasa fue similar entre los distintos genotipos, asi como entre los
blogues, a diferencia de los estados y la interaccion AXB (genotipos x estados) en los que se

encontro diferencias altamente significativas, p-valor (< 0,001) (Tabla 12).

Tabla 12

Andlisis de la varianza de grasa de quinua

Fuente SC Gl CM Raz6n-F  Valor-P
A:Genotipo 0,147076 2 0,0735382 2,63 0,1033
B:Estado 0,609113 2 0,304557 10,87 <0,001**
C:Bloque 0,199942 2 0,0999711 3,57 0,0523
INTERACCIONES
AB 3,62242 4 0,905606 32,33 <0,001**
RESIDUOS 0,448217 16 0,0280136
TOTAL 5,02677 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001).

El contenido de grasa no vario significativamente entre los genotipos de quinua
(Chimborazo, Tunkahuan y LPQE-4), pero si entre los estados amargo, desaponificado y
fermentado (Figura 14) al igual que la combinacién del genotipo y tipo de procesamiento (factor

AXB), es decir estos dos ultimos influyen significativamente en el contenido de grasa de la

quinua.

Durante la fermentacion, la cantidad de grasa fue afectada de forma distinta entre los
genotipos, mientras las variedades Tunkahuan y LPQE-4 aumentaron el contenido de extracto

etéreo, en el genotipo Chimborazo este se redujo (Figura 11).
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Figura 14

Efecto de la fermentacion en la cantidad de grasa de la quinua (Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una

misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados descendientemente la letra A indica la mayor cantidad de grasa.

La quinua es conocida como un pseudocereal por razones botanicas y por su
composicion inusual y excepcional equilibrio entre aceite, grasa y proteina (Vega-Galvez et al.,
2010). El contenido de grasa tiene alto valor nutricional debido al alto indice de &cidos grasos
no saturados (Rojas et al., 2014). El porcentaje de grasa bruta encontrado para los distintos
genotipos de quinua, asi como sus diferentes estados fue mayor a 6,67%=0,03, valores

superiores a los establecidos por la Norma ISO 11085, donde se exige un rango superior a 4%.

El contenido de grasa entre los granos de quinua es variado Vega-Galvez et al., (2010)
encontraron contenidos de 6,3%, Mira & Sucoshafay (2016), de 7,6% + 0,16 y Bravo et al.,
(2013) de 7,83%. El porcentaje determinado para todas las muestras de quinua analizadas se
encontré dentro de los rangos antes descritos. Las quinuas Chimborazo, Tunkahuan y LPQE-4
presentaron concentraciones similares de grasa entre genotipos (Tabla 12), sin embargo, otros

autores han encontrado diferencias entre ecotipos de quinua (Castro, 2010).
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La quinua posee mayor contenido de grasa que el trigo, el arroz y el maiz los cereales
conocidos como “granos de oro” (Rojas et al., 2010), este contenido de grasa es de interés
culinario, cosmético y para la obtencién de aceites vegetales, siendo entonces la quinua una
fuente potencial para la extraccién de aceite, aspecto que lastimosamente ha sido poco

estudiado (Repo-Carrasco et al., 2001 como se cité en Rojas et al., 2011).

Durante la fermentacién el contenido de grasa fue estadisticamente mayor, para la
variedad Tunkahuan fermentada la cual fue la quinua con mayor contenido de grasa y linea
LPQE-4, sin embargo, el genotipo Chimborazo mostré una reduccion en el porcentaje de grasa
(Tabla 9). Las diferencias encontradas en la cantidad de grasa pueden atribuirse al mecanismo
de fermentacion del hongo. Ruiz-Teran & Owens (1996) Indicaron que durante la primera etapa
de la fermentacién en soja no existe cambios significativos en el contenido de grasa, pero
conforme avanza la fermentacion la actividad de las lipasas aumenta y se generan lentamente
acidos grasos libres acompafiado por un leve aumento de glicerol libre (Hass & Joerger, 1995).
Posteriormente la cantidad de lipidos crudos disminuye y luego permanece constante hasta

nuevamente disminuir abruptamente (Ruiz-Teran & Owens, 1996).

Al parecer el hongo puede aumentar o disminuir el contenido de grasa. De Reu et al.,
(1994) encontraron que se produjo cierta utilizacion de acidos grasos durante la fermentacion y
aumentos en la actividad de la lipasa hasta las 120 horas de incubacion, disminuyendo los
acidos grasos y lipidos después del periodo de crecimiento mas activo.(Ruiz-Teran & Owens,
1996). Contrariamente Nahas, (1988) indic6 que, segun el nivel de glicerol encontrado durante
la fase de crecimiento del hongo, este presenta incapacidad para metabolizarlo y utilizarlo
como fuente de energia y carbono. Agranoff, (1999) por otro lado, reporta un aumento
sustancial del total de acidos grasos libres (predominablemente acidos grasos C18: 1 oleico y
C18: 2 linoleico) provocados por la liberacién de los acidos grasos, resultado de la hidrélisis de

mas del 30% de lipidos neutros. Aspectos que explicarian el aumento y disminucién entre los
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genotipos. Ademas, en la fase de crecimiento micelial (0-32h), la materia seca disminuye en
aproximadamente un 10% (p/p) y durante la fase de senescencia micelial un 12% mas, lo que
también podria haber influenciado en la disminucion de lipidos crudos (Ruiz-Teran & Owens,

1996)

El mecanismo de la fermentacion en soja con R.oligosporus esti bastante documentado
sin embargo existe poca informacién frente a la fermentacion en quinua, el tiempo de
fermentacion, asi como el genotipo utilizado parecen ser factores de influencia. Posiblemente el
aumento de grasa tanto en la variedad Tunkahuan como la linea LPQE-4, podria deberse al
aumento de acidos grasos obtenidos en las primeras etapas de la fermentacion, la cual segun
Ruiz-Teran & Owens, (1996) ocurre después de las 12 horas de incubacion, probablemente el
crecimiento relativamente rapido del hongo (entre 24-36 horas) en estas dos variedades de
guinua no fue suficiente como para llegar a la segunda etapa donde disminuye el contenido
graso, o simplemente el hongo no requirié los acidos grasos y los almaceno o no pudo

utilizarlos conforme indica Hass & Joerger, (1995).

Un contenido de grasa mayor, debido a la cantidad de &cidos grasos esenciales en la
quinua (acido linoleico 56% y &cido linolénico 6,7%), es un buen indicador nutritivo por lo cual la
variedad Tunkahuan fermentada es de interés, al presentar cantidades de grasa
significativamente superiores (Wood et al., 1993). Ademas, la quinua también posee acidos

grasos insaturados y vitamina E, lo que aumenta la estabilidad oxidativa (Nig et al., 2007).

Fibra

El porcentaje de fibra durante la fermentacion con R. oligosporus vario significativamente.
La existencia de tres p-valores menores a 0,05 representa que entre los factores genotipo y
estado, asi como entre sus interacciones, existe al menos un factor diferente al resto, no se

encontraron diferencias significativas entre los bloques.
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Tabla 13

Andlisis de la varianza para la fibra

Fuente SC Gl CM Raz6n-F  Valor-P
A:Genotipo 1,98037 2 0,990187 103,95  <0,0001**
B:Estado 13,9065 2 6,95323 729,95  <0,0001**
C:Bloque 0,0344402 2 0,0172201 1,81 0,196
INTERACCIONES
AB 3,76898 4 0,942246 98,92 <0,0001**
RESIDUOS 0,15241 16 0,00952563

TOTAL 19,8427 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia

altamente significativa (p < 0.001).

La figura 152 indica que entre los genotipos la variedad Tunkahuan es la que posee los
valores mas bajos de fibra seguido por la linea LPQE-4 y el genotipo Chimborazo. Durante el
procesamiento de la quinua, la desaponificacion ocasion6 que los niveles de fibra bajen (figura
15%), sin embargo, la fermentacion recuperé la fibra perdida y la elevé siendo esta mayor que la
obtenida inicialmente, lo que en consecuencia provoco que sean las variedades fermentadas

las que obtengan los valores mas altos de fibra (Tabla 9).

Chimborazo fermentada fue la quinua con mayor contenido de fibra, seguida por
Chimborazo amarga quien también se encuentro dentro de los grupos mas altos en contenido
de fibra (Tabla 9, grupo B), su estado amargo se asemeja con los estados fermentados de las

variedades Tunkahuan y LPQE-4.
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Figura 15

Efecto de la fermentacion en la cantidad de fibra de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados descendientemente la letra A indica la mayor cantidad de fibra.
La quinua destaca por su nivel de fibra, el cual es superior que el trigo y del arroz,
ademas del grano las hojas y las paniculas son fuertes importantes de fibra, sus propiedades
funcionales estan relacionadas entre otros componentes con la existencia de fibra, la cual le

confiere efectos beneficiosos relacionados con la digestibilidad y la salud (Isam et al., 2021;

Palombini, 2013; Tapia, 1997).

Se han obtenido diferentes valores de fibra entre variedades de quinua, Pantoja et al.,
(2020) report6 porcentajes de 3.11+0.03%, Bravo et al., (2013) de 4,58%, y Peralta, (2010) de
6,22%, Entre variedades el genotipo Chimborazo fermentado destaco por su alto contenido de
fibra 6,77% siendo significativamente superior al de la linea Tunkahuan y linea LPQE-4
respectivamente, el porcentaje de fibra parece estar influenciado por la variedad. Castro, (2010)

de igual manera informé sobre diferentes porcentajes de fibra entre ecotipos de quinua.

La norma NTE INEN 1671 exige un minimo permisible de 3% de fibra para la quinua,

todas las variables de quinua en sus diferentes estados estuvieron dentro de este valor, siendo
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entonces aceptables para el consumo. La variedad Chimborazo desaponificada fue la variable
gue reportoé el nivel mas bajo de fibra, pero conforme a la norma este posee 1% sobre el
maximo permisible. Desde el punto de vista comercial y siendo la quinua un pseudocereal
complementario en la dieta de los celiacos (que no pueden consumir muchos de los cereales
por poseer gluten) los valores de fibra 6ptimos deben oscilar en alrededor 3,2% de fibra,

valores que se cumplen en todas las muestras analizadas (Mujica et al., 2001).

El proceso de eliminacién de saponinas (desaponificacién) resulté en los niveles mas
bajos de fibra (Figura 15°). Los granos enteros, generalmente denominados integrales estan
formados por el salvado (corteza), endospermo y germen, el salvado y el germen conforman
gran parte de la fibra (Chaquilla et al., 2018; Ruiz & Calvo, 2015). Las células del perispermo de
la quinua estan conformados por hemicelulosa, pectinas, celulosa, pentosa, gomas y
glucofructanos que en conjunto conforman la fibra (Mujica et al., 2001). Al parecer el proceso
de eliminacion de saponinas, que incluye lavados repetitivos y manipulacion de la corteza estan
relacionados inversamente con la proporcion de fibra. Repo- Carrasco & Astuhuaman (2011)
informd que la trasformacién de fibra insoluble a soluble, la actividad mecanica (corte) asi como
las altas temperaturas genera la ruptura de los enlaces quimicos y crea particulas mas
pequeias y solubles de fibra. Resultados similares fueron obtenidos por Peralta, (2010) con

una disminucion del 0,66% de fibra en la quinua desaponificada (Var. Tunkahuan).

Durante el proceso de fermentacion se obtuvieron los valores mas altos de fibra entre
cada genotipo (Tabla 9). La fermentacion con R. oligosporus aumenta la fibra dietética de entre
3,7% a 5,8%, debido a los micelios que en el proceso de fermentacion FES, se desarrollan en
las particulas del sustrato (karyadi, 1989, como se cit6 en Nout & Rombouts, 1990), que
explicaria el aumento de 2,8%, 1,8% y 0,6% para los genotipos de quinua Chimborazo,

Tunkahuan y linea LPQE-4 respectivamente.
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Las fibras de la dieta en quinua estan conformadas por fibras solubles (22%) con
propiedades prebidticas y fibras insolubles (78%) que facilitan la defecacion (Isam et al., 2021).
Repo- Carrasco & Astuhuaman (2011) encontraron que la ingesta de granos enteros esta
relacionada con la reduccién de la mortalidad y el riesgo cardiovascular en pacientes
diabéticos, de igual manera numerosas investigaciones han relacionado la fibra con
propiedades como la capacidad de reducir la respuestas glucémica e insulinemia, la capacidad
de reducir el colesterol del plasma (por interferencia de la absorcion del colesterol y de los
acidos biliares), la facultad de unirse a los acidos biliares (Gallaher et al.,1986), la capacidad de
intercambio cationico para unirse a los minerales (zinc, cobre calcio, hierro) Schlemmer, 1989,
la mejora en la digestion mediante la disminucion en el tiempo de transito, aumento de la
defecacién y mejora en la microflora intestinal por medio del fermento del sustrato (Eastwood &
Morris, 1992; He et al., 2010; Heller et al., 1980; Schlemmer, 1989). Los valores relativamente
altos encontrados en esta investigacion podrian relacionarse con las propiedades previamente

descritas teniendo asi un beneficio potencial.

Proteina

La cantidad de proteina vari6é durante los procesos de fermentado y desaponificado, los
porcentajes de proteina se expresan en la tabla 9, se observoé diferencias altamente significativas
entre los factores de estudio genotipos (p-valor 0,0001) y estado (p-valor 0,0001) asi como entre
sus interacciones (p-valor 0,0001), no hubo diferencias entre los bloques (p-valor 0,065), En la

tabla 14 se presenta el andlisis estadistico ANOVA.

Durante la desaponificacion se observa que el porcentaje de proteina aumenta a
excepcion de la variedad Chimborazo (Figura 11). Durant la fermentacion si existe un aumento
homogéneo para todos los genotipos de quinua. El genotipo Chimborazo y la variedad
Tunkahuan tuvieron cantidades proteicas similares, a diferencia de la linea LPQE-4 que

después de la desaponificacibn aumentd de manera significativa su contenido proteico, siendo
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entonces la linea LPQE-4 fermentada la quinua con el porcentaje de proteina mas alto

(20,71%).

Tabla 14

Andlisis de la varianza de proteina

Fuente SC Gl CM Razon-F  Valor-P
A:Genotipo 12,4534 2 6,22671 50 <0,0001**
B:Estado 137,759 2 68,8795 553,13 <0,0001**
C:Bloque 0,807216 2 0,403608 3,24 0,0658
INTERACCIONES
AB 18,7542 4  4,68856 37,65 <0,0001**
RESIDUOS 1,99241 16 0,124526
TOTAL 171,766 26

Nota. Los valores con (**) indican diferencia altamente significativa.

Figura 16

Efecto de la fermentacion en la cantidad de proteina de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados descendientemente la letra A indica la mayor cantidad de

proteina.
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La quinua (Chenopodium quinoa) es reconocida por su excelente calidad proteica
(equilibrio entre aminoé&cidos), nueve son los aminoacidos necesarios para el ser humano de
los cuales todos se encuentran en la quinua, es rica en lisina lo que la convierte en una
proteina completa y de mayor contenido proteico que la mayoria de las verduras y cereales, su
aporte proteico es similar al de la caseina de la leche (Maradini et al., 2015; Vega-Galvez et al.,

2010).

Koziot (1992) informé que el contenido de proteina en el grano de quinua varia de
13,8% a 16,5%, mientras que Rojas et al., (2014) informé de valores entre 10,21 a 18,39%. En
esta investigacion los valores determinados fueron de 13,10%, 13,14% y 14,41% para los
genotipos amargos LPQE-4, Tunkahuan y Chimborazo respectivamente (Tabla 9)
respectivamente, valores que se encuentran dentro de los rangos antes descritos y que
ademas cumplen los minimos necesarios dentro la normativa ISO 20483 la cual exige un
minimo de 10%. Entre genotipos se observaron diferencias, la linea LPQE-4 tuvo valores
significativamente superiores de proteina (Figura 16%) que las variedades Tunkahuan y
Chimborazo, segun Reyes (2006) y Rojas et al., (2011) la cantidad de proteinas varia segun la

variedad.

La fermentacion aumento los niveles de proteina en todos los genotipos al igual que la
desaponificacion a excepcion de la variedad Chimborazo donde se observé una reduccion,
siendo entonces el estado amargo o crudo donde se encontré las cantidades mas bajas de
proteina (Figura 11). La cantidad de humedad influye sobre el contenido proteico, la
disminucion de este se ve reflejado en el porcentaje de proteinas (Castro, 2010), aspecto que
explicaria el aumento encontrado en las variedades desaponificadas. La pérdida de humedad a
nivel proteico tiene aspectos positivos y negativos por un lado puede conducir a la agregacion

proteica y la perdida de las propiedades tecnoldgicas y por otro lado contribuye al aumento de
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la estabilidad quimica y microbiologica por el descenso de la actividad del agua (aw) (Castro,

2010)

La reduccién encontrada en la variedad Chimborazo durante la desaponificacién, puede
deberse al proceso de secado el cual en esta variedad fue mayor por la dureza del grano,
segun Mira & Sucoshafiay (2016) es posible que el tratamiento térmico ocasione
desestabilizacion de las proteinas disminuyendo su cantidad, también puede deberse a que
hay mayor cantidad de compuestos nitrogenados en la fraccién de la corteza que fue
manipulada en el proceso de eliminacién de las saponinas, conforme a Castro (2010) quien
ademas obtuvo resultados similares en el proceso de desaponificacion, encontré6 aumentos y
disminuciones en el contenido proteico entre diferentes genotipos, sin embargo, las
disminuciones encontradas en la proteina fueron pequefias y desde el punto nutricional

insignificantes.

Los genotipos fermentados estuvieron en los grupos con contenido mas alto de
proteinas (Figura 16P), siendo asi la fermentacion un método de influencia en el aumento
proteico. Los altos niveles de proteinas alcanzados en la linea LPQE-4 fermentada (20%), la
destacan como un alimento con potencial nutritivo. Ruiz-Teran & Owens (1996) describieron la
utilizacién de las proteinas durante el proceso de fermentacion sélido para la soja, estos
autores sugieren que el hongo durante las primeras etapas utiliza a las proteinas como fuente
de energia y de carbono y posteriormente disminuye su consumo a un ritmo mas lento. Dicho
mecanismo es contrario a los resultados encontrados pues el consumo y el aumento de las

enzimas proteoliticas (proteasas) presentes en el hongo disminuirian el porcentaje de proteina.

Sin embargo, segun el mismo autor solo se utiliza una cantidad relativamente pequefia
de proteina (5%) y la mayor parte es asimilada y acumulada como aminoé&cidos y péptidos, en
ese estudio no se analizaron los amino&cidos libres pero otros autores como Murata et al.,

(1967) y Nowak & Szebiotko (1992) han informado la acumulacién de estos en concentraciones
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de 20-55 g (kg de tempe seco)-l. En otro estudio Matsuo (2006) informé que la cantidad de
lisina se incrementd durante la fermentacién de R. oligosporus. Segun Nazaretha et al., (2018)
el hongo produce alfa amilasa, beta amilasa, fosforilasa, isoamilasa, maltasa y enzima ureasa.
El aumento en la cantidad de proteinas se debe a que Rhyzopus oligosporus sintetiza las

enzimas ureasas que se utilizan para descomponer la urea en acido amoniacal y CO,.

Estudios similares han reportado resultados parecidos a los encontrados en este
estudio Nazaretha et al., (2018) durante el procesamiento de lavado, remojo, descascarado y
coccion detect6 pérdidas en el contenido proteico, pero durante la fermentacion dicha perdida
se vio recompensada de 3,7% a 6,7 %. Todos los genotipos de quinuas fermentadas
obtuvieron mayor contenido proteico que la cebada (11,0 %), el sorgo. (12,4%), el maiz (10,5
%) acercandose al porcentaje del queso (20%) (Comai et al., 2007; Jancurova et al., 2009;
Koziol, 1992; Rojas et al., 2011). Ademas, segun los requerimientos reportados para los nifios
preescolares (1.46 g/kg/dia) y adultos, también se supliria la cantidad de aminoacidos
requeridos, siendo entonces la quinua fermentada un alimento con elevado potencial

nutricional.

Minerales

En la tabla 22 se representan la cantidad de hierro y zinc presente en las quinuas
Chimborazo, Tunkahuan y LPQE-4 en los estados amargo, desaponificado (dulce) y

fermentado, se presenta la media + la desviacion estandar.



Tabla 15

Cantidad de hierro y zinc presente en la quinua amarga, desaponificada y fermentada.

Estado Hierro (ppm) Zinc (ppm)

Amargo 121,50+0,50° 33,03+0,06"

Chimborazo  Desaponificado  44,50+0,507 10,03+0,06°
Fermentado 136,00+1,00¢  35,50+0,505F

Amargo 353,00+5,004 34,50+0,505"

Tunkahuan Desaponificado  147,50+3,508 38,50+0,50°
Fermentado 151,50+4,508 62,00+2,00*

Amargo 113,50+0,50°  36,50+0,50°F

LPQE4 Desaponificado ~ 72,00+2,00¢ 44,00+1,00¢
Fermentado 138,03+0,06° 48 50+0,508
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Nota. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). La letra (a) indica

la mayor cantidad.

La cantidad de minerales se expresa en la tabla 15, durante la fermentacion y

desaponificacion, el contenido de minerales vario significativamente (Tabla 16 y 17). El hierro

se redujo tras el proceso de eliminacién de saponinas, y aumento durante la fermentacion, sin

embargo, en la variedad Tunkahuan no se llegé a los niveles iniciales observandose

reducciones de 57%. A diferencia de los genotipos Chimborazo y LPQE-4 quienes, posterior el

aumento provocado por la fermentacion obtuvieron cantidades superiores que sus reciprocos

amargos.

El contenido de zinc por otra parte, tuvo efectos variables, durante la desaponificacion

LPQE-4 y Tunkahuan aumentaron, pero la variedad Chimborazo disminuyd, en tanto durante la
fermentacién LPQE-4 disminuyd y los otros dos genotipos aumentaron, siendo la fermentacion

y desaponificacion factores influyentes en el contenido de hierro y zinc.
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Tabla 16

Analisis de la varianza de Hierro

Fuente SC Gl CM Razén-F  Valor-P
A: Genotipo 1921,41 2 960,707 1279,84 <0,0001**
B: Estado 1584,05 2 792,023 1055,12 <0,0001**
C: Bloque 0,502963 2 0,251481 0,34 0,7202
INTERACCIONES
AB 1144,59 4 286,148 381,2 <0,0001**
RESIDUOS 12,0104 16 0,750648

TOTAL 4662,56 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia

altamente significativa (p < 0.001).

Tabla 17

Andlisis de la varianza de zinc

Fuente SC Gl CM Razén-F Valor-P
A:Genotipo 1921,41 2 960,707 1279,84 <0,0001**
B:Estado 1584,05 2 792,023 1055,12 <0,0001**
C:Bloque 0,502963 2 0,251481 0,34 0,7202
INTERACCIONES
AB 1144,59 4 286,148 381,2 <0,0001**
RESIDUOS 12,0104 16 0,750648
TOTAL 4662,56 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia

altamente significativa (p < 0.001).
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Figura 17

Efecto de la fermentacion en la cantidad de hierro y zinc de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados descendientemente la letra (a) indica la mayor cantidad de hierro

y zinc respectivamente.

Los minerales son compuestos inorganicos que no pueden ser producidos por el
organismo, estan involucrados en muchas funciones importantes del cuerpo, protegen lipidos,
células y membranas bioldgicas (propiedades antioxidantes) y son cofactores de gran cantidad

de reacciones enzimaticas, mineralizacion 6sea y enzimas antioxidantes, la baja
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biodisponibilidad e ingesta puede provocar deterioro de las funciones vitales y desequilibrios en

la salud (Cozolino, 2009; Schlenker & Gilbert, 2003; Vega-Galvez et al., 2010).

La quinua ha mostrado cantidades significativamente mas altas de minerales en
comparacion con la mayoria de los cereales (Sezgin & Sanlier, 2019). Segun los estudios
realizados por Ruales & Nair, (1993a) la quinua puede suplir los requerimientos diarios de
algunas vitaminas y ciertos minerales para nifios de 1 a 3 afios. En este estudio la cantidad de
hierro fue significativamente superior (Tabla 15) a la reportada para el trigo (46 ppm), cebada
(46 ppm), avena (62 ppm), centeno (44 ppm) y arroz (28 ppm), mientras que la cantidad de zinc
fue ligeramente superior (33, 31, 30, 20, 18 ppm) para los mismos cereales respectivamente
(Respo-Carrasco 2003). El hierro es de especial interés debido a ser uno de los elementos
deficitarios en los productos sin gluten (Filho et al., 2017). Experimentos en alimentacién con
animales han demostrado que la disponibilidad de hierro de las dietas a base de quinua era al
menos tan buena como la disponibilidad de hierro del sulfato ferroso (Koziol, 1992; Ruales &

Nair, 1993a).

Varios autores han reportado cantidades diversas tanto de hierro y zinc en la quinua, las
variaciones segun Filho et al., (2017) se deben al genotipo, el tipo de suelos y las diferentes
composiciones minerales y/o fertilizantes aplicados. Koziol (1992) y Ruales & Nair, (1993a)
informaron de cantidades de hierro (132 ppm) y zinc (36 ppm) similares a las encontradas en
este estudio. Al parecer segun lo reportado por Filho et al., (2017) los valores de hierro en la
quinua se encuentran entre rangos de 20-168 ppm y de zinc de 0-48. En esta investigacion
INIAP-Tunkahuan tuvo los valores mas altos de hierro y zinc seguidos por LPQE-4 y el

genotipo Chimborazo fermentados respectivamente (Figura 172y 17°).

El proceso de lavado y limpieza utilizado para la eliminacién de las saponinas, al
parecer influye en el contenido de minerales. El contenido de hierro de INIAP-Tunkahuan,

LPQE-4 y Chimborazo se redujo de manera homogénea durante la desaponificacion (Figura
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17°y 179)., Segin Chauhan et al., (1992) en la quinua al igual que en los cereales una cantidad
considerable de minerales se concentran en las capas exteriores de salvado y por ello la
manipulacién y lavado disminuye su contenido. La cantidad de zinc tuvo un comportamiento
similar en la variedad Chimborazo reduciéndose un 69% la cantidad de zinc, sin embargo, las
variedades Tunkahuan y LPQE aumentaron su porcentaje de zinc en un 11,5% y 20,5%
respectivamente.(Ruales & Nair, 1993a) informaron de reducciones significativas en la cantidad

de hierro 27%, potasio 28% y magnesio 8%.

El aumento en las variedades probablemente se deba a que en estos genotipos la
mayor cantidad de zinc no se encuentre en la cubierta o el endospermo y por ende no fue
afectado por los procesos de lavado Gomez et al., (2012) menciona que una practica sostenible
para evitar las perdias vitaminas y minerales tras el proceso de eliminacion de saponinas es el
riego deficitario pues encontrd que las saponinas disminuyen en condiciones salinas y de
sequia. Las notorias disminuciones en la cantidad de hierro también pueden estar influencias

con la gran solubilidad de este (Vega-Galvez et al., 2010).

La fermentacion aumento significativamente (p<0,05) la fraccién de masa de hierro y
zinc en todos los genotipos de quinua, Toor et al., (2021) ha reportado resultados similares en
soja y garbanzo fermentados con R. oligosporus, al igual (Ali et al., 2018) en la soja fermentada
con Bacillus subtilis. Los mayores contenidos minerales en las quinuas fermentadas podrian
ser producto de la actividad de las enzimas microbianas (amilasa, proteasa y tanasa) que
durante la fermentacién hidrolizan y liberan a los minerales de los compuestos complejos
guelatados convirtiéndolos en sus formas mas simples lo que resulta en una mayor
digestibilidad y biodisponibilidad de nutrientes, minerales, y amino&cidos limitantes (Asres et al.,

2018; de Pasquale et al., 2020; Toor et al., 2021).

El aumento reportado en la fermentacién es de interés desde el punto de vita

nutricional, las variedades Tunkahuan fermentada y amarga fueron las de mayor contenido de
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zinc y hierro respectivamente, un mayor contenido de minerales se relaciona positivamente con

el buen funcionamiento del cuerpo, Matsuo (2006) elaboré galletas sustituyendo el 20% de la

harina por harina fermentada por R. oligosporus obtuvo puntuaciones sensoriales mas altas en

el sabor y dureza asi como aumentos en el contenido de hierro y a-tocoferol en un factor

superior a 2.5, ademas la digestion de hierro en la harina fermentada en ratas también fue

superior, lo que sugiere el gran potencial de la quinua fermentada en la digestion,

probablemente reflejando por la absorcion de nutrientes y/o minerales de facil acceso (Kiers et

al., 2000; Macfarlane et al., 1990).

Antinutrientes

En la tabla 18 se representan los resultados de los factores antinutricionales de las

guinuas Chimborazo, Tunkahuan y LPQE-4 en los estados amargo, desaponificado y

fermentado, se presenta la media + la desviacion estandar.

Tabla 18

Factores antinutricionales de tres genotipos de quinua en sus diferentes estados

Saponinas Ureasa Inhibidores Taninos
(%) (pH) De Tripsina  (mg/100g  Acido Fitico
(TI mg/g) muestra) (g/100g) BS
1,86+0,07¢ 0,03+0,0®  1,28+0,05° 6,18+0,51°°®  1,28+0,09*
Chimborazo 0,28+0,01* 0,03+0,0"®  1,26+0,10°  4,93+2,98%¢  1,08+0,02*
0,17+0,03* 0,04+0,0%¢ 1,13+0,10C° 13,45+2,42F  1,14+0,05*
0,56+0,13% 0,01+0,02*  1,18+0,05° 6,93+0,64° 1,27+0,06"
Tunkahuan 0,20+0,02*  0,01+0,01* 0,79+0,07"8  6,26+4,64°®  1,13+0,28"
0,15+0,01* 0,11+0,02° 0,53+0,12*  19,394#5,29"  1,10+0,06*
1,59+0,028  0,01+0,0* 1,26+0,05° 4,62+0,93® 1,10+0,09%
LPQE4 0,28+0,05*  0,03+0,0"® 0,85+0,18B¢  1,3245,27A 1,13+0,03*
0,19+0,01*  0,07+#0,0° 0,82+0,18"% 27,15+17,3°  1,16+0,02"

Nota. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). A: amargo, D:

desaponificado (Dulce), F:). La letra (a) indica la menor cantidad.
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Figura 18

Diagrama del contenido de antinutrientes en la quinua
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El porcentaje de saponina durante los procesos de fermentacion y desaponificacion
disminuy6 considerablemente, el contenido de saponina se expresa en la tabla 18. Entre los
factores de estudio, genotipo y estado, asi como entre sus interacciones el p-valor calculado
fue menor a 0,0001 (Tabla 19) es decir que se encontraron diferencias altamente significativas,
lo que indica que la cantidad de saponinas se ven afectadas durante el proceso de

desaponificacion y fermentacion.
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Tabla 19

Andlisis de la varianza para las saponinas

Fuente SC Gl CM Razdn-F  Valor-P
A:Genotipo 0,653498 2 0,326749 127,35  <0,0001**
B:Estado 9,0716 2 4,5358 1767,85 <0,0001**
C:Bloque 0,0124196 2 0,00620981 2,42 0,1207
INTERACCIONES
AB 0,93797 4 0,234493 91,39 <0,0001**
RESIDUOS 0,0410515 16 0,00256572

TOTAL 10,7165 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001). Grupos ordenados ascendentemente la letra A indica la menor cantidad

de saponina respectivamente.

La mayor concentracion de saponinas se encontrd en la quinua amarga o sin procesar
(Figura 19), la eficiencia del proceso de eliminacion de saponinas se evidencié con la notoria
disminucion de estas, la fermentacion también disminuy0 el porcentaje de saponinas, pero en
menor cantidad que el proceso de desaponificacién. Conforme se esperaba, las quinuas de la
variedad Chimborazo fueron las que tuvieron el mayor porcentaje de saponinas seguidos por la

linea LPQE-4 y la variedad dulce INIAP Tunkahuan (Figura 19?).
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Figura 19

Efecto de la fermentacion en la cantidad de saponina de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados ascendentemente. La letra (a) indica la menor cantidad de

saponina.

Las saponinas son los principales factores antinutricionales asociados a la quinua,
pueden formar complejos con el hierro y zinc, y poseen un caracteristico sabor amargo y
astringente (Improta & Kellems, 2001; Southon et al., 1988; Vega-Galvez et al., 2010). La
cantidad de saponinas presente en la quinua puede variar de entre 0,1% a 5% y su
concentraciéon depende de la variedad (Stuardo & San Martin, 2008; Vega-Galvez et al., 2010).
Gbmez et al., (2012) encontraron que el porcentaje de saponina esta asociado a diferentes
variables agronémicas, como el riego y la salinidad, las cuales influyen negativamente en su
contenido. Caracteristicas que explicarian las diferencias encontradas entre los porcentajes
determinados de las distintas variedades (Figura 19?), de los cuales INIAP Tunkahuan posee

los porcentajes mas bajos de saponina.

INIAP Tunkahuan es una variedad mejorada en el Instituto Nacional de Investigaciénes
Agropecuarias INIAP, entre sus caracteristicas destacan la ligera resistencia al mildiu

(enfermedad que ataca a la quinua) y bajo contenido de saponinas, autores anteriores han
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informado concentraciones de 0.06 % para la variedad Tunkahuan (INIAP, 2012; Mujica et al.,
2001; Peralta, 2010). Sin embargo, el porcentaje de saponina encontrado en este estudio es
superior (0,5%), es importante sefialar que es la primera vez que se determina el contenido de
saponina de esta variedad por un método espectrofotdmetrico, anteriormente se han reportado
resultados Unicamente por el método espumoso de rutina INEN 1672:2013, el método

empleado en este estudio es mas preciso y por ello la concentracién superior.

Durante el procesamiento de la quinua se observé un mecanismo de disminucién
ascendente, las variedades amargas o crudas fueron las que contaron con mayor contenido de
saponina, en tanto los porcentajes de las variedades desaponificadas y fermentadas fueron
menores (Figura 19°), El pericarpio de la quinua contine gran parte de las saponinas presentes
en la semilla de la quinua alrededor de un 86%, por ende su manipulacion y lavado conducen a
la reduccion significativa de su contenido (Chauhan et al., 1992; Maradini et al., 2015;
Masterbroek et al., 2000). Corzo (2008) inform6 que la extraccion por via humeda (involucra
remojo, agitacion, enjuague y escurrido) pueden disminuir aproximadamente un 68% el
contenido de saponina, Peralta (2010) por su parte, reportd un contenido de 0,0% de saponina

posterior al lavado.

Paralelamente la fermentacion también influye en el contenido de saponinas, Fenwick &
Oakenfull (1983) obtuvieron una reduccion del 55,8% en las saponinas de la soja fermentada
con R. oligosporus, sin embargo en este estudio la cantidad de saponinas no disminuyo
considerablemente, las variedades desaponificadas y fermentadas presentaron
concentraciones de saponinas bajas pero similares (Figura 19°) el mecanismo por el cual se
logra reducir la saponina adn no esta bien descrito sin embargo podria ser similar al descrito en
la soja fermentada, donde la 3-glucosidasa generada durante la fermentacion, hidroliza las

moléculas de saponina y cadenas laterales de azucar (Rui et al., 2017).
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Actividad de la Ureasa

La actividad de la enzima ureasa durante el proceso de fermentacion aumento en los
tres genotipos de quinua, la cantidad de actividad ureasa se expresa en la tabla 18. Existieron
diferencias significativas entre el genotipo (p-valor 0,0062*) y el estado (p-valor <0,0001**) asi
como en las interacciones entre ellos, (Tabla 20), al parecer el proceso de fermentacion influye

sobre la actividad de la enzima ureasa.

Tabla 20

Andlisis de la varianza para la actividad de la ureasa

Fuente SC Gl CM Razén-F  Valor-P
A:Genotipo 0,00106667 2 0,00053333 7,11 0,0062*

B:Estado 0,0172667 2 0,00863333 115,11  <0,0001**

C:Bloque 0,00005 2 0,000025 0,33 0,7214

INTERACCIONES
AB 0,00533333 4 0,00133333 17,78 <0,0001**

RESIDUOS 0,0012 16 0,000075

TOTAL 0,0249167 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001)

La desaponificacion no tuvo efecto sobre la actividad de la ureasa a diferencia de la
fermentacion donde se evidencié un ascenso (Figura 20°), INIAP-Tunkahuan presenté mayor
cantidad de actividad ureasica mientras que los genotipos Chimborazo y LPQE-4 menores
concentraciones, pero similares entre si (Figura 20%), La variedad Tunkahuan y linea LPQE-4

amarga fueron los que presentaron menor cantidad de actividad de la ureasa
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Figura 20

Efecto de la fermentacion en la cantidad de ureasa de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados ascendentemente. La letra (a) indica la menor cantidad de

ureasa.

La actividad de la enzima ureasa en la quinua se utiliza para determinar el grado de
inactivacién de la enzima hidrolizante de la urea, por si sola la actividad de la ureasa no
representa un factor antinutricional pero de manera indirecta se utiliza para correlacionar la
eliminacidn de otros factores antinutricionales generalmente termolabiles, los cuales se cree
son inactivados de forma simultanea con la ureasa (Dudley-Cash, 2003; Elizalde et al., 2009;

Yubero, 2013)..

La tabla 18 detalla los resultados de la actividad de la ureasa; en el estado amargo se
obtuvo valores de 0,025; 0,015 y 0,005 para las variedades Chimborazo, Tunkahuan y LPQE-4
respectivamente. Para la soya se ha determinado rangos de valores de entre de 1,8 a 2,1
unidades de pH y para el chocho valores de entre 0,58 a 0,72 (Fernandez, 2017; Pariona,
2016). Cantidades relativamente superiores en comparacion con las determinadas para la

qguinua.
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Durante el proceso de desaponificacion no se observaron diferencias significativas en el
contenido de la ureasa (Figura 20°). Martinez & Suéarez (2010) sefialan que un grado de
inhibicién bajo puede sugerir que el proceso de eliminacién de antinutrientes no fue adecuado,
lo que indicaria que la desaponificacion no fue suficiente para la reduccion de los inhibidores de
tripsina, aspecto que en esta investigacion no fue cierto. La nula inhibicién puede deberse al
método empleado en la desaponificacion, el cual es un método mecénico realizado a
temperatura ambiente. Olguin et al., (2001) mencionan que los procesos con calor son mas

efectivos para disminuir la actividad de la ureasa.

En la fermentacion se evidencio que la actividad de la ureasa aumento, Villacrés et al.,
(2020) han observado resultados diferentes, durante la fermentacion con Lupinus
mutabilis sweet la actividad de la ureasa se redujo hasta un 93,75%. El aumento observado en
este estudio no necesariamente debe estar relacionado con la mala eliminacion de los
compuestos antinutricionales. Ghosh & Ray (2011) mencionan que Rhizophus spp. secreta una
amplia variedad de enzimas entre ellas: amilasas, lipasas y ureasas, las cuales juegan un papel
durante la penetraciéon de los micelios flingicos y los cambios en las propiedades fisicas y

guimicas en la FES (Pedizzi et al., 2017; Varzakas et al., 1997).

Nazaretha et al., (2018) también informé que Rhyzopus oligosporus sintetiza enzimas
ureasas y ademas el aumento en los iones metalicos Fe?* y Zinc?* (Tabla 9) que son
cofactores de la enzima ureasa pudo también influir (Schlegel, 1979; Trevan et al., 1990;
Wilseman, 1991). La secrecién de la enzima ureasa por parte del hongo, asi como la presencia
de sus cofactores pudo aumentar la actividad de la ureasa, ademas como se detalla mas
adelante pese a que la actividad de la ureasa se incrementd, la cantidad de inhibidores de
tripsina no varié. Por otro lado, Moreno & Suarez (2010) no encontraron una buena correlacion

entre la actividad ureasa y los inhibidores de tripsina-
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Las variedades amargas y desaponificadas de Tunkahuan asi como Chimborazo
amarga, fueron las quinuas con menor actividad de ureasa (Figura 18) sin embargo la FAO
establece que alimentos con valores entre 0,05 a 0,30 unidades de pH de actividad ureasica
son alimentos que han recibido un procesamiento adecuado, pese al aumento encontrado
durante la fermentacién en las demas variedades, todas las muestras de quinua evaluadas,

cumplen con este criterio por lo que se puede decir que son aptas para el consumo.

Inhibidores de Tripsina

La cantidad de inhibidores de tripsina durante el procesamiento de la quinua disminuyd,
el contenido de inhibidores de tripsina se expresa en la tabla 18. Entre los factores de estudio,
genotipo y estado, asi como entre sus interacciones se encontraron diferencias altamente
significativas (Tabla 21), esto indica que tanto el proceso de fermentacion y desaponificacién

influyen en el contenido de inhibidores de tripsina.

Tabla 21

Analisis de la varianza para Inhibidores de Tripsina

Razon-
Fuente SC Gl CM F Valor-P
A:Genotipo 0,693935 2 0,346967 34,56 <0,0001**
B:Estado 0,798159 2 0,39908 39,75 <0,0001**
C:Bloque 0,0600281 2 0,030014 2,99 0,0789
INTERACCIONES
AB 0,248326 4 0,062082 6,18 0,0033 *
RESIDUOS 0,160626 16 0,010039
TOTAL 1,96107 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001)

El contenido de inhibidores de tripsina vari6 significativamente entre los diferentes
genotipos y estados de la quinua, el estado fermentado fue en el que se obtuvieron los valores

mas bajos de Inhibidores (Figura 21°), el descenso de los inhibidores se dio de manera
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progresiva decreciente partiendo por el estado crudo o amargo donde se evidenciaron las
cantidades mas altas de inhibidores, aproximadamente se redujo hasta un 55,5% la actividad
inhibitoria de tripsina, siendo INIAP-Tunkahuan en estado fermentada (Figura 21?), la quinua

con las perdidas mas considerables ( 0,52 Tl mg/g).

Figura 21

Efecto de la fermentacion en la cantidad de inhibidores de tripsina de la quinua (Factor Ay
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados ascendentemente. La letra (a) indica la menor cantidad de

ureasa.

En la quinua se han encontrado varias sustancias antinutricionales, como saponinas,
acido fitico, taninos e inhibidores de la proteasa que pueden tener un efecto negativo en la
supervivencia y rendimiento de los animales monogéstricos cuando son utilizados como fuente
primaria de energia dietética (Gonzalez et al., 1989; Importa & Kellems, 2001). La cantidad de
inhibidores de proteasa en la quinua es menor a 50 ppm (T. Ahamed et al., 1998). segun
Importa & Kellems, (2001) las concentraciones de inhibidores de tripsina son mucho menores

gue los determinados en los granos de uso comun y, por lo tanto, no representan un problema.
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Durante la desaponificacion se observo una disminucion significativa en los inhibidores
de tripsina (hasta un 17% menos), entre la linea LPQE-4 y variedad Tunkahuan el porcentaje
de disminucion de TIA fue mayor que en la variedad Chimborazo (Figura 18), segun Tawali et
al., (1998). un porcentaje considerable de Inhibidores de tripsina se filtran o destruyen durante
el remojo y la coccion. Reddy & Pierson, (1994) obtuvieron resultados similares en la soja, al

cocerlos encontraron que el TIA un 86% que su componente crudo.

La fermentacion de la soja con Rhizopus oligosporus también ha demostrado disminuir
la actividad residual del inhibidor de tripsina obteniendo un tempeth con aproximadamente un
9% de actividad inhibidora de tripsina residual (Reddy & Pierson, 1994). Todas las variedades
mostraron menor contenido de TIA en su componente fermentada (Figura 21°) Reddy &
Pierson, (1994) mencionan que la reduccién de la actividad los inhibidores de tripsina pueden
deberse a la hidrdlisis producida los hongos tempe durante la fermentacién. Ranjan et al.,
(2019) y Rui et al., (2017) informan de resultados similares, no se conoce aun a ciencia cierta
que ocasiona la variacién en los resultados de TIA sin embargo a pesar del efecto
antinutricional, el acido fitico y los inhibidores de proteasa también pueden tener efectos
benéficos para la salud (Anderson & Wolf, 1995), como la supresiéon de carcinégenos

(Kennedy, 1995).

Taninos

En el procesamiento de la quinua se encontrd variaciones en la concentracion de los
taninos, la tabla 22 indica que los genotipos de quinua, sus diferentes estados, y la interaccion
entre ellos, muestran diferencias altamente significativas, es decir tanto la desaponificacion

como la fermentacién parecen influir en los taninos.



Tabla 22

Andlisis de la varianza para taninos

Sumade

Fuente Cuadrados Gl CM Razon-F Valor-P
A:Genotipo 46,1581 2 23,0791 91,8 <0,0001**

B:Estado 1359,97 2 679,987 2704,87 <0,0001**

C:Bloque 0,331148 2 0,165574 0,66 0,531

INTERACCIONES
AB 284,277 4 71,0693 282,7 <0,0001**

RESIDUOS 4,0223 16 0,251394

TOTAL 1694,76 26
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Nota. Valores-p marcados con (*) indican diferencia significativa mientras que valores marcados con (**)

representan diferencia altamente significativa.

La etapa de fermentacion aumento la cantidad de taninos presentes en la quinua,

mientras que la desaponificacion los disminuy6 (Figura 22°), la cantidad de taninos perdidos

durante la desaponificacién se compensaron considerablemente durante el periodo de

fermentacion, aumentandose hasta 25,15 (mg/100 g).

La linea LPQE-4 represento los cambios mas considerables tanto en el proceso de
desaponificacién como fermentacion, durante el proceso de desaponificado la cantidad de

taninos disminuy6 considerablemente en esta variedad siendo la mas baja entre todas las

muestras de quinua en sus diferentes estados, pero posterior a la fermentacién fue la quinua

con el nivel mas alto de taninos (Figura 22?),
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Figura 22

Efecto de la fermentacion en la cantidad de taninos de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados ascendentemente. La letra (a) indica la menor cantidad de

ureasa.

Los taninos condensados son los polifenoles mas predominantes en cereales y
legumbres, estos forman complejos mediante enlaces carbono- carbono con las proteinas de la
dieta y las enzimas digestivas ocasionando la insolubilidad de las proteinas y la inactivacion de
las enzimas, también pueden formar complejos con el hierro ionizable absorbido (Reddy et al.,
1985; Salunkhe et al., 1990; Singh & Eggum, 1984). En los alimentos infantiles los factores que
afectan la digestibilidad de la proteina son importantes (Ruales & Nair, 1993b), la menor
eficiencia alimenticia, producida por la depresién del crecimiento y menor absorcién de hierro
podria ser mas notoria en este grupo, que necesita mayor cantidad de nutrientes (Reddy et al.,

1985; Reddy & Pierson, 1994; Salunkhe et al., 1990).

En este estudio se tuvo una concentracion de entre 4-6 mg/ 100 g de base seca para

los granos amargos de quinua, Chauhan et al., (1992), informaron concentraciones de 0,53 g
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de taninos en semillas enteras de quinua. Mientras que Ruales & Nair, (1993b) no encontraron
niveles detectables de taninos en la quinua cruda entera, la quinua cruda pulida y la quinua
lavada. Un nivel del 0,5% de taninos en el grano se considera bajo (FAO/WHO, 1996). Los
taninos condensados estan presentes principalmente en las cubiertas, las capas externas y
testa de las semillas y el salvado (Reddy et al., 1985; Salunkhe et al., 1990), factor que explica
la reduccion encontrada durante el proceso de desaponificado del cual LPQ3-4 fue la quinua
con menor contenido de taninos (Tabla 18). Reddy & Pierson, (1994) informaron una reduccion

del 90% de estos compuestos durante la coccién y descascarillado de la quinua.

Las composiciones de nutrientes y antinutrientes en las plantas alimenticias pueden
variar, dependiendo de la variedad, las condiciones de cultivo, el color de la cubierta de la
semilla o capa exterior (Reddy & Pierson, 1994; Ruales & Nair, 1993b). Lo que explicaria las
diferencias encontradas entre los distintos genotipos de quinuas (Figura 23%). La cantidad de
taninos reportados en la quinua son menores a los reportados para arroz (1,3%), frijol negro y
verde (1,1%) y la cebada (0-12%) (D. Kaur & Kapoor, 1992; Kent, 1984). Gorinstein et al.,
(2008) inform6 una cantidad de taninos de 0.05% abs en quinua, cuyo valor es comparable al

del amaranto.

A pesar de que la linea LPQE-4 presento los niveles mas bajos de taninos, durante la
fermentacion, esta variedad aumento su contenido significativamente sobre las variedades
INIAP-Tunkahuan y Chimborazo fermentados. El aumento segin Toor et al., (2021) se debe a
la hidrélisis enzimatica de taninos condensados, contrariamente Paredes-Lopez & Harry, (1989)
reportaron 100% de pérdida de taninos en soya durante la preparaciéon del tempe. Toor et al.,
(2021) informaron resultados similares en la fermentacién de garbanzo kabuli donde los valores
se redujeron un 16%, al parecer los taninos pueden degradarse por el polifenol oxidasa y/o las

enzimas tanasas que se producen durante la fermentacion (James et al., 2020).
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Anteriormente se detall6 que durante la fermentacion de la quinua la cantidad de
actividad de la ureasa se vio aumentada, Fernando & Roberts, (1976) encontraron que los
taninos tienen potencial como inhibidores de la ureasa, el aumento entonces en la cantidad de
taninos podria ser beneficiosa para contrarrestar la actividad de la ureasa, si bien esta no
representa por si sola un factor antinutricional, su accién puede aumentar el pH y con ello
mejorar el medio para proliferar ciertos microorganismos (Modolo et al., 2015).

Acido Fitico

La cantidad de &cido fitico no varié durante el procesamiento de la quinua, como detalla
la Tabla 23, las diferencias encontradas entre los genotipos, estados y las interacciones entre
ellos, no fueron significativas estadisticamente, lo que sugiere que tanto la fermentacion y

desaponificacion no causaron un impacto considerable en la cantidad de acido fitico.

Tabla 23

Andlisis de la varianza para acido fitico

Fuente SC Gl CM Raz6n-F  Valor-P
A:Genotipo 0,0520765 2 0,0260383 1,49 0,2553
B:Estado 0,0215195 2 0,0107598 0,62 0,5528
C:Bloque 0,0171171 2 0,00855855 0,49 0,6219
INTERACCIONES
AB 0,115002 4 0,0287505 1,64 0,212
RESIDUOS 0,279839 16 0,0174899

TOTAL 0,485554 26

Nota. Valores-p marcados con (*) indican diferencia significativa mientras que valores marcados con (**)

representan diferencia altamente significativa.

El 4cido fitico o fitato se une a los minerales y proteinas lo que hace que no estén
disponibles para el metabolismo, se encuentra en regiones discretas de tubérculos, raices,
cereales y legumbres, donde representa hasta 85% del fosforo total ademés forma enlaces

estables entre las enzimas (alfa-amilasa, tripsina, beta galactosidasa, pepsina) disminuyendo
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su actividad (Ahamed et al., 1998; Khattak et al., 2007; Reddy & Pierson, 1994). Koziol (1992)
informo rangos de 10,5 a 13,5 mg g—1 de acido fitico para cinco variedades diferentes de
quinua, Taylor & Parker, (2002) informa que la quinua contiene aproximadamente un 1 % de
acido fitico, en este estudio se encontraron cantidades relativamente menores, pero en
concordancia con los valores reportados por Ruales & Nair, (1993b) 1,04 + 0,08 g/100. Las
cantidades minimas de &cido fitico para evitar efectos negativos sobre la absorcion de hierro y
zinc segun Sandberg (1990) son de 10 y 50 mg por comida, respectivamente, cantidades que

poseen todas las muestras estudiadas.

Toor et al., (2021) y Tawali et al., (1998) mencionaron que, durante la fermentacion, el
remojo y la coccion los inhibidores de tripsina y el &cido fitico se reducen, dicha reduccién
estaria asociada a la actividad de las fitasas enddgenas presentes en el hongo durante el
proceso de fermentacion las cuales hidrolizan el fitato (Reddy & Pierson, 1994). Sin embargo,
aqui no se observé disminucién en el contenido de &cido fitico ni en el proceso de fermentacion
y ni en el proceso de desaponificacion. El acido fitico en la quinua no solo se encuentra
presente en las capas externas como en el trigo y el centeno, si no que se distribuye
homogéneamente en el endospermo (Ahamed et al., 1998; Khattak et al., 2007), por lo tanto,
no puede esperarse la misma reduccién como el caso de los inhibidores de tripsina, ademas
Graffham et al., (1995) encontré que Rhizopus spp. no podia utilizar acido fitico como Gnica

fuente de carbono y energia.

Ranhotra, (1973) sugiere que la disminucion en la hidrdlisis del &cido fitico durante la
elaboracion del pan se debia a la refosforilacion del fitato parcialmente hidrolizado o mayor
inhibicion de la fitasa. McKenzie-Parnell & Davies, (1986) también encontraron poca o ninguna
reduccion en la cantidad de fitato en panes integrales y el salvado sin levadura, siendo asi que
los cereales integrales mostraban una hidrélisis baja cuando se fermentaban en la produccion

de kenkey (maiz fermentado) y rabadi (alimento de mijo perla fermentado (Amoa & Muller,
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1976; Dhankher & Chauhan, 1987). Reddy & Pierson (1994) durante una fermentacion de 9 h
observo una reduccion maxima (27,1 %) de fitato en rabadi. Por lo que talvez con un tiempo de

fermentacién mayor podria observarse reducciones en la quinua fermentada.

Suparmo & Markakis, (1987) obtuvieron mejores resultados con el uso de semillas
germinadas. A pesar del efecto antinutricional en el acido fitico también se han encontrado
efectos positivos para la salud, como la supresidn de la carcinogénesis (Anderson & Wolf,
1995; Kennedy, 1995). Las fermentaciénes en el tempe con micelio envejecido y micelio en
crecimiento activo han provocado diferencias en la liberacién de enzimas (Chemical and
Enzymic Changes During, Ruiz-Teran) sefala que es probable que esto, explique los informes
contradictorios con respecto a la capacidad de los hongos en la FES para utilizar compuestos

como la rafinosa, la estaquiosa y el acido fitico.

Componentes Funcionales
En la tabla 24 se representan los resultados de los compuestos funcionales de las
guinuas Chimborazo, Tunkahun y LPQE-4 en los estados amargo, desaponificado y

fermentado, se presenta la media + la desviacion estandar.

Figura 23

Diagrama del contenido de compuestos funcionales en la quinua
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Tabla 24

Factores funcionales de los genotipos de quinua en sus diferentes estados

Actividad
Estado Fenoles Flavonoides antioxidante Carotenoides
Amargo  236,87+1,68° 75,34+0,348 7.603,13+5,28 8,15+0,63°
Chimborazo Dulce 234,91+2,80° 47,87+3,09°P  4.118,70+0,05" 24,38+1,0*
Fermentado 293,51+2,82¢ 95 89+2 59A 7.056,25+4,9¢ 16,63+2,258
Amargo  288,08+2,59¢ 33,10+2,06™¢ 4.212,5045,0°" 9,21+1,06¢
Tunkahuan Dulce 322,59+1,09¢ 28,98+0,7¢ 5.327,08+6,3F  7,38+1,94°
Fermentado 638,34+2,02% 34,48+2,065¢ 10.420,83+4,3* 8,25+1,52¢
Amargo  196,28+2,39% 39,29+3,125F  4.275,00+2,9¢ 14,29+0,64°
LPQE4 Dulce 176,75+3,69%  40,89+0,23°F  4.853,13+6,88F 17,88+0,66°
Fermentado 555,66+3,56% 52,34+3,43¢ 6.222,92+5,08° 14,04+0,26°

Nota. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas. Carotenoides (ug/100g),
actividad antioxidante (umol eqq trolox/1000g), flavonoides (mg/100g muestra), fenoles (mg/100g) y

taninos (mg/100g muestra). La letra (a) indica la mayor cantidad.

Fenoles
La cantidad de fenoles se vio influenciada por los procesos de fermentacion y desaponificacion,
existieron diferencias significativas entre las variables de estudio genotipos y estado, asi como

entre sus interacciones (Tabla 25). el contenido compuesto fendlicos se expresa en la tabla 24.

Las mayores concentraciones de compuestos fenodlicos (CF) se encontraron en la
guinua fermentada, la FES parece influir positivamente en el porcentaje de fenoles, entre el
estado amargo y desaponificado, la cantidad de CF fue similar (Figura 24°). INIAP-Tunkahuan
fue la variedad durante los tres estados de la quinua, con los valores més altos de CF (Figura
24?), la linea LPQE-4 durante el proceso de desaponificacion sufrié una pérdida considerable
de fenoles, pero con la fermentacion aumento su concentracion en un 183% mas que su nivel

inicial. El genotipo tunkahuan fermentado fue la variedad con mayor cantidad de fenoles.



130

Tabla 25

Andlisis de la varianza para los compuestos fendlicos

Fuente SC Gl CM Raz6n-F  Valor-P
A:Genotipo 121097 2 60548,7 357,96  <0,0001**
B:Estado 384914 2 192457 1137,78 <0,0001**
C:Blogque 4,18622 2 2,09311 0,01 0,9877
INTERACCIONES
AB 118407 4 29601,8 175 <0,0001**
RESIDUOS 2706,42 16 169,151
TOTAL 627129 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia
altamente significativa (p < 0.001).

Figura 24

Efecto de la fermentacion en la cantidad de fenoles de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una misma letra (p

< 0.05). Grupos ordenados decrecientemente. La letra (a) indica la mayor cantidad de fenoles.

Flavonoides
Los flavonoides se vieron influenciados positivamente por el proceso de fermentacion,
mientras que el proceso de eliminacién de saponinas disminuy6 su contenido. Entre los

factores de estudio, genotipo y estado, asi como entre sus interacciones el p-valor calculado
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fue menor a 0,0001 (Tabla 26) es decir que se encontraron diferencias altamente significativas,
lo que indica que la cantidad de flavonoides se ve afectada durante el proceso de eliminacion

de saponinas y fermentacion.

Tabla 26

Andlisis de la varianza para los flavonoides

Sumade Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F  Valor-P
A:Genotipo 7935,11 2 3967,55 665,47  <0,0001**

B:Estado 2113,91 2 1056,96 177,28  <0,0001**

C:Bloque 12,9174 2 6,4587 1,08 0,3621

INTERACCIONES
AB 1721,46 4 430,364 72,18 <0,0001**

RESIDUOS 95,3926 16 5,96204

TOTAL 11878,8 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia

altamente significativa (p < 0.001).

Las mayores concentraciones de flavonoides correspondieron a las quinuas
fermentadas (Figura 25P), durante el proceso de eliminacion de saponinas, se evidencio
reducciones significativas en la concentracion final de flavonoides los tres genotipos (Figura
25%), la variedad Chimborazo, a pesar de perder aproximadamente 32% de flavonoides durante
la desaponificacion fue la quinua con mayor contenido de flavonoides durante las tres etapas
del procesamiento. Por otro lado, la linea LPQE-4 tuvo aumentos reducidos tras la

fermentacion (21,7%) en comparacion con los otros genotipos.
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Figura 25

Efecto de la fermentacion en la cantidad de flavonoides de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados decrecientemente. La letra (a) indica la mayor cantidad de

flavonoides.

Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante varié durante los procesos de fermentado y desaponificado, la
cantidad de actividad antioxidante se expresa en la tabla 25, se observo diferencias altamente
significativas entre los factores de estudio genotipos (p-valor 0,0001) y estado (p-valor 0,0001)
asi como entre sus interacciones (p-valor 0,0001), no hubo diferencias entre los bloques (p-

valor 0,065), En la tabla 27 se presenta el analisis estadistico ANOVA.

Durante el proceso de fermentacién la actividad antioxidante aumenté (Figura 27°), el
grano crudo de los genotipos Tunkahuan y LPQE-4 al inicio de la desaponificacion tuvieron
concentraciones similares, sin embargo, la fermentacion afecté de manera heterogénea a cada
variedad, aunque todas incrementaron el contenido total de actividad antioxidante, el mayor
aumento se dio en INIAP-Tunkahuan. En la desaponificacién solo el genotipo Chimborazo

mostro menos actividad antioxidante, mientras las otras dos variedades (LPQE-4 y Tunkahuan)
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presentaron cantidades superiores (Figura 23). Al parecer tanto los procesos de fermentacion y

desaponificacion afectan de manera distinta a los genotipos de quinua.

Tabla 27

Andlisis de la varianza para la actividad antioxidante

Fuente SC Gl CM Raz6n-F  Valor-P
A:Genotipo 1224,75 2 612,374 2195,06 <0,0001**
B:Estado 4901,76 2 2450,88 8785,2  <0,0001**
C:Bloque 0,784465 2 0,392233 1,41 0,2738
INTERACCIONES
AB 4326,87 4 1081,72 3877,42 <0,0001**
RESIDUOS 4,46365 16 0,278978
TOTAL 10458,6 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia

altamente significativa (p < 0.001).

Figura 26

Efecto de la fermentacion en la cantidad de actividad antioxidante de la quinua (Factor Ay

Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una
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actividad antioxidante.
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Figura 27

Diagrama de correlacién de nutrientes, antinutrientes y compuestos funcionales de la quinua
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Nota. Diagrama de correlacion de nutrientes, antinutrientes y compuestos funcionales de la quinua,
ajustados por genotipo y estado (desaponificado y fermentado). Se utiliz6 el andlisis de correlacion de
Pearson para calcular los coeficientes de correlacion. Los colores azul y rojo indican correlaciones positivas
y negativas respectivamente y la intensidad del color y el tamafio del circulo son proporcionales a los
coeficientes de correlacion. Todos los factores analizados se expresan en las unidades descritas

anteriormente.

Como se detalla en la Figura 27, La actividad antioxidante esta correlacionada con una

mayor cantidad de compuestos fendlicos y taninos (seguramente debido a su capacidad de
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donacion de electrones), pero se asocia negativamente al porcentaje de saponinas. A su vez
los taninos y fenoles mostraron una fuerte asociacién positiva, es decir, a mayor cantidad de
fenoles la cantidad de taninos también aumenta, cabe recalcar que esta no es una relacion de
causalidad. Por el contrario, el hierro esta relacionado con una menor cantidad de saponinay el
zinc se asocié negativamente con la cantidad de inhibidores de tripsina, el aumento de la
cantidad de estos dos minerales no se correlaciono con la cantidad de &cido fitico. El acido
fitico y las saponinas también se consideran componentes bioactivos; sin embargo, no se

encontré una correlacion significativa con las actividades antioxidantes en el presente estudio.

Fenoles, flavonoides y actividad antioxidante

Estudios epidemioldgicos han informado los beneficios del consumo regular de
legumbres, pseudocereales, entre otros, como medios para la prevencién del cancer de colon,
enfermedad coronaria, diabetes y osteoporosis. Tales beneficios estan influenciados por los
aminodcidos, las vitaminas, los péptidos bioactivos y los compuestos fendélicos (Pasquale et al.,
2020; Yadav et al., 2018; Zalles & de Lucca, 2006). En la quinua los fenoles son los
fitoquimicos no nutritivos y antioxidantes mas estudiados (Melini & Melini, 2021). Los brotes de
quinua y sus semillas se pueden utilizar como alimento, en parte debido a su alto contenido de
antioxidantes, fenoles totales y antocianinas (Pasko et al., 2009). Los estudios recientes se han
centrado en los compuestos bioactivos hidrofilicos, como los acidos fendlicos, los flavonoides y
la actividad antioxidante de la quinua, pruebas in vitro han resaltado el potencial de la quinua
en la salud, sin embargo, las pruebas in vivo en modelos animales y humanos aln son escasas
(Isam et al., 2021; Lazarte et al., 2015; Pellegrini et al., 2018; Repo-Carrasco-Valencia et al.,

2010).

La cantidad de compuestos fenélicos encontrados para la quinua son similares a los
reportados para el arroz y el maiz y superiores a los del trigo y cebada (Asao & Watanabe,

2010; Repo-Carrasco-Valencia et al., 2010). Hur et al., (2018) han informado de
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concentraciones en quinua de 1,4 mg de &cido gélico (GAE)/ 100 g para los compuestos
fendlicos y de 13 mg de quercetina equivalente (QE)/ 100 g para los flavonoides. En este
estudio se han encontrado valores superiores a los reportados anteriormente, sin embargo, la
gran variabilidad en el perfil de los fenoles se atribuye a factores como la genética, las
condiciones de cultivo, la molienda, la coccion, el procesamiento posterior a la cosecha y
también los procedimientos analiticos para la extraccion fendlica (Koch, 2019; Paz et al., 2020).
Factores que podrian explicar las diferencias encontradas entre la cantidad de fenoles y
flavonoides encontradas entre los genotipos, de los cuales INIAP-Tunkahuan y la variedad
Chimborazo tuvieron los valores més altos en CF y flavonoides respectivamente (Figura 292 y

309).

La cantidad de compuestos fendlicos fue similar en el estado amargo y dulce
(desaponificado) de las quinuas (Figura 24®), sin embargo, el porcentaje de flavonoides se vio
notoriamente reducido en la variedad Chimborazo y en menor medida la variedad Tunkahuan
(Figura 23). Probablemente la disminucion observada se deba a que, en la quinua estos
compuestos se encuentran en gran media como ésteres insolubles en las paredes celulares
vegetales, formando complejos con proteinas y polisacaridos, y el lavado y la manipulacion
disminuya su contenido (Xiao et al., 2014). Contrariamente la linea LPQE-4 aumento
ligeramente el contenido de flavonoides, posiblemente en este genotipo los flavonoides se
liberaron durante el secado (tratamiento térmico), el cual se correlacioné con el aumento en la
actividad antioxidante. La elevada pérdida de humedad en este genotipo durante el proceso de

secado también pudo ser un factor de influencia (Filho et al., 2017).

La fermentacion se puede utilizar para elevar la cantidad de compuestos fendlicos, el
uso de granos y harinas de quinua fermentadas ha permitido obtener pasta, pan y yogurt mas
ricos en CF los cuales poseen mayor capacidad antioxidante (Carciochi et al., 2016; Karovicona

et al., 2020; Lorusso et al., 2017). Hur et al., (2018) fermentaron la quinua con Rhizopus
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oligosporus y obtuvieron cantidades superiores tanto de flavonoides (1,9 mg QE/ 100 g) como
fenoles (8 mg GAE/ 100 g), Resultados similares fueron informados por Toor et al., (2021)
quien encontré que en soja los compuestos fendlicos se incrementan hasta un 482% (870 mg/
100 g GAE) y en garbanzos 52% (324 mg/ 100 g GAE), mientras que los flavonoides

aumentaron 1140 (mg/ 100 g QE) y 3310 (mg/ 100 g QE) respectivamente.

En los granos principalmente, los compuestos fendlicos se encuentran conjugados
como esteres insolubles con proteinas, acidos grasos o azucares (Xiao et al., 2015). Durante la
fermentacion estos compuestos se convierten en sus formas libres, por medio de la actividad
de las enzimas (reductasa, B-glucosidasa, descarboxilasas, 3-glucuronidasa, xilanasa,
hidrolasa y esterasas), ruptura de los enlaces con los componentes de la pared celular del
grano y los procesos metabdlicos de los microorganismos fermentadore, los cuales ademas
hidrolizan los enlaces glucosidicos y producen compuestos fendélicos unidos y formas de
aglicona de mayor bioaccesibilidad y mayor capacidad antioxidante (Adebo & Medina-Meza,

2020; Huynh et al., 2014; McCue & Shetty, 2003; F. Melini & Melini, 2021).

En este estudio la variedad Tunkahuan fermentada y Chimborazo fermentada (Figura
23) fueron las variedades con mayor contenido de fenoles y flavonoides respectivamente. El
aumento del contenido de flavonoides, asi como los compuestos fendlicos es de influencia en
la eliminacion de radicales DPPH, y una mayor actividad antioxidante en la quinua fermentada
(Hur et al., 2018; Kaur & Kapoor, 2002). Los compuestos fendlicos se correlacionan
positivamente con las propiedades antioxidantes (Figura 27) debido a su capacidad de
donacion de electrones (Toor et al., 2021). Hur et al., (2018) al encontrar propiedades
antioxidantes en la quinua fermentada, decidieron también evaluar la actividad antiinflamatoria,
encontrando inhibicién del éxido nitrico, y Kim et al., (1999) report6 inhibicién de las células
RAW264.7 y disminucion de la expresion de la enzima INOS, Llegando a la conclusién de que

el aumento del efecto antiinflamatorio de la quinua fermentada en comparacién con la quinua
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regular se debe al aumento del contenido de fenol y flavonoides. Xiao et al., (2014) menciona
gue el contenido elevado de acido clorogénico en los garbanzos fermentados era el principal
contribuyente de la elevada actividad antioxidante producida. El efecto antioxidante de la
guinua es mayor que el encontrado en granos integrales como: mijo, trigo, arroz, amaranto y
cebada, ademas también se ha encontrado mayor actividad inhibidora de la enzima

convertidora de angiotensina (23,3%) en quinua (Asao & Watanabe, 2010; Pasko et al., 2009).

La influencia de los fenoles y flavonoides se vieron reflejados en la disminucion de la
actividad antioxidante en la variedad Chimborazo, la cual sufrié pérdidas tanto de CF como de
flavonoides. Sin embargo, el aumento considerable de actividad antioxidante observado en los
genotipos Tunkahuan y LPQE4 (Figura 23), sugiere que los fenoles y flavonoides no parecen
ser los Unicos compuestos antioxidantes presentes en la quinua Nsimba et al., (2008) encontré
resultados similares, y menciona que la mayor actividad antioxidante en las semillas puede
provenir de compuestos no fendlicos como el &cido ascérbico, esteroles, carotenoides, acido

fitico, saponinas, tocoferoles, ecdisteroides, entre otros.

Otros autores como Abu-Salem et al., (2014) han informado reducciones en los CF tras
la fermentacién, segun Melini & Melini, (2021) el efecto positivo o negativo generalmente esta
asociado a la cepa microbiana utilizada, asi como a las condiciones de tiempo y temperatura
aplicadas, también puede ocurrir que otras moléculas de fenoles presentes en la matriz
alimentaria, sean degradadas por las enzimas microbianas de la fermentacién (Dimidi et al.,

2019; Gan et al., 2017; Hur et al., 2014; Terefe, 2016).

Producto de la fermentacion se han identificado derivados de acidos hidroxicinamico e
hidroxibenzoico asi como flavonoides en la quinua, entre los derivados del acido
hidroxibenzoico, se identificaron principalmente acido vinilico, acidos gélico y acido
protocatecuico, mientras que entre los derivados del &cido hidroxicinAmico, se encontraron

ferdlico, acidos cafeico, p-cumarico y clorogénico. En tanto a los flavonoides se identificaron
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mayoritariamente la catequina, la quercetina y el kaempferol, lo que prueba la presencia de CF
tras la fermentacion, sin embargo, el aumento o disminucion de los compuestos segun los
autores depende de la duracion de la FES (Melini & Melini, 2021). Siendo entonces este un

factor de importancia.

Carotenoides

Los carotenoides se expresan en la tabla 25 como ug/100g, se observé diferencias
altamente significativas entre los factores de estudio genotipos (p-valor 0,0001) y estado (p-
valor 0,0001) asi como entres sus interacciones (p-valor 0,0001), no hubo diferencias entre los

bloques (p-valor 0,065), En la tabla 28 se presenta el analisis estadistico ANOVA

Tabla 28

Andlisis de la varianza para los carotenoides

Fuente SC Gl CM Razén-F  Valor-P
A:Genotipo 352,221 2 176,11 99,74 <0,0001**
B:Estado 163,581 2 81,7903 46,32 <0,0001**
C:Bloque 0,875591 2 0,437795 0,25 0,7834
INTERACCIONES
AB 264,365 4 66,0913 37,43 <0,0001**
RESIDUOS 28,2522 16 1,76576
TOTAL 809,294 26

Nota. Los valores p con (*) representan diferencia significativa (p < 0.05), los valores con (**) diferencia

altamente significativa (p < 0.001).

Los carotenoides durante los procesos de fermentado y desaponificado, se vieron
afectados de manera distinta, el estado dulce fue el que presento las cantidades mas altas de
carotenoides (Figura 28°), mientras que entre variedades los INIAP-Tunkahuan presento las
concentraciones mas bajas de carotenoides y los genotipos Chimborazo y LPQE-4

concentraciones superiores y similares entre si (Figura 28%), la cantidad de carotenoides



durante la fermentacion disminuy6. Unicamente en el genotipo Tunkahuan se observo el

mecanismo inverso (Figura 23).

Figura 28

Efecto de la fermentacion en la cantidad de carotenoides de la quinua (Factor A y Factor B)
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Nota. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una

misma letra (p < 0.05). Grupos ordenados decrecientemente.

La quinua es rica en micronutrientes como vitaminas y minerales (a-caroteno y niacina),

contiene sustancialmente mas riboflavina (B2), a-tocoferol (vitamina E) y caroteno que los

cereales (arroz, cebada y trigo) (Agranoff, 1999; Koziol, 1992; Ruales & Nair, 1994; Vega-

Gélvez et al., 2010). En las plantas los carotenoides protegen la clorofila del dafio fotoinducido

pero en el cuerpo humano pueden ser transformados en vitaminas razén por la se denominan

“provitaminas”, algunos carotenoides estan relacionados con la actividad de la vitamina A,

También pueden ser contribuyentes de la actividad antioxidante y reducir el riesgo de

enfermedades cronicas relacionadas con el estrés oxidativo (Institute of Medicine; Food and

Nutrition Board, 2000; Nsimba et al., 2008). La ingesta recomendada de carotenoides es de 9 a

13mg/dia (De la Rosa et al., 2009).
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Las cantidades totales de carotenoides de las semillas de quinua varian segun el color
de la semilla y la estructura genética, en este estudio la variedad Tunkahuan (9,25 ug/100g) y
Chimborazo (8,19 ug/100g) presentaron cantidades inferiores de carotenoides que la linea
LPQE-4 (14,13 ug/100g). En otros estudios se determiné para las semillas de quinua blanca,
roja y negra cantidades de 11.87, 14.97 y 17.71 ug/g de carotenoide total, respectivamente
(Tang et al., 2015; Zevallos et al., 2014). En las hojas de quinua también se han encontrado

carotenoides en cantidades de entre 4,3y 19,5 pg/g (Sharma et al., 2012).

Durante el proceso de eliminacion de saponinas y fermentacion de tres variedades de
chocho fermentadas con R.oligosporus se evidencié disminucién (186,21 ug/ 100g) y aumento
(545,36 pg/ 1009g) respectivamente en el contenido de carotenoides. En quinua no se
encontraron estudios similares, observandose un mecanismo diferente al descrito para el
chocho, el proceso de eliminacion de las saponinas, aumenté el contenido de carotenoides
mientras que la fermentacién lo disminuy0, posiblemente esto se deba a que R.oligosporus en
la quinua utilice a los carotenoides como fuente de energia. El estado desaponificado de la
Chimborazo fue la quinua con mayor contenido de carotenoides, las otras variedades
presentaron concentraciones menores que 17 (ug/100g). Los efectos in vivo de los compuestos
bioactivos de la quinua son escasos y, por lo tanto, se requieren, mayor investigacion, el uso de
modelos animales y ensayos en humanos aportaria informacion sobre la efectividad del
procesamiento de la quinua y la cantidad de carotenoides (Isam et al., 2021). Por su parte Nout
& Kiers, (2005) atribuyen los efectos hipocolesterémicos del tempe a la proteina, fibra,
sitosterol, isoflavonas, calcio, lecitina, niacina, acidos grasos insaturados y carotenoides, pese

a que estos Ultimos se encuentren en menor medida.
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Capitulo V: Conclusiones

La quinua es un grano andino considerado como cultivo promisorio para la humanidad,
la cantidad de proteinas, ceniza, fibra, grasa, fenoles, flavonoides, actividad antioxidante, hierro
y zinc determinados para los tres genotipos de quinua estudiados (Chimborazo, INIAP-
Tunkahua y LPQE-4), los cuales en su mayoria fueron superiores al de los cereales y las
propiedades funcionales que se correlacionaron positivamente con la actividad antioxidante y

los fenoles, destacan su alto valor nutritivo.

En contraste, la cantidad de antinutrientes que pueden afectar la biodisponibilidad y
absorcion de los nutrientes, entre los cuales destacan las saponinas, lograron disminuir
considerablemente tras el proceso de lavado y desaponificado, la cantidad de saponinas
disminuy6 entre 82%-84%, los inhibidores de tripsina 1,5%; 32,9%; 32,4%, y los taninos 20,2%;
5,3% y 56,8%, para los genotipos Chimborazo, Tunkahuan y linea LPQE-4 respectivamente. El
acido fitico y la actividad de la ureasa no mostraron diferencias significativas por efecto de la
desaponificacion y fermentacion. A pesar de la relativa efectividad del proceso para eliminar
antinutrientes, la desaponificacion redujo la cantidad de nutrientes, fenoles, flavonoides,

actividad antioxidante, carotenoides, hierro y zinc en algunos genotipos.

La fermentacion soélida con R.oligosporus tuvo un efecto significativo en los parametros
nutricionales, de antinutrientes y funcionales en los granos de quinua, el contenido total de
fibra, ceniza, proteina, taninos, fenoles, flavonoides y actividad antioxidante mejoré después de
la fermentaciéon mientras el contenido de humedad, saponinas e inhibidores de tripsina
disminuy0, lo que en consecuencia ayudé a mejorar el contenido de los nutrientes y minerales,
encontrando mayor cantidad de hierro y zinc. A diferencia de los otros antinutrientes los taninos
presentaron un aumento considerable, pero por sus propiedades benéficas, dicho aumento no
necesariamente debe considerarse negativo. No se observaron cambios en los fitatos, y para el

porcentaje de grasa y carotenoides los resultados fueron variables, mientras INIAP-Tunkahuan
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y LPQE-4 aumentaron el contenido de extracto etéreo, el genotipo Chimborazo se redujo. En
los carotenoides mientras INIAP-Tunkahuan aumento, los genotipos Chimborazo y LPQE-4
disminuyeron. Los hallazgos heterogéneos encontrados en el comportamiento de la
fermentacion con los distintos genotipos y los parametros estudiados parecen estar
influenciados por la variedad, parametros de la fermentacion, entre otros, por tanto, la cinética 'y

el mecanismo de la FES en quinua aun requieren mayor estudio.

En definitiva, la quinua es un alimento de alto valor nutricional y la FES un proceso
efectivo de tratamiento, pues condujo a una composicién nutricional y funcional superior, los
compuestos minerales, acidos grasos y antioxidantes ratifican la gran importancia de este
grano como fuerte aporte antioxidante, ademas la disminucion de los compuestos
antinutricionales como saponinas e inhibidores de tripsina, cuya disminucién ayuda aumentar la
biodisponibilidad de nutrientes, constituyen al grano fermentado como un alimento promisorio

saludable y valioso.
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Capitulo vi: Recomendaciones

La informacién sobre el mecanismo de la fermentacién en estado sélido de la quinua es
minima, por lo que conocer los mecanismos inmersos en la fermentacién contribuirian para
establecer y conocer los principios que generan los cambios en las propiedades nutricionales,
funcionales y de antinutrientes, por lo que se recomienda, profundizar la investigacion en este

campo.

La eliminacién de antinutrientes puede generarse por distintos métodos, sin embargo,
muchos de ellos pueden contribuir a eliminar componentes nutricionales durante el proceso, el
uso de la FES podria ser un buen método para disminuir antinutrientes y a la vez aumentar los

compuestos funcionales.

Los datos sobre los efectos in vivo de los compuestos bioactivos de la quinua también
sSOn escasos, seria interesante probar biolégicamente el efecto funcional y antioxidante
encontrado tras la fermentacion, pues con modelos in vivo muchas veces no se observan los

mismos resultados debido a que hay muchos factores de influencia.

Debido al alto valor biolégico determinado para la quinua en este estudio e
innumerables investigaciones cientificas, se recomienda promover la produccion y el consumo
de la quinua sobre todo en los paises en desarrollo, ya que aportaria a potenciar la seguridad

alimentaria.

La quinua fermentada, puede ser considerada como una fuente para el desarrollo de

productos.

Las futuras investigaciones también pueden dirigirse a la basqueda de nuevos
microorganismos, como bacterias y levaduras para realizar el proceso de fermentacion pues

R.oligosporus no es el Unico hongo reportado para la FES.
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