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Resumen

El zinc es un microelemento disponible en su forma mineral, es importante para varios procesos
metabdlicos del organismo, ya que interfiere principalmente en el crecimiento, desarrollo
cognitivo y sistema inmunolégico del individuo a lo largo de su vida en Latinoamérica la falta de
este micronutriente muchas veces es afectada por la inaccesibilidad econémica de las familias,
y una de las técnicas que muchos gobiernos esta aplicando para evitar este problema es la bio
fortificacion de alimentos, por la relacion costo beneficio. En el presente proyecto se evalud cinco
concentraciones de zinc (0, 25, 50, 75, 100 umol. L") aplicados a germinados de arveja (Pisum
sativum) liofilizandolos y afiadidos a una bebida a base de suero de leche. La metodologia se la
realizo en dos fases, Fase 1: Germinacion de semillas de arveja (Pisum sativum) bio fortificadas
con zinc y la Fase 2: Preparacién de bebida a base de suero de leche con alverja liofilizada y
biofortificada con zinc. Los resultados obtenidos justificaron que implementar sulfato de zinc en
la etapa de germinacién aumenta los parametros fisiolégicos del germinado, ademas de obtener
una bebida agradable para los sentidos y biofortificada, el tratamiento con mejor resultado fue de
75 umol. L' con 2.19 mg. L' de zinc disponiéndolo en mas del 50%, en comparacion al no aplicar
ningun suplemento el cual dio una disponibilidad menor al 30% con tan solo 0.57 mg. L' de zinc

del total en la bebida.

Palabras clave: ARVEJA, BIOFORTIFICACION, GERMINACION, SUERO DE LECHE.
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Abstract

Zinc is a microelement available in its mineral form, it is important for several metabolic processes
of the organism, since it interferes mainly in the growth, cognitive development and immune
system of the individual throughout his life in Latin America the lack of this micronutrient is often
affected by the economic inaccessibility of the families, and one of the techniques that many
governments are applying to avoid this problem is the biofortification of foods, due to the cost-
benefit relation. In the present project, five concentrations of zinc (0, 25, 50, 75, 100 ymol. L-1)
applied to pea sprouts (Pisum sativum) were evaluated by freeze-drying them and adding them
to a whey-based beverage. The methodology was carried out in two phases, Phase 1:
Germination of pea seeds (Pisum sativum) biofortified with zinc and Phase 2: Preparation of a
whey-based beverage with freeze-dried peas biofortified with zinc. The results obtained justified
that implementing zinc sulfate in the germination stage increases the physiological parameters of
the sprout, in addition to obtaining a beverage that is pleasant to the senses and biofortified, the
treatment with the best result was 75 pymol. L-1 with 2.19 mg. L-1 of zinc available in more than
50%, compared to no supplementation, which gave an availability of less than 30% with only 0.57

mg. L-1 of total zinc in the beverage.

Keywords: PEAS, BIOFORTIFICATION, DRINK, GERMINATION, WHEY.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

Los germinados son conocidos desde la antigliedad por diferentes culturas, ya que se
caracterizan por su alto valor nutritivo y medicinal, debido a su gran contenido de vitaminas,
fibra, minerales, enzimas y otras propiedades que los hacen llamativos para una adecuada
dieta (Arrieta, 2021).

La produccién de germinados para consumo humano, ha ganado popularidad en los
ultimos afios, junto con el interés de las personas por consumir alimentos mas saludables (Gan
et al., 2017). Los germinados son caracterizados por un alto contenido de moléculas bioactivas
como taninos, lignanos, indoles etc. Ademas, tiene una produccion natural, rapida y sencilla
(Dal Bosco, 2015; Di Gioia, 2023).

La germinacién permite que los nutrientes de los granos estén mas disponibles a la hora
de la digestion en el cuerpo humano, ya que las enzimas amilasa y maltasa activadas
convierten el almidén del grano en azucar (Torres, 2017). Los brotes de Pisum sativum pueden
seguir aumentando el contenido de antioxidantes obteniendo un producto dulce y agradable a
los sentidos, ademas de constituir a un alimento que promueve la salud (Moguel et al., 2022).

Adicional a los beneficios nutricionales que presentan los germinados, existen diversos
trabajos, que demuestran que se pueden incrementar el contenido de microelementos como el
Zn llegando a fortificarse (Lopez, 2023; Salvatierra, 2022). Segun el Codex Alimentarius, el
enriquecimiento o fortificacion de alimentos es: “La adicion de uno o mas nutrientes esenciales
a un alimento para prevenir o corregir una deficiencia aparente de uno o més nutrientes en una
poblacion especifica”. Esta es una estrategia para prevenir y manejar las deficiencias de
vitaminas y minerales (Food and Agriculture Organization [FAO] y World health organization

[WHO], 2005).
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Uno de los oligoelementos mas importantes y con mas deficiencia en la poblacion
latinoamericana es el zinc, para el afio 2012 Ecuador alcanzé el 27,5% de deficiencia de zinc,
situacion que no ha mejorado desde el afio de 1988. La ingesta inadecuada de zinc puede
causar diversas afecciones en la salud, como la baja talla y alteraciones en el desarrollo
cognitivo, problemas cardiovasculares (Begum et al., 2022).

En la actualidad, el mercado alimenticio no se centra en un producto nutritivo especifico
para los consumidores sino también en lo amigable con el medio ambiente. Los efectos de la
pandemia del COVID- 19 han cambiado los habitos de los consumidores y muchos aseguran
haber cambiado en sus decisiones de compra por alimentos més saludables y méas sensibles al
medio ambiente (Herndndez, 2021). Por esta razén, el mercado del consumo ecoldgico, ha
crecido mas del 17% en ese Ultimo afio (Tambo, 2021).

La region 1 del Ecuador constituida principalmente por Carchi, Imbabura y Esmeraldas
tienen como actividad laboral la produccion agricola y pecuaria, la mayor parte de la poblacion
de esta zona se dedica principalmente a la produccién y comercializacién de leche (Pais et al.,
2017).

De acuerdo con Pais et al. (2017) la provincia del Carchi forja una importante
produccion de mas o menos US$ 3.5 millones en procesamiento de lacteos, y uno de los
derivados méas consumidos después de la leche es el queso, generando como residuo el suero
de leche. Garcia (2022) menciona que en la economia ecuatoriana la industria lechera es una
gran fuente de ingresos y que su principal producto de desecho es el lactosuero, considerado
actualmente un fuerte contaminante ambiental. La carga de materia organica que contiene el
suero de leche permite la reproduccion de microorganismos produciendo cambios significativos
en el ecosistema. Ademas, en un gran desperdicio nutricional y econémico para productores

lecheros ya que el 90% del volumen de la leche es lactosuero y contiene aproximadamente el
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55% de sus nutrientes, entre ellos vitaminas, aminoacidos y acido orético, que es
imprescindible para la absorcién de ciertos minerales (Camacho, 2011).
Justificacién

El suero de leche es un residuo liquido que se obtiene por la fabricacién de queso o
durante la coagulacion del proceso de caseina de la leche, este subproducto lamentablemente
es muy poco aprovechado, y solo por las grandes empresas que tienen la capacidad industrial
de poder procesarlos y transformarlos en diferentes productos como es la leche en polvo,
confiteria e incluso productos farmacéuticos. Estos son procesos que familias rurales
dedicadas a este campo laboral no tienen acceso, y simplemente lo desechan sin ningun tipo
de tratamiento.

Por otro lado, el suero de leche posee muchas propiedades nutricionales de la leche
original contando con el 95% de lactosa (azUcar de la leche), el 25% de las proteinas y el 8%
de la materia grasa (Mazorra y Moreno, 2019).

Varios estudios proponen una alternativa de una bebida hidratante a partir de suero de
leche de las industrias lacteas aprovechando la composicidn nutricional del filtrado de suero de
leche que se pueda implementar en una dieta rica en proteinas y minerales (Choez, 2010;
Garcia, 2022).

La intervencion nutricional en la poblacién es un pilar fundamental en la salud, tanto
para la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, cognitivas y de
crecimiento (Romero et al., 2019). Una de las alternativas modernas que ha revolucionado el
mercado son los germinados de leguminosas que brindan un alto aporte de proteinas de origen
vegetal, son ricas en aminoacidos esenciales, vitaminas, minerales y fibra. ademas, son faciles
de preparar y amigables con el medio ambiente.

Para aprovechar el alto contenido de nutrientes (especialmente los minerales y

proteina), ofertando una solucién a la inaccesibilidad de familias de escasos recursos y al
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mismo tiempo minimizar el impacto ambiental producido por las industrias lacteas, se plantea la
obtencion de una bebida a partir del lactosuero y germinados de arveja (Pisum sativum)
fortificados con diferentes concentraciones de zinc (0, 25, 50, 75, 100 pmol. L-1).
Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de germinados de arveja (Pisum sativum) al suero de
leche para obtener una bebida bio fortificada con zinc.
Objetivos especificos

Obtener el germinado de arveja fortificada mediante la impregnacion de zinc (0, 25, 50,
75, 100 umol. L-1) en la semilla para su aplicacion tecnoldgica.

Liofilizar y pulverizar los germinados para elaborar una bebida fortificada.

Determinar la vida Gtil del producto mediante pruebas de estanteria y evaluacion
organoléptica.

Determinar la cantidad de zinc residual en el producto terminado (equipo de absorcion
atémica).
Hipotesis

Ho: El suero de leche enriquecido con germinados fortificados de arveja (Pisum
sativum) con (0, 25, 50, 75, 100 pumol. L-1) de zinc no aumenta la cantidad de zinc residual,
tiempo de vida util ni la aceptacion del producto final.

Hi: El suero de leche enriquecido con germinados fortificados de arveja (Pisum sativum)
con (0, 25, 50, 75, 100 pumol. L-1) de zinc no aumenta al menos una de las variables a evaluar

en el producto final.
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CAPITULO I
REVISION BIBLIOGRAFICA
Germinados o brotes

La germinacion es el proceso por el cual el embridon comienza a crecer después de un
periodo de reposo. Este fendmeno ocurre cuando la semilla se coloca en un ambiente
favorable bajo ciertas condiciones, como suficiente agua, oxigeno y temperatura adecuada
para que el agua se difunda a través de la cubierta y llegue al embrién (Marton et al., 2010;
Pérez y Zapata, 2015).

En condiciones de laboratorio, la ruptura de la cubierta seminal por parte de la raiz es el
hecho que se utiliza para considerar que se ha producido la germinacién, esto hablando en
términos fisiolégicos. Sin embargo, en condiciones de campo, la germinacion no se considera
completa si no hasta que aparecen y se desarrollan plantulas normales con vista de los
primeros cotiledones (Pita y Pérez, 1998).

Historia de los germinados

El consumo de germinados data desde los afios 3000 antes de Cristo, en China se
empez6 a utilizar los germinados para aliviar dolencias y enfermedades, los mas comunes
utilizados fueron los brotes de soja y frijol, pasaron de ser usados con fines medicinales a ser
parte de la dieta (Salvatierra, 2022).

Segun Hipécrates “padre de la medicina antigua en Grecia”, la salud esta representada
en una frase: “Que tu alimento sea tu medicina; que tu medicina sea tu alimento” que es la
base de la catedra de los germinados y la nutricion viva en la actualidad (Arrieta, 2021).

En el siglo XVIII se atribuy6 a la bebida fermentada de brotes de soja un protector
contra el escorbuto, enfermedad que acabd con tripulaciones enteras antes de conocer las

propiedades de la bebida medicinal (Vazquez, 2020).

20



Los brotes se hicieron populares durante la Segunda Guerra Mundial y se convirtieron
en un elemento bésico de la dieta estadounidense que se hicieron proclamas para ensefiar a
las personas como cultivarlos y tener reservas alimentarias (Vazquez, 2020).

En la actualidad, el consumo de germinados ha regresado con mas fuerza gracias a la
popularizacién del veganismo, ya que cada vez son mas las personas que se preocupan por su
salud alimenticia, bienestar de los animales, cambio climatico, y los procesos de fabricaciéon de
los alimentos, dando a los germinados una apertura a la comercializacién de nuevos productos,
ya que estan en la capacidad para enfrentar el desorden alimenticio y lograr dietas sanas y
equilibradas gracias al contenido de sus nutrientes.

Fases de los germinados

Segun Eras y Eras (2022), la germinacién se puede sintetizar en tres fases: Hidratacion,
Germinacién y Crecimiento

o Fase de Hidratacién: Durante esta fase, los tejidos que componen la semilla absorben
aguay se asocia a un aumento de la actividad respiratoria. La duracién de la hidratacién
depende de la especie, ya que cuando se hidratan los tejidos que forman el embrién se
activa un proceso metabdlico que es esencial para que se lleve a cabo la siguiente fase.

e Fase de Germinacion: Esta fase corresponde a transformaciones metabolicas que van
a dar paso a la fase de crecimiento, que es la etapa de desarrollo de las plantulas, en la
gue la absorcion de agua de la semilla disminuye y el consumo de oxigeno se
estabiliza.

e Fase de Crecimiento: Esta es la ultima fase del proceso y se presentan cambios
morfoldgicos visibles en la semilla, esta fase se caracteriza por el incremento constante
de absorcion de agua y la actividad respiratoria, los procesos son reversibles hasta la
segunda fase de germinacion, a partir de la fase de crecimiento se lleva a cabo una

situacion fisiologica reversible, esto quiere decir que una semilla que pase la fase de
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germinacion tiene dos posibilidades, la primera sera pasar a la fase de crecimiento y dar

lugar a una plantula o la segunda perder su fuerza y morir.
Riesgos microbioldgicos de los germinados

Chirtel et al. (2007) quien cito a la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos [FDA] informé que entre 1999 y 2005, el 40% de las enfermedades transmitidas por los
alimentos estaban relacionadas con semillas germinadas.

El microbiota caracteristico de los granos germinados muchas veces puede contener
bacterias patégenas, como por ejemplo Salmonella, Listeria Monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila y Escherichia coli (Cava et al., 2009).

Existen varias fuentes de contaminacion en la produccion de germinados, comenzando
con una mala manipulacién de los agricultores hacia la semilla, e incluso la irrigacién con una
fuente inadecuada de agua pueden dafiar la estructura de la semilla y hacerla mas susceptible
a la contaminacion.

Otro factor a tomar en cuenta es que las principales condiciones para que se produzca
la germinacion son temperatura y humedad, mismas condiciones que necesitan algunos
hongos saprofitos para su activacion por ejemplo Aspergillus o Penicillium que generan
micotoxinas perjudiciales para los consumidores.

Control de calidad de los germinados

Los componentes de la calidad de la semilla incluyen aspectos genéticos, fisicos,
fisiologicos e incluso microbiologicos (Velazquez, 2014). Estos factores pueden ser alterados
de una u otra forma al momento del transporte, almacenamiento, procesamiento e inclusive en
la produccion.

Generalidades de Arveja (Pisum sativum)
La arveja (Pisum sativum) es conocida con varios nombres dependiendo de su

localidad: alverja, arveja, alverjita, chicharo, guisante y en inglés como pea (Ugés, 2000).
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Fernandez (1922) menciona que la arveja (Pisum sativum) es una planta herbacea e

importante leguminosa nutritiva, resistente a las heladas y de estacion fria que se cultiva

ampliamente en todo el mundo, es un alimento muy nutritivo, con alto contenido de proteinas,

aminodacidos, azucares, hidratos de carbono, vitaminas Ay C, calcio y fésforo, ademas de tener

una pequefia cantidad de hierro.

En grano seco es altamente digestible llegando al 95% de digestibilidad, con 20% de

proteinas digestibles y con varios componentes nutricionales (Tabla 1) (Fernandez, 1922).

Taxonomia

De acuerdo a Lopez (1993) la arveja (Pisum sativum) se clasifica en la familia

Fabaceae, subfamilia Faboideae, género Pisum y especie sativum.

Morfologia

Raiz: Kehr (2018) sefala que el sistema radicular tiene poco desarrollo, aunque la raiz
principal puede alcanzar entre los 80 y 100 cm.

Tallo: Fernandez (1922) afirma los tallos son débiles, huecos, trepadores y rastreros en
las que pueden ser del tipo enanos que estan entre los 15 a 90 cm, medios 90 150 cm y
altos de 150 a 200 cm de altura.

Hoja: Las hojas de este cultivo son compuestas, normalmente entre 1-3 pares de
foliolos de forma ovalada. El color de las hojas verde, y alagunas son jaspeadas
(Escalante, 2019).

Flor: Los botones florales crecen encerrados por las hojas superiores, presentando
cinco sépalos totalmente unidos que encierran el resto de la flor. Tienen fecundacién
autégama (Valdez, 2017).

Fruto y Semilla: Las semillas pueden ser rugosas o lisas, y de forma esférica o cubica.

El color también puede variar entre crema, verde o negro, y tienen una capacidad
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germinativa de tres afios, mientras que el fruto es en legumbre alargada que puede
contener entre 4 y 12 semillas (Proafio, 2021).
Figura 1

Pisum sativum

Nota. La figura muestra el crecimiento ciclico de una
planta de arveja (Pisum sativum). Recuperado de
(Falya, 2019).

Composicién nutricional de los germinados de arveja

Una de las ventajas de la germinacion de nuestras semillas es que posibilita y facilita la
absorcion de nutrientes (de la propia semilla) ya que reduce la presencia de anti nutrientes,
como las lectinas o el acido fitico. Estas sustancias presentes principalmente en leguminosas y
cereales disminuyendo minerales y otros nutrientes, estos desapareceran en gran medida

cuando permitimos que la semilla (Caceres, 2015).
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Los germinados pueden llegar a tener hasta un 40% mas de nutrientes que la futura
planta. Incluso las proteinas de la semilla en cuestion son de mejor valor biolégico cuando
estan germinadas (Tabla 1) (Bravo et al., 2013; Caceres, 2015).

Tabla 1

Composicién quimica y nutritiva de la arveja

COMPONENTES GRANO VERDE GRANO SECO
Agua 78% 10.64%
Proteinas 6.3g. 24.6%
Lipidos 0.4q. 1%
Hidratos de carbono 14.49. 62%
Fibra 29. 4.49
Cenizas 0.9¢. 2.79
Vitamina A 640 Ul -
Vitamina B1 o Tiamina 0.35mg. -
Vitamina B2 o Riboflavina 0.14mg. -
Vitamina B3 o Niacina 2.9mg. -
Vitamina C O Ac. Ascorbico 27mg. -
Calcio 26mg. 0.0848%
Potasio 316mg. 0.903%
Fosforo 116mg. 0.4%
Sodio 20mg. 0.104%
Hierro 116mg. 0.0006%
Valor energético 84mg. 3.57cal

Nota. Descripcién de valores nutritivos en 100g de arveja en grano verde y grano
seco. Adaptado de (Joshi et al., 2017; Quispe, 2018; Sangronis y Machado,
2007; Valdez, 2017).

Deficiencia de minerales en la poblacién

A diferencia de paises industrializados, la principal consecuencia de paises en vias de
desarrollo que afecta a la poblacién sudamericana es una alta mortalidad, especialmente
causada por malas practicas de nutricion (calidad y cantidad), como por ejemplo la inadecuad

lactancia materna conjuntamente con la alimentacion complementaria de la madre 6 meses

a
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antes del parto. Dentro de las causas se encuentra la pobreza. En Latino América en el afio
2002 existi6 7,4 billones de personas con menos de un délar de ingreso diario. Como
consecuencia la anemia y el retardo de crecimiento son problemas frecuentes en paises de
desarrollo, causadas por el déficit de hierro y zinc respectivamente (Grandy et al., 2010;
Rosado et al., 1995).

Fortificacion de alimentos

Es la adicion de micronutrientes a los alimentos ya procesados o que han tenido un
cambio en su estructura destinado para el consumo humando, esta estrategia ayuda al estado
nutricional interviniendo en la salud publica de cualquier pais de manera relativamente rapida y
a un costo bastante accesible (Allen et al., 2017).

Hay que tener en cuenta que para la fortificacion de cualquier alimento es necesario
tener acceso Y utilizar compuestos con buena absorcién y que no afecten las propiedades
sensoriales de los alimentos, Ademas, la fortificacién es aceptable por la sociedad ya que no
requiere cambios en las practicas dietéticas (Scrimshaw, 2005).

Tipos de fortificacion

Segun Allen et al. (2017) la fortificacion se refiere a la adicién de micronutrientes
esenciales denominados «fortificantes» en los alimentos transformados denominados
«vehiculos alimentarios», hay que distinguir cuatro formas de fortificacién:

e Fortificacién a gran escala: Son consumidos ampliamente por la poblacién general y
casi siempre es obligatoria.

e Fortificacién selectiva: Alimentacion disefiada para subgrupos especificos de la
poblacién, como complementos para nifios o raciones para poblaciones desplazadas,
puede ser obligatoria o voluntaria, esta depende de la magnitud del problema de salud

publica que se esta abordando.
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Fortificacion centrada: Permite a los fabricantes de alimentos fortificar voluntariamente
alimentos disponibles en el mercado, esta es siempre voluntaria, pero regida por limites
reglamentarios.

Fortificacion a domicilio: Realizada a nivel del hogar o de la comunidad y es
completamente voluntaria. La eleccién entre fortificacion de alimentos obligatoria o

voluntaria por lo general depende de las circunstancias nacionales.

Factores anti nutricionales

Segun Serratos et al. (2009) los factores anti nutricionales son macromoléculas que se

pueden encontrar en diferentes alimentos de origen vegetal como leguminosas, granos secos,

cereales, incluso alimentos de origen animal como leche, pescado huevos etc.

Al momento del consumo estas macromoléculas son reconocida por el sistema

inmunolégico como fuente extrafa, haciendo que los anticuerpos ataquen y las eliminen,

impidiendo asi la absorcién de los nutrientes que contenga el alimento consumido, este

proceso también es conocido como “alergias alimenticias” (Creus, 2004).

Tipos de anti nutrientes

Saponinas: Tienen propiedades toxicas por causar la destruccién de glébulos rojos o
hemolisis, estas no tienen efectos negativos en la calidad nutricional de las proteinas,
pero si puede formar complejos entre algunas cenizas que disminuyen su absorcién
intestinal (Martinez, 2016).

Lectinas: Las plantas comUunmente las usan como reservorio de proteinas, proteccion
de incestos bacterias y hongos. Las lectinas reducen la disponibilidad de
micronutrientes como zinc y hierro causando también dafios en la pared intestinal ya
gue pueden unirse a las células epiteliales del sistema digestivo y causar reacciones

toxicas cambiando la permeabilidad del intestino (Popova y Mihaylova, 2019).
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e Taninos: Capaces de formar complejos con proteinas y otras macromoléculas
reduciendo el valor nutritivo de los alimentos, ademas de dafiar la mucosa intestinal
interfiriendo con la absorcion de vitamina B12, glucosa y hierro (Martinez, 2016).
e Nitratos: Es una fuente de nitrdgeno esencial para el crecimiento de las plantas
acumuléandolo en los brotes o raices cuando esta en exceso. En el cuerpo humano, los
nitratos interfieren con la sintesis de la vitamina A y pueden alterar las funciones de
glandulas tiroideas (Panesar et al., 2007).
e Oxalatos: no es sintetizable por los seres humanos haciendo que se expulse atreves de
la orina, un alto consumo de oxalatos altera la absorcién de minerales y oligoelementos
afectando la hiperoxalurina (produccién excesiva de oxalato) dando paso a la formacion
de calculos renales de oxalato de calcio (Popova y Mihaylova, 2019).
e Acido fitico: Con alta carga negativa es capaz de modificar minerales divalentes, como
zinc, hierro, magnesio, calcio y cobre, asi como almidones, proteinas y enzimas
alteando la disponibilidad del intestino de poder absorberlos (Muzquiz et al., 2004).
Funciones fisiolégicas del acido fitico en las plantas

El &cido fitico o hexafosfato de inositol se encuentra solo en alimentos de origen vegetal
y es el principal almacén de fosforo de las semillas, que cuando las semillas brotan, el fitato se
degrada y el fosforo se libera para ser utilizado por las plantas (Sahdstré et al., 1998)

El acido fitico maodifica la absorcion del hierro y el zinc y, en menor medida, la del calcio.
Esto solo se aplica a la comida vegetal que contenga acido fitico, mas no a la absorcién de
otros nutrientes alimenticios a lo largo del dia. Sin embargo, ingerir alimentos con alto
contenido de fitatos en la mayoria de las comidas con el tiempo si que se pueden desarrollar
deficiencias en minerales. Esto rara vez es motivo de preocupacién para quienes siguen una

dieta rica en nutrientes, pero puede ser un problema importante durante periodos de carestia o
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en los paises en desarrollo donde la principal fuente de alimentos son los cereales o las
legumbres (Borelli et al., 2007).

Evitar los alimentos que contienen &cido fitico no es una opcién ya que muchos de ellos
son saludables y muy nutritivos. Ademas, en muchos paises en desarrollo, la gente necesita
legumbres y cereales como alimentos basicos. Por suerte, algunos métodos de preparacion
pueden reducir significativamente el contenido de acido fitico de los alimentos. El mas conocido
es el remojo, germinacion y fermentacién que provocan la degradacion del fitato (Sahdstra et
al., 1998).

Segun Borelli et al. (2007), la biodisponibilidad de zinc en el organismo esta
determinada por la relacion écido fitico AF/Zn en el alimento, es decir cuanto mayor sea esta
relacion, menor sera la biodisponibilidad de zinc en el organismo, ya que el zinc puede

disminuir a medida que el acido fitico sea mayor (Tabla 2).

Tabla 2

Biodisponibilidad del zinc segun la relaciobn molar en la ingesta de zinc

L . . Biodi ibili Zi
Relacion Molar (Fitato/zinc) lodisponibilidad de Zinc

(%)
>30 10
15-30 15
5-15 30
>50

<5

Nota. La biodisponibilidad del zinc basada en un factor de
disponibilidad y en la ingesta de zinc, va en un rango de 10
— 50% dependiendo de la relaciébn molar (AF: Zn) de la
dieta. Recuperado de (Borelli et al., 2007).
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Zinc y Funciones

A lo largo de los afos los micronutrientes han ido creciendo en el interés principalmente
para especialistas en nutricion y agrénomos en general (Kyrkby y Rémheld, 2007). Varias
razones se basan en la ley del minimo de Liebig en que solo uno de los elementos faltantes
puede ser el limitante critico para que otros desarrollen su proceso productivo normal.

e En plantas: Por el simple hecho de que las concentraciones de micronutrientes son
menores en comparacion con los macronutrientes, cada uno de estos grupos tiene un
rol fundamental en el crecimiento fisiolégico y metabdlico de la planta, en el caso del
zinc ayuda principalmente en la activacién de enzimas, tolerancia al estrés,
constituyente de las paredes celulares y membranas citoplasmaticas, e incluso esta
involucrado en el crecimiento reproductivo de la planta (floracion, polinizacion, y
fructificacion) (Kyrkby y R6mheld, 2007).

e En el consumo humano: el zinc en el cuerpo humando tiene distintas funciones como
son: catalitica, estructural y de regulacién. Las funciones cataliticas se activan cuando
las enzimas adecuadas entran en funcionamiento, al menos 300 enzimas involucradas
en la canalizacién necesitan zinc para su actividad metabdlica “metaloenzimas” (Prasad,
1996). Un ejemplo para la funcion estructural “metaloproteinas” es la enzima citosolica
superéxido dismutasa tipo (CuZn), donde el cobre actia como catalizador mientras el
zinc ejerce funciones estructurales, esta cominmente relacionado a uno de los
antioxidantes mas fuertes evitando el dafio a los tejidos y foliculos pilosos (Torres,
2004). Por otro lado, las células de regulacién, mantenimiento o inmunolégicas, van a
verse afectadas a medida que la disponibilidad de zinc sea limitada, esto afectaréa la
division celular y por efecto la recuperacion de tejidos del organismo disminuird (Tabla

3).
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Tabla 3

Requerimientos de zinc en diferentes edades (mg/dia)

Ingesta dietética recomendada Limites
(mg/dia) superiores
Dieta mixta o Dieta no refinada € 1aingesta
Edad Genero vegetariana basada en (mg/dia)
refinada cereales

6-11 meses M/F 4 5 6
1-3 aflos M/F 3 3 8
4-8 afios M/F 4 5 14
9-13 afos M/F 6 9 26
14-18 afios M 10 14 44
14-18 afios F 9 11 39
Embarazada F 11 15 39
Nodriza F 10 11 39
=19 afios M 13 19 40
> 19 afios F 8 9 40
Embarazada F 10 13 40
Nodriza F 9 10 40

Nota. Ingesta dietética recomendada y limites superiores de ingesta para zinc por edad,
género y tipo de dieta. Recuperado de (Lépez, 2009).

Sulfato de zinc

Es un fertilizante en polvo soluble, tiene como fuente principal el Azufre (S) y Zinc (Zn),
es bien asimilado para las plantas asi que es comunmente usado para bio fortificacion
agrondémica (Boccio y Monteiro, 2004). Segun Gibson et al. (2000) el sulfato de zinc tiene la
capacidad de cambiar niveles organolépticos de los alimentos al usar dosis elevadas.
Suero de leche o lactosuero

Es la fraccién liquida resultante de la coagulacion de leche al momento de la fabricacién
de quesos y mantequilla. Por cada 100 kg de leche para producir queso, el 90% se convierte en

suero de leche, este tiene alta cantidad de nutrientes de la leche original (Tabla 4) (Wit, 1998).
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Tabla 4

Composicién general del suero y distribucion proteica

Componente Observacion
Lactosa Posee el 95% de lactosa de leche, en una proporcién de (4.5-5 %
p-v). 46-52 g/l en lactosuero dulce y 44-46 g/l en lactosuero acido.
En una proporcion de (0.8-1 % p-v). Corresponde alrededor del
Proteina 25% dgl sugro de .Iechg (_)riginal._ Alto contenido de aminoéc.idos
(leucina, isoleucina, lisina, valina) vs proteina de referencia,
caseina proteina de soya y proteina humana.
Lipidos 0.5-0.8% de la materia grasa de la leche. 30% del total del
contenido proteico.
A- Junto con la B-Lactoglobulina tienen propiedades emulsionantes e

Lactoalbumina
B-
Lactoglobulina

Vitaminas

Minerales

interactda correctamente con el retinol y acidos grasos.
Representa aproximadamente la mitad de las proteinas totales del
lactosuero.

Tiamina 0.38mg/l; Riboflavina 1.2mg/ml; Acido nicotinico
0.85mg/ml, Acido Pantoténico 3.4 mg/ml; Piridoxina 0.42 mg/ml;
Cobalamina 0.03 mg/ml; Acido ascérbico 2.2 mg/ml
8-10% del extracto seco. Calcio (0.4-0.6 g/l en lacto suero dulce y
1.2-1.6 g/l en lactosuero acido), potasio, sodio, magnesio, fosforo.

Nota. Adaptado de (Bauman et al., 2006; Herrera, 2019; Walzem et al., 2002; Wit,

1998).

Tipos de lactosuero

Existen varios tipos de sueros, esto va a depender de como sea la eliminacion o

coagulacion de la caseina es decir el tipo de producto que se esté realizando. En cualquiera de

los dos tipos de sueros obtenidos, Liu et al. (2005) menciona que, por cada 1 kg de queso, se

originan 9 kg de lactosuero, es decir cerca del 80-90% del volumen total de la leche, ademas

contiene el 55-60% de sus nutrientes.

Lactosuero dulce: Esta basado en la coagulacién de enzimas especificamente por la

renina con un pH de 6,5 asi que es el mas empleado en la industria alimenticia (Tabla 5)

(Parra, 2009).
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e Lacto suero acido: Resulta de la adicion o fermentacion de &cidos orgénicos para

coagular la caseina, por ejemplo, en la elaboracién de quesos frescos (Jelen, 2002).
Los sueros acidos en comparacion con lactosueros dulces presentan menor contenido
de lactosa y mas de sales minerales (Veisseyre, 1988). Sin embargo, la mayor
diferencia entre los dos es la concentracion de calcio. El suero dulce casi no contiene
calcio (0,6 % a 0,7 %), ya que se almacena principalmente en la cuajada como para
caseinato de calcio, mientras que el suero acido (1,8 % a 1,9 % de calcio) forma
guelatos como lactatos calcicos (Jelen, 2002).

Tabla 5

Composicién del lactosuero dulce y acido

Componente (g/l) Lactosuero dulce Lactosuero acido
Solidos totales 63-70 63-70
Lactosa 46-52 44-46
Grasa 0-5 0-5
Proteina 6-10 6-8
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosforo 0.4-0.7 0.5-0.8
Potasio 1.4-0.7 1.4-0.6
Cloruros 2-2.2 2-2.2
Acido Lactico % 0.05 0.05

Nota. Adaptado de (Fernandez, 2016; Moran y Garcia, 2018; Sharma y
Chauhan, 2018).

Contaminacién que produce el suero de leche

La mayoria de lactosuero obtenida de industrias lecheras o incluso pequefios
productores muchas veces es destinado para alimentacion animal cuando hay la oportunidad,
cuando esta no es una opciéon muchas veces es desechada directamente a rios, lagos, arroyos
y quebradas, contaminando el agua por la alta cantidad de materia organica y su facilidad

fermentativa de microorganismos. Se han propuesto varias alternativas para mitigar este
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problema de contaminacion, uno de los mas usados es el procesamiento de alimentos
enfocados mas en la proteina animal que posee el lactosuero (Sinha et al., 2007).
Importancia del suero de leche para el consumo humano

El consumo de lactosuero en las dietas ha traido varios beneficios. Segun Cribb (2005)
menciona que el lactosuero aporta los aminoacidos esenciales para el funcionamiento del
cuerpo humando ya que son absorbidos con facilidad, ademas de que el lactosuero esta
reconocido por la OMS como alta fuente proteica. El suero de leche también regula el apetito y
estimula la movilidad intestinal ayudando a bajar de peso a personas quien lo necesiten (Guel
et al., 2018).

Bebida a base de suero de leche

Varios estudios demostraron que la utilizacién de suero de leche es una opcion viable
para la reducciéon de impacto ambiental que esta genera aparte de ser una alternativa
alimenticia para mujeres gestantes, nifios y jévenes, ya que es rico en proteinas y nutrientes
originarios de la leche (Brito et al., 2015; Garcia, 2022; Morales et al., 2016; Rodriguez et al.,
2020).

Factores influyentes en la vida util de un alimento

Los factores que afectan la vida Gtil de un producto alimenticio incluyen el tipo de
materia prima, la composicidn del producto, el proceso utilizado en la elaboracion de dicho
producto, las condiciones higiénicas del proceso, el empaque, almacenamiento y distribucion,
asi como los habitos de consumo (Carrillo y Reyes, 2013).

Algunas de las formas en las que se puede determinar la vida Util de un producto es la
coloracion a través del tiempo, grados de azlcar, degustaciones, e inclusive el pH, ya que los
microrganismos son capaces de crecer en ambientes con diferente pH, razén por la que
pueden encontrar en un alimento condiciones favorables para su desarrollo y descomponerlo o

usarlo como vehiculo para causar enfermedad en el consumidor (Carrillo y Reyes, 2013).
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Liofilizador

La liofilizacion es un proceso de estabilizacidén en cual la materia prima es congelada
concentrando el agua y reduciéndolo mediante sublimacion y desorcion, es decir es una forma
de desecado en frio, que sirve para conservar los materiales bioldgicos sin dafio alguno, donde
el producto se conserva con muy bajo contenido de agua y a temperatura ambiente,

manteniendo estables todas sus propiedades nutricionales al rehidratarse (Ramirez, 2006).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOLOGIA

Ubicacion del lugar del proyecto

El proyecto fue realizado principalmente en los laboratorios de “Fisiologia Vegetal” a
21°C y Area de “Conservacion y Posrecoleccion” a 15°C de la Carrera de ingenieria
Agropecuaria IASA | perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicada en
la Hacienda “El Prado”, Sangolqui, cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha (Figura 2).
Figura 2

Vision satelital de la Hacienda “El Prado” IASA |
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Nota. Esta figura indica la ubicacion satelital de los laboratorios utilizados:
Agrobiotecnologia, Fisiologia vegetal, Laboratorio de suelos, y Conservacion y
Posrecolecciéon. (Google Earth, 2023).

Metodologia

Obtencion de la materia prima, esterilizacién y limpieza de materiales

Se adquirié 5 kg de arveja seca amarilla, lisa, y mediana sin ningun tipo de agroquimico,
pulpa 100% natural sabor a pifia, y azucar, el suero de leche dulce fue recolectado de la misma

planta de alimentos de la hacienda “El Prado” donde realizan procesamiento de quesos

mozzarella.
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Tanto el agua destilada como botellas de vidrio, pinzas de metal, telas de seda y todos
los objetos aptos para introducir en el auto clave, fueron esterilizados (121 °C; 1 atm; 30
minutos), los objetos de plastico fueron lavados y esterilizados bajo luz UV (15 Minutos) para
mantener la inocuidad del experimento.

Fase 1: Germinacion de semillas de arveja (Pisum sativum) bio fortificadas con zinc
Preparacion de la semilla

Las semillas fueron escogidas cuidadosamente desechando las que se encontraban en
mal estado en cuanto color, forma, y tamafio, las semillas se lavaron durante 7 minutos en
inmersion con NaClO (Hipoclorito de sodio), a una concentraciéon del 0.8%, seguido de eso se
enjuagaron y se escurrieron varias veces con agua destilada y estéril en tiempos de 1 minuto —
3 minutos y 3 minutos para eliminar lo que pueda quedar de NaClO.

Para activar el desarrollo de las semillas secas e incrementar las dosis de tratamientos
de sulfato de zinc, se mantuvo en remojo 24 horas donde se afiadi6 la cantidad adecuada de
sulfato de zinc para cada tratamiento y las semillas aumentaron de tamario casi el doble de su
peso original (Rojano, 2006; Salas et al., 2018).

Para la dosificacion de cada tratamiento se calculé la concentracion de sulfato de zinc para (O,
25, 50, 75, 100 umol. L-1) (Tabla 6). Las semillas de concentracién O umol. L-1 fueron
remojadas con agua destilada estéril por 24 horas sin ningln adicionamiento de sulfato de zinc,
al dia siguiente se dreno el exceso de agua de todos los tratamientos y se las colocé en 4
recipientes diferentes limpios y etiquetados (tratamiento, peso inicial, y fecha), se sellaron con
tela de seda y ligas que permita el paso de oxigeno y no pierda la humedad, por ultimo se las
coloco en la incubadora a 22°C en completa oscuridad durante 10 dias con un riego cada 24
horas hasta que finalice el proceso de germinacion y empiece el crecimiento del epicétilo

(Figura 3) (Pita y Pérez, 1998) .
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Tabla 6

Dosificacion para cada tratamiento

Tratamiento Concentracion Sulfato de Zinc
de Zn (umol. L-1) (mg/250ml)

TO 0 0

T1 25 1.79

T2 50 3.59

T3 75 5.38

T4 100 7.17

Nota. Descripcion de la dosificacion de zinc asignada para
cada tratamiento a evaluar. Autoria propia.

Figura 3

Preparacion de semillas de arveja

Nota. A. Semillas de arveja organicas, B. Separacion y desinfeccién
de semillas, C. Sulfato de Zinc utilizado para la bio fortificacion, D.
Germinacioén en incubadora. Autoria propia.



Disefio experimental

Para las variables agrondmicas a evaluar y las concentraciones de zinc asignadas se
realizé un analisis de la varianza bajo un DCA con 4 repeticiones (Figura 4), y una prueba de
comparacion de medias utilizando el test de Duncan, donde se evalud: porcentaje de
germinacion, longitud del germinado y rendimiento bioldgico de la germinacion y del liofilizador.
El modelo matematico utilizado fue:

Yij=n+2Z; +¢g;

Donde:

Y;j = Variable de respuesta

u = Media general

Z; = Efecto de la i- ésima concentracién de zinc

g;j = Error experimental
Figura 4
Disposicion de los tratamientos para la bio fortificacion de germinados de alverja (Pisum

sativum) en diferentes dosis de zinc.

ajilaglisl | =
TOR1 TIR3 T2R4 T3R3 T4R3
CHRE T O | C
T4R4 T3R2 T4R1 TIR2 TOR2
T2R3 TOR3 | T2R2 T2R1 T3R4
S8 prg O o
TIR1 T4R2 T3R1 TIR4 TOR4

Nota. TO (Oumol. L"), T1 (25umol. L"), T2 (50 ymol. L'"). T3 (75
umol. L"), T4 (100umol. L") con 4 repeticiones cada tratamiento.
Autoria propia.
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Variables agronémicas evaluadas

Para variables a evaluar se tomaron en cuanta: porcentaje de germinacion, largo de la
radicula, rendimiento bioldgico de los germinados, rendimiento biol6gico del liofilizador.
Pruebas de germinacién

Al cabo de los 10 dias de germinacion de todos los tratamientos, se tomaron 100
semillas aleatorias de cada una de las repeticiones y fueron colocadas en bandejas de plastico
para sacar un porcentaje de germinacion estimada (Figura 5). Se utilizo la ecuacién descrita
por Wei et al. (2012). Para que una semilla entre en el parametro de germinacion” necesita que

la radicula sea mayor a 0,5 cm.

# de semillas germinadas

)*100

Porcentaje de germinacion % = ( -
J 9 0 total de semillas

Figura 5

Pruebas de germinacion de semillas de arveja

Nota. 100 semillas de arveja tomadas aleatoriamente para las pruebas de
germinacion. Autoria propia.

Largo de la radicula
Después de calcular el porcentaje de germinacion se procedio a desechar las semillas

de alverja no germinadas o contaminadas, para asi tomar 5 semillas con la raiz completa de
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cada unidad experimental. La medicion se realizé con hojas de papel milimétrico, desde donde
empieza el hipocotilo hasta la parte final de la raiz.
Rendimiento bioldgico de los germinados

Zou et al. (2014) describe gque el rendimiento biolégico y viene dado por la siguiente

ecuacion
Fw
Rendimiento biologico % = (W) * 100

Donde:
Fw: Peso de las semillas después de los 10 dias de germinacion.

M: Peso del total de semillas antes de germinar (Semillas secas).

Crio congelacion

Las semillas germinadas de cada tratamiento y repeticion fueron empacadas y
etiquetadas en fundas ziploc para ser llevadas al laboratorio de “Agrobiotecnologia” donde se
las conservo en el crio congelador a -80°C hasta ser trasladadas a la planta de “post
recoleccion y conservacion de alimentos” donde se encuentra el liofilizador que trabajo con
cada muestra colocada de 12-18 horas a -25°C y a una presion de 20 pulg Hg.

Rendimiento biolégico del liofilizador

Utilizando la misma ecuacion descrita por Zou et al. (2014):
Fw
Rendimiento de liofilizacion % = (7) * 100

Donde:
Fw: Peso final de las semillas secas, al salir del liofilizador

M: Peso fresco del total de semillas de germinadas (descartando impurezas).
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Figura 6

Proceso de liofilizacion

Nota. Liofilizador semi industrial utilizado para la deshidratacién de
germinados de arveja. Autoria propia.

Fase 2: Preparacion de bebida a base de suero de leche con alverja liofilizada y bio
fortificada de zinc
La bebida fue preparada en 20 botellas de vidrio estériles de 100ml/cd u donde la

disposicion del experimento se muestra en la (Figura 7).
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Figura 7

Diagrama de flujo para preparacion de la bebida

75-80 °C

Recepcion de
suero de leche

De queso
mozzarella

20-30 minutos J

Pasteurizacion
del suero

Suero: 40ml
Pulpa: 26.67 ml
Azacar: 6 g
Vainilla: 0.05 ml

Envasado

2 g/ bebida

En botellas de
vidrio de 100 mi
esterilizadas por 20
minutos en agua a

92°C

Homogenizacion

—

Harina de arveja

Adicion de los
diferentes
tratamientos

Homogenizacién

Esterilizacion

En agua a 100°C
durante 20 minutos

J

Etiquetado y
almacenamiento

Temperatura
ambiente 18°C

Nota. La figura representa el proceso para la elaboracion de la bebida a base de suero de
leche y harina de arveja fortificada. Autoria propia.
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Disefio experimental

Para las variables a evaluar se realizé un andlisis de la varianza bajo un DCA con 4
repeticiones, una prueba de comparacion de medias utilizando el test de Duncan, donde se
evalud: Cantidad de ° Brix, pH, evaluacién sensorial, contenido de zinc, acido fitico y relacién
AF: Zn, el modelo matematico utilizado fue

YVij=n+7;+¢;

Donde:

Y;j = Variable de respuesta

u = Media general

Z; = Efecto de la i- ésima concentracién de zinc

g;j = Error experimental

Variables a evaluar

Para variables a evaluar se tomaron en cuanta: Pruebas de estanteria (° Brix, pH, y
evaluacion sensorial) contenido de zinc, acido fitico y relacion AF: Zn.
Pruebas de estanteria

Las pruebas de estanteria se las realizo a los 0 dias, 2dias, 7 dias, y 21 dias donde se
tomaron datos del potencial hidrogeno, grados Brix, y pruebas sensoriales, que son variables
gue ayudan a detectar la caducidad de un producto.
Potencial hidrogeno

Para medir el potencial de hidr6geno se utilizé un pH metro digital portatil y se tomé los
datos conjuntamente con los grados Brix. Esta prueba se la realizo todos los dias que hubo la
evaluacion sensorial.
Grados Brix

Para el control de la fermentacion se midié los °Brix diariamente con un Brixémetro que

mide la cantidad de azucares de un liquido, segun Carrillo y Reyes, (2013) los ingredientes y
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aditivos que contenga un producto afectan directamente la expiracion del alimento en este caso
el azlcar lo que reduce la actividad de agua y restringe el nimero de reaccion indeseables en
el alimento.
Evaluacién sensorial

Se realiz6 el analisis sensorial de la bebida para determinar el nivel de aceptacion de
los 5 tratamientos en cuatro tiempos diferentes. Se selecciono un grupo de 5 catadores semi
entrenados quienes evaluaron las caracteristicas sensoriales por medio de encuestas que
fueron realizadas con cédigos al azar para no afectar los resultados (Tabla 7).
Tabla 7

Cddigos para cada tratamiento de bebida y su dia correspondiente

Tratamiento 0 dias 2 dias 7 dias 21 dias
TO: Oumol. L™ 777491 1869994 2986390 1783874
T1: 25umol. L’ 847247 1752822 3979588 2287116
T2: 50 ymol. L™ 551542 2204102 1405157 389882
T3: 75 umol. L™ 419579 478296 639745 915369

T4: 100umol. L 1877624 3786167 548164 3131919

Nota. Los cédigos fueron realizados con el uso de una tabla de niameros
aleatorios. Autoria propia.

Cada catador tuvo una muestra de 20 ml de cada tratamiento codificado, donde se
evalu6 aroma, sabor, aspecto, color y consistencia en escalas del 1-10, donde: 1 es
desagradable y 10 muy agradable.

Contenido de zinc

El zinc se midi6 en la bebida terminada, donde se secaron las muestras en la estufa
por 12horas y se calcind a 500°C por 4 horas en crisoles de porcelana, se colocé 2ml de agua
desionizada cuidadosamente en el crisol para humedecer la ceniza, posteriormente se afiadié
10 ml de acido clorhidrico 2N para colocar en la plancha de calentamiento hasta ebullicion, se
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dej6 enfriar unos minutos y se procedio a filtrar con papel Whatman namero 1 recibiendo el
depurado en un balén de 50 ml para aforar con agua destilada.

Para la determinacion de Zinc se utilizé un Kit de “Prueba para zinc HI3854 “marca
HANNA, es un kit de prueba quimica colorimétrica que determina la concentracion de zinc en
muestras dentro de un rango de 0,0 a 3,0 mg/L (ppm) (Figura 8).

Figura 8
Preparacion de muestras de zinc

e—— S

¥

| ¢ | B

Nota. A. Secado de bebida en estufa por 12 horas B. Cenizas a 500°C por 4
horas C. 10 ml de acido clorhidrico D. Filtracién en balones de 50 ml. Autoria
propia.

Para el uso del kit HI3854 se procedio a llenar un vaso de precipitacion con 20 ml de la

muestra previamente preparada y se afiadié 1 sobre de reactivo o HI 3854A-0 hasta disolverlo

completamente, de esta mezcla se tomd 10 mly se la coloco en un tubo de ensayo para aplicar

0.5 ml del reactivo o HI 93731B-0 y mezclarlo por 15 segundos, luego se esperd 3 minutos y
30 segundos para que se desarrolle el color (Figura 9) que se ley6 en el espectrofotdbmetro a

580 nm para una mejor precision (Lenore et al., 1996).
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Figura 9

Concentracion y lectura de zinc
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Nota. A. Muestras de zinc preparadas de cada
tratamiento B. Contenido de zinc obtenido por
colorimetria del kit Hanna. Autoria propia.

Contenido de acido fitico

Con el liofilizado de arveja ya preparado y tamizado, se extrajo 2 gramos de cada
tratamiento y se mezclé con 50 ml de acido clorhidrico (HCL) al 2% en matraces de 125 mly se
colocaron en una agitadora con incubadora incluida a 125 RPM con una temperatura de 21,7
°C durante tres horas. Posteriormente se filtré las muestras con papel Whatman namero 1 para
mezclarlo con 2.5ml de reactivo (Tiocianato de amonio al 3%) y aforarlo con agua destilada. Se

realiz0 la titulacion con cloruro férrico a 1.95 mg/ml de concentracion, se afladio y se agito a la
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mezcla para obtener una coloracion amarillenta (Figura 10). Para el calculo de la concentracién

de acido fitico de utilizo la ecuacion propuesta por Abulude (2004) :

Fitato de fosforo (mg/100g) = Valor de la titulacion * 1.95

Fitato (mg/100g) = Fitato de fosforo (m‘g/mog) * 3.55

Figura 10

Determinacion de acido fitico

Nota. Titulacién con cloruro férrico a 1.95 mg/ml de concentracion para cada
tratamiento. Autoria propia.

Relacion acido fitico: zinc
Para evaluar la biodisponibilidad de zinc en el estudio se realiz6 la siguiente ecuacion

mediante la relacién molar acido fitico: zinc y los resultados fueron relacionados con la (Tabla

2) (Wei et al., 2012).

mmol AF
AF:7n = ———
mmol Zn
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados
Porcentaje de germinacion
Los tratamientos con mayor porcentaje de germinacion que no difieren entre si son: T4
(100 pmol. L-1), T3 (75 pmol. L-1), T2 (50 ymol. L-1), y T1 (25pumol. L-1), con (Fas.15= 15.42;
p<0.0001) (Tabla 8).
Tabla 8

Medias y error estandar del porcentaje de germinacion

Tratamiento Germinacion (%)
TO: Opymol. L™ 91,25 +0,55 a
T1: 25umol. L™ 95,25 +0,55 b
T2: 50 ymol. L™ 95,75 +0,55 b
T3: 75 ymol. L™ 96,25 +0,55 b
T4: 100pmol. L’ 96,50 +0,55 b

Nota. Prueba de comparacion de medias de Duncan,
las medias con una letra en comiUn no son
significativamente diferentes (p > 0.05). Autoria propia.

Longitud de radicula

La longitud radicular de cada tratamiento que presento diferencias significativas mas
altas fue T3 (75 ymol. L") y T1 (25umol. L") que, aunque no difieren entre si, son diferentes
entre el tratamiento testigo T2 (50 umol. L") y T4 (100umol. L"), con (F4.15= 7.97; p<0.0012)

(Tabla 9) (Figura 12).
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Tabla 9

Medias y error estandar de la longitud radicular

Tratamiento Longitud radicular (cm)
TO: Opmol. L™ 4,13 10,35 a
T1: 25umol. L™ 6,30+0,35 b
T2: 50 umol. L 4,85 0,35 a
T3: 75 umol. L 6,33+0,35b
T4: 100umol. L™ 4,78 0,35 a

Nota. Prueba de comparacién de medias con el test de

Duncan, las medias con una letra en comdn no son

significativamente diferentes (p >0.05). Autoria propia.
Figura 11

Longitud radicular de germinados de arveja (Pisum sativum)

Nota. A. TO (Opmol. L"), B. T1 (25umol. L"), C. T2 (50
pumol. L™"). D. T3 (75 umol. L"), E. T4 (100umol. L™).
Autoria propia.
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Rendimiento de germinaciéon
En cuanto al rendimiento germinativo, el tratamiento que presento diferencia
significativa mas alta fue T1 (25 pmol. L-1) con una media de 240 % con (F4.15 = 304.46; p <

0.0001) (Tabla 10).

Tabla 10

Medias y error estandar del rendimiento bioloégico de germinacion

Rendimiento

Tratamiento biolégico (%)

TO: Oumol. L 211+4.38c¢c
T1: 25umol. L™ 240 +4.38d
T2:50 ymol. L 193.82+4.38b
T3:75 umol. L 12150 +4.38 a
T4: 100pmol. L’ 218.19+4.38¢c

Nota. Prueba de comparacién de medias de Duncan,
las medias con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p > 0.05). Autoria
propia.

Rendimiento de la criodesecacién
En cuanto al rendimiento del liofilizador, el tratamiento que presento diferencia
significativa mas alta fue TO (Oumol. L"), con una media de 35.32% a diferencia del T3

(75umol. L"), con 30,63% con (Fs.15 =16.11; p < 0.0001) el resto de resultados se pueden

observar en la (Tabla 11).
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Tabla 11

Medias y error estandar del rendimiento del liofilizador

Rendimiento

Tratamiento liofilizador (%)

TO: Oymol. L™ 35,32 +0,44 ¢
T1: 25umol. L™ 32,83+0,44 b
T2:50 pmol. L™ 34,25 +0,44 ¢
T3:75 umol. L™ 30,63 +0,44 a
T4: 100umol. L 32,71 +0,44 b

Nota. Prueba de comparacién de medias de Duncan,
las medias con una letra en comdn no son
significativamente diferentes (p > 0.05). Autoria propia.

Contenido de acido fitico

El contenido de acido fitico que se presenta en menor cantidad, es del tratamiento T2
(50 pmol. L-1 y T4 (100umol. L-1) ambos con valores de 2.08 (mg/100g) (Tabla 12).
Tabla 12

Acido fitico (mg/ 100g)

Tratamiento Fitato (mg/100g)
TO: Oymol. L' 4,85
T1: 25umol. L™ 2,77
T2:50 ymol. L 2,08
T3:75 umol. L™ 4,15
T4: 100umol. L' 2,08

Nota. Resultados del acido fitico para cada tratamiento.
Autoria propia.
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Contenido de zinc

El contenido de zinc no presento diferencias significativas entre cada tratamiento con la
prueba de Duncan, pero presento una media mayor en el tratamiento T3 (75 umol. L") como
indica la (Tabla 13) (Figura 12).
Tabla 13

Contenido de zinc (mg/l)

Tratamiento Zinc (mgl/l)
TO: Oymol. L™ 0,57
T1: 25umol. L™ 1,97
T2:50 ymol. L™ 1,43
T3:75 umol. L™ 2,19
T4: 100umol. L' 0,44

Nota. Autoria propia.

Figura 12
Contenido de zinc (mg/l)
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Nota. Contenido de zinc evaluado en la bebida final. Donde TO (Oumol. L"), T1 (25umol.
L"), T2 (50 umol. L"), T3 (75 umol. L"), T4 (100umol. L"). Autoria propia.
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Biodisponibilidad de zinc

La relacion Acido fitico: Zinc expresada en moles tuvo mas disponibilidad en el

tratamiento T1 (25umol. L") y T2 (50 ymol. L'') como se indica en la (Tabla 14) y la (Figura 13),

estos resultados seran analizados en base a la (Tabla 2) donde indica que la disponibilidad de

estos dos tratamientos es mayor al 50%.
Tabla 14

Relacion Acido Fitico: Zinc

Tratamiento AF (mmol): Zn Biodisponibilidad
(mmol) de Zinc (%)

TO: Oymol. L™ 10,948 30

T1: 25umol. L™ 1,796 >50

T2: 50 ymol. L 1,863 >50

T3: 75 pmol. L™ 2,432 >50

T4: 100umol. L 6,111 30

Nota. La tabla indica la biodisponibilidad de zinc en relacién con el

acido fitico. Autoria propia.

Figura 13

Relacién molar Acido fitico: Zinc de arveja (Pisum sativum) bajo 5 dosis diferentes de zinc
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Nota. Relacion de la cantidad de zinc (mg.kg™) y acido fitico (ml.100g?), en
una relacién molar AF: Zn, donde TO (Oumol. L"), T1 (25umol. L"), T2 (50

pmol. L), T3 (75 pmol. L"), T4 (100umol. L-"). Autoria propia.
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Pruebas sensoriales

Con el promedio de los resultados a lo largo de 21 dias se obtuvo que el tratamiento T1
(25umol. L") en el dia cero fue el mas aceptado por los evaluadores con un resultado promedio
entre apariencia, consistencia, sabor y aroma de 8.55/10, seguido por el tratamiento T4 (100
umol. L") en dia cero con un resultado de 8.21/10 (Figura 14).

En el caso individual del sabor de la bebida, el tratamiento con mejor aceptacién fue T4
(100 umol. L") con un promedio desde el dia 0 hasta el dia 21 de 7.34/10, seguido del
tratamiento T3 (75 umol. L") con una calificacion de 7.05/10 (Figura 15).

Figura 14

Resultados sensoriales de la bebida bio fortificada bajo 5 dosis diferentes de zinc
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Nota. Resultados sensoriales (Apariencia, textura o consistencia, Aroma, y Sabor) calificados en
una escala del 1-10 donde 1 es Desagradable y 10 es Agradable A: Resultados sensoriales en
el dia cero B: Resultados sensoriales en el dia 2, C: Resultados sensoriales en el dia 7 y D:
Resultados sensoriales en el dia 21. Donde TO (Ouymol. L"), T1 (25umol. L"), T2 (50 ymol. L),
T3 (75 umol. L"), T4 (100umol. L"). Autoria propia.
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Figura 15

Pruebas de sabor a través del tiempo

——--TO ——T1 T2 T3 o T4
95

Escala

6,5

5,5

Dia 0 Dia 2 Dia7 Dia 21
Dias

Nota. Resultados sensoriales de sabor de la bebida a lo largo de 21 dias, donde TO (Oumol.
L"), T1 (25umol. L"), T2 (50 ymol. L"), T3 (75 ymol. L"), T4 (100umol. L"). Autoria propia.

Grados Brix

El porcentaje de azicar mas alto fue del T1 (25umol. L-1) en el dia dos y en el dia 21
con 21.2°Brix y 20.4°Brix respectivamente, (Figura 16).
Potencial Hidrogeno

El pH mas alto de las bebidas fue del TO (Oumol. L") en el dia dos con 5.56, es decir
que la bebida es menos acida para ese tratamiento, mientras que el pH mas bajo fue para el
tratamiento T2 (50 umol. L") con 5.17 en el dia 21 siendo mas acida que el resto de

tratamientos (Figura 16).
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Figura 16

Relacion grados Brix y pH de la bebida bio fortificada bajo 5 dosis diferentes de zinc
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Nota. Resultados °Brix y pH tomados a lo largo de 21 dias A. Resultados °Brix y pH para TO (Oymol. L"), B:
Resultados °Brix y pH para T1 (25umol. L"), C: Resultados °Brix y pH para T2 (50 umol. L") y D: Resultados
°Brix y pH para T3 (75 umol. L"), E: Resultados °Brix y pH para T4 (100umol. L™"). Autoria propia.
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Separacién

El sobrenadante de las bebidas fue mayor para el tratamiento T1 (25umol. L-1) en el dia

21y en eldia 21 con 1.63 cm (Figura 17).
Figura 17

Sobrenadante de la bebida para cada tratamiento
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Nota. El gréfico de barras muestra el sobrenadante de la bebida de cada tratamiento
a lo largo de 21 dias, donde TO (Oumol. L"), T1 (25umol. L"), T2 (50 ymol. L"), T3
(75 ymol. L"), T4 (100umol. L"). Autoria propia.
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Discusion

El zinc es un oligoelemento necesario en las dietas desde edades tempranas, éste sirve
para la diferenciacién celular, sistema inmunoldgico y el crecimiento en talla del individuo
(Staub et al., 2021), el zinc se encuentra en huesos, tejidos, y todos los 6rganos del cuerpo, a
pesar de esto no existe un lugar especifico que funcione como reserva de zinc, es decir, que si
existe alguna variacion en la dieta, el cuerpo no cuenta con reservas de zinc, que se puedan
liberar para la necesidad diaria.

Por lo antes expuesto uno de los problemas en Ecuador es la desnutricidon en etapas
iniciales por lo que una bebida de suero de leche y biofortificada con germinados, puede ser
una alternativa viable para programas Gubernamentales y familias de escasos recursos
permitiendo una mejor alimentacion.

De acuerdo a los datos obtenidos, se ha encontrado que, al incorporar germinados de
arveja, liofilizados y biofortificados con zinc en una bebida de suero de leche los tratamientos
T3 (75 ymol. L"), T1 (25umol. L") y T2 (50 pmol. L") con 2.19 mg. L™*, 1.97 mg. L'y 1.43 mg.
L' de zinc respectivamente, la cantidad de este mineral sera superior a diferencia de los
germinados sin inclusion de zinc TO (0 umol. L") y la dosis mas alta T4 (100 ymol. L") con 0.57
mg. L7, y0.44 mg. L.

Si bien esta bebida suplementa como maximo 2.19 mg. L' y lo recomendado para
infantes de 1 a 3 afios es de 3 mg. L, el resto de la ingesta de Zn puede ser suplementado con
la dieta diaria, como frutas, verduras y carnes (FAO, 2010). Una de las ventajas de esta bebida
es que su biodisponibilidad es mayor al 50% en los tratamientos que van desde el 25umol. L' a
75 umol. L' a diferencia de no colocar Zn 0 ymol. L'y a un exceso con 100 ymol. L™
obteniendo una disponibilidad del 30%, debido a la relacién AF: Zn ver (Tabla 2). Salvatierra
(2022) demuestra que en germinados de alfalfa con suplemento de sulfato de zinc a (0, 10, 20,

30, 40 ug. ml'") la disponibilidad es mayor al 50% en la relacién acido fitico: zinc.
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Con respecto las variables agronémicas de la Fase 1: (Germinacién de semillas de
arveja Pisum sativum biofortificadas con zinc) el porcentaje de germinacion y longitud de raiz,
no tuvo una diferencia significativa con respecto de otros tratamientos, sin embargo, la dosis
con mejor resultado fue del tratamiento T4 (100 umol. L") con una germinacion del 96.5 % y
para el tratamiento T3 (75 umol. L") una longitud de raiz de 6.33 cm, a diferencia del testigo
que llego al 91.25% de germinacion y 4.13 cm en longitud radicular. En germinados de lenteja a
una suplementacién de zinc de 100 ymol. L'y 200 umol. L' Lépez (2023) obtuvo los mejores
resultados en comparacion con el testigo. En el estudio de Loaiza (2023) la germinacioén y
longitud de raiz de frejol mungo a una concentracién 225 umol. L™ de zinc presenté el 92.67%
de germinacion y 5,77 cm en longitud de raiz siendo estos sus mejores resultados.

En cuanto a los valores del rendimiento biolégico obtenidos en el presente proyecto, el
mejor resultado fue en el tratamiento T1 (25 ymol. L") con 240% de rendimiento en su
germinacion a los 10 dias, los resultados se asemejan a los obtenidos por Lopez (2023) quien
demostro que con dosis de (0, 25, 50, 100 y 200 umol. L") en germinados de lenteja el
rendimiento no es afectado significativamente el entre tratamientos.

Para la fase 2 referente a datos de la bebida esta se realizdé con 60% suero de leche y
40% pulpa de pifia donde se obtuvo que el pH fue disminuyendo a medida que pasaba el
tiempo para todos los tratamientos, esto se debe a una fermentacion lactica que sufrié la
bebida, segun Ulloa (2006) este fendbmeno es iniciado por bacterias acido lacticas como
organismos anaerobios, es decir que se desarrollan en ausencia de oxigeno, estas bacterias
inician un proceso por el cual la lactosa (el azucar de la leche) se transforma en acido lactico
subiendo el nivel de acides del producto, sin embargo, para Chéez (2010) quien preparo
bebidas a base de lactosuero en concentraciones de (agua 70% y suero de leche 30%) y (agua
90% y suero de leche 10%) obtuvo pH de 3.7 y 3.3 respectivamente, asegurando que mientras

menos sea el valor del lactosuero mas acida sera la bebida.
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El nivel de azulcar la bebida originalmente posee en promedio 18.5 °Brix en el dia cero
para los tratamientos T1 (25umol. L"), T2 (50 ymol. L"), T3 (75 pmol. L") y T4 (100 umol. L"),
al llegar al dia 21 se pudo observar (Figura 16) que en cada tratamiento hubo un incremento y
descenso entre los dias 2 y 7 del grado de azucar, segun Chalen et al. (2017) el zinc es un
catalizador enzimatico que permite el desdoblamiento del almidodn, convirtiéndolo nuevamente
en azucares, y asi elevando los grados Brix de la bebida. En el caso de arveja, Castro, (2005)
menciona que esta posee 48% de almiddn, y las enzimas que tienen la capacidad de desdoblar
almidones son la a- y B-amilasas, segun Pérez (2017) menciona que en cualquier proceso de
la germinacion las enzimas mas caracteristicas son las maltasas y amilasas, quienes romperan
el endospermo amilaceo y lo convertirdn en glucosa.

Para el caso de la sobrenadante de los sélidos totales, se puede observar en la (Figura
17) que a medida que pasa el tiempo los sélidos mas densos tienden a sedimentarse en el
fondo y el lactosuero se suspende en la superficie, este comportamiento se observa en todos
los tratamientos desde el mas bajo TO (0 umol. L") hasta el mas altoT4 (100umol. L"), segun
Alvarez (2014) la sedimentacion y precipitacién en la fabricacién de alimentos y bebidas de
consumo humando, consiste en la separacidn por gravedad para obtener una suspension
concentrada y un liquido transparente, y una condicidon necesaria es que la densidad del solido
sea mayor que la densidad del liquido.

Para el analisis sensorial en pruebas de sabor el tratamiento con mejor aceptacion fue
para la concentracion de T4 (100 ymol. L") con un promedio desde el dia 0 hasta el dia 21 de
7.34/10, seguido del tratamiento T3 (75 ymol. L") con una calificacion de 7.05/10 (Figura 15),
los evaluadores mencionaron que el sabor de los germinados es mas fuerte en el resto de
tratamientos, los cuales no fueron de su agrado. En el caso del amaranto, calabacina,
huauzontle y canola, un estudio que determino el sabor de estos germinados, llegaron a la

conclusion de que los germinados de huauzontle y amaranto fue mejor que en los de canola
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calabacita siendo estos mucho mas amargos (Barron et al., 2009). Existe un procedimiento de
molienda en humedo, capaz de suprimir el sabor amargo de la arveja dando un producto con

mejor sabor que sirva para la utilizacion en la alimentacién humana (Alasino, 2009).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La bio fortificacién de zinc en germinados de arveja (Pisum sativum), evaluada en la
bebida (Producto final) a diferentes exposiciones (0, 25, 50, 75, 100 umol. L") de zinc,
logro fijar mayor cantidad del mineral en una concentracion de 75 ymol. L™ (T3) con
2.19 mg. L'y una biodisponibilidad mayor al 50%.

El porcentaje de germinacion, longitud radicular, y rendimiento biolégico con respecto al
resto de tratamientos suplementados con zinc no tuvieron diferencias significativas entre
si, sin embargo, existo diferencias notables de estas variables en comparacion al testigo
TO (0 ymol. L™).

Con estos resultados se llegd a obtener un alimento fortificado para el consumo
humano, en especial en edades tempranas de 1-3 afios. La liofilizacion de los
germinados de arveja permitido conservar varias enzimas catalizadoras y minerales que
fueron afadidas directamente a la bebida.

Al evaluar los resultados de estanteria como pH, sobrenadantes, grados brix y pruebas
sensoriales el tratamiento mas conveniente fue el de T3 (75 ymol. L") que estuvo en el
rango de aceptacion a los 21 dias tanto por los evaluadores en la degustacién como en

los resultados de glucosa, pH y sobrenadantes.

Recomendaciones

Se recomienda el uso de la suplementacion de zinc en germinados de arveja en una
concertacion de 75 pmol. L' para una biodisponibilidad mayor al 50 %.
La bebida a base de suero de leche y germinados de arveja bio fortificados con zinc es

recomendable para nifios de 1-3 afios edad.
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Para mejorar las bio fortificaciones en germinados de arveja se recomienda la
suplementacion con distintos minerales y vitaminas que se encuentren en decadencia
poblacional.

La bebida al tener ingredientes basicos como suero de leche y germinados de arveja, la
cantidad de proteina que puede tener debera ser evaluada por laboratorios
especializados.

Se recomienda generar un plan de vinculacion con la sociedad junto con municipios
encargados de la zona y que la bebida sea disponible para hogares que lo necesiten.
Usar suero de leche en diversos alimentos ayudara a funciones probidticas en la flora
intestinal gracias a las bacterias acido lacticas que esta posee, ademas de ser un
subproducto que tiene gran impacto ambiental la alimentacion a base de lactosuero es
una opcion viable para reducir este problema.

Se recomienda hacer analisis microbioldgicos para asegurar la presencia de bacterias

acido lacticas
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