UNIVEFIS"JADDE LAS FUERZAS ARMADAS l‘ k’\
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

®ESPEN/

Evaluacion de la adicion de germinados de alfalfa (Medicago sativa) al suero de leche

para obtener una bebida biofortificada con zinc
Tipas Viteri, Rommel Sebastian
Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera Agropecuaria
Trabajo de integracion curricular, previo a la obtencién del titulo de Ingeniero Agropecuario
Ing. Vargas Arboleda, Martha Cecilia, Mgtr.

09 de septiembre del 2023



@ESPENS

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS .‘ ;‘ L
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera Agropecuaria
Certificacién:

Certifico que el trabajo de integracion curricular: Evaluacion de la adicion de germinados
de alfalfa (Medicago sativa) al suero de leche para obtener una bebida biofortificada
con zinc, fue realizado por el/la sefor/ita/a: Tipas Viteri, Rommel Sebstian; el mismo que
cumple con los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodolégicos establecidos
por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ademas fue revisado y analizado en su
totalidad por la herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos; razén por

la cual me permito acreditar y autorizar para que se lo sustente publicamente.

Sangolqui, 09 de septiembre del 2023

MARTHA CECILIA
ARGAS ARBOLEDA

Ing. Vargas Arboleda, Martha Cecilia, Mgtr.
C.C.: 1802119634



Resultados de la herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos

(Copyle

Documento final UIC - Tipas Rommel ...

aks

¢ Uelel Oof neg

Scan details

September 9th, 2023 at 1:20 UTC 36 8983
Plagiarism Detection Al Content Detection
’ Types of plagiarism Words Text coverage Words
@ identical 26% 232 @Al text 0% 0
7.3% @ Minor Changes 1.2% 105 0% Humantext 100% S101

) Parapt  sed 2.9% 258
Omitte.. Nords 9.8% 882

MARTHA CECILIA
{{ZEVARGAS ARBOLEDA

Ing. Vargas Arboleda, Martha Cecilia, Mgtr.
C.C.: 1802119634



@ESPE\/

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS "-\ )
INNOVACION PARA LA EXGELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera Agropecuaria

Responsabilidad de Autoria:

Yo, Tipas Viteri, Rommel Sebastian, con cédula de ciudadania No. 1719833376, declaro
que el contenido, ideas y criterios del trabajo de integraciéon curricular: Evaluacion de la
adicion de germinados de alfalfa (Medicago sativa) al suero de leche para obtener una
bebida biofortificada con zinc, es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los
requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodolégicos establecidos por la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de

terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Sangolqui, 09 de septiembre del 2023

| | |

|
Tipas Viteri, Rommel Sebastian

C.C.: 1719833376



HESPE S

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS 'h ')
INNOVACION PARA LA ENCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera Agropecuaria

Autorizacion de Publicacion:

Yo, Tipas Viteri. Rommel Sebastian, con cédula de ciudadania No. 1719833376, autorizo a
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de integracion curricular:
Evaluacion de la adicion de germinados de alfalfa (Medicago sativa) al suero de leche
para obtener una bebida biofortificada con zinc en el Repositorio Institucional, cuyo

contenido, ideas y criterios es de mi responsabilidad.

Sangolqui, 09 de septiembre del 2023

¢

( : Jﬂ ......

e

Tipas Viteri, Rommal Sebastian

C.C.: 1719833376



Dedicatoria
Con el corazén lleno de gratitud, dedico este trabajo a las personas que han sido mi constante
apoyo a lo largo de esta travesia académica y personal.
A mis queridos padres, José y Janeth, cuyo amor incondicional, sacrificio y orientacion han sido
mi faro en el camino. Su aliento y confianza me impulsaron a superar desafios y a alcanzar metas.
Amis valiosos hermanos Jemmy y Anthony; a mis abuelitas Dioselina y Rosa, fuentes inagotables
de sabiduria y carifio. A mi abuelito Antonio, aunque ya no esta fisicamente entre nosotros, su

legado de integridad, perseverancia y amor sigue inspirandome cada dia.

Rommel Sebastian Tipas Viteri



Agradecimientos
Mis agradecimientos para la ingeniera Martha Vargas cuya guia, paciencia y apoyo fueron
fundamentales para el éxito de este trabajo.
Agradezco a mis profesores, Ing Pablo Landazuri e Ing. Gabriel Larrea. cuyo compromiso con la
ensefanza y disposicion para resolver mis inquietudes enriquecieron mi formacién académica.
Mi gratitud se extiende hacia mis padres, José y Janeth, cuyo amor incondicional y apoyo hicieron
posible mi educacién. Su sacrificio y confianza en mi son los pilares de este logro.
A mis amigos y compafieros de carrera, Sharlin, Juanita, Karen, Evelin, Joyce, Eri, Daniel,
Estefani, Mela, les agradezco por compartir risas, desafios y conocimientos a lo largo de esta
travesia. Juntos, hemos superado obstaculos y celebrados triunfos que atesoraré de por vida.
A la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, por brindarme un entorno propicio y fomentar

valores de excelencia.



indice de contenidos

(07 -1 U] = PP T PP RTOPRTOPPPRR 1
(07T [ To7=Te1 (o] o PP PP PP PPPRTOPPPRPPPRRR 2
Resultados de la herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos............... 3
Responsabilidad de AULOIA.........uuiiiiie e e e e s e e e e e e e s s rreeeeaaeeeeans 4
AUtorizacion de PUDIICACION .........cooiiiiiiiiiii e e 5
(D T=To[[or=] (o] 1 = OO EPP U PPPOPU PP 6
AGradeCiMIENTOS ... .eeiiiiiiiiie et e e et e e e st et e e ekt e e e e s b e e e e e e e e e s 7
INAICE A CONTBNIAOS ...ttt et ae st seaeseseens 8
INAICE AE tADIAS ...ttt ettt ettt e e seaeeas 8
INAICE A FIGUIAS.......eee ettt ettt ettt ettt e ettt et e et e et et e e e eeenee e, 13
RESUMEBN ...ttt e et e e e e e e e s e e e s e e e e e s e e e e e nnes 14
Y 0153 = od S PP PP PRP 15
CAPITULO L.t 16
INTRODUGCCION ..ottt ittt 16
ANTECEABNTES ... 16
JUSHIFICACION ... et 16

L0 o= 11770 1= PP PPSSRPR 17
ODJEEIVO GENEIAI ... e s e e e e e e e 17
ODbjJetiVOS ©SPECITICOS. ...ueiiiiiiiiii et 17

1T 0T 0 (=1 £ SRR SP 18
CAPITULO Il ettt et e et e e bt e e st e e bt e eae e e ebeeenbeenbeeaneeenneeanneenseeas 19
REVISION DE LITERATURA ..........oooeiteeeeee ettt ettt aeaen, 19
BIOTOMIfICACION ... e as 19
Biofortificacion agronOmMICa ...........ouiiiiiiiieiie e 19

A4 | o o EPP PRSP 19



Importancia del Zinc en [as plantas...............ooeiii i 19

Requerimiento diario d€ ZINC...........coiiiiiiiiiiii e 20
DEfICIENCIA U8 ZINC. ...t e st e e e e e e 20
Biodisponibilidad del zinc en €l organisSmO ... 21
Alfalfa (MediCAQO SALIVA)...........uueiiiiiiie ettt e e e e 21
DeSCrIPCION GENETAL......cciiiiiiieiiteie et e e e e e e e 21
Germinados de AIfaIfa ...........oeiiii e 22
Niveles de absorcion de zinc en la alfalfa............ccccoiiiii 23
Yoo (o 1117 B PSP PPPRPPPPPRR 23
L€ T=T4 01T g F=To [o 1 TP SRR 23
Fases de 1a GermiNaCION ..........occuiiiiiiiii et 23
Propiedades nutricionales de los germinados de alfalfa..........c.ccccoeeiiiiiiei i 24
[T} 1[74= Tod o] o TP OTPPRPPRPP 25
Liofilizacion en la industria de 10S @alimentos............cceiiiiiiiiiii e 26
SUETO A€ IECNE ...t 26
Desaprovechamiento del suero de leche...........ccccoeii i, 26
Composicién nutricional del suero de [€Che ...........ooooiiiiiiiiiiiie e 27
Uso del suero en alimentos y bebidas...........cccco 27
CAPITULO M.ttt ettt s s s st s s s s s s s s s s s s esanasenenanananans 29
METODOLOGIA .......oooeeieeeeeeee ettt ettt ettt ettt seeeteteteeeeeeas 29
UDICACION GEOGIATICA. .....ciiiiiiiei ittt et e e e as 29
PrIMEIa fASE .. .. 29
SEGUNAA TASE.... .t e e 30
1= (oo (o1 S PP POTPPP PP 30
Preparacion de 1as SEMIlIAs ...........ooooiiiiiiiiiii e 30
IMPregnacion A€ ZINC ........oeiiiiiiiieee e e e e s e e e nnneees 31



Obtencién y almacenamiento de 10S germinados...........cueviiiiiiiieiiiiiiee e 31

Liofilizacion de germMiNadOS ...........ooo it 31
Preparacion de 1a bebida ..........c..ouuiiiiiii e 32
LYo =T RSP UPOPRPSTOR 32
ZINC FESIAUAN ..ot e e e et e e e st e e e e e e e e e e b b e e e e nnnreeeeaas 33
ACIAO FIICO ..ottt ettt e et et s et n et s s s s s s s et e s s es s s eses s esanan s 34
RelaCion MOIAr AF:ZN ...t 35
(7= aTo I =Y o L= 4 T =Y o = PSRRI 35
Tratamientos Primera fase...... ..o 35
Tipo de diSEA0 PrIMEra faSE......c.oii i as 35
Croquis del diSEA0 PHMETA fASE .......uviiiiiii i 36
Tratamientos SEgUNAA fASE .......ccoiiiii i 37
Tipo de diSEA0 SEGUNAA TASE ....c.ccoiiiiiiiieiec e e et 37
Croquis del disefio SEgUNAA fASE ........eeviiiiiiiiiiiiiiee e 38
CAPITULO IV ..o 39
RESULTADOS Y DISCUSION ..........ooooiiiiieiieiceeeeceee ettt 39
RESUIAAOS. ... 39
Parametros de germinaciOn ............oueiiiii oo 39
Porcentaje de germMiNacCiON............uii it 39
Longitud de 18 radiCUIA ...........cooiiiiiiii e 39
Cantidad y biodisponibilidad de ZINC..............ccueiiiiiiiiiii e 40
Contenido de zinC en 1a bebida..........ooouiiiiiiiii e 40
Contenido de ACIAO fIlICO . .....uiiieiiii e 40
Relacion molar acido fitiCo (AF:ZN).......ooii e 41
Pruebas de eStanteria...........ooooiiiiii i s 42
SOlidOS SOIUDIES tOLAIES ... 42

10



PH de 1@ DebIda.. ... 42

Separacion de 10S COMPONENTES .......cooiuiiiiiiiiii e 42
Vida Uil €N PEICRA ... coiiiie e e e e a e e e nneees 44
Evolucion organoléptica de 1a bebida...........cooiiiiiiiiiii 44

Y o2 =1 T - PRSP 44

Y (0] 11T TSP PRPPPPRPPPPRPPTON 45
LS LU = TP PR PPPRPPPPRPRTON 46
7= o1 ] PO PP PPPPPPPRPP 46

[ E=T o1 ] o] o PP PP 48
CAPITULO V ...ttt ettt ettt e et es et s s s s s e s s e s e s anasenasanananns 51
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES............cooiiiiiiiiii i 51
(O70] o3 [U 1] o] g 1= S ST ROP PP OPRPPPR 51
RECOMENAACIONES ...t e e s s e e e e e an 52
BibliOgrafia ... e a et aas 53

11



indice de tablas
Tabla 1 Cantidad diaria de ZIiNC POr €dad ...............ccceiiiiiiiiiiiiiiii e
Tabla 2 Relacion molar acido fitico AF:Zn y la biodisponibilidad de zinc................cccccceevvnnnn..
Tabla 3 Contenido nutricional por cada 100 g de germinados de alfalfa ................cccccceeeninnnnn.
Tabla 4 Composicion del suero de queseria dulce y CIdO ..............cccoeeiiciiiiiiiiiiiieee e
Tabla 5 Usos del lactosuero en alimentos u otras indusStrias ............cccccovvceeeiiieeeisiiiee e
Tabla 6 Ingredientes para la elaboracion de una bebida biofortificada con zinc ......................
Tabla 7 Tratamientos a probar experimentalmente en la primera fase..............ccccceeccinnnnnnnnnnn.
Tabla 8 Tratamientos para probar experimentalmente en la segunda fase............cccccccvveeenn.
Tabla 9 Promedios + DE del largo de radicula en germinados de alfalfa tratados con
diferentes NIVEIES de ZINC ..............ccuiiiiiii e
Tabla 10 Promedios + DE del contenido de zinc en bebidas con germinados liofilizados de
alfalfa tratados con diferentes niveles de ZiNC .............ccccccceiiiiiiii i
Tabla 11 Resultados del calculo de fitatos presente en germinado liofilizados de alfalfa,
tratados con diferentes Niveles de ZiNC...............cccccoiiiiiiiiiic i
Tabla 12 Resultados del calculo de la relacién molar AF:Zn en germinado liofilizados de
alfalfa, tratados con diferentes Niveles de ZIiNGC .............ceuueueeeiiieiieeieeiee e eens
Tabla 13 Medias + DE de los grados Brix y pH de bebidas con germinados liofilizados de
alfalfa tratados con diferentes Niveles de ZiNe ...
Tabla 14 Medias de separacion de las bebidas con germinados de alfalfa tratados con

AIFErENIEES NIVEIBS U ZINC ...ttt e e et e et e e e e eeaeaes

12



indice de figuras
Figura 1 /lustracion de Alfalfa (Medicago SAtiVa) ..............ccoicueiiiiiiiiiiiiiiiee e 22

Figura 2 Esquema de los eventos fisicos y quimicos que ocurren durante la germinacion ...... 24

Figura 3 Vista aérea del laboratorio de fisiologia vegetal y principios activos ................ccc....... 29
Figura 4 Vista aérea de la planta de procesamiento de alimentos..............ccccovceveeeiiiicccinnnnnn. 30
Figura 5 Cantidad de ZinC VS @bSOIDANCIA ...............cooiuuiiiiiiiiiieiee et 34
Figura 6 Distribucion aleatorizada del experimento durante la primera fase ...............cccc........ 36
Figura 7 Distribucion aleatorizada del experimento durante la sequnda fase...............cc.......... 38
Figura 8 Separacion de los componentes de la bebida vs cantidad de zinc............................. 43
Figura 9 Sabor en general de las bebidas al dia 2, 7 Y 27 ........ooooeeeiiiiiiiiiiiee e 44
Figura 10 Apariencia promedio de las bebidas evaluadas alos 2, 7 y 21 dias........................ 45
Figura 11 Aroma promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias..........cccccceeevviicinnennnc.n. 45
Figura 12 Textura promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7y 21 dias.................................. 46

Figura 13 Sabor de los componentes promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias... 47

Figura 14 Sabor general de la bebida, evaluada alos 2, 7 y 21 dias .........cccoovveveeeiiiiccvinnnnn.n. 47

13



Resumen

La deficiencia de zinc en nifios esta asociada a graves consecuencias en la salud. Se hace
imperativo el empleo de nuevas tecnologias para la elaboracion de alimentos que ayuden a
disminuir la deficiencia de micronutrientes como el zinc. La presente investigacion evalué el
efecto de la adicién de germinados de alfalfa (Medicago sativa) al suero de leche para obtener
una bebida biofortificada con zinc. El trabajo se desarrollé en dos fases, en la primera fase se
utilizé un disefio completamente al azar. Para obtener germinados de alfalfa biofortificados se
utilizé semillas impregnadas con diferentes concentraciones de zinc, la biomasa obtenida fue
liofilizada. En la segunda fase, se utilizé un disefio en bloques completamente al azary se elaboré
bebidas de pifia en base a suero de leche y los germinados. Se evaluaron parametros de
germinacion, cantidad y biodisponibilidad de zinc, pruebas de estanteria y una evaluacién de la
evolucion organoléptica de la bebida. Los germinados de alfalfa impregnados con 75y 100 uM
de Zn presentaron mayor desarrollo radicular y las bebidas elaboradas con estos tratamientos
presentaron mayor contenido de zinc, con 2.45y 2.50 mg/L, ambas con una biodisponibilidad de
zinc mayor al 50%. Las bebidas con el tratamiento 75 yM Zn presentaron menor separacién de
los componentes. No hubo diferencias significativas entre las bebidas en la evaluacion
organoléptica. Al anadir germinados impregnados con zinc al suero de leche, se obtuvo una

bebida biofortificada para nifios entre 1 y 3 afios con una aceptabilidad media.

Palabras clave: ZINC, GERMINADOS DE ALFALFA, SUERO DE LECHE,

FORTIFICACION
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Abstract

Zinc deficiency in children is associated with serious health consequences. It is imperative to use
new technologies for food production that help reduce the deficiency of micronutrients such as
zinc. The present investigation evaluated the effect of adding alfalfa sprouts (Medicago sativa) to
whey to obtain a biofortified drink with zinc. The work was developed in two phases, in the first
phase a completely randomized design was used, to obtain biofortified alfalfa sprouts, seeds
impregnated with different concentrations of zinc were used, the biomass obtained was freeze-
dried. In the second phase, a completely randomized block design was used, and pineapple
drinks were made based on whey and sprouts. Germination parameters, quantity and
bioavailability of zinc, shelf tests and an evaluation of the organoleptic evolution of the drink were
evaluated. The alfalfa sprouts impregnated with 75 and 100 uM of Zn presented greater root
development, the drinks prepared with these treatments presented a higher zinc content with 2.45
and 2.50 mg/L, both with a zinc bioavailability greater than 50%. The drinks with the 75 pyM Zn
treatment showed less separation of the components. There were no significant differences
between the drinks in the organoleptic evaluation. By adding sprouts impregnated with zinc to
whey, a biofortified drink for children between 1 and 3 years old with medium acceptability was

obtained.

Keywords: ZINC, ALFALFA SPROUTS, WHEY, FORTIFICATION
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

El zinc interviene en varios procesos bioldgicos del ser humano, como el crecimiento, el
desarrollo de estructuras mentales y disminuye la presencia de infecciones, (Romero et al.,
2020). Graves problemas de salud, especialmente en nifios, estan asociados a la deficiencia de
zinc, pues interviene en su crecimiento y desarrollo, por lo que el plan intersectorial de
alimentacion y nutricion Ecuador 2018-2025, ha desarrollado programas especificos contra las
insuficiencias de micronutrientes, como la suplementacién con zinc en neonatos, nifios e
infantes, (Ministerio de Salud Publica del Ecuador [MSP], 2018).

Para disminuir la desnutricion y garantizar la seguridad alimentaria a través del aumento
de los niveles de hierro, zinc y vitamina A. Perera y Noronha (2015) se plantearon como
estrategia instalar areas de produccion de cultivos biofortificados. Una alternativa rapida para
mejorar el contenido de zinc y su biodisponibilidad en los alimentos es la fortificacion de
germinados, como las semillas de alfalfa (Medicago sativa) remojadas en sulfato de zinc,
cloruro de zinc, gluconato de zinc, 6xido de zinc o estearato de zinc, (Salvatierra, 2022).

Por otra parte, Morales (2016) indica que el suero de leche se ha utilizado como
alternativa para desarrollar bebidas fortificadas debido a su actividad antibacteriana e inhibicion
de la produccién de toxinas por parte de microrganismos, sin mencionar sus efectos
estimulantes en el sistema inmunoldgico y sistema de defensa. La cantidad agregada de suero
de leche en dichas bebidas condiciona la aceptabilidad, por lo que es importante realizar
acciones para poder retener una buena calidad nutricional, (Ménico et al., 2006).

Justificacion

La deficiencia de micronutrientes afecta el crecimiento y desarrollo durante la infancia,

Romero et al. (2020). Para prevenir la deficiencia de micronutrientes es necesario implementar

estrategias centradas en la ingesta de alimentos variados y ricos en nutrientes, ya sean

16



alimentos enriquecidos o suplementos vitaminicos. Se ha demostrado que los principales
problemas de salud publica en los menores de 5 anos estan establecidos por la desnutricion
cronica, con una prevalencia de 23.9%, (MSP 2018). Ademas, segun la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién, existe problemas de deficiencia de zinc, con una prevalencia de 27.5%,
también indica una presencia de desnutricion crénica mayor en el area rural con un 31.9%
frente a un 19.7% del area urbana.

Por otro lado, Chuchuca y Roman (2022) ha demostrado un mal aprovechamiento del
suero lacteo derivado de la elaboracion de queso por parte de las plantas industriales, sin
contar el dano ambiental que ocasiona el suero desechado. El suero posee un alto contenido
nutricional, sin embargo, una pequefia parte es utilizada como alimento para animales,
mientras que el mayor porcentaje es desechado, contaminando rios y suelos (Brito et al.,
2015).

Se hace imperativo el empleo de nuevas tecnologias para la elaboracion de bebidas
que ayuden a combatir la deficiencia de zinc. El presente trabajo busca utilizar los beneficios
nutricionales del suero de leche y los germinados de alfalfa. Proporcionando valor agregado a
la bebida debido a la adicion de germinados, mejorando el aprovechamiento del suero de leche
y su reduccion de emision al medio ambiente y entregar un producto a las comunidades con
problemas de desnutricién infantil debido a deficiencias de micronutrientes.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la adiciéon de germinados de alfalfa (Medicago sativa) al suero de
leche para obtener una bebida biofortificada con zinc
Objetivos especificos

Obtener el germinado de alfalfa biofortificado mediante impregnacién de zinc (0 pM, 25
MM, 50 uM, 75 uM y 100 pM) en la semilla para su implementacion biolégica.

Liofilizar y pulverizar los germinados para elaborar la bebida biofortificada.
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Determinar la vida util del producto mediante pruebas de estanteria y evolucién
organoléptica.

Determinar la cantidad de zinc residual en el producto terminado.
Hipotesis

HO: El suero de leche enriquecido con germinados biofortificados de alfalfa (Medicago
sativa) con 0 uM, 25 uM, 50 uyM, 75 uM y 100 pM de zinc, no aumenta la cantidad de zinc
residual, tiempo de vida util ni la aceptacién del producto final.

H1: El suero de leche enriquecido con germinados biofortificados de alfalfa (Medicago
sativa) con 0 uM, 25 uM, 50 yM, 75 uM y 100 pM de zinc, aumenta al menos una de las

variables a evaluar en el producto final.
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CAPITULOIII
REVISION DE LITERATURA
Biofortificacion

La biofortificacion envuelve diferentes procesos convencionales, técnicas de ingenieria
genética o practicas agrondmicas, para aumentar la cantidad de las vitaminas, minerales y
reducir los antinutrientes, mejorando la calidad nutricional de los alimentos (Khaula, 2021).
Biofortificacion agronémica

Jha y Warkentin (2020) indica que la biofortificacion agronémica busca mejorar las
caracteristicas agronémicas y aumentar el contenido de elementos esenciales en las partes
comestibles de las plantas, cumple este objetivo mediante la aplicacion de elementos
esenciales mediante via edafica, foliar o en solucion nutritiva.

Zinc

El zinc es un mineral importante requerido por los humanos y esta involucrado en varias
funciones biolégicas como la cicatrizacion, proteccion a las células del dafio oxidativo y la
reduccion el riesgo de varios tipos de cancer (Costello y Franklin, 2006).

Al estar presente en todas las células del cuerpo, el zinc ayuda al sistema inmune,
ademas de ser utilizado para la sintesis de proteinas y ADN, (National Institute of Health [NIH],
2022).

Importancia del Zinc en las plantas

Castillo et al. (2018) establece que el zinc al ser un cation divalente es utilizado como
cofactor por varias enzimas como el alcohol deshidrogenasa y la ARN polimerasa.

El zinc interviene en el desarrollo de las plantas a través de su accion indirecta en la
sintesis de auxinas, debido a que las plantas utilizan al zinc para la sintesis del triptéfano, un
aminoacido esencial para la sintesis del acido indolacético, una de las principales auxinas,

(Castillo et al., 2018).
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Requerimiento diario de zinc

muestra las cantidades promedio diarias recomendadas segun la edad.

Tabla 1

Cantidad diaria de zinc por edad

Etapa de vida

Cantidad recomendada

Del nacimiento hasta los 6 meses
Bebés de 7 a 12 meses

Nifios de 1 a 3 afos

Nifios de 4 a 8 afos

Nifios de 9 a 13 afos

Adolescentes varones de 14 a 18 afios
Nifias adolescentes de 14 a 18 afios
Hombres adultos

Mujeres adultas

Adolescentes embarazadas

Adultas embarazadas

Adolescentes que amamantan

Mujeres que amamantan

2mg
3 mg
3 mg
5mg
8 mg
11 mg
9 mg
11 mg
8 mg
12 mg
11 mg
13 mg

12 mg

Nota. Las cantidades recomendadas se encuentran en miligramos/dia.

Recuperado de NIH (2022).

Deficiencia de zinc

ocasionar problemas en el sistema inmunitario, tales como infecciones recurrentes,

enfermedades mentales, retraso en el crecimiento y problemas de fertilidad (Jha y Warkentin

2020).

Debido a la importancia del zinc en la division celular, la deficiencia de este puede

La cantidad diaria de zinc que se necesita dependera de la edad. La siguiente (Tabla 1)
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La deficiencia tiene mayores consecuencias cuando en el caso de los nifos, se ha
demostrado que la deficiencia de zinc como la causante de diarreas, retraso en el crecimiento y
falta de apetito, incluso se puede llegar a problemas reproductivos cuando sean adultos.
También provoca la caida del cabello en nifios mas grandes, asi como infecciones mas
frecuentes (NIH, 2022).

Biodisponibilidad del zinc en el organismo

En 2007, Borelli et al. Determiné que mientras mayor sea la relacion acido fitico: zinc
presente en los alimentos, menor sera la biodisponibilidad del zinc en el organismo, en la
siguiente (Tabla 2) se presenta el valor de la biodisponibilidad de zinc en correspondencia con
el valor obtenido de la relacion molar acido fitico: zinc.

Tabla 2

Relacion molar acido fitico AF:Zn y la biodisponibilidad de zinc

Relaciéon molar AF:Zn Biodisponibilidad de zinc

<5 >50%
5-15 30%
15-30 15%
>30 10%

Nota. Recuperado de Borelli et al. (2007).

Alfalfa (Medicago sativa)
Descripcién general

La alfalfa, es una leguminosa herbacea perenne muy extendida. Sus flores se forman en
racimos abiertos. Las vainas son retorcidas y tienen de una a cinco espirales. Las hojas son
pinadas y trifoliadas. Posee una raiz principal definida, que penetra el suelo hasta 9 m.
Alcanzan una altura de 60 a 90 cm. Este forraje, uno de los mas nutritivos, es rico en proteinas,
minerales y vitaminas; pues es fuente de calcio, potasio, fésforo, hierro y vitaminas A, C, E y K,

(Soriano, 2003).
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Figura 1

llustracion de Alfalfa (Medicago sativa)

Nota. Recuperado de National History
Museum of London [NHM] (2011).
Germinados de Alfalfa

La germinacién de semillas aumenta la concentracion de nutrientes, proteinas, fibra y
vitaminas, es una técnica eficaz, rapida y econémica para mejorar la calidad nutricional de las
harinas obtenidas a partir de los germinados, (Mufoz et al., 2021).

Flores (2013) indica que esta mejora en la calidad nutricional de las semillas de alfalfa
se da principalmente a la descomposicién de lipidos, hidratos de carbono y proteinas de
almacenamiento en nutrientes mas simples y por lo tanto mas digeribles.

En la germinacion disminuyen los compuestos anti nutricionales como acido fitico,
lectinas, saponinas y alcaloides. Ademas, debido a la generacion de péptidos de bajo peso

molecular, se ha evidenciado una mejora en la funcionalidad biolégica, dando a los germinados
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efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antidiabéticos, antimicrobiano y anticancerigeno.
(Mufoz et al., 2021).

Estas propiedades convierten a los germinados en ingredientes de interés para la
industria alimentaria, potencializando su aplicacion en el desarrollo de alimentos funcionales
con beneficios a la salud humana.

Niveles de absorcion de zinc en la alfalfa

En los suelos acidos el rango de contenido de zinc se encuentra entre los 10 a 200 ppm,
esta concentracién de zinc no incide sobre su biodisponibilidad para las plantas. Son factores
como el pH, la adsorcion en la superficie de las arcillas, la materia organica, los carbonatos y
Oxidos minerales presentes, ademas de la interaccidn con otros nutrientes y las condiciones
climaticas, los factores que inciden sobre la disponibilidad de zinc. La alfalfa es considerada de
sensibilidad media a bajos niveles de zinc disponibles en el suelo, siendo su rango 6ptimo de
absorcion de 21 a 70 ppm de zinc (Betancor y Keel, 2003).

Acido fitico

El acido fitico es una sustancia que se encuentra en alimentos de origen vegetal, en las
semillas constituye la principal forma en la que el fosforo es almacenado (Romero et al., 2020).
En las semillas el fosforo no esta disponible para el hombre ni para animales monogastricos,
esto se debe a que no estan provistos de suficiente actividad de fitasas capaces de liberar el
grupo fosfato de la estructura del fitato (Martinez et al., 2002).

Debido a su capacidad convertir en no asimilables a minerales y proteinas, ya que
forma complejos insolubles, el acido fitico es considerado un compuesto antinutricional
(Martinez et al., 2002).

Germinados
Fases de la Germinacién

Segun Salvatierra Valdez (2022) existen tres fases en la germinacion.
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1. Primera fase. Se da la imbibicion de la semilla por diferencia de potencial hidrico y la
solucion del medio.

2. Segunda fase. Activacion del metabolismo celular, se da paso a la respiracién, reparacion
mitocondrial, reparacion del ADN, transcripcion y traslado de ARNm.

3. Tercera fase. Aumenta la movilizacion de reservas de nutrientes, division celular, sintesis
de ADN.

Figura 2

Esquema de los eventos fisicos y quimicos que ocurren durante la germinacion
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Tiempo
Nota. La figura muestra las tres fases de la germinacioén de acuerdo con el
contenido de agua a través del tiempo. Recuperado de Salvatierra (2022).
Propiedades nutricionales de los germinados de alfalfa
Los germinados contienen mas proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales
biodisponibles en comparacion de las semillas sin germinar. Los almidones dentro de las

semillas se vuelven de facil digestion ya que se convierten en aziucares mas simples (Levy,
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2022). Se ha verificado una correlacion entre el consumo de germinados de alfalfay la
disminucion del colesterol. Se destaca la presencia de vitamina K, D, C, biotina y acido fdlico,

ademas de un alto contenido de hierro y clorofila en los germinados (Rosique, 2015). Debido

a

la presencia de zinc podemos encontrar fitohormonas como la auxina acido indolacético, de la

cual el zinc es clave para su sintesis. También se encuentra la accion de las giberelinas,

implicadas directamente en la germinacién; el acido giberélico (AG3) que rompe la latencia de

las semillas y remplaza la necesidad de estimulos ambientales, como luz y temperatura (Araya

et al., 2000).
Tabla 3

Contenido nutricional por cada 100 g de germinados de alfalfa

Componente Nutricional Contenido por cada 100 g
Calorias 23
Hidratos De Carbono 2149
Gramos De Proteina 3.99¢
Gramos De Grasa 0.69¢g
Gramos De Fibra 1949
Vitamina K 30.5 pg (38% DV)
Vitamina C 8.2 mg (14% DV)
Folato 36 ug (9% DV)
Manganeso 0.2 mg (8% DV)
Cobre 0.2 mg (7% DV)
Fosforo 70 mg (7% DV)
Magnesio 27 mg (7% DV)
Riboflavina 0.1 mg (7% DV)
Zinc 0.9 mg (6% DV)
Hierro 1 mg (5% DV)
Tiamina 0.1 mg (5% DV)
Vitamina A 155 Ul (3% DV)

Nota. Los DV son las cantidades recomendadas de nutrientes que se
deben consumir 0 no exceder cada dia. El porcentaje de DV es cuanto
contribuye a su dieta diaria un nutriente en una sola porcion. Recuperado

de Levy (2022).
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Liofilizacion

El proceso de liofilizacion hace que el estado del agua cambie de sélido a vapor sin
pasar por la fase liquida. Esta tecnologia fue desarrollada industrialmente y tiene dos métodos
de conservacion: congelacion y secado (Parzanese, 2012).

El resultado de un producto liofilizado es un producto seco, que conserve todos los
rasgos organolépticos iniciales, como el aroma y el sabor.
Liofilizacion en la industria de los alimentos

En la industria alimentaria se busca eliminar el agua de un alimento utilizando la
congelacion, se usa esta técnica en lugar de la aplicacion de calor, ya que preserva sustancias
como proteinas y enzimas, sensibles a altas temperaturas (Chavarrias, 2010).

Se ha comenzado a comercializar liofilizados como ingredientes industriales, para el
consumidor, y para productos con un valor agregado (Parzanese, 2012).
Suero de leche

El suero es un producto lacteo que se obtiene separando el cuajo de la leche, al
elaborar queso, el sistema coloidal de la leche se divide en dos fracciones (Poveda E, 2013).

Fraccion sélida. Compuesta por proteinas insolubles y lipidos, las cuales atrapan los
constituyentes hidrosolubles durante su precipitacién

Fraccion liquida. Correspondiente al lactosuero o suero de leche, se encuentran
suspendidos los componentes nutricionales que no fueron integrados a la coagulacion de la
caseina
Desaprovechamiento del suero de leche

La eliminacion inadecuada del lactosuero o suero de leche es un problema global,
ademas, el desconocimiento de sus beneficios impide su revalorizacion en el desarrollo de
nuevos alimentos (Cisneros, 2022).

Los residuos de las industrias del sector lacteo pueden ser aprovechados para el

suministro de recursos en la obtencion de suplementos alimenticios (Castafio, 2021).
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Actualmente existen pocos procesos que se centren en el uso del suero en la
produccion de bebidas, alimentos y suplementos proteicos (Cisneros, 2022).
Composicioén nutricional del suero de leche

El suero de leche contiene el 90% del calcio, potasio, fésforo, sodio y magnesio
presente en la leche. Estos minerales se transfieren al suero después de la coagulacion de las
proteinas durante la produccién de cuajada (Poveda E, 2013).
Tabla 4

Composicién del suero de queseria dulce y acido

item Composicion
Suero dulce Suero acido
pH >6.7 <5.6
Solidos totales 6.40 6.4
Agua 93.60 93.5
Grasa 0.05 0.04
Proteina 0.55 0.55
NNP 0.18 0.18
Lactosa 4.80 4.40
Cenizas (sales minarales) 0.50 0.80
Calcio 0.04 0.12
Sodio 0.05 0.05
Potasio 0.16 0.16
Acido lactico 0.40 0.40

Nota. NNP: Nitrégeno no proteico. Recuperado de Reascos y Salazar
(2021).
Uso del suero en alimentos y bebidas
Estudios nutricionales establecen que el lactosuero tiene una alta calidad nutricional y
puede ser parte de la dieta diaria, ofreciendo beneficios como suplemento nutricional o en
alimentos y bebidas realizadas a partir de este subproducto (Cisneros, 2022). En la siguiente
(Tabla 5) se muestran diferentes usos del lactosuero que se han implementado en las

diferentes industrias.
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Tabla 5

Usos del lactosuero en alimentos u ofras industrias

Aplicaciones

Beneficios

Productos lacteos como bebidas
fermentadas y quesos

Bebidas como jugos de fruta, refrescos,
bebidas achocolatadas, bebidas a base de

leche
Alimentos nutricionales

Fuente de compuestos bioactivos

Fuente para extraer minerales

Valor nutricional, como emulsificante, gelificante,
mejorar propiedades organolépticas, mejorar
consistencia, cohesividad

Valor nutricional, solubilidad, viscosidad,
estabilidad coloidal

Alimentos de mayor valor nutricional y bajo
costo, alimentos para deportistas, adultos
mayores, formulas nutricionales especiales para
mantener pesos saludables o aumentar el
consumo de proteina, formulas infantiles,
formulas especiales para alimentacion
hospitalaria

Péptidos y proteinas con potencial
antihipertensivo, actividad antimicroblal,
antioxidante, incremento de la saciedad
Principalmente calcio y fésforo

Nota. La tabla muestra algunas de los principales beneficios al agregar suero de leche en las

diferentes industrias. Adaptado de Poveda (2013).
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CAPITULO I
METODOLOGIA

El presente trabajo se dividié en dos fases, la primera se centrd en la obtencion de
germinados biofortificados de alfalfa (Medicago sativa) con diferentes concentraciones de zinc,
la segunda fase, en la liofilizacién de los germinados y preparacion de la bebida a base de
suero de leche.
Ubicacion geografica
Primera fase

La primera fase del presente trabajo de investigacién se la realizé en el laboratorio de
fisiologia vegetal y principios activos de la carrera de ingenieria agropecuaria IASA |, con
coordenadas 0°23'04.4"S 78°24'52.3"W, altitud 2714 m.s.n.m. Ubicado en la Hacienda El
Prado, Sangolqui.
Figura 3

Vista aérea del laboratorio de fisiologia vegetal y principios activos

® LabiASA
.. &

y #
[faboratorio de SUe[os
- A C ‘

Nota. Recuperado de Google Maps (2023).
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Segunda fase

La segunda fase del trabajo de investigacion se la realizé en las instalaciones de la
Planta de procesamiento de alimentos de la carrera de ingenieria agropecuaria IASA I, con
coordenadas 0°23'27.8"S 78°24'49.1"W, altitud 2740 m.s.n.m. Ubicado en la Hacienda El
Prado, Sangolqui.

La liofilizacion de los germinados se realizo en el laboratorio de poscosecha, mientras
que la elaboracion de la bebida se la realizé en la planta de procesamiento de alimentos.
Figura 4

Vista aérea de la planta de procesamiento de alimentos

Nota. Recuperado de Google Maps (2023).

Métodos

Preparacion de las semillas

Se utilizé 500 gramos de semillas de alfalfa organica, es decir semillas sin agroquimicos

que afecten la salud de los consumidores. Para cada tratamiento se utilizé 100 gramos de

semillas, dando como resultado 25 gramos por repeticion.
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En la camara de flujo laminar se realiz6 la desinfeccion de las semillas con una solucién
de hipoclorito de sodio al 0.5% durante 7 minutos, se procedio con tres lavados de las semillas
con agua destilada estéril, el primer lavado con duracion de un minuto, y los dos siguientes
durante tres minutos.

Este procedimiento también ayudoé a realizar un proceso de escarificacion quimica a las
semillas.

Impregnacion de zinc

Una vez desinfectadas las semillas de alfalfa, se las sumergié durante 24 horas en 500
ml de agua destilada estéril con diferentes concentraciones de sulfato de zinc (ZnS0O4)
correspondientes a los tratamientos (25, 50, 75 y 100 uM) para el tratamiento testigo (0 uM) se
sumergieron las semillas durante 24 horas en 500 ml de agua destilada estéril.

Obtencion y almacenamiento de los germinados

Una vez concluido el tiempo de hidratacion, se colocaron 25 gramos de semillas en
frascos de vidrio de 500 ml, previamente esterilizados en una autoclave durante 20 minutos a
una temperatura de 121°C y presion de 120 bares.

La germinacion de semillas se realizé en un ambiente controlado dentro de una
incubadora BIOBASE a 20 °C durante 7 dias en total oscuridad, se regd con agua destilada
estéril al cuarto dia.

Al séptimo dia, con la aparicién de la radicula, se almacenaron los germinados en
fundas autosellantes para inmediatamente congelarse.

Se evalud el porcentaje de germinacién con germinados obtenidos al azar. También se
evalué el largo de la radicula, utilizando el programa ImageJ.

Liofilizaciéon de germinados

Una vez congelados y almacenados los germinados a -20 °C en una refrigeradora

Indurama, los germinados fueron colocados sobre papel aluminio para ser llevado al equipo

liofilizador fabricado en la ESPE, en el cual permanecio de 12 a 18 horas a -25 °C hasta que la
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humedad sea del 1 al 3%, a una presion de vacio. Una vez obtenidos los liofilizados se
trituraron en un procesador de alimentos Oster.

Finalmente fueron almacenados en fundas autosellantes herméticas para evitar que los
liofilizados ganen nuevamente humedad.
Preparacion de la bebida

Para obtener la bebida biofortificada con zinc, se utilizé suero de leche proveniente de la
elaboracion de queso mozzarella en la planta de procesamiento de alimentos del IASA I. Previo
una prueba de sabor, se determiné una mejor aceptacion para la mezcla entre suero de leche,
pulpa de pifa y vainilla, por lo que se procedié con la siguiente férmula (Tabla 6). Se realiz6 4
repeticiones de la bebida por cada tratamiento.
Tabla 6

Ingredientes para la elaboracion de una bebida biofortificada con zinc

Componentes Cantidad
Suero de leche 40 mi
Pulpa de pifia 26.7 ml
Liofilizado de germinados de alfalfa 29
Azucar 69
Vainilla 0.05 ml

Nota. La tabla muestra las cantidades para preparar 70
ml de la bebida.
Vida atil
Pruebas de estanteria. Se realiz6 pruebas fisicoquimicas el primer, segundo, séptimo y
vigesimoprimer dia. Entre las que se encuentran:
o pH: se midio el potencial hidrogeno con la ayuda de un potenciometro
e Solidos solubles totales: se utilizdé una gota de la bebida y se midieron los grados Brix
con un refractometro.
e Separacion de los componentes: se midioé la sinéresis o separacion del lactosuero, se

utilizé una regla y se realizaron 4 mediciones, una en cada lado de la bebida.
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Evolucién organoléptica. Se realizaron analisis sensoriales al segundo, séptimo y
vigesimoprimer dia, se contd con 5 jueces semi entrenados, de edades entre 22 y 26 afos,
todos miembros de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Se evalud la apariencia del
producto, su aroma, textura y sabor; donde los catadores evaluaron la bebida con puntos del 1
al 10. Las pruebas fueron realizadas codificando cada tratamiento y dia con una numeracién al
azar.

Zinc residual

Se evalud la cantidad de zinc en la bebida utilizando el HI 3854 Test Kit de Zinc, se
utilizé 20 ml de muestra de la bebida.

Las muestras fueron previamente secadas en una estufa y calcinadas en una mufla a
600 °C durante 4 horas, se agregdé 10 ml de acido clorhidrico (HCI) y 3 ml de agua destilada, se
llevé a la estufa hasta la ebullicion.

Se filtré en matraces de 50 ml, se aforé con agua desionizada y se filtré por segunda
vez con filtros de membrana de 0.22 ym.

Una vez obtenida los 20 ml de la muestra se afiadioé un paquete del reactivo HI 3854A-0,
se obtuvo 10 ml de la mezcla y se agregd 0.5 ml de reactivo HI 93731B-0 y se cerro la cubeta
con el tapon PAD. Se esperd 3 minutos y 30 segundos para que se desarrolle el color y se
procedié a medir la absorbancia por medio de un espectrofotometro.

Utilizando muestras con cantidades de zinc conocidas se establecié una curva para
definir la ecuacién de la cantidad de zinc en funcién de la absorbancia (Figura 5).

La ecuacion obtenida fue la siguiente:

Y = 174.82x33075

Donde:

X: absorbancia

Y: cantidad de zinc
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Figura 5

Cantidad de zinc vs absorbancia
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Nota. Las cantidades de zinc se encuentran en mg/L (ppm).

Acido fitico

Para evaluar el contenido de acido fitico de los germinados liofilizados se mezcl6 2
gramos de las muestras con 50 ml de acido clorhidrico (HCL) al 2% en matraces de 125 mly se
los llevo a un agitador incubador New Brunswik Scientific a 22 °C y 125 revoluciones por
minuto, posteriormente se filtré6 con papel Whatman nimero 1 y el filtrado se mezcldé con 2.5 ml
de reactivo tiocianato de amonio al 3% y se complet6 la mezcla con 27 ml de agua destilada.
Se realiz6 la titulacion con cloruro férrico con una concentracion de 1.95 mg/ml, se afiadié y se
agitoé a la mezcla hasta obtener una coloracién amarillenta parduzca, la concentracién de acido

fitico se calculé considerando las ecuaciones presentadas por Abulude (2004).

m
Fitato de fosforo ( g ) = Valor de titulaciéon * 1.95

100g

m
Fitato ( g

1009) = Fitato de fosforo * 3.55
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Relacion molar AF:Zn
Se evalud la biodisponibilidad del zinc considerando las ecuaciones presentadas por
Wei et al. (2012), mediante la relacion molar acido fitico: zinc.

mmol AF
AF:7n = ———
mmol Zn

Los resultados de la relacion molar se relacionaron con los porcentajes de
biodisponibilidad (Tabla 2).
Disefio experimental
Tratamientos primera fase

Las unidades experimentales fueron cada frasco de germinacion con 25 gramos de
semillas de alfalfa tratadas con diferentes concentraciones de zinc (0, 25, 50, 75y 100 yM) que
fue el factor de estudio, teniendo asi 5 tratamientos, incluido el testigo, con 4 repeticiones cada
uno, dando un total de 20 unidades experimentales (Tabla 7). La disposicién de los tratamientos
se muestra en la (Figura 6).

Diserio experimental primera fase

Estructura de parcelas. Fue dispuesta bajo un disefio completamente al azar (DCA).
Estructura de tratamientos. Es un modelo unifactorial de 4 tratamientos mas un testigo, con 4
repeticiones.

Para las variables porcentaje de germinacién, longitud de la radicula, contenido de zinc,
contenido de acido fitico, relacién AF:Zn. El modelo matematico es el siguiente:

Yij=n+Z; +Ej

Donde:

Y;j: variable de respuesta

u: media general de la variable de respuesta

Z;: efecto de la i-ésima concentracion de Zn

E;;: error experimental
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Tabla 7

Tratamientos por probar experimentalmente en la primera fase

Factor Simbologia Niveles Tratamientos
C1=0uM 2Zn TO = Semillas de alfalfa remojadas
durante 24 horas a 0 uM de Zn

Concentracién de C C2=25uM 2Zn T1 = Semillas de alfalfa remojadas
zinc del agua durante 24 horas a 25 pM de Zn
utilizada para la C3 =50 uM Zn T2 = Semillas de alfalfa remojadas
activacion de durante 24 horas a 50 yM de Zn
semillas de alfalfa C4=75uM Zn T3 = Semillas de alfalfa remojadas

durante 24 horas a 75 uM de Zn
C5=100 uM Zn T4 = Semillas de alfalfa remojadas
durante 24 horas a 100 uM de Zn
Nota. La tabla representa los tratamientos de acuerdo con los niveles de concentracion de zinc

Croquis del disefno primera fase
Figura 6

Distribucién aleatorizada del experimento durante la primera fase
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Nota. La figura muestra la disposicion de las unidades
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p

experimentales. TO: 0 yM Zn, T1: 25 yM Zn, T2: 50 uM

Zn, T3: 75 uM Zn, T4: 100 uM Zn
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Tratamientos segunda fase

Para la segunda fase las unidades experimentales fueron cada bebida de pifia
elaborada en base a suero de leche y germinados biofortificados con diferentes niveles de zinc
(0, 25, 50, 75 y 100 uM) teniendo asi 5 tratamientos, incluido el testigo. Se bloqued
considerando los dias en que se tomaron datos de las bebidas, que fueron el dia 0, dia 2, dia 7
y dia 21. Con un total de 20 unidades experimentales (Tabla 8), la disposicién de los
tratamientos se muestra en la (Figura 7).
Tabla 8

Tratamientos para probar experimentalmente en la segunda fase

Factor Simbologia Niveles Tratamientos

G1=0puM Zn TO = Bebida con germinados

Germinados tratados a 0 uM de Zn
liofilizados de G2=25uM Zn T1 = Bebida con germinados

alfalfa tratados con G tratados a 25 uM de Zn
diferentes niveles G3 =50 uM Zn T2 = Bebida con germinados

de zinc, utilizados tratados a 50 yM de Zn
en la elaboracién G4=75uM Zn T3 = Bebida con germinados

de la bebida tratados a 75 yM de Zn
G5 =100 pM Zn T4 = Bebida con germinados

tratados a 100 uM de Zn
Nota. La tabla representa los tratamientos de acuerdo con los niveles de concentracion de zinc

de los germinados de alfalfa que fueron utilizados para la elaboracién de la bebida.

Diseno experimental sequnda fase
Estructura de parcelas. Fue dispuesta bajo un disefio en bloques completamente al azar
(DBCA).
Estructura de tratamientos. Es un modelo unifactorial de 4 tratamientos mas un testigo, con 4
repeticiones.

Para las variables porcentaje de grados Brix, pH, separacion de componentes y

evolucion organoléptica; el modelo matematico es el siguiente:

Yij=:u+Zi+Dj+Eij
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Donde:
Y;j: variable de respuesta
u: media general de la variable de respuesta
Z;: efecto de la i-ésima concentracion de Zn
D;: efecto del j-ésimo dia
E;j: error experimental

Croquis del disefo segunda fase

Figura 7

Distribucion aleatorizada del experimento durante la segunda fase

Nota. La figura muestra la disposicion de las
bebidas elaboradas con germinados tratados con

diferentes concentraciones de zinc.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados
Parametros de germinacién
Porcentaje de germinacién

El porcentaje de germinacion no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos (F=3,91; p=0,0965).
Longitud de la radicula

La longitud de la radicula presento diferencias significativas entre los tratamientos
(F=11.82; p=0.0092).

Las semillas de alfalfa impregnadas con dosis correspondientes a 75 yM de zinc y 100
MM de zinc presentaron mayor longitud de radicula que las semillas tratadas con 0 yM Zn y 25
MM Zn (Tabla 9).
Tabla 9

Promedios + DE del largo de radicula en germinados de alfalfa tratados con diferentes niveles

de zinc
MM Zn Medias * DE
0 349+1.07a
25 463+0.17ab
50 571+041bc
75 6.98 £0.09c
100 7.34+091c

Nota. Medias con una letra comun no
son significativamente diferentes (LSD
Fisher; a=0.05). Las medias de
longitud de la radicula se encuentran

en centimetros.
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Cantidad y biodisponibilidad de zinc
Contenido de zinc en la bebida

El contenido de zinc en la bebida presento diferencias significativas entre tratamientos
(F=34.24; p=0.0008).

Las bebidas que contenian germinados liofilizados de alfalfa tratadas con 75y 100 uM
Zn presentaron mayor contenido de zinc que las bebidas que contenian germinados tratados
con 0, 25y 50 uM Zn (Tabla 10).
Tabla 10
Promedios + DE del contenido de zinc en bebidas con germinados liofilizados de alfalfa

tratados con diferentes niveles de zinc

MM Zn Medias * DE
0 0.56 £0.11 a
25 0.61+0.07 a
50 0.95+0.18 a
75 2451047Db
100 252+011b

Nota. Medias con una letra comun
no son significativamente diferentes
(LSD Fisher; a=0.05). El contenido
de zinc corresponde a mg/L (ppm).
Contenido de acido fitico
El contenido de fitatos calculados presentes en los germinados liofilizados no
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 0, 25, 50, 75y 100 yM Zn
(F=27.00; p=0.138).
Los contenidos de fitatos para los germinados tratados con 0, 25, 50, 75y 100 yM Zn
corresponde a 2.77, 2.77, 2.08, 1.38 y 1.38 respectivamente.

Se puede observar que, a mayor cantidad de zinc, menor cantidad de fitatos (Tabla 11).
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Tabla 11
Resultados del calculo de fitatos presente en germinado liofilizados de alfalfa, tratados con

diferentes niveles de zinc

Tratamiento Titulaciéon (ml) Fitato de fosforo Fitato (mg/100g)
(MM Zn) (mg/1009)

0 0.4 0.78 2,77

25 0.3 0.585 2.08

50 0.3 0.59 2.08

75 0.4 0.78 277

100 0.2 0.39 1.38

Nota. La concentracion de acido fitico se calculé considerando las ecuaciones
presentadas por Abulude (2004).
Relacion molar acido fitico (AF:Zn)

Al realizar la relacion molar acido fitico: zinc (Tabla 12) se determiné que la
biodisponibilidad de zinc para los tratamientos con germinados tratados con 25, 50, 75y 100
MM Zn es mayor al 50%.

Para los tratamientos con germinados tratados con 0 uM Zn la biodisponibilidad de zinc
baja a un 30%.

Tabla 12
Resultados del calculo de la relacion molar AF:Zn en germinado liofilizados de alfalfa, tratados

con diferentes niveles de zinc

Tratamiento Fitato Zinc Relaciéon Biodisponibilidad
mM AF mM Zn

(MM Zn) (mg/100g) (mg/L) AF:Zn de Zn
0 2.769 0.560 0.055 0.009 6.331 30%
25 2.077 0.610 0.041 0.009 4.359 >50%
50 2.077 0.950 0.041 0.015 2.799 >50%
75 2.769 2.450 0.055 0.038 1.447 >50%
100 1.385 2.520 0.027 0.039 0.703 >50%

Nota. La biodisponibilidad se calcul6 de acuerdo con las ecuaciones de Borelli et al. (2007).
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Pruebas de estanteria
Sdlidos solubles totales
Los grados Brix de la bebida a los 2, 7 y 21 dias, no tuvieron diferencias significativas
entre los tratamientos (F=0.75; p=0.5764).
PpH de la bebida
El pH de la bebida a los 2, 7 y 21 dias, no presenté diferencias significativas entre los
tratamientos (F=2.38, p=0.1094).
Tabla 13
Medias * DE de los grados Brix y pH de bebidas con germinados liofilizados de alfalfa tratados

con diferentes niveles de zinc

Tratamiento Grados Brix pH
TO 19.53+1.14 a 5.35+0.35a
T1 18.53+1.01a 526 +0.34 a
T2 19.25+2.14 a 524 +0.34 a
T3 19.53+0.71 a 530+0.31a
T4 18.68 £ 0.54 a 521+0.31a

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (LSD Fisher; a=0.05). TO: 0 yM Zn, T1: 25 uyM Zn,
T2: 50 yM Zn, T3: 75 uyM Zn, T4: 100 uM Zn
Separacion de los componentes
La separacion de los componentes de la bebida tuvo diferencias significativas entre los
tratamientos correspondientes a 25 yM Zn, 50 uM Zn, 75 yM Zn y 100 uM Zn (Friedman; p
=0.0002).
Las bebidas con germinados liofilizados tratados con 75 uM tuvieron menor separacion
de sus componentes a comparacién de las bebidas con germinados tratados con 25, 50, 75 y

100 uM (Tabla 14).
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Tabla 14

Medias de separacion de las bebidas con germinados de alfalfa tratados con diferentes niveles

de zinc
MM Zn Suma (Ranks) Media (Ranks)

75 3.00 1.00 a

100 7.50 250b

50 8.00 267bc

25 11.50 3.83d

0 15.00 5.00 e

Nota. Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (Friedman; p<0.05).
Figura 8

Separacion de los componentes de la bebida vs cantidad de zinc

2.051
1.704

1.359

0.95- ‘ i
0.64 i i i 1
T0 T T2 T3 T4

Tratamiento

Separacidn

Nota. La figura muestra la separacion promedio de los
componentes, medidos a los 2, 7 y 21 dias. TO: 0 uM
Zn, T1:25 yM Zn, T2: 50 yM Zn, T3: 75 uyM Zn, T4: 100

MM Zn.
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Vida atil en percha

Debido a que no hubo diferencias en el pH ni en los grados Brix de las bebidas, para

determinar la vida util en percha, se considerd que un promedio del sabor en general inferior a

5 (en una escala donde 1 es desagradable y 10 muy agradable) para que el producto ya no sea

apetecible.

En la (Figura 9) se puede observar los tratamientos que obtuvieron una calificacion

menor a 5 en el sabor en general, estos fueron: TO a partir del séptimo dia'y T1 a partir del

séptimo dia.

Figura 9

Sabor en general de las bebidas al dia 2, 7y 21

8.611

7481

Saboar en General

3.9591

6.301

&.40

7.60
7.20
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6.50

280 4 4p 4.80

4.20

TO:2 TO:F TO:21 T2 T7 T2 T22 T27 TZ21 T332 T37 T2 T42 T47 T4HM
uM Zn*dias

Nota. Se observa el sabor general de las bebidas hechas con germinados de alfalfa

tratados con diferentes niveles de zinc, TO: 0 yM Zn; T1: 25 uyM Zn; T2: 50 uM Zn; T3: 75

MM Zn; T4: 100 uM Zn.

Evolucion organoléptica de la bebida

Apariencia

Los resultados de las pruebas organolépticas a los 2, 7 y 21 dias no indicaron

diferencias significativas entre las bebidas por su apariencia (F=2.20, p=0.1592).
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Figura 10

Apariencia promedio de las bebidas evaluadas a los 2, 7 y 21 dias

5.904
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Apariencia

Nota. La figura muestra el promedio de la apariencia de
la bebida, donde 1 es desagradable y 10 muy agradable.
Aroma
No hubo significativas entre los tratamientos para el aroma a pifia (F=1.70; p=0.2420),
aroma a vainilla (F=1.42; p=0.3106) ni en el aroma en general (Friedman, p=0.4388).
Figura 11

Aroma promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias

.56

5.87 I
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n
@

3,457
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Nota. La figura muestra los promedios de los resultados de aroma

a pifia (rojo), vainilla (azul) y el aroma en general (amarillo).
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Textura

Los resultados de las pruebas organolépticas a los 2, 7 y 21 dias no indicaron
diferencias significativas entre las bebidas por su grumosidad (F=2.06; p=0.1791), ni en su
textura en general (F=2.07; p=0.1767).

Figura 12

Textura promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias
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6.37-
e
£ 553
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Nota. Se puede observar los promedios de la grumosidad de la bebida
(rojo) y la textura en general (azul). Donde 1 es desagradable y 10 muy
agradable.

Sabor
Los resultados de las pruebas organolépticas no indicaron diferencias significativas
entre las bebidas para los siguientes criterios: sabor a pifia (F=0.37; p=0.8272); sabor a
germinados (F=1.09; p=0.4223); sabor a suero de leche (F=1.43; p=0.3094); nivel de azucar
(F=0.30; p=0.8724); amargor (F=1.75; p=0.2310); sabor en general (Friedman, p=0.1017).
En escalas donde 1 es imperceptible y 10 excesivo para los sabores a germinados,
suero de leche, amargor y nivel de azucar.

Para evaluar el sabor en general se utilizé una escala donde escala donde 1 es

desagradable y 10 muy agradable.
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Figura 13
Sabor de los componentes promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias
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4,851
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Nota. Se muestran los promedios del sabor a pifia (rojo), sabor a
germinados (azul) y sabor a suero de leche (amarillo). Donde 1 es
imperceptible y 10 excesivo.

Figura 14

Sabor general de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias

8.30q

5,454 _ I

4514

Sabor en General

277

0.593
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ulM Zn
Nota. Se muestran los promedios del nivel de azucar (rojo) y amargor (azul),
donde 1 es imperceptible y 10 excesivo. Se observa también el sabor en

general (amarillo), donde 1 es desagradable y 10 muy agradable.
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Discusion

Durante la fase de obtencion de germinados biofortificados con zinc, se evalué el
porcentaje de germinacion y el desarrollo radicular. Ochoa (2019) indica que los factores
cruciales al momento de la germinacion son principalmente la humedad y la temperatura. En
este trabajo no se obtuvo diferencias significativas en el porcentaje de germinacién de semillas
de alfalfa, la media de las semillas que estuvieron en remojo durante 24 horas a diferentes
concentraciones de zinc, y a una temperatura de germinacion de 20 °C durante 7 dias fue del
96%. Ochoa (2019) obtuvo un porcentaje de germinacion del 83.50% de semillas de alfalfa a un
tiempo de remojo de 30 minutos y con una temperatura de germinacion de 20 °C durante 10
dias. Por otra parte Gonzales et al. (2011) evalué el porcentaje de germinacion de semillas de
alfalfa sin remojo previo, en cajas Petri con 5ml de agua a una temperatura de 19 £ 4 °C
durante 15 dias, dando como resultado una germinacién del 100%. El porcentaje obtenido es
optimo en comparacién con otras investigaciones, si bien el porcentaje de germinacion puede
variar dependiendo de las condiciones ambientales, también se debe considerar las
condiciones internas como efectos mecanicos, inmadurez del embridn, baja concentracion del
etileno y presencia de inhibidores.

En cuanto al largo de la radicula se determind que la mayor longitud de radicula fue de
6.98 a 7.34 cm con dosis de 75 a 100 uM Zn, evaluadas al dia 7. Salvatierra (2022) evaluo el
largo de la radicula en germinados de alfalfa con diferentes concentraciones de zinc, determiné
que la mayor longitud fue 3.99 + 0,65 con semillas tratadas con dosis de 40 ug. ml-1 de zinc,
medidos al quinto dia. La longitud que corresponde a los resultados obtenidos por Salvatierra
(2022) es de las semillas tratadas con 25y 50 yM Zn con medias de 4.63 a 5.71 cm. Estos
datos reafirman que la cantidad de zinc influye en el desarrollo de la radicula como se indica en
la (Tabla 8). Es importante resaltar que la presencia de zinc aumenta la sintesis de triptéfano,

un aminoacido que estimula la sintesis de la hormona vegetal acido indol-3-acético, que, segun
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Vega et al., (2016) es la principal auxina encargada de la elongacion, la division celular, la
diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz y gravedad.

La bebida obtenida con mayor cantidad de zinc fue aquella que se utilizé germinados
tratados con 75y 100 uM de zinc, teniendo una cantidad de 2.45y 2.52 mg/L de zinc,
respectivamente. La norma técnica INEN 1334-2-2:2011 para los requisitos del rotulado
nutricional, indica que, para declarar un alimento fortificado, este debe contener al menos el
20% del valor diario recomendado. Suponiendo se realice una bebida de 240 ml, su contenido
de zinc seria de 0.6 mg, correspondiente al 20% de 3 mg de zinc, que segun NIH (2022) es el
requerimiento para niflos de 7 meses a 3 afios.

La biodisponibilidad de zinc para los tratamientos con 25, 50, 75y 100 uM Zn fue
superior al 50%, mientras que para el tratamiento con 0 uM Zn fue del 30%, este ultimo difiere
con Salvatierra (2022) que al realizar la impregnacion con zinc a 0, 10, 20, 30 y 40 ppm de Zn,
todos sus tratamientos tuvieron una biodisponibilidad mayor al 50%, aunque solo evalué la
relacion AF:Zn en germinados, mas no en una bebida, y de acuerdo a Ruel (2007) la absorcién
de los fortificantes de zinc varia cuando son afiadidos a diferentes alimentos.

En cuanto a las pruebas de estanteria. No se obtuvieron diferencias entre los
tratamientos con respecto al pH y a los grados Brix, siendo estos con medias de 5.23- 5.38 de
pHy 18.47-19.50 de grados Brix. Al no haber variaciones se determina que no hubo
fermentacion ni cambios acidificacion en las bebidas. Morales (2016) realizé una bebida
fortificada a base de suero de leche y mango, detalla que los grados Brix es inversamente
proporcional a la acidez del producto y una bebida con 38 grados Brix y pH entre 4.5y 4.7
genera mayor aceptacion por parte del consumidor. Por otra parte, Quimbita y Rodriguez
(2008) indican que conforme aumenta el dulzor y disminuye el pH, la aceptabilidad crece,
ademas, la percepcion de sabores extrafios disminuye.

Se determind que las bebidas con germinados liofilizados tratados con 75 pM tuvieron

menor separacion de sus componentes, esto tuvo un impacto por parte de los consumidores,
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pues las bebidas que obtuvieron menor grumosidad fueron las bebidas con mayores
valoraciones en su sabor en general. La sinéresis o la separacion de las fases en una
suspension es un fendmeno natural que ocurre en productos lacteos, Santillan y Vélez (2019)
al fortificar yogures con micro minerales como el Zn50M, obtuvo menor sinéresis en
comparacion con el testigo, aunque obtuvo productos mas estables fortificando con
nanoparticulas, esto debido a la presencia de inulina. Esto es un factor muy importante para
tener en cuenta, ya que Acevedo et al. (2010) indica que los defectos de calidad presentes
tales como: textura granulosa, sinéresis y consistencia variable, son las causan de un bajo
consumo de bebidas con suero de leche.

En cuanto a la valoracion organoléptica no se obtuvieron diferencias significativas entre
los tratamientos, debido a que se uso la misma cantidad de germinados en todos los
tratamientos, cambiando Unicamente la concentracion de zinc con la que fueron tratados. Sin
embargo, de forma descriptiva se observa una mejor aceptacion en bebidas con poca
grumosidad y poca separacion de los componentes. Esto concuerda con Morales (2016), que,
al realizar una bebida fortificada a base de suero de leche, tuvo diferencias organolépticas solo
al cambiar el porcentaje de goma xantana utilizada que permite texturizar y espesar los

liquidos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al afiadir germinados impregnados con 75y 100 yM de zinc al suero de leche, se
obtuvo una bebida biofortificada con una cantidad de 2.45 y 2.52 mg/L de zinc,
respectivamente, se obtuvo una disponibilidad mayor al 50% en ambos tratamientos,
menor sinéresis para el tratamiento con 75 uM Zn y una aceptabilidad media del
producto final.

Se obtuvo germinados de alfalfa biofortificados con zinc, estos no tuvieron porcentajes
de germinacion diferentes entre los tratamientos, sin embargo, las semillas tratadas con
75y 100 yM de zinc obtuvieron mayor desarrollo de radicula debido a la sintesis de la
auxina acido indolacético, estimulada por la presencia del zinc.

Los germinados biofortificados obtenidos se liofilizaron y trituraron, de esta manera
estuvieron listos para ser agregarlos a la bebida a base de suero de leche, debido a que
al liofilizar no se perderan los contenidos nutricionales ni organolépticos de los
germinados.

Las pruebas de estanteria determinaron que los grados Brix y el pH de la bebida no
cambia a los 2, 7 ni 21, indicando que la bebida no presentd fermentacion, acidificacion,
gases, ni presencia de contaminantes. Se pudo notar una la separacion del suero de
leche o sinéresis, propio de una bebida a base de leche, se determind que las bebidas
realizadas con germinados tratados con 75 UM de zinc presentaron menor separacion
de los componentes, con respecto a los demas tratamientos. También se determind
descriptivamente que las bebidas con una valoracion menor a 5 (en una escala donde 1
es desagradable y 10 muy agradable) fueran consideradas como no consumibles, estas
bebidas fueron aquellas con el tratamiento 0 y 25 uyM de zinc, a partir del dia 7. En

contra parte la bebida con mayor aceptacion del sabor en general fue T2, es decir
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aquella con germinados tratados con 50 uM de zinc, seguida por T3, elaborada con los
germinados impregnados con 75 uM de zinc.

La bebida que presenté mayor cantidad de zinc residual fueron las bebidas que
utilizaron germinados tratados con 75 y 100 uyM de zinc, teniendo una cantidad de 2.45
+0.47 y 2.52 + 0.11 mg/L de zinc, respectivamente, seguidas por las bebidas con
germinados tratados con 50, 25y 0 yM de zinc, con 0.95 £ 0.18; 0.61 £ 0.07 y 0.56 +
0.11 mg/L de zinc, respectivamente. Al realizar el contenido de acido fitico en los
germinados liofilizados se logré determinar la relacién acido fitico: zinc. Para los
tratamientos con 0, 25, 50, 75y 100 uM de zinc, el valor de la relacion AF:Zn fue de

6.33; 4.36; 2.80; 1.44 y 0.70 respectivamente.

Recomendaciones

Se recomienda promover el consumo de la bebida de pifia a base de suero de leche y
germinados liofilizados de alfalfa con una impregnacion de zinc de 75 pyM Zn, ya que fue
la bebida que obtuvo mayor contenido de zinc residual, menor sinéresis, fue una bebida
con evaluacion organoléptica constante y una buena una biodisponibilidad de zinc.

Para obtener un analisis de la biofortificacion completa, se recomienda realizar estudios
gue complementen este, midiendo el grado de absorcion de zinc en personas que
consumen la bebida.

Se recomienda continuar con las pruebas de estanteria para poder determinar la vida
util real del producto

Se recomienda utilizar productos que ayuden a la cohesividad de la bebida, con el fin de

mejorar la consistencia y esta sea mas apetecible.
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