@HESPENS

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS lf\f\
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Evaluacidon 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 obtencion del titulo de Ingeniero

Agropecuario
Ing. Vargas Arboleda, Martha Cecilia, Mgtr.

09 de septiembre del 2023




INTRODUCCION

Deficiencia de micronutrientes afecta el crecimiento y desarrollo durante la infancia
Romero et al. (2020)

Desnutricion Ecuador (2018)
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Germinados hiofortificados
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Suplementacion con zinc en neonatos, nifios e infantes, Ministerio de Salud Publica del :
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Plan intersectorial de alimentacion y nutricion Ecuador 2018-2025 [
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Cultivos biofortificados con hierro, zinc y vitamina A, Perera & Noronha
(2015)

Fortificacion de germinados para mejorar el contenido de zinc y su
biodisponibilidad en los alimentos, Salvatierra (2022)

|
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La eliminacién inadecuada y el desconocimiento de sus beneficios impide el :
desarrollo de nuevos alimentos (Cisneros, 2022) I
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OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la adicion de germinados de alfalfa (Medicago sativa) al suero de leche

para obtener una bebida biofortificada con zinc

Especifico

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

« Liofilizar y pulverizar los germinados para elaborar la bebida biofortificada.

« Determinar la vida util del producto mediante pruebas de estanteria y evolucion organoléptica.

« Determinar la cantidad de zinc residual en el producto terminado.
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REVISION DE LA LITERATURA

» Procesos convencionales
Biofortificacion « Técnicas de ingenieria genética
» Préacticas agronémicas

mejorar las caracteristicas
agronomicas

Cantidad diaria recomendada de zinc por edad Funciones biolégicas
Etapa de vida Cantidad recomendada
Del nacimiento hasta los 6 meses 2 mg
Bebés de 7 a 12 meses Jmg
Nifios de 1 a 3 afios 3mg
Nifios de 4 a 8 afios Smg
Nifios de 9 a 13 afios & mg
Adolescentes varones de 14 a 18 afios 11 mg . accion indirecta en la sintesis L
Nifias adolescentes de 14 a 18 afios 9mg ZI nec de auxinas tnptOfano
Hombres adultos 11 mg
Mujeres adultas 8 mg L .
Adolescentes embarazadas 12 mg defICIenCIa
Adultas embarazadas 11 mg
Adolescentes que amamantan 13 mg sintesis del acido
Mujeres que amamantan 12 mg Diarreas, retraso en el crecimiento, falta de indolacético
Nota. Las cantidades recomendadas se encuentran en apetito, problemas reproductivos, caida del
miligramos/dia. Tomado de (Instituto Nacional de Salud, 2022). cabello e infecciones mas frecuentes
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Mayor disponibilidad de

nutrientes
Descompone
* Lipidos

 Hidratos de carbono
* Proteinas
de almacenamiento

Alfalfa (Medicago sativa)

Germinacion de semillas de
alfalfa

Disminucion de compuestos
anti nutricionales

- Acido fitico
 Lectinas

« Saponinas
« Alcaloides

REVISION DE LA LITERATURA

Absorcion

. pH

» Superficie de las arcillas

* Materia organica

» Carbonatos y 6xidos minerales

Rango optimo: 21 a 70 ppm de zinc
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REVISION DE LA LITERATURA

Suero de leche

Producto lacteo que se obtiene separando el cuajo de la leche

Composicion del suero de queseria dulce y acido
* Residuos de las industrias

Iltem Composicion
Suero dulce Suero acido
pH =6.7 <56
Solidos totales 6.40 6.4
Agua 93.60 93.5
« Suministro de recursos en la obtencion de suplementos alimenticios ~ Grasa 0.05 0.04
Proteina 0.55 0.55
NNP 0.18 0.18
Lactosa 480 440
Cenizas (sales minerales) 0.50 0.80
) o o o Calcio 0.04 0.12
« Alta calidad nutricional y beneficios como suplemento nutricional Sodio 005 0.05
Potasio 0.16 0.16
Acido lactico 0.40 0.40

Nota. NNP: Nitrégeno no proteico. Tomado de (Reascos & Salazar, 2021)

« Valor nutricional,

« Emulsificante,

« Gelificante,

» Mejora propiedades organolépticas,
* Mejora consistencia y cohesividad

* Productos lacteos como bebidas
fermentadas y quesos
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Fase germinados

Laboratorio de fisiologia vegetal y principios
activos
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METODOLOGIA

Distribucion aleatorizada del experimento durante la primera fase

T2: 50 pM Zn T4: 100 pM Zn T0: 0 pM Zn T3: 75 pM Zn T0: 0 pM Zn

T1: 25 puM Zn 13: 75 uM £Zn 12: 50 uM £Zn 14:100 uM £Zn 12: 50 pM Zn
T0: 0 pM Zn T4: 100 pM Zn T0: 0 pM Zn T1: 25 pM Zn T13:75pM Zn
T1: 25 pM Zn T2: 50 pM £Zn 13: 75 pM Zn T1: 25 pM £n T4: 100 pM £Zn

Yij =Uu + Zi + Eij
Andlisis de la Varianza ( ANOVA)

LSD de Fisher
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500 gramos de semillas de
alfalfa organica

Hipoclorito de sodio al
0.5% durante 7 minutos

limpregnacion con 5
concentraciones de Zn

20 °C durante 7
dias, total oscuridad

12 a 18 horas a -25 °C, Presién de
vacio, humedad finall al 3%,

Porcentaje
de
germinacion
y desarrollo
radicular

METODOLOGIA

Acido fitico. 2 g, 50 ml HCL 2%

Agitador incubador New
Brunswik Scientific,
3 horas, 22 °C,125 rpm

Filtracion papel Whatman nl Titulacién con
2,5 ml tiocianato de amonio al 3% acido férrico a
27 ml de agua destilada. 1.95 mg/ml.

. . mg
Fitato de fosforo

Fitato

100 g) = Valor de titulacion - 1.95

g ) = Fitato de f6sforo - 3.55
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Fase bebida

Planta de procesamiento de alimentos

METODOLOGIA

Distribucion aleatorizada del experimento durante la sequnda fase

T3 T4 TO T1 T2 Blogue 1
T2 TO T1 T3 T4 Bloque 2
TO T3 T2 T4 T1 Bloque 3
T3 T1 T4 TO T2 Bogue 4

Andlisis de la Varianza ( ANOVA)

Prueba no paramétrica de Friedman
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Ingredientes para la elaboracion de una bebida biofortificada con zinc

Componentes Cantidad
Suero de leche 40 ml
FPulpa de pifia 26.7 ml
Liofilizado de germinados de alfalfa 20
Azucar 69
Vainilla 0.05 ml

Nota. La tabla muestra las cantidades para preparar
70 ml de la bebida

0, 2,7y 21dias
-pH

*Sélidos solubles
totales
*Separacién de
los componentes
(sinéresis)

Evaluacion de la apariencia, aroma, textura y saboralos 2, 7y
21 dias

3 gramos, 600 °C, 4 horas

METODOLOGIA

Zinc
10 ml de agua e & 358 v i 59 9 Filtracion
destilada y 2 : ey papel
ml acido Whatman
clorhidrico, 50mi
ebullicion

Zinc HANNA
Instruments

20 mlde la

muestra +

Reactivo zincona Se afiade

cianuro para

Biodisponibilidad de Zinc

mol AF

AF:7Zn =
n mol Zn

formar
complejo con
el zinc

Cyclohexanona

para liberar Zn

580 nm

m
Zn (_g) = 174.82(Absorbancia)33°7>

R? = 0.9999
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Medias + D.E. del porcentaje de germinacion y longitud de radicula de semillas de alfalfa

tratadas con diferentes concenfraciones de zinc

Tratamiento Germinacion (%) Longitud radicula (cm)
TO: 0 pM Zn 9550+190a 349+107a

T1:25 pM Zn 96.25+087a 463+017ab

T2: 50 pM Zn 96.25+091a 571+041bc

T3:75 pM Zn 97.00+185a 698 +009c

T4: 100 pM Zn 95.75+x102a 734 +091¢c

Nota. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (LSD

Fisher; a=0.05).

Fromedios + DE del contenido de zinc en bebidas con germinados liofilizados de alfalfa

tratados con diferentes niveles de zinc

Tratamiento Zinc residual (mg/l)
TO: 0 pM Zn 056+011a
T1: 25 pM Zn 0.61+007a
T2: 50 uyM Zn 095+018a
T3: 75 uM Zn 245+047b
T4: 100 pM Zn 252+011b
MNota. Medias con una letra comun no son

significativamente diferentes (LSD Fisher; a=0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién de 100% sin remojo

Germinacion 83.50% con 30
minutos en remojo; 20 °C; 10 dias
Ochoa (2019)

previo, en cajas Petri con 5 ml de
agua; 19 °C; 15 dias
Gonzales et al. (2011)

Longitud radicular de 3.99 £ 0,65 a
40 ppm Zn; dia 5
Salvatierra (2022)

El acido indol-3-acético interviene en la
elongacion, la divisién celular, la
diferenciacién de tejidos, las

respuestas a la luz y gravedad.
Vega etal. (2016)

Alimento fortificado al menos 20%
del valor diario recomendado
Norma INEN 1334-2-2:2011

Contenido de zinc en 240 ml = 0.6
mg Zn

Niflos de 1 a 3 afios necestian 3 mg
Zn/dia
NIH (2022)
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Resultados del calculo de la relacion molar AF:Zn en germinado liofilizados de alfalfa, tratados

con diferentes niveles de zinc

RESULTADOS Y DISCUSION

Zinc al 0, 10, 20, 30 y 40 ppm
obtuvieron biodisponibilidad >50%
en germinados

Salvatierra (2022)

. Fitato Zinc Relacion Biodisponibilidad
Tratamiento (mg/100g) (mg/L) mMAF mMZn AF-7n (?E 7n
T0: 0 pM Zn 2.769 0.560 0.055 0.009 6.331 30%
T1:25 pM Zn 2077 0.610 0.041 0.009 4359 =50%
T2:50 pM Zn 2.077 0.950 0.041  0.015 2 799 >50%
T3: 75 pM Zn 2 769 2.450 0.055 0.038 1.447 =50%
T4: 100 pM Zn 1.385 2.520 0.027 0.039 0.703 =50%

La disponibilidad de absorcion de
los fortificantes de zinc varia cuando
son afadidos a diferentes alimentos

Ruel (2007)

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

T0: 0 pM Zn 1953+x114a 535x035a
T1: 25 uyM Zn 18653x101a 2262034 a
T2: 50 pM Zn 1925+214a 524x034a
T3: 75 uM Zn 1953+x07/1a 530x031a
T4: 100 pM Zn 1668 x054a 2212031a

Nofa. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD

Fisher; a=0.05).

Los grados Brix es inversamente
proporcional a la acidez del
producto

Morales (2016)

38 grados Brix y pH entre 4.5y 4.7
genera mayor aceptacion por parte
del consumidor

Morales (2016)

Conforme aumenta el dulzor y disminuye el pH, la aceptabilidad crece, y la

percepcion de sabores extrafios disminuye

Quimbita & Rodriguez (2008)
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Medias de separacion de las bebidas con germinados de alfalfa tratados con diferentes niveles

de zinc
HM 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 500e

Nota. Medias con una

lefra comun no son

significativamente diferentes (Friedman; p<0.05).

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

8.617 8.40

7.461

6.301
5.60

Sabor en General

5.141 480 |
-

3.99

RESULTADOS Y DISCUSION

2057
Yogures fortificados con Zn 50M, 1.704
obtuvo menor sinéresis en £
comparacion al testigo E
Santillan & Vélez (2019) = 135
@
0.55-
Defectos de calidad como: textura
granulosa, sinéresis y consistencia 0.64 .
variable, causan bajo consumo de T0 T T2 T3 T4
bebidas con suero de leche. Tratamiento
Acevedo et al. (2010)

Grumosidad (rojo) y textura general (azul) de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias

7.214

6.37

Textura
o
o
w

6
6.00_510

T0:2 T0:7 TO:21||T1:2 T1.7 T1:21 |T22 T2:7 T2:21|73:2 T3:7 T3:21

20 6.10 4691

3.8564
0 25 S0 75 100

uM Zn

T42 T47 T421

uM Zn*dias
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RESULTADOS Y DISCUSION

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

6.90-
6.091
©
o
c
2 527
[
(=%
<
4,454 i i
363 .
0 25 50 75 100

uM Zn

Aroma general (amatrillo), aroma a pifia (rojo) y aroma a vainilla

(azul) de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias

8.567

6.871

5.184

Aroma

1.80

Diferencias organolépticas al
cambiar el porcentaje de goma
xantana utilizada, que permite
texturizar y espesar los liquidos.
Morales (2016)

100

Sabor a pifa (rojo), sabor a germinados (azul) y sabor a suero de leche

(amatrillo)promedio de la bebida, evaluada a los 2, 7 y 21 dias

7.667

6.261
2
S 4861
w

3.461

2.06 ﬁ .

0 25 50 75 100
uM Zn

Nivel de azdcar (rojo), amargor (azul) y sabor en general (amarillo) evaluada a los 2, 7

y 21 dias

8.301

4611

Sabor en General

2771

0.93

50
uM Zn

75

100
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CONCLUSIONES

Se obtuvo germinados de alfalfa fortificados con zinc, las semillas tratadas con 75 y 100 uM de zinc obtuvieron mayor desarrollo de radicula
debido a la sintesis de la auxina acido indolacético, por la presencia del zinc.

Se liofilizé y pulveriz6 a los germinados fortificados obtenidos para no perder las propiedades nutricionales ni organolépticas, para su
implementacion en la bebida

Las pruebas de estanteria determinaron una sinéresis menor de las bebidas realizadas con germinados tratados con 75 uM de zinc.
También se observé que las bebidas con el tratamiento 0 y 25 uM de zinc, a partir del dia 7 ya no resultaban agradables. En contra parte la
bebida con mayor aceptacion del sabor en general fue T2.

La bebida que presenté mayor cantidad de zinc residual fueron las bebidas que utilizaron germinados tratados con 75y 100 uM de zinc,
teniendo una cantidad de 2.45 + 0.47 y 2.52 + 0.11 mg/L de zinc, respectivamente. Se determind la relacion acido fitico: zinc, donde se
obtuvo una biodisponibilidad mayor al 50% para los tratamientos con 25, 50, 75y 100 pM Zn

Al afadir 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 yM Zn y una aceptabilidad media del producto final
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RECOMENDACIONES

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 uM, 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 que complementen este,

midiendo el grado de absorcion de zinc en personas que consumen la bebida.
Continuar con las pruebas de estanteria para poder determinar la vida util real del producto

Anadir componentes que ayuden a la cohesividad de la bebida, con el fin de mejorar la consistencia y esta sea

mas agradable.
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