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RESUMEN

El objetivo del trabajo de investigacion fue realizar la caracterizacion funcional de ecotipos
de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) para su inclusion en una bebida probidtica. En la primera
etapa se realiz0 la caracterizacion fisica y quimica de diez ecotipos de lupino sin desamargar
y desamargados, eligiendo al mejor ecotipo para la elaboracion de la bebida probidtica. En
la segunda etapa, se optimizé la formulacion de la bebida probidtica en funcion a la
viabilidad de los probiéticos y el pH. En la tercera etapa, se caracteriz6 y evallto la
estabilidad de la bebida probiotica 6ptima. En las semillas sin desamargar se identificaron 8
alcaloides, principalmente lupanina (2.5-5.2 g/100g) y esparteina (0.2-0.9g /100g), que
constituyeron el 80% del total de alcaloides. En las semillas desamargadas se identificaron
solo lupanina (0.0012 g/100g) y esparteina (0.0014 g/100g). El contenido de isoflavonas y
flavonas en las semillas sin desamargar fue 185.3 mg/100g y 40 mg/100g, respectivamente
y en las semillas desamargadas 148 mg de genisteina /100 g y 17 mg de apigenina /100g,
respectivamente. El ecotipo seleccionado para la elaboracién de la bebida fue Altagracia por
su contenido de proteinas, alcaloides, isoflavonas y flavonas, y el probidtico elegido fue
Lactobacillus plantarum 299v, en funcion a la reduccion de pH. La bebida probiotica éptima
(8% de azlcar y 31.5% de lupino: agua, 2% de inulina, 0.8% de CMC, 1% de glucosa)
fermentada durante 12 h con L. plantarum 299v mostr6 una tasa de crecimiento de 30.63%
(13 x 10® UFC/mI) y buena aceptabilidad general (5.4 + 2.4). Durante el almacenamiento,
disminuy0 la viabilidad del probiético (57 x 107 UFC/ml), la viscosidad (534.4 cP) y el pH
(3.85) y se incremento de la acidez titulable. Las semillas de lupino, por sus caracteristicas

nutricionales, es una buena matriz vegetal para el crecimiento de las bacterias probidticas.

Palabras claves: Lupino, alcaloides, desamargado, fermentacion, probidtico.



ABSTRACT

The aim of the research work was to perform the functional characterization of tarwi
(Lupinus mutabilis Sweet) ecotypes for inclusion in a probiotic drink. In the first stage, the
physical and chemical characterization of ten lupine ecotypes was carried out without
debittering and debittering. Then the ecotype was selected for the preparation of the probiotic
drink. In the second stage, the formulation of the probiotic drink was optimized based on the
viability of the probiotics and the pH. In the third stage, the optimal probiotic drink was
characterized and stability evaluated. In the seeds without debittering, 8 alkaloids were
identified, mainly lupanine (2.5-5.2 g / 100 g) and sparteine (0.2-0.9 g / 100 g), which
constituted 80% of the total alkaloids. Only lupanine (0.0012 g / 100 g) and sparteine (0.0014
g / 100 g) were identified in the debittered seeds. The content of isoflavones and flavones
were: in the seeds without debittering 185.3 mg / 100 g and 40 mg / 100 g, respectively and
in the debittering seeds 148 mg of genistein / 100 g and 17 mg of apigenin / 100 g,
respectively. The ecotype selected for the preparation of the drink was Altagracia due to its
content of proteins, alkaloids, isoflavones and flavones, and the probiotic chosen was
Lactobacillus plantarum 299v, based on the reduction in pH. The optimal probiotic drink
(8% sugar and 31.5% lupine: water, 2% inulin, 0.8% CMC, 1% glucose) fermented for 12 h
with Lactobacillus plantarum 299v showed a growth rate of 30.63% (13 x 108 CFU / ml)
and good general acceptability (5.4 £ 2.4). During storage, the viability of the probiotic (57
x 107 CFU / ml), the viscosity (534.4 cP) and the pH (3.85) decreased and the titratable
acidity increased. Lupine seeds, due to their nutritional characteristics, are a good plant

matrix for the growth of probiotic bacteria.

Keywords: Lupine, alkaloids, debittering, fermentation, probiotic.



I. INTRODUCCION

Los alimentos probioticos representan uno de los sectores mas grandes en los mercados de
alimentos funcionales (Buruleanu et al. 2013). La creciente conciencia sobre la mejora de la
salud intestinal y la eficiencia de las bacterias probioticas son responsables del desarrollo del
mercado mundial de probidticos (Savedboworn et al. 2017), que se espera que crezca de
USD 243.9 millones en 2019 a USD 292.2 millones en el 2025 (MarketResearch.com). El
consumo de bebidas y alimentos que contienen bacterias probioticas es una tendencia cada
vez mayor en todo el mundo (Granato et al. 2010). Segun la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion ( FAO y OMS 2002), los probi6ticos son
microorganismos vivos que confieren beneficios a la salud del huésped cuando se
administran en cantidades adecuadas (Hill et al. 2014). La mayoria de los microorganismos
probidticos son bacterias acido lacticas tales como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

casei, Lactobacillus acidophilus, y Streptococcus lactis (Yoon et al. 2004).

Diferentes investigaciones han demostrado que la adicién de probioticos a los alimentos
reducen el nivel de colesterol, mejoran la funcién gastrointestinal y el sistema inmune, y
disminuyen el riesgo de cancer de colon (Rafter 2003). Las bebidas lacteas se consideran
una excelente forma de administrar probidticos, siendo los mas comunes el yogurt, la leche
fermentada y la leche fresca (Girakan et al. 2009). Sin embargo, los principales
inconvenientes para los productos lacteos son la tendencia actual del vegetarianismo, el nivel
de colesterol y la creciente prevalencia de la intolerancia a la lactosa (Coda et al. 2012).
Aproximadamente el 70% de la poblacion mundial sufre de intolerancia a la lactosa, en
paises asiaticos es casi el 100%, en Africa y América del sur es aproximadamente 50%, en
el Reino Unido el 5% y en Finlandia y el norte de Francia el 17% (Nazir et al. 2019). Este
contexto ha llevado al desarrollo de productos probioticos en matrices alimentarias no
lacteas, incluyendo frutas, cereales y leguminosas (Champagne et al. 2008). Seguln
MarketResearch.com (2020), el mercado de alternativas lacteas crecerda de USD 12.6 mil
millones en el 2020 a USD 18.8 mil millones en el 2025, a una tasa de crecimiento anual

compuesta (CAGR) del 10.5% en el periodo pronosticado.


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S2452316X17300017#bib2
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0963996918303508#bb0065
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0963996918303508#bb5000
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/yoghurt
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0924224418303340#bib55
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0924224418303340#bib55
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0924224418303340#bib55
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0924224418303340#bbib80

Esto se atribuye a los beneficios nutricionales que ofrecen las alternativas lacteas de origen
vegetal, dentro de ellas las leguminosas son un componente importante en la dieta tradicional
de muchas regiones del mundo y constituyen una excelente fuente de proteinas, asi como de
otros macro y micronutrientes (Feyza et al. 2020). Una de las leguminosas mas
representativas de los andes de América del sur es la especie Lupinus mutabilis Sweet, planta
comunmente conocida como ullush, talwish, tauri, tarwi, chocho, lupino o ccquella
(Jacobsen y Mujica 2006), reconocida como un grano altamente nutritivo que proporciona
una cantidad relativamente alta de proteinas en comparacion con las legumbres tradicionales,
asi como &cidos grasos esenciales y fibra dietética (Carvajal et al. 2016). Ademas, las
semillas de lupino (tarwi) contienen metabolitos secundarios como polifenoles,
carotenoides, alcaloides y fitoesteroles con posibles actividades antimutagénicas,

anticancerigenas e hipocolesterolémicas (Ruiz-L6pez et al. 2019).

La eleccién de la matriz alimentaria es una parte clave para mantener la viabilidad de los
probidticos en el producto final (Oliveira et al. 2017 ). Las legumbres pueden constituir
matrices desafiantes y sus efectos sobre la viabilidad de los probidticos merecen ser
investigados, ya que compuestos bioactivos comunmente presentes pueden exhibir
propiedades antimicrobianas o prebidticas. En este contexto, el objetivo general del trabajo
de investigacion fue realizar la caracterizacion funcional de ecotipos de tarwi (Lupinus
mutabilis Sweet) para su inclusion en una bebida probidtica, con el fin de mejorar el valor
nutricional, las propiedades sensoriales y cualidades funcionales del lupino: Para ello se

planteo los siguientes objetivos especificos:

a. Caracterizar fisico y quimica proximal en diez ecotipos de lupino sin desamargar y
desamargados.

b. Identificar y cuantificar el contenido de alcaloides y flavonoides (Isoflavonas y
flavonas) en diez ecotipos de lupino sin desamargar y desamargados.

c. Seleccionar el ecotipo apropiado para la bebida probidtica en base al contenido de
alcaloides, proteina y flavonoides.

d. Optimizar los factores de formulacion de la bebida probiética.

e. Caracterizar y evaluar la estabilidad de la bebida probidtica 6ptima.


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0023643819310989#bib33

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. LUPINO

El género Lupinus es miembro de la familia Fabacea. Entre las legumbres, los lupinos o
altramuces, se caracterizan por su contenido de proteinas de alta calidad e idoneidad para
una produccién sostenible y posibles beneficios para la salud. Oceania y Eurasia contribuyen
con mas del 90 % de la produccion mundial de lupino con 1.3 toneladas métricas anuales,
seguidos por los paises de Africa (5-7 %), América del Sur, Norte y Centroamérica (3-5 %)
(Lucas et al. 2015 ). Existen mas de 450 especies de lupinos, de los cuales cuatro son de
interés agricola comercial: Lupino blanco (Lupinus albus), lupino amarillo (Lupinus luteus),
lupino azul o de hojas estrechas (Lupinus angustifolia), y lupinos perla (Lupinus mutabilis)
(Jappe y Vieths 2010). Las tres primeras son nativas de Europa y representan la mayoria de
lupinos cultivados en el mundo, pertenecen a los lupinos dulces, se cultivan y usan como
alimento y en la alimentacion de animales. La cuarta especie mencionada, L. mutabilis, es
una especie nativa de los Andes, y se cultiva s6lo en algunas partes de América del Sur y
aun no esta disponible comercialmente en Europa (Lucas et al. 2015).

En el mercado de alimentos, los lupinos son cada vez mas utilizados debido a su valor
nutricional y propiedades tecnofuncionales y son considerados como posibles sustitutos de
la soya genéticamente modificada. EI consumo de lupino también se ha asociado con efectos
beneficiosos para la salud, tales como la prevencion de la obesidad, hipertension, insulina
resistente, colesterol elevado en la sangre y las enfermedades cardiovasculares (Gliemes et
al. 2008; Hodgson y Lee 2008; Jiménez-Martinez et al. 2003b). Asi, se ha reportado que los
lupinos se utilizan como ingredientes en diferentes alimentos tales como requeson, tofu,
salsas, embutidos, escalope Vienés, untados, pasta, sucedaneos del café, mezclas sin gluten

para hornear, y todo tipo de productos de panaderia.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6831545/#B60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6831545/#B60

2.1.1. Lupinus mutabilis Sweet

Lupino andino, mas conocido como Chocho en el norte de Per( y Ecuador, tarwi en el centro
del Peru y tauri en el sur del Pert y Bolivia (chuchus en Cochabamba, Bolivia) (Cuadro 1)
(Jacobsen y Mujica 2006). En la actualidad el pais con mayor produccion es Chile con 45453
TM, seguido por Peru con 16481 TM y Ecuador con 1322 TM (FAOSTAT, 2020). El lupino
andino se considera uno de los cultivos perdidos de los incas, es ampliamente usado por la
poblacion local como alimento y medicina natural (Jacobsen y Mujica 2006).

Cuadro 1: Clasificacion taxondmica del Tarwi

Nombre Comdn Tarwi, Chocho, tauri
Nombre Cientifico Lupinus mutabilis
Division Espermatofitos
Clase Dicotiledoneas
Orden Rosales

Familia Fabaceae

Género Lupinus

Especie Lupinus mutabilis

FUENTE: Zamora (2002)

El fruto es de forma eliptica u oblonda, aguda en ambos extremos con cerca de 120 vainas
por planta, en ellas se encuentran las semillas que pueden variar en nimero y pueden ser de
forma redonda u ovalada, lenticulares, de 5-15 mm de largo y 6-8 mm de ancho, de color
variable, (blancas, marrones o negras) y tienen un diametro aproximado de 1 cm. El
tegumento que cubre la semilla es de forma dura y debe permeabilizarse para permitir la

salida de los alcaloides (Figura 1).



Figura 1: Morfologia del tarwi (Lupinus mutabilis Sweet).
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FUENTE: Miano et al. (2015).

a. Composicion quimica proximal

15mm

Las semillas de Lupinus mutabilis es conocida por su gran valor nutritivo comparado a otras

especies (Cuadro 2), presenta un alto contenido de proteina y grasa, que excede el de

cualquier otra especie de lupino (Carvajal-Larenas et al. 2016). Ademas, las semillas de

lupino estan practicamente desprovistas de almidén, los principales carbohidratos

encontrados son oligosacaridos (principalmente estaquiosa y rafinosa) y polisacaridos de

almacenamiento de la pared celular (Trugo et al. 2003 ).

Cuadro 2: Comparacion de la composicion del lupino (Lupinus mutabilis Sweet) y

soya (g/100 g)

Componente Lupino Soya
Proteina 44,3 33,4
Grasa 16,5 16,4
Carbohidratos 28,2 35,5
Fibra 7,1 5,7
Ceniza 33 5,5
Humedad 7,7 9,2

FUENTE: Jacobsen y Mujica (2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6831545/#B96

b. Metabolitos secundarios
e Alcaloides

Los alcaloides de quinolizidina (AQ) como la esparteina, la lupanina o angustifolina son
metabolitos secundarios presentes principalmente en la familia de las Leguminosae y pueden
encontrarse también en el género Lupinus (Frick etal. 2018). Los AQ, son compuestos
quimicos de defensa contra los insectos y otros herbivoros, su ingesta en altas
concentraciones produce intoxicaciones en mamiferos, convulsiones, temblores, y muerte
por paro respiratorio y cardiaco. Los AQ modulan los receptores de acetil colina (nicotinico
como muscarinico), algunos inhiben los canales de sodio y posiblemente pueden conducir a
degeneraciones neuronales (Ganzera et al. 2010). Los estudios preliminares sobre su
toxicidad sugieren que la dosis letal aguda tal como esta presente en las semillas de lupino
es de 10 mg/kg de peso corporal (p.c) para lactantes y 25 mg/kg de p.c en adultos (Carvajal-
Larenas et al. 2016). Aunque los alcaloides pueden ser tdxicos cuando se ingieren a altas
concentraciones, se han descrito varias propiedades biol6gicas, como antimutagénico,
antibacteriano, antifangico y anticancerigeno (Khan et al. 2015). El limite de seguridad
establecido por las autoridades sanitarias de Reino Unido, Francia, Australia y Nueva
Zelanda para la cantidad total de alcaloides en harinas de lupino y productos derivados es de
0,2 g/kg de materia seca (Magalhdes et al. 2017). Los alcaloides se sintetizan en el estroma
de los cloroplastos de las hojas, regulada por la luz. Luego se transportan a través del floema
y se almacenan en las vacuolas de todos los érganos de la planta, preferentemente en los
tejidos epidérmicos y subepidérmicos de tallos y hojas. Las semillas son especialmente ricas
en alcaloides (5 % peso seco), representando alrededor del 8-10 % del nitrégeno (de Cortés
et al. 2005).

e Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios bioactivos ampliamente distribuidos
en todas las plantas superiores que se sintetizan principalmente por las vias de acido
shikimico, fosfato de pentosa y fenilpropanoide (Singh et al. 2017). Las semillas de lupino
contienen cantidades significativas de fitoquimicos con potencial para promover la salud
tales como los compuestos fenolicos, fitoesteroles, tocoferoles y escualeno. La mayoria de
los compuestos fendlicos identificados en las especies de lupino pertenecen a las subclases
de isoflavonas y flavonas (Khan et al. 2015). Las isoflavonas pertenecen al grupo de los
flavonoides (Ranilla et al. 2009), se producen naturalmente en forma de glucésidos (como


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/topics/food-science/phenolic-compound
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/topics/food-science/phenylpropanoid
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0963996917305938#bb0070

daidzina, glicitina y genistina), estas formas naturales no se absorben facilmente, pero se
convierten en formas desconjugadas (por ejemplo, daidzeina, genisteina, gliciteina) por la
accion de las enzimas hidroliticas producidas por la microflora intestinal, mejorando en el
tracto gastrointestinal (GIT) (Duru et al. 2019 ). Las isoflavonas se han asociado con efectos
beneficiosos en los seres humanos, como la prevencion del céncer, enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis y sintomas menopausicos, las isoflavonas son fitoestrogenos
no esteroideos; sin embargo, debido a la presencia de anillos fenolicos, y particularmente el
4-hidroxilo, tienen la capacidad de unirse a los receptores de estrogenos, al igual que muchas
sustancias, incluidos los anti estrégenos como el tamoxifeno que se usa con éxito para tratar
el cancer de mama (Ranilla et al. 2009). A pesar de los enormes beneficios para la salud
asociados con la ingesta de isoflavonas, existen diferentes hallazgos contradictorios que han
sido reportados por diferentes autores (Andrade et al. 2015). La dosis diaria ingerida no
toxica de isoflavonas en humanos sigue siendo un tema discutible, 39-47 mg/dia se considera
seguro entre la poblacion japonesa (Duru et al. 2019 ). Por otro lado, las principales flavonas
identificadas en los lupinos son agliconas y/o glucosidos de luteolin, apigenin y disometin
(Khan et al. 2015), son considerados buenos antioxidantes porque tienen la habilidad de

atrapar el oxigeno singlete.

2.2. LECHE VEGETAL

2.2.1. Definicion

La leche vegetal es una alternativa a la leche animal y se prepara por extraccion acuosa a
partir de un material vegetal (cereales, pseudocereales, legumbres, semillas oleaginosas,
nueces) previamente molido. El extracto acuoso es homogenizado para obtener
distribuciones de tamafio de particula en un rango de 5-20 um que imitan la apariencia y

consistencia de la leche de vaca (Sethi et al. 2016).

2.2.2. Clasificacion
Sethi et al. (2016), clasifica las leches vegetales en cinco categorias:

a. A base de cereales: Leche de avena, leche de arroz, leche de maiz, leche de espelta.
b. A base de legumbres: Leche de soja, leche de mani, leche de altramuz/lupino, leche

de caupi.


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0023643819304141#bib26
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c. A base de frutos secos: Leche de almendras, leche de coco, leche de avellanas, leche
de pistacho, leche de nueces.

d. A base de semillas: Leche de sésamo, leche de lino, leche de cafiamo, leche de
girasol.

e. A base de pseudocereales: Leche de quinua, leche de teff, leche de amaranto.

2.3. PRODUCTOS FERMENTADOS NO PROBIOTICOS

Son aquellos productos de fermentacidn alimentaria con cualquier microorganismo. Por lo
tanto "Contiene cultivos vivos y activos”, los términos "vivo™ o "activo” no implican
actividad probidtica. La prueba de viabilidad a un nivel minimo que refleje los niveles tipicos
observados en los alimentos fermentados, se sugiere que sea 1 x 10° UFC por porcion
(Bertazzoni et al. 2013). Los alimentos fermentados que contienen cultivos vivos también
podrian calificar como "probidticos’ si cumplen los criterios para esa categoria, por ejemplo,
la evidencia de que el yogur puede mejorar la digestion de lactosa en los maldigeridos de
lactosa lo calificaria como "probidtico’ (Guarner et al. 2005).

2.4. BEBIDAS PROBIOTICAS NO LACTEAS

Estudios de la Organizacién Mundial de la Salud han demostrado que el estado de salud de
las personas depende en gran medida de la nutricion (Lampart et al. 2003). En este contexto
los alimentos funcionales son aquellos alimentos o componentes alimentarios que son
cientificamente reconocidos por tener beneficios fisioldgicos mas alla de los de la nutricion
basica (Gibson y Williams 2000). Hoy en dia, una amplia gama de productos probidticos
esta disponible en el mercado (Halliwell 2002; Jiménez-Martinez et al. 2003a; Hilliam
2004). Dentro de ellos las bebidas probioticas no lacteas son una gran alternativa para las
bebidas lacteas. Estas bebidas estdn basadas en jugos de frutas, productos de cereales y
leguminosas como por ejemplo semillas de lupino y soja. EI consumo de estos productos se
viene incrementado debido a que las bebidas fermentadas constituyen una parte importante
de la dieta humana y a la vez mediante el proceso de fermentacion incrementan su vida util,
mejoran su valor nutricional, y sus propiedades sensoriales (Barbaros y Huseyin 2010).
Debido a ello los mercados de bebidas probidticas son cada vez mas competitivos (Sorenson
y Bogue 2005).



Anteriormente, los beneficios para la salud de los probidticos se lograban con la leche u
otros productos lacteos; sin embargo, la intolerancia a la lactosa, el contenido de colesterol
y las proteinas alergénicas de la leche son factores limitantes en el crecimiento del mercado
de los probidticos lacteos (Yoon et al. 2004). La intolerancia a la lactosa es generada por la
ausencia de produccidn por el cepillo intestinal de la enzima lactasa, las cuales hidrolizan la
lactosa en azUcares absorbibles (glucosa y galactosa) proporcionando energia al organismo.
La lactosa es el primer carbohidrato crucial en la promocion de la salud para promover la
salud del recién nacido durante el periodo posnatal, la actividad de la lactasa intestinal es
méaxima entre la mayoria de los lactantes (Panghal et al. 2018). Los probiéticos ayudan a
liberar la f-galactosidasa en el intestino delgado que ayuda a la digestion y descomposicion

de la lactosa.

Por lo tanto, la ingesta de probidticos puede disminuir la intolerancia a la lactosa, pero la
efectividad depende del nimero de células en el producto y la cantidad de lactosa presente.
El aumento de los consumidores vegetarianos en los paises desarrollados y en desarrollo, de
los productos probioticos a base de plantas se ha incrementado significativamente. Los
productos lacteos con alto contenido de colesterol, el nimero significativo de personas
intolerantes a la lactosa lo sufre el 75% de la poblacion mundial (Silanikove, Leitner y Merin
2015) y razones econdmicas de los paises en desarrollo han generado la necesidad de buscar
alternativas no lacteas nutritivos y que promuevan la salud, tales como frutas, verduras,

cereales y legumbres (Panghal et al. 2017).

En particular, los cereales y las leguminosas son los sustratos mas adecuados para el
desarrollo de alimentos que contienen probidticos (Lamsal y Faubion 2009). Los cereales y
las legumbres son una buena fuente de vitaminas, minerales, proteinas, carbohidratos, fibra
y oligosacaridos . Los productos alimenticios probiéticos a base de cereales y legumbres se
pueden preparar usando sorgo, harina de mijo , maiz, malta de mijo, harina de trigo, mijo,
Soja, arroz y avena, ya sea solos o en diferentes combinaciones (Panghal et al. 2018). Por
ejemplo, el primer alimento probidtico libre de leche o componentes de la leche fue
formulado y fabricado en 1994 por Skane Dairy con la marca ProViva en Suecia. La papilla
a base de harina de avena fue fermentada con las bacterias acido lacticas Lactobacillus
plantarum 299v/L vy se afiadié cebada malteada para mejorar la licuefaccion. La papilla de
avena fermentada se mezcld con diferentes bebidas de frutas, como grosella negra, fresa,

arandano, escaramujo o cualquier fruta tropical en una concentracion del 5% para
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proporcionar un sabor afrutado. Las bacterias fueron resistentes a pH < 2.8-3.4
permaneciendo viables durante mas de un mes en almacenamiento refrigerado (~ 5x10 *°
UFC/L) (Panghal et al. 2018). Por otro lado, se investigé la cuajada de frijol formada por
varios extractos de proteinas de legumbres, incluyendo lentejas, frijol mungo, garbanzos,
guisantes lisos, guisantes y frijoles alados (Cai et al. 2001). Ademas, las bebidas probioticas
no lacteas desarrolladas a partir de trigo germinado, cebada y mijo perla tienen un nimero
de células viables de L. acidophilus NCDC14 en el rango de 10.36-11.51 log UFC/ml y
10.36-11.17 log UFC/ml (Mridula y Sharma 2015). Asi mismo, Santos et al.
(2014) desarrollaron una bebida de leche de cacahuete como nuevo sustrato para cepas
probidticas L. acidophilus (LACA 4) y Pediococcus acidilactici (UFLA BFFCX 27.1) con

una poblacion celular superior a 8 log UFC/ml.

2.5. BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

Bacterias &cido lacticas son gram-positivas, no forman esporas y son catalasa negativa, no
presentan citocromo (Holzapfel et al. 2001). Estas bacterias prefieren la anaerobiosis, pero
son aerotolerantes, son tolerantes al acido y estrictamente fermentativas. Las BAL
generalmente incluyen a varias especies con caracteristicas bioguimicas y ecolégicas en
comun (Lactobacillus, y Bifidobacterium) y tiene poco o ningun potencial patégeno, excepto
algunas especies de Streptococcus y posiblemente algunas cepas de Enterococcus (Donohue
y Salminen 1996). El consumo de BAL viables incluidas en los alimentos fermentados en
base a verduras, frutas, pescado, carne y leche data desde algunos afios. Las BAL permiten
mejorar la textura y el sabor de los alimentos fermentados e incrementan su vida Gtil (Elagoz
et al. 1996).

Las vias por las cuales se metabolizan las hexosas dividen las BAL en dos grupos,
homolactico y heterolactico (Figura 2). Los homolacticos como Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus y algunos lactobacilos producen acido lactico como el principal o Unico
producto final de la fermentacion de glucosa. Sin embargo, en condiciones de crecimiento
alteradas y cuando el sustrato inicial es una pentosa, esto puede cambiar. Los homolacticos
utilizan la via de Embden-Meyerhof-Parnas para generar dos moles de lactato por mol de
glucosa y derivan aproximadamente el doble de energia por mol de glucosa que los

heterolacticos. Los heterolacticos como Weisella y Leuconostoc y algunos lactobacilos
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producen cantidades equimolares de lactato, CO2 y etanol a partir de glucosa a través de la

ruta de hexosa monofosfato o pentosa (Caplice y Fitzgerald 1999)

Glucosa
Homolactico Heterolactico
Glucosa-6-P Glucosa-6-P
* 6-fosfogluconato
Fructosa-6-P R/
* Ribulosa-5-P
Fructosa-1,6-DP Xilulosa-5-P
Gliceraldehido-3-P ——  Dihidroxiacetona-P Gliceraldehido-3-P  Acetil-P
H, S
* 0
2 piruvato 2 piruvato Acetaldehido
2 Lactato 2 Lactato Etanol

Figura 2: Esquema generalizado para la fermentacion de glucosa en bacterias acido lacticas.
FUENTE: Adaptado de Caplice y Fitzgerald (1999).

2.6. PROBIOTICOS

La palabra “probidticos” se utiliz6 inicialmente como un anténimo de la palabra
“antibidtico”. Deriva de las palabras griegas pro y biotos, traducido como “de por vida”
(Hamilton et al. 2003). EIl origen del primer uso fue para la restauracion de la salud de
pacientes desnutridos por diferentes suplementos organicos e inorganicos (Kollath 1953).
Un afio mas tarde, Vergin (1954), propuso que el desequilibrio microbiano en el cuerpo
causado por el tratamiento con antibi6ticos podria ser restaurado por una dieta rica en
probidticos. Algun tiempo después, en 1965, Lilly y Stillwell describieron los probidticos
como microorganismos que estimulan el crecimiento de otros microorganismos. La
definicion de probidticos se ha modificado y cambiado muchas veces (Cuadro 3). A la
actualidad el término "probiotico”, esta definido por las Naciones Unidas y el Panel de
Expertos de la Organizacion Mundial de Salud como "microorganismos vivos que cuando
se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio de salud en el huésped"”
(FAO/OMS 2002).
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Cuadro 3: Descripciones y definiciones de probidticos comunmente citadas a lo largo

de los afos.

Afio Descripcién Fuente

1953  Los probidticos son comunes en los alimentos vegetales como vitaminas, Kollath
sustancias aromaticas, enzimas y posiblemente otras sustancias relacionadas
con procesos vitales.

1954  Los probidticos son opuestos a los antibidticos. Vergin

1955  Los efectos nocivos de los antibidticos se pueden prevenir mediante la Kolb
terapia con probioticos

1965  Una sustancia secretada por un microorganismo que estimula el crecimiento  Lilly y Stillwell
de otro.

1971  Extractos de tejidos que estimulan el crecimiento microbiano. Sperti

1973  Compuestos que crean resistencia a la infeccion en el huésped pero que no  Fujii y Cook
inhiben el crecimiento de microorganismos in vitro.

1974  Organismos y sustancias que contribuyen al equilibrio microbiano intestinal. Parker

1992  Suplemento de alimentacién microbiana en vivo que afecta beneficiosamente Batan
al animal huésped al mejorar el equilibrio microbiano

1992  Cultivo mono o mixto viable de microorganismos vivos que, aplicados a  Havenaar y
animales o al hombre, tienen un efecto beneficioso sobre el huésped al  Huis int'Veld
mejorar las propiedades de la microflora indigena.

1996 Cultivo microbiano vivo o producto lacteo cultivado que influye Salminen
beneficiosamente en la salud y nutricién del huésped.

1996  Microorganismos vivos que, tras la ingestion en ciertos nlimeros, ejercen Schaafsma
beneficios para la salud mas alla de la nutricién basica inherente

1999  Preparaciones de células microbianas o componentes de células microbianas Salminen,
que tienen un efecto beneficioso sobre la salud y el bienestar del huésped. Ouwehand,

Bennoy Lee

2001  Una preparacion o un producto que contiene microorganismos viables y Schrezenmeiry
definidos en cantidades suficientes, que alteran la microflora (por de Vrese
implantacidn o colonizacién) en un compartimento del huésped y que ejercen
un efecto beneficioso para la salud en este huésped.

2002  Microorganismos vivos gque cuando se administran en cantidad adecuada  FAO /OMS

confieren un beneficio para la salud del huésped

FUENTE: Vasiljevic et al. (2008)

Los criterios a considerar para que los microrganismos sean considerados probioticos son:

Ser de origen humano, resistencia al acido y la bilis, poder adherirse al epitelio intestinal, la

colonizacién en el intestino humano, la produccién de sustancias antimicrobianas, llamadas

bacteriocinas; buenas caracteristicas de crecimiento y los efectos beneficiosos sobre la salud

humana (Figura 3). Una de las caracteristicas mas importantes de una cepa probiotica es que

debe ser no patégeno y GRAS - generalmente reconocido como seguro (Hattingh y Viljoen

2001; Prado et al. 2008; Barbaros y Huseyin 2010). Las pautas y la informacion de la
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Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO)/Organizacion Mundial de la Salud (OMS) demuestran la necesidad de que las cepas
probidticas permanezcan intactas a través del tracto intestinal superior para garantizar
efectos que promuevan la salud al ingresar a su sitio de accion, independientemente del modo
de entrega aplicado. Por ejemplo, para asegurar eso, se ha declarado que el llamado nivel
"minimo terapéutico” de microorganismos probidticos viables debe ser de al menos
10° UFC/g de células viables durante toda la vida Gtil del producto (Neffe-Skocinska et al.
2018).
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21,
y o

Probiéticos
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la tolerancia y
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microflora del
intestino normal
después de la
terapia con
antibidticos

Influencia
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Produccién de

Reduccion del vitamina B

pH intestinal l ‘ (4cido fdlico)

Reduccion de
Mejoramiento amoniaco y
de la funcién otros
intestinal compuestos
toxicos

Reduccién del

colesterol

Figura 3: Efectos benéficos de los probidticos sobre la salud humana.
FUENTE: Gibson y Roberfroid (1995).

Por otro lado, las autoridades canadienses mencionan que el nivel de bacterias probidticas
debe ser de 1x10° UFC por porcion, para Bifidobacterium (adolescentis, animalis, bifidum,
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brevey longum) y Lactobacillus (acidophilus, casei, fermentum, gasseri, johnsonii,
paracasei, plantarum, rhamnosus y salivarius) (Healht Canada 2009). ElI consumo de
productos probidticos se ha incrementado alrededor del 13 a 18 % entre el 2002 y 2007 en

Europa occidental y oriental respectivamente (Granato et al. 2010).

2.6.1. Mecanismo de accion de los probidticos

Los mecanismos de accion de los probioticos implican. a) la colonizacién y la normalizacion
de comunidades microbianas intestinales perturbadas en nifios y adultos; b) la exclusién
competitiva de patogenos y produccion de bacteriocinas, ¢) la modulacion de actividades
enzimaticas relacionadas con el metabolismo de una serie de carcindgenos y otras sustancias
toxicas y d) la produccion de &cidos grasos volatiles, a saber, &cidos grasos de cadena corta
(SCFA) y éacidos grasos de cadena ramificada (BCFA), que desempefian un papel en el
mantenimiento de la homeostasis energética y la regulacién de la funcionalidad en los tejidos
periféricos. Otros mecanismos incluyen el aumento de la adhesion celular intestinal, la
produccion de mucinay lamodulacion de la actividad del tejido linfoide asociado al intestino
y al sistema inmunitario. Los metabolitos producidos por los probioticos pueden interactuar
con el eje cerebro-intestino y desempefar un papel en el comportamiento (Figura 4) (Plaza-
Diaz et al. 2019).
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Figura 4: Mecanismos de accion de los probidticos. (A) Colonizacion y normalizacion de comunidades microbianas intestinales perturbadas en nifios y adultos y
exclusion competitiva de patdgenos y produccién de bacteriocina; (B) actividad enzimética y produccion de acidos grasos volatiles; (C) adhesion celular, antagonismo celular
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FUENTE: Elaborado en base a Plaza -Diaz et al. (2019).
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2.6.2. Bacterias probioticas

Se han demostrado los beneficios para la salud de cepas probidticas especificas de los
siguientes géneros: Latobabillus Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus y Escherichia coli (Salminen, 2002;
Fijan, 2014) (Cuadro 4). En general, la existencia de probidticos en el tracto gastrointestinal
de humanos o animales depende del comportamiento del huésped, la presencia de
antibioticos y la absorcion dietética del huésped (Rolfe 2000 ). Las bacterias probioticas de
de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, crecen débilmente en la leche debido a su
relativa baja actividad proteolitica y a la incapacidad para utilizar la lactosa (Saarela 2009).
A fin de mejorar la viabilidad de las bacterias probidticas en los fermentos se afiaden varias
sustancias a la leche incluyendo fructooligosacaridos (FOS), caseino macropéptidos (CMP),
concentrado de proteina de suero (WPC), triptona, extractos de levadura, ciertos

aminoéacidos, precursores de nucleotidos y una fuente de hierro (Barbaros y Huseyin 2010).

Cuadro 4: Bacterias probidticas

Especies otras
Lactobacillus Bifidobacterium
L. acidophilus Bf. adolescentis  Bacillus cereus
L. Amylovorus Bf. animalis Clostridium botyricum
L. brevis Bf. breve Enterococcus faecalis
L. casei Bf. bifidum Enterococcus faecium
L. casei sp. rhamnosus Bf. infantis Escherichia coli
L. crispatus Bf. lactis Lactococcus lactis sp.
L. delbrueckii sp. Bf. longum Cremoriss
bulgaricus Leuconostoc mesenteroides sp.
L. Fermentum Dextranicum
L. gasseri Pediococcus acidilactici
L. helveticus Propionibacterium
L. johnsonii freudenreichii
L. Lactis Saccharomyces boulardii
L. paracaseli Streptococcus salivarius sp.
L. plantarum thermophilus
L. Reuteri

FUENTE: Prado et al. (2008).
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a. Lactobacillus Plantarum 299v

Lactobacillus plantarum 299v es una de las especies mas estudiadas y ampliamente utilizada
en la industria alimentaria como bacterias probidticas y/o iniciador microbiano (Martensson
et al. 2002). Se ha determinado que es GRAS a través de procedimientos cientificos de
acuerdo con el codigo Federal de regulaciones-Titulo 21-FDA. L. plantarum 299v se aislo
de una mucosa intestinal sana (Molin et al. 1993) y puede crecer en un 6% de NaCl en
condiciones Optimas, y muestra un crecimiento sub-letal a 16% de NaCl; es decir puede ser
considerada como halotolerante. Posee una amplia tolerancia al pH y crece a valores de pH
entre 4.0 y 8.0; con un crecimiento sub-letal hasta pH 2.0 y hasta 9.0 y puede crecer en

presencia de sales biliares hasta un 2% (Melgar-Lalanne et al. 2014).

Por otro lado, L. plantarum 299v tiene alta tasa de adhesion a la mucosa intestinal, porque
poseen una adhesina de union a manosa (Adlerberth et al. 1996) que le permite colonizar
temporalmente el intestino grueso (Gbassi et al. 2009). Ejerce efecto inhibitorio sobre las
Enterobacteriaceae y anaerobios gramnegativos, en la mucosa in vivo en modelos de ratas
que simulan condiciones clinicas severas (Molin 2001). Por otro lado, al ser suplementadas
en bebidas de frutas con papilla de avena fermentada, aumenta la concentracién de acidos
carboxilicos en las heces de voluntarios sanos (principalmente acido acético y propionico),
estos acidos grasos de cadena corta en el colon son una fuente de energia para las células de
la mucosa, es decir, una mayor concentracion de acidos grasos de cadena corta en la luz
puede ser beneficiosa para el estado de la mucosa (Johansson et al. 1998). Por la forma de
metabolizar los carbohidratos L. plantarum 299v es clasificada como hetero fermentativa
facultativa (Cuadro 5). ElI metabolismo general de las bacterias de Lactobacillus plantarum

se muestra en la Figura 5.

Cuadro 5: Especies de Lactobacillus seleccionados por el modo de fermentacion de azucares

Homofermentativa Hetero fermentativa Hetero fermentativa

facultativa obligatoria

L. acidophilus L. casei L. brevis

L. delbrueckii L. curvatus L. buchnerii

L. gasseri L. paracaseli L. fermentum

L. helveticus L. plantarum L. reuteri

L. jensenii L. sakei L. pontis

L. salivarius

FUENTE: Vinderola et al. (2019).
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b. Lactobacillus rhamnosus GG

L. rhamnosus GG (LGG) es una Gram-positivo, no formador de esporas, facultativamente
anaerdbico o microaerofilico, no movil y catalasa negativa. El valor de pH inicial 6ptimo
para el crecimiento esta en el rango de 4.5 a 6.4, crece como varillas individuales o en
cadenas cortas. Las dimensiones de las células son de 0.8 a 1 um en ancho y de 2 a 4 um de
largo (Wood y Holzapfel 1995). La cepa LGG es de origen humano y puede colonizar el
tracto intestinal, tolera &cidos y bilis, produce una sustancia antimicrobiana y es capaz de
adherirse a las células intestinales humanas (Salminen et al. 1991). La capacidad de LGG de
colonizar el intestino se debe a sus apéndices similares a fimbria y a la produccion de
proteinas solubles que pueden aumentar su adherencia a la célula epitelial intestinal. Una
vez unido, el LGG produce tanto una biopelicula que puede proteger mecanicamente la
mucosa como diferentes factores solubles (inhibidor de la proteasa de serpina porcina,
proteinas p75y p40, hidrolasa asociada a la pared celular, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y otros) que son beneficiosos para el intestino debido a que mejoran la
supervivencia de la cripta intestinal, disminuyen la apoptosis del epitelio intestinal y
preservan la integridad del citoesqueleto (Mantegazzaa et al. 2018). La bacteria LGG
equilibra el ecosistema intestinal, es decir, aumenta el nivel de lactobacilos y bifidobacterias,
promueve la formacion de &cidos grasos de cadena corta, disminuye la actividad de las

enzimas procarcindgenas y normaliza la barrera de la mucosa (Salminen et al. 1991)

Los primeros productos lacteos comerciales probioticos con LGG, bajo la marca Gefilus, se
lanzaron en Finlandia en 1990. Después de un comienzo lento, su consumo anual aumento
rapidamente y alcanzé 6 L/persona (por ejemplo, 3 x 10! UFC/persona/afio) en 1999
(Salminen et al. 2002). La LGG tiene diversas aplicaciones en diversos productos lacteos,
como yogurt, leche fermentada, leche pasteurizada (no cultivada), queso semiduro, y algunos
productos sin leche, como bebidas y complementos alimenticios (capsulas, tabletas, bolsitas)
(Saxelin et al. 2008). La empresa Valio Ltd. comenzé a desarrollar bebidas no lacteas
con Lb. rhamnosus GG en 1996 y el primer producto se lanzd en 1997. Las bebidas de

frutas Gefilus ® tienen una vida Gtil de 5 semanas cuando se refrigeran (Prado et al. 2008).

2.6.3. Factores que afectan la viabilidad de los probioticos

Se han identificado varios factores que influyen en la viabilidad de los probi6ticos en los

productos alimenticios durante el procesamiento y el almacenamiento (Figura 6). Estos
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factores incluyen: a) parametros intrinsecos tales como pH, acidez titulable, oxigeno,
actividad del agua, presencia de sal, azlcar y otros compuestos (peroxido de hidrégeno,
bacteriocinas, saborizantes y colorantes artificiales, etc.), b) parametros de procesamiento
que incluyen condiciones de fermentacion (temperatura de incubacion , tratamiento térmico,
condiciones de enfriamiento y almacenamiento del producto, materiales de empaque, escala
de produccién) y c) parametros microbioldgicos (cepa de probidticos empleados, tasa y

proporcién de inoculacion) (Terpou et al. 2019)
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Figura 6: Factores que afectan la viabilidad de los probidticos en productos alimenticios
durante el procesamiento, almacenamiento y su transito a través del tracto gastrointestinal
(GIT).

FUENTE: Terpou et al. (2019).

2.7. PREBIOTICOS

El termino prebidtico se defini6 por primera vez en Asia en el afio 1995 (Gibson y Roberfroid
1995). Se demostré que la mayoria de los primeros prebioticos evaluados en humanos y
utilizados comercialmente estimulan especificamente a Lactobacillus y Bifidobacterium,
pero no a patdgenos como ciertos miembros de la clase Clostridia y Escherichia coli
(Roberfroid et al. 2010). El concepto de prebioticos ha venido evolucionando y en la

actualidad se define como “un sustrato que es utilizado selectivamente por los
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microorganismos del huésped que confieren un beneficio para la salud”. Los prebio6ticos no
son las Unicas sustancias que pueden afectar el microbiota, los prebidticos deben ser

utilizados selectivamente y tener evidencia adecuada de beneficio para la salud del huésped.

Los efectos sobre la salud de los prebidticos estan evolucionando, pero actualmente incluyen
beneficios para el tracto gastrointestinal (por ejemplo, inhibicion de patdgenos, estimulacion
inmunoldgica), cardiometabolismo (por ejemplo, reduccion de los niveles de lipidos en la
sangre, efectos sobre la resistencia a la insulina), salud mental (por ejemplo, metabolitos que
influyen en la funcién cerebral, la energia y la cognicién) y los huesos (por ejemplo,
biodisponibilidad mineral), entre otros (Gibson et al. 2017). Asi mismo, los prebidticos
pueden mejorar el crecimiento y la supervivencia de los cultivos probidticos debido a la
sinergia potencial entre los probioticos y prebioticos, los alimentos que contiene una

combinacion de estos ingredientes son referidos como simbio6ticos (Istvan et al. 2008).

Los prebidticos de la dieta no deben ser degradados por las enzimas del huésped objetivo. La
Figura 7 muestra los prebioticos candidatos y aceptados en que los niveles de evidencia
varian actualmente, siendo FOS y GOS los prebidticos més investigados. &cido linoleico
conjugado (CLA), é&cido graso poliinsaturado (PUFA), fructooligosacaridos (FOS),
galactooligosacaridos (GOS), mananoligosacarido (MOS), xilooligosacarido (XOS).
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Figura 7: Prebidticos en alimentos.
FUENTE: Adaptado de Gibson et al. (2017)
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La inulina, un polisacarido natural compuesto de una cadena de unidades de fructosa con
una unidad terminal de glucosa (Toneli et al. 2010). La inulina es utilizada para reemplazar
la grasa o fibra dietaria, tiene una capacidad de gelificacion alta con el agua, y es considerado
un aditivo alimentario funcional debido a sus propiedades prebidticas, este no es digerido en
el intestino delgado, pero es fermentado en el colon por las bacterias lacticas tales como los
cultivos iniciadores del yogurt, consecuentemente la inulina promueve el crecimiento de las
bacterias saludables, mejora la absorcion del calcio, magnesio, reducen el nivel de colesterol
y los lipidos séricos. Ademas, la fermentacion de la inulina puede estimular la formacion de
acidos grasos de cadena corta tales como acetato, propionato y butirato siendo este Gltimo el
sustrato energético preferido por colonocitos (Guven et al. 2005). Al respecto existen
investigaciones donde mencionan que la inulina prebiotica podria mejorar la viabilidad de
los probidticos (da Silva Sabo et al. 2015). Las bacterias L. acidophilus FTDC 8033 y L.
casei ATCC 393 crecen bien en leche de soya suplementada con inulina (Yeo y Liong 2010).
Ademaés, da Silva Sabo et al. (2015) también sugirieron que la presencia de 1% de inulina
en el medio de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) aument6 la tasa de crecimiento especifico

méaximo de L. plantarum ST16 Pa.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de microbiologia,
fisicoquimica, evaluacion sensorial e investigacion de la Facultad de Industrias Alimentarias
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) y en los laboratorios del
Departamento de Bioquimica de la Universidad de Turku Finlandia (UTU).

3.2. MATERIA PRIMA E INGREDIENTES

Se utilizaron semillas de diez ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet) sin desamargar
y desamargados. Las semillas sin desamargar fueron proporcionados por el Programa de
Leguminosas de la UNALM provenientes de diferentes regiones del Peri como muestra la
Figura 8: (E1) Cajamarca (latitud 6°37'S, longitud 78° 47'0, 2720 m.s.n.m); (E2) Altagracia
de Otuzco-La Libertad (latitud 7°50'S, longitud 78° 34’0, 2641 m.s.n.m); (E3) Paton grande
de La Libertad (latitud 7° 48'S, longitud 78° 02'0, 3169 m.s.n.m); (E4) Cholo fuerte de
Ancash (latitud 9° 32'S, latitud 77° 32’0, 3052 m m.s.n.m); (E5) Huéanuco | de Santa Rosa-
Marambuco (latitud 9° 54'S, longitud 76° 8'O, 2912 m.s.n.m); (E6) Compuesto blanco semi
precoz INIA, (E7) H6 INIA y (E8) Moteado beige de Junin (latitud 11° 29'S, longitud 74°
59’0, 3245 m.s.n.m); (E9) Andenes INIA de Cusco (latitud 13° 31'S, longitud 71° 58’0,
3400 m.s.n.m); (E10) Yunguyo de Puno (latitud 16° 14'S, longitud 69° 05’0, 3826 m.s.n.m).
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Figura 8. Ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet) de diferentes regiones del Perd.

Como ingredientes se usaron: Azlcar, caldo MRS (De Man, Rogosa & Sharpe, 1960), agar
MRS, glucosa, inulina, solucidn salina (NaCl 0.85% estéril) y Carboximetil celulosa (CMC).
En relacidn a los probidticos se usaron dos bacterias &cido lacticas liofilizadas: Lactobacillus
plantarun 299v obtenidas del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, UNL-CONICET),
Facultad de Ingenieria Quimica Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe Argentina) y

Lactobacillus rhamnosus GG (Oriola Oy, PB 8, Esbo Finlandia).

3.3. MATERIALES, EQUIPQOS, INSTRUMENTOS Y REACTIVOS
3.3.1. Materiales

Tubos de 15 ml (Sarstedt), filtros de jeringa de 0.2 um PTFE (VWR international), viales de
1.5y 2 ml (VWR international), inserto de volumen limitado, asa de kolle, erlenmeyers de
125, 250, 500, etanol 96°, beakers de 10, 50, 100, 250, 300, 500, 1000 ml, Fiolas 5, 10, 25,
50, 100, 250, 500, 1000 ml, pipetas 1, 2, 5, 10, 25 ml, botellas de 500 ml (BOECO),
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pipeteadores de 5y 10 ml, placas petri, tubos de vidrio de 15 ml, espatula de drigalsky, tubos
ependorfs, probetas de 100, 500 y 1000 ml

3.3.2. Equipos e instrumentos

Cromatdgrafo de gases (HP 6890 y Shimadzu GC-2010 plus), detector de masas HP 5973
MSD, detector de ionizacion de llamas (FID- Shimadzu Corp), Columna capilar Agilent DB-
1IMS (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm film thickness, Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA), UPLC-MS (Waters Acquity) y HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan), detector de
DAD 2996, espectrometro de masas Waters Quattro Premier (Waters Corp., Milford, MA)
con una interfaz de ionizacion de electropulverizacion, columna Phenomenex Aeris péptido
XB-C18 (150 x 4,60 mm, 3,6 um, Torrance, CA), micropipetas de 10-100ul, 100-1000ul
y 500-5000ul (Sartorius), Vortex-2 Genie (Prolab), balanza analitica Mettler Toledo XS 205
(capacidad maxima 220g, precision = 0,0001 g), balanza electrénica Mettler PE 360 (GWB),
estufa Memmert, multiblock heater (Lab-line), balanza digital marca OHAUS (capacidad
maxima 1 kg, precision = 0,0001 g), autoclave Electric Steroclave (SOTU AKL5), Camara
de flujo laminar ( ULPA —ISOCIDE CLASE Il TIPOS A2, LA2-4A3)- 720W), Centrifuga
(Sorvall TC-6, Rotor H-400, Du Pont, Newtown, CT, EE.UU.), Centrifuga refrigerada
(BOECO GERMANY U-320R), Bomba de vacio Greffenberger Antrieebs technik made in
Germany, rotavapor (Laborota 4000 Heidolph), equipo de purificacion de agua MilliQ
Millipore (Elga LabWater, Woodridge, Il, USA), ultrasonido (Ultrasonic Cleaners 5510
Branson), equipo soxhlet, T25 digital Ultra-Turrax high-performance disperser (IKA Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Gemany), refrigerador-Congelador BOSH KDN49, Congeladora
COLDEX CH10P, termémetro (0-100° C + 2°), agitador magnético (HANNA HI 200M),
potenciometro (), licuadora Oster X pent (BLSTUB PNC), Microscopio de barrido
eletronico (Thermo Scientific Q250 Analytical SEM, Checoslovaquia), metalizador de oro
(Quorum Technologies modelo Q150R)

3.3.3. Reactivos

Esparteina (97 %), angustifolina (98 %), a-isolupanina perclorica (> 95%) y cafeina (> 95%)
fueron obtenidos de ChemFaces (Wuhan, Hubei, China). (+)-lupanina perclorica (97 %)
obtenidas de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA). Acido tricloroacético de
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Acido clorhidrico (grado, 37 %), sulfato de sodio
(anhidros, granular, > 99 %), y metanol de grado HPLC, acetona, acetonitrilo,
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diclorometano, y n-hexano de VWR (Espoo, Finlandia), y series homologa de n-alcanos (C8-
C40) de AccuStandard, Inc. (New Haven, CT, USA). Hidréxido de sodio de Merck Group

(Darmstadt, Germany). El agua fue purificada con un sistema (Elga LabWater, Woodridge,

11, USA) equipado con 0.2 um de tamafio de particula.

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. Caracterizacion fisico-quimica de las semillas de lupino

a. Composicion quimico proximal

Humedad: Se determind mediante la pérdida de peso de la muestra durante un
calentamiento a 105°C hasta obtener un peso constante, segun la metodologia
establecida por la A.O.A.C. 950.27 (2005).

Ceniza: Se determind por incineracién a 550°C con la final de eliminar la materia
organica, segun metodologia establecida por la A.O.A.C. 940.26 (2005).

Proteina cruda: Se determiné mediante el método Kjeldahl, considerando 6.25
como factor de conversion de nitrégeno a proteina, segun la metodologia establecida
por la A.O.A.C. 920.152 (2005).

Extracto etéreo: Se determind siguiendo el método Soxhlet, utilizando hexano como
solvente extractor, siguiendo el método A.O.A.C. 948. 22 (2005).

Carbohidratos: Se determiné por diferencia, segun lo establecido por la A.O.A.C.
(2005).

b. Determinacion del tamafio de las semillas de lupino

Para las mediciones de largo y ancho, se tomaron aleatoriamente 25 semillas enteras sin

desamargar parcialmente secas y 25 semillas desamargadas enteras frescas de acuerdo a la
guia de descriptores de lupino (IBPGR 1981).

c. Determinacion de pH y acidez titulable

El valor de pH de la bebida antes y después de fermentar se midié usando un pH-metro

digital y la acidez titulable (como porcentaje de &cido lactico) se determind después de

mezclar la muestra con 10 ml de agua destilada. La titulacion se realiz6 con 0.1N de NaOH

en presencia del indicador de fenolftaleina (1 % p/v) hasta un punto final de color rosa tenue
(Izadi et al. 2015).
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d. Determinacion de los metabolitos secundarios

d.1. Determinacion de alcaloides

Se siguid el método reportado por Muzquiz et al. (1994) con algunas modificaciones. Las
semillas de lupino finamente molidas se pesaron con precision (aproximadamente 0,1 g de
semillas sin desamargar y 1 g de semillas desamargadas) y se agreg6 cafeina (100 pg) como
estandar interno. Las semillas se homogeneizaron tres veces cada una con 5 ml de acido
tricloroacético al 5 % utilizando un dispersor de alto rendimiento Ultra-Turrax digital T25 a
una velocidad de 10.6 rpm durante 1 minuto, seguido de centrifugacion (10000 x g) durante
10 min a temperatura ambiente. Los sobrenadantes de las tres extracciones se combinaron y
se hidrolizaron con 0,8 ml de NaOH 10 M, y los alcaloides se extrajeron tres veces, cada uno
con 15 ml de diclorometano. Los extractos de diclorometano se combinaron y se evaporaron
a sequedad en un evaporador rotatorio a 30 °C. El residuo se disolvié en 1 ml de metanol y
se filtro a través de un filtro de jeringa de PTFE de 0,22 pm en un vial de vidrio para el
analisis. La identificacion de los alcaloides fue realizada acorde al método de Przybylak et
al. (2005), con ligeras modificaciones. Para el analisis se utilizé un cromatografo de gases
HP 6890 con un detector de masas (MS 5973 MSD) y una columna capilar Agilent DB-1MS
(30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro y 0.25 um de pelicula interior). El gas portador a
presidn constante fue helio. La temperatura del inyector se fijo a 290 °C y la del detector a
300 °C. La temperatura del programa del horno fue isotérmico a 180 °C durante 2 min, luego
se aumento a 300 °C a una velocidad de 6 °C / min y se mantuvo a 300 °C durante 10 min.
El volumen de inyeccion fue de 1uL. Los compuestos se identificaron por comparacion de
sus espectros de masas y tiempos de retencion con los de los estandares puros (lupanina,
esparteina, angustifolina y a-isolupanina) analizados a las mismas condiciones. Asi mismo

se calcularon los indices de retencion (RI) utilizando una serie homéloga de n-alcanos.

La cuantificacion de los alcaloides se realizé con un cromatégrafo de gases con detector de
ionizacion de llamas (GC-FID) y una columna capilar Agilent DB-1MS (30 m de longitud,
0.25 mm de diametro y 0.25 pum de pelicula interior. Las temperaturas del inyector y del
detector se fijaron a 290 °C y 300 °C, respectivamente. Las condiciones de elucion usadas
fueron las mismas descritas anteriormente para el analisis de GC-MS. Cada extracto fue
inyectado (1 pL) por triplicado, como estandar interno se usé cafeina. La cuantificacion de
los alcaloides se realiz6 usando una curva estandar del patron respectivo analizado en las

mismas condiciones. Debido a que los estandares de algunos compuestos identificados no
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estaban disponibles comercialmente o0 su grado de pureza no era adecuado para fines
cuantitativos, la cuantificacion de alcaloides se logré de la siguiente manera: Esparteina,
lupanina, angustifolina y a-isolupanina se cuantificaron utilizando compuestos de referencia,
en tanto nuttalina, multiflorina, oxilupaninay 11, 12-dehidrolupanina se cuantificaron como

lupanina. Los resultados se expresaron como mg /100 g de semilla.

d.2. Determinacion de isoflavonas y flavonas

La determinacién de isoflavonas y flavonas de las semillas de lupino sin desamargar y
desamargado se desarroll6 en dos etapas, la primera tuvo como objetivo la eleccion del mejor
método y el tipo de solvente de extraccion en funcion de los compuestos fendlicos totales la
segunda consistio en la identificacion, cuantificacion de las isoflavonas y flavonas en los 10

ecotipos amargos y desamargados.

e Determinacion del tipo de solvente y método de extraccion

Para la determinacién del mejor método y solvente de extraccion se utilizaron 3 ecotipos de
sin desamargar, basado en los métodos de Liu et al. (2014) y Gutiérrez et al. (2018) con
ligeras modificaciones. Se evaluaron 03 solventes de extraccion: S1 (acetona al 70 %), S2
(metanol al 70%) y S3 (metanol al 70 % acidificado) y dos métodos de extraccion: M1
(sonicado por 10min) y M2 (Ultraturrax por 3 min). Se realizaron 3 etapas de extraccion: se
pesaron aproximadamente 0.4 g de harina lupino en un tubo de 15 ml. Se afiadié 5 ml del
solvente de extraccién (S1, S2 o S3), se homogenizaron con el método M1 o M2, y luego se
centrifugaron a 1500 x g durante 5 min (Sorvall TC-6, Rotor H-400, Du Pont, Newtown, CT,
EE. UU.). Se repitié dos veces las tres etapas anteriores de extraccion. Los sobrenadantes de
las 3 extracciones fueron combinadas y evaporadas a 35 °C, el extracto se re disolvio en 5

ml de metanol vy se filtro a través de un filtro de 0.22 um antes del anélisis.

Para la determinacion de compuestos fendlicos totales se siguio el método propuesto por
Chirinos et al. (2013b) con ligeras modificaciones. Se hizo reaccionar 250 uL de reactivos
de Folin Ciocalteu 1 N con 1250 uL de una solucién de carbonato de sodio 0.5 My 500 uL
de muestra (extracto) o agua (blanco). La mezcla se dejo reposar por 30 minutos bajo

oscuridad. Después se midio la absorbancia a 755 nm. El contenido de compuestos fenolicos
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totales se estimd a partir de una curva estandar de acido galico (Anexo 1). Los resultados se
expresaron como mg de equivalente de &cido gélico (EAG)/100 g de semilla.

e Identificacion de isoflavonas y flavonas por UPLC-DAD-ESI-MS

Se siguio el método reportado por Liu et al. (2014), y Tian et al. (2017) con ligeras
modificaciones. Las harinas de lupino fueron desengrasadas por el método Soxhlet durante
4 h. Posteriormente, se pesaron aproximadamente 0.4 g de harina lupino sin desamargar y 1
g de harina desamargada en un tubo de 15 ml. Se afiadié 5 ml de metanol acuoso al 70 %
acidificado (Metanol: HCI; 99:1), y se homogeniz6 durante 3 min (Ultra-Turrax). La mezcla
se centrifugd a 18000 x g durante 30 min (Sorvall TC-6, Rotor H-400, Du Pont, Newtown,
CT, EE. UU.). El sobrenadante se recogié y almacené a -20°C. Para la segunda y tercera
extraccion, se agregaron 5 ml del solvente de extraccion al residuo, se mezclaron mediante
vortex durante 1 min y se centrifugaron a 18000 x g durante 30 min, y se almaceno a -20

°C. Finalmente, todos los tres extractos fueron recolectados para su analisis.

Para la identificacion se utilizd un sistema de cromatografia liquida de ultra performance
(UPLC) Waters Acquity Ultra equipado con un detector de DAD 2996 y un espectrometro
de masas Waters Quattro Premier (Waters Corp. Milford, MA, EE. UU) con una interfaz de
ionizacion por electropulverizacion (ESI) en modo de ion positivo y negativo. Los métodos
relacionados con MS y MS / MS se describieron previamente (Tian et al. 2017). Se us6 una
columna Phenomenex Aeris peptide Aeris XB-C18 (150 x 4.60 mm, 3.6 um, Torrance, CA,
EE. UU) a temperatura ambiente. La separacion cromatografica a un caudal de 1 ml/miny
se inyecto 10 pL de muestra. Como fase mdvil se usé agua (A) y acetonitrilo (B), ambas
conteniendo 0.1 % (v/v) de &cido formico. Para la identificacion de las isoflavonas y flavonas
se us6 el programa de gradiente reportado por Tian et al. (2019): Para el andlisis de
isoflavonas y flavonas el gradiente de la fase movil fue: 0-15 min con 8-10 % de disolvente
B, 15-20 min con 10-13 % B, 20-25 min con 13-16 % B, 25-30 min con 16-18 % B, 30-35
min. con 18-20 % B, 35-40 min. con 20-22 % B, 40-45 min con 22-25 % B, 45-50 min con
25-60 % B, 50-55 min con 60-8 % B, 55-57 min con 8 % B. Los cromatogramas se

registraron a 260 nm para isoflavonas y 340 nm para flavonas.
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e Cuantificacion de las isoflavonas y flavonas por HPLC-DAD

La cuantificacion de isoflavonas y flavonas se realizé utilizando un sistema de cromatografia
liquida Shimadzu, que consta de un auto muestreador SIL-10A, un horno de columna CTO-
10, dos bombas de LC-10ATvp y un detector de diodos SPD-M10AVP. El anélisis se realizd
con 3 repeticiones. La programacion de la fase movil usadas fueron las mismas descritas
anteriormente para el andlisis de UPLC-DAD- ESI-MS. El contenido de isoflavonas y
flavonas se determind usando curvas estandares de los patrones respectivos. Los resultados

se expresaron como mg/100 g de semilla en base seca.

3.4.2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para el andlisis de la microestructura de las semillas de lupino sin desamargar y de la bebida
probiotica optimizada se utiliz6 un microscopio electronico de barrido (SEM; Thermo
Scientific Q250 Analytical). Se tomaron iméagenes de la cascaray el cotileddn de las semillas
sin desamargar de lupino con una magnificacién de (x 34 y x1200) y (x34 y x280)
respectivamente de acuerdo a la metodologia de Mariotti et al. (2006). Las semillas enteras
se seccionaron a lo largo del eje transversal mediante fractura en seco, se montaron en trozos

de aluminio y se recubrieron con pulverizadores de oro, para adquirir las imégenes.

La microestructura de la bebida antes y después de fermentar, asi como también la
morfologia de las bacterias de Lactobacillus plantarum 299v fueron observadas de acuerdo
a la metodologia de Espirito-Santo et al. (2013). Para ello, los extractos de las bebidas se
homogenizaron con una pipeta Pasteur, se tomaron alicuotas y se colocaron sobre el porta
muestras de aluminio y se dejaron secar para la observacion. Para la morfologia de las
bacterias, se fijo la bebida fermentada a un porta muestras de aluminio al que previamente
se le adhirié una capa de cinta de carbono, luego se le dio un bafio de oro por 20 minutos en
un metalizador automatico de rotacion al vacio. Posteriormente las preparaciones recubiertas

de oro se observaron bajo el SEM y se adquirieron imagenes para cada muestra.

3.4.3. Recuento de células viables

El recuento de células viables en las bebidas de lupino fue analizado antes y después del
proceso de fermentacion usando el método reportado por Vinderola y Reinheimer (2003) y
La Norma Internacional 1SO 20128 /IDF192. Se pes6 1 g de la bebida y se diluyo

decimalmente con solucion salina esteéril, luego 0.1 ml de las diluciones de las alicuotas
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fueron plaqueadas por triplicado en agar MRS. Las placas de agar MRS se incubaron
aerobicamente durante 72 h a 37 °C y finalmente se realizaron los conteos usando un
contador de colonias. Las unidades formadoras de colonias (UFC) se enumeraron en placas

conteniendo de 30 a 300 colonias y la concentracion celular se expresé como log UFC/m.

3.4.4. Analisis reoldgico
a. Determinacion de la viscosidad aparente

La viscosidad aparente de las muestras homogenizadas fueron medidas usando un
viscosimetro Brookfield rotativo con un spindle N° 4y 3 rpm a 6 °C. Los resultados fueron

registrados en (cP) despues de 50 s de cizallamiento (Izadi et al. 2015).

b. Determinacién de firmeza

La firmeza de la bebida después de 1, 7, 14, 21 y 28 de almacenamiento a 6 °C se
determinaron, usando un texturometro universal INSTRON (Modelo 3365, Canton MA,
USA) por penetracion de 24.5 mm del accesorio cilindrico de prueba, con una velocidad de
2 mm/s hasta 35 mm de la muestra. Las muestras fueron preparadas en tubos de 50 ml con
un diametro de 7.5 cm y la relacién del didmetro del tubo y el accesorio de prueba fue de
3:1. (Izadi et al. 2015).

3.4.5. Evaluacion sensorial de la bebida

La evaluacién sensorial de la bebida con la formulacion 6ptima fue realizada a través de una
prueba de aceptabilidad de acuerdo a Urefia et al. (1999). Participaron 80 personas no
entrenadas, cuyas edades comprendian entre 18 - 65 afios (profesores, estudiantes y personal
de la UNALM). Los panelistas recibieron muestras en vasos de 100 ml en un volumen de 30
ml a 5 °C por persona, la evaluacion se realizé por una escala no estructurada de 1 a 10 cm,
indicando dos opciones (1 = desagrada muchisimo y 10 = agrada muchisimo). La prueba se
realizé en un solo dia en orden monadico y aleatoriamente en cabinas individuales con luz

natural sirviendo agua mineral antes de la prueba.

3.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacion, se describen las diferentes etapas seguidas en la presente investigacion.
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3.5.1. Tratamiento de las semillas

Las semillas sin desamargar de diez ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet) fueron
seleccionadas y posteriormente molidas en un molino de martillos a un tamafio de particula
de 100 um. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C para los respetivos analisis (proximal,
identificacion y cuantificacion de alcaloides, identificacion y cuantificacion de compuestos

fendlicos)

3.5.2. Desamargado de las semillas de lupino

Las semillas sin desamargar fueron desamargadas segun el método de Jacobsen y Mujica
(2006), con ligeras modificaciones. Las semillas se seleccionaron y remojaron en agua
durante 12 h a temperatura ambiente, se cocinaron durante 1 h cambiando el agua cada 30
min. Posteriormente, las semillas fueron lavadas con agua corriente durante cinco dias. Las
semillas desamargadas fueron dividida en dos partes, la primera se sec6 a 50 °C durante 18
h, seguidamente se molieron y en forma de harina se almaceno a -20°C para la identificacion
y cuantificacion de alcaloides, identificacion y cuantificacion de isoflavonas y flavonas. La
segunda parte de las semillas desamargadas frescas fueron utilizadas para la elaboracion de
la bebida (Figura 9).
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Figura 9: Proceso de desamargado de las semillas de lupino.

3.5.3. Elaboracion de la bebida

En la Figura 10 se muestra el flujo de operaciones para la elaboracién de la bebida.

a. Preparacion del cultivo iniciador y propagacién

La preparacién del inoculo se llevé a cabo en una cdmara de flujo laminar manteniéndose
las condiciones asépticas. Para obtener concentraciones iniciales de cada bacteria, las
bacterias probidticas de L. plantarum 299v y L. rhamnosus GG fueron activadas en 10 ml de
caldo MRS respectivamente, posteriormente fueron incubadas a 37 °C por 48 h.

Seguidamente fueron sembradas por agotamiento en placas contenidas de agar MRS. Las
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placas se incubaron a 37 °C por 72 h. Se tom¢ una colonia aislada de cada placa y se cold en
tubos de 10 ml que contenian caldo MRS y se incubaron a 37 °C por 24 h. Después de la
incubacion se tomo 1 % del cultivo en 100 ml de caldo MRS y se incubo por 24 h para que
las bacterias probidticas lleguen aproximadamente a una concentracion de 10° UFC/ml. Las
bacterias contenidas en los 100 ml fueron centrifugadas a 6000 rpm por 15 min a 8 °C,
seguidamente se realizaron 2 lavados de los pellets con solucion salina. El precipitado fue
resuspendido en solucion de sacarosa, la solucion resultante fue almacenada en tubos
eppendorf a -35°C. Previa a la etapa de inoculacion se activaron las bacterias probidticas en
10 ml de caldo MRS por un tiempo de 24 h, una vez activas, se procedio a la etapa de

incubacion.

b. Procedimiento para la obtencion de la bebida probiética fermentada
Para obtener la bebida probidtica se realizaron las siguientes etapas:

e Recepcion

Se recepcionaron las semillas desamargadas con un porcentaje de humedad de 71.98 %,

posteriormente se pesaron las semillas de lupino, glucosa, inulina, azlcar y agua.

e Licuado

Las semillas de lupino desamargadas frescas fueron licuadas con una relacién de agua (p/v),

se agrego6 glucosa, azUcar, el tiempo estimado de licuado fue de 2 min.

e Estandarizacion

La estandarizacion se llevé cabo a de 32 °C, el extracto licuado fue homogenizado con las

concentraciones de inulinay CMC establecidas de acuerdo al disefio experimental.

e Pasteurizacion

Se llevo acabo en botellas de vidrio de 500 ml, que contenian un volumen de extracto de 100
ml, las botellas completamente cerradas fueron puestas en un bafio sin agitacion a 95 °C por
10 min, con la finalidad de eliminar los gérmenes patégenos y reducir la carga microbiana
presentes en los ingredientes utilizados.

e Enfriamiento

El extracto homogéneo fue enfriado a 42 °C, para luego adicionar las bacterias probidticas.
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e Inoculacion

La preparacion del inoculo se llevd a cabo en una cdmara de flujo laminar manteniéndose
las condiciones asépticas. La etapa de inoculacién consistio en la adicion de Lactobacillus
plantarum 299v y Lactobacillus rhamnosus GG en una concentracion de 1 %, a 37 °C.

e Incubacion

En esta etapa se llevd a cabo la fermentacion lactica producida por las bacterias probidticas.
Las botellas de 500 ml inoculadas, fueron incubadas a 37 °C por 18 h para la identificacion
de los factores significativos (Cuadro 6) y por 12 h para la Optimizacion de la bebida
(Tripathi et al. 2014). La incubacion se realizé hasta que la bebida de lupino alcanzé un pH
entre 4.5-4.7, manteniendo la temperatura constante con la finalidad de contribuir al proceso
de fermentacion.

e Enfriamiento

La bebida se enfrio en una cdmara de refrigeracion a 4 °C con el fin de detener el proceso
de fermentacion y evitar el incremento de acidez.

e Batido

Se incorporo pulpa de fruta (fresa) para el saborizar la bebida optimizada.

e Almacenamiento

El almacenamiento de la bebida se llevo a 4 °C vy se realizaron los analisis al producto final

(viabilidad de las bacterias, pH, acidez, textura y viscosidad).
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Figura 10: Diagrama de flujo para la elaboracion de la bebida.
Fuente: Adaptado de Nelson et al. (1976); Gupta et al. (2010).
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO
3.6.1. Disefio experimental

La presente investigacion llevd a cabo en tres etapas, los experimentos se llevaron a cabo

siguiendo el esquema experimental mostrado en la Figura 11.

a. Caracterizacion fisicoquimica de las semillas de lupino: Etapa |

Se caracterizaron diez ecotipos de L. mutabilis Sweet antes y después del proceso de

desamargado.

b. Optimizar los factores de formulacion de la bebida probiotica: Etapa Il

b.1. Determinacion de los factores que influyen en el crecimiento de las bacterias
probioticas (Screening)

Se determinaron los factores que influyen significativamente en el crecimiento de las
bacterias probidticas durante la elaboracion de la bebida a base lupino. Para ello, se uso el
disefio de Taguchi con un arreglo ortogonal L8 (2) (Martil 1991; Ashengropha et al. 2013)
con los siguientes factores: la concentracion de lupino (%), concentraciéon de azucar (%),
tipo bacteria probidtica (L. plantarum 299v y L. rhamnosus GG), concentracién de inulina
(%) y concentracion de CMC (%) (Cuadro 6). Los factores y sus niveles (Cuadro 6) se
establecieron en base a literatura cientifica (Ludefia et al. 2016; Makinen et al. 2016;
Savedboworn et al. 2017; Lorusso et al. 2018), y pruebas preliminares. El porcentaje de cada

ingrediente en peso/volumen se calculé tomado como base la cantidad de agua.

Cuadro 6: Factores y niveles en el disefio Taguchi Lsg (27)

Niveles
Factores 1 2
(Minimo) (Maximo)
F1— Lupino (%) 15 65
F2— Azucar (%) 2 8
F3— F1xF2 - -
F4— Tipo de bacteria L. plantarum L. rhamnosus
F5— F1xF4 - -
F6— Inulina (%) 1 2
F7— CMC (%) 0.2 0.8
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En el Cuadro 7 se muestran los tratamientos generados por la metodologia Taguchi con un
total de ocho tratamientos (formulaciones) por duplicado a ensayar y con el criterio mayor
es mejor. Cabe resaltar que el nimero de ensayos generados es equivalente a 128 ensayos

que corresponderia a un disefio factorial de 2 experimentos.

Cuadro 7: Tratamientos generados por la metodologia Taguchi
Ensayos Lupino Azlucar FI1xF2 Tipo de FIxF4  Inulina CMC

(%) (%) bacteria (%) (%)
1 65 2 2 L. plantarum 2 1 0.8
2 15 2 1 L. plantarum 1 1 0.2
3 65 2 2 L. rhamnosus 1 2 0.2
4 15 2 1 L. rhamnosus 2 2 0.8
5 15 8 2 L. plantarum 1 2 0.8
6 15 8 2 L.rhamnosus 2 1 0.2
7 65 8 1 L. plantarum 2 2 0.2
8 65 8 1 L. rhamnosus 1 1 0.8
9 65 2 2 L. plantarum 2 1 0.8
10 15 2 1 L. plantarum 1 1 0.2
11 65 2 2 L. rhamnosus 1 2 0.2
12 15 2 1 L. rhamnosus 2 2 0.8
13 15 8 2 L. plantarum 1 2 0.8
14 15 8 2 L.rhamnosus 2 1 0.2
15 65 8 1 L. plantarum 2 2 0.2
16 65 8 1 L. rhamnosus 1 1 0.8

b.2. Determinacion del tiempo de fermentacion

Para determinar el tiempo de fermentacion de la bebida a base de lupino se establecié como
parametro deseado el valor de pH (4.5-4.7), que corresponde a un yogurt tradicional (FDA
and Australia New Zealand Food Standard Code Recommendations) y a bebidas no lacteas
(Bianchi et al. 2014; Lorusso et al. 2018). Asi mismo, Ankenman y Morr (1996) mencionan
que un valor de pH de 4.7 0 menor es importante para conseguir una buena textura, sabor,

aroma y estabilidad en tipo de productos.
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Se plantearon las siguientes formulaciones preliminares: a) formulacién 1: 66 % de lupino,
9 g de azlcar, 1 g de glucosa, 1 g de inulina, 0.2 g de CMC y 1 % de in6culo (Savedboworn
y Wanchaitanawong 2015) y b) formulacion 2: 20 % de lupino, 2 g de azlcar, 1 g de glucosa,
1g de inulina, 0.8 g de CMC y 1 % de indculo. La formulacion 1 se fermento durante 18 h
(Shirai et al. 1992) y la formulacion 2 durante 12 h (Ludefa et al. 2016) usando las bacterias
probidticas (L. plantarum 299v y L. rhamnosus GG).

b.3. Optimizacion de la bebida

La bebida se optimiz6 mediante la Metodologia de Superficie Respuesta (MSR) (Gupta et
al. 2010; Zanninia et al. 2018) usando como factores los identificados en la etapa de
Screnning y como variables respuestas la tasa de crecimiento de las bacterias probidticas y
pH de la bebida 4.5-4.7. Los niveles de los factores usados en la optimizacién se muestran
en el Cuadro 8. El Disefio central compuesto frontal (2%) con 4 punto centrales usado en la

optimizacion se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 8: Niveles minimos y maximos de los factores para la optimizacion de la bebida

Niveles
Factores -1 0 1
Lupino (%) 20 30 40
Azlcar (%) 6 7 8

El disefio empleado en la elaboracion de la bebida a base de lupino, en términos de variables

sin codificar se muestra en la Cuadro 9.
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Cuadro 9: Disefio empleado para la optimizacion por el método de superficie respuesta

Ensayos Lupino Azucar Tasa de pH
(%) (%) crecimiento
(%)

30
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30
20
40
40
30
30
30
20
40
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c. Caracterizacion y estabilidad de la bebida probiética: Etapa Il
c.1. Evaluacion sensorial

Se realizaron pruebas de aceptabilidad general de la formulacion 6ptima de la bebida

probiética, con la finalidad de evaluar la reaccion del consumidor frente al producto final.

c.2. Estabilidad durante el almacenamiento

El pH, acidez, viscosidad y viabilidad de las bacterias de L. plantarum 299v se evaluaron en
la formulacion optima a 1, 7, 14, 21 y 28 dias de almacenamiento a 4 °C de acuerdo a lo
descrito para bebidas con fuentes no lacteas (Aragon-Alegro et al. 2007).
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3.6.2. AnAlisis estadistico

Los analisis estadisticos realizados en el presente trabajo se agrupan de acuerdo a las tres

etapas del disefio experimental:

Etapa I:

Los resultados del contenido de alcaloides, proteinas, compuestos fenolicos totales y
flavonoides (isoflavonas y flavonas) fueron analizados mediante el Disefio Completamente
al Azar (DCA), para evaluar las diferencias entre los diez ecotipos. Si el ANOVA del DCA
es significativo, se realizo la prueba HSD de Tukey para la comparacién de medias. Los
analisis estadisticos se realizaron, utilizando el software Statgraphics 18 (Statistical
Graphics, Washington, DC, EE. UU.).

Etapa Il:

e La identificacion de los factores significativos en la elaboracion de la bebida se realizd
mediante la metodologia Taguchi con un arreglo ortogonal Ls (27), para ello se utilizé el
sofware statistica v.7 (SatSoft Inc., USA)

e La optimizacion de los parametros de formulacion de la bebida se realizé6 mediante el
Método de Superficie Respuesta con un Disefio central compuesto frontal (2°), con 4
punto centrales (12 experimentos) usando el software Desing expert (Version 11) (Stat-
Ease Corporation, EE.UU.). Los valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y METABOLITOS
SECUNDARIOS DE LAS SEMILLAS DE LUPINO

4.1.1. Caracterizacion fisico-quimica de las semillas de lupino
a. Composicion quimico proximal

La composicién quimico proximal de los 10 ecotipos antes del proceso de desamargado se
muestran en el Cuadro 10. Se observa que el ecotipo Altagracia presenta mayor contenido
de proteinas (E2 = 49.3 %) comparado a los otros ecotipos, y el de menor contenido el
ecotipo Huanuco | (E5 = 45.2 %). Dichas diferencias pueden estar asociados con factores
genéticos y agronomicos (Roder et al. 2013; Carvajal-Larenas et al. 2016). El contenido de
proteinas promedio en los 10 ecotipos fue de 47.3 %, valor que se encuentra dentro del rango
de 32.0-52.6 % reportado por Carvajal-Larenas et al. (2016). Asi mismo, es mayor respecto
a otras variedades como L. albus (38. 2 %), L. angustifolius (33.95 %) y L. luteos (42.2 %)
(Jiménez- Martinez et al. 2003b). Respecto al contenido de grasa, el ecotipo con mayor
contenido fue Andenes INIA (E9 = 20.8 %), proveniente del Departamento de Cusco y el de
menor concentracion fue el ecotipo Yunguyo de Puno (E10 = 15.3 %). El contenido de grasa
promedio de los 10 ecotipos fue 17.8 %, encontrandose este valor dentro del rango de 13.0
a 24.6 % reportado por Carvalho et al. (2005). EI promedio del contenido de cenizas en los
10 ecotipos fue de 3.7 %, resultados que concuerdan con los reportados por Gliémes-Vera et
al. (2008).

El ecotipo con mayor contenido de carbohidratos fue Huanuco | (E5 = 34 %), y el de menor
contenido el ecotipo de Cusco (E9 = 27.7 %). El promedio del contenido de carbohidratos
fue 31.1 %, que se encuentra dentro de los valores de 26.1 y 43.2 % reportados por Jiménez-
Martinez et al. (2003b). Respecto al contenido de ceniza dentro de los 10 ecotipos evaluados,
el ecotipo con mayor contenido de ceniza fue E5 con 4.9 %, proveniente de Huanuco y con

menor contenido los ecotipos E2 de la Libertad y E6, E7 de Junin.



Cuadro 10: Composicion quimico proximal de 10 ecotipos de lupinos (Lupinus
mutabilis Sweet) sin desamargar (porcentaje en base seca)

Ecotipos Materia Proteina Grasa Ceniza  Carbohidratos
seca (%) (%) (%) (%) (%)
E1l 90.1+0.03  46.8+0.06° 15.9+0.01° 3.8+0.019  33.4+0.03"
E2 90.2#0.02  49.3+0.06" 17.3+0.03° 3.2#0.03®  30.1+0.06°
E3 90.240.02  48.5+0.069 18.5+0.06° 3.5+0.03° 29.5+0.15"
E4 90.6+0.03  45.4+0.03° 18.1+0.03¢ 3.8+0.02¢ 32.7+0.08¢
E5 90.1+0.03  45.2+0.02*8 15.9+0.03° 4.9+0.01" 34.040.06'
E6 90.3+0.03  47.4+0.07% 19.0+0.05" 3.1+0.03? 30.5+0.10¢
E7 90.6£0.02  47.7+0.05" 18.9+0.03" 3.2+0.03° 30.2+0.04¢
E8 90.4+0.03  47.2+0.06° 18.1+0.06° 3.5+0.03° 31.2+0.15°
E9 89.5+0.03  47.4+0.03° 20.8+0.049 4.1+0.01° 27.7+0.012
E10 89.5+0.02  48.5+0.04% 15.3+0.04% 4.3+0.03' 31.9+0.05'

Resultados expresados como promedio + desviacion estandar.

Valores con letras diferentes (a-i) dentro de la misma columna difieren significativamente (p < 0.05)
E1: ecotipo Cajamarca; E2: ecotipo Altagracia de Otuzco-La Libertad; E3: ecotipo Paton grande de La
Libertad; E4: ecotipo Cholo fuerte de Ancash; E5: ecotipo Huanuco | de Santa Rosa-Marambuco; E6:
ecotipo Compuesto blanco semi precoz INIA; E7: ecotipo H6 INIA; E8: ecotipo Moteado beige de
Junin; E9: ecotipo Andenes INIA de Cusco y E10: ecotipo Yunguyo de Puno.

Respecto a las semillas desamargadas, al comparar la concentracion de proteinas en los
Cuadro 10y 11, se observan que tienen una mayor concentracion de proteinas comparado a
las semillas sin desamargar. El proceso de desamargado acuoso puede inducir a cambios en
la composicion quimica de los lupinos al disminuir carbohidratos, alcaloides, taninos, entre
otros compuestos soluble en agua lo que permite el aumento relativo de la proteina (Villacrés
et al. 2000; Carvajal-Larenas et al. 2016). Asi mismo, el pH y la temperatura influyen en la
desnaturalizacion de las proteinas y la disminucion de la solubilidad Jiménez-Martinez et al.
(2001). EI contenido de proteina expresada en base seca difiere estadisticamente entre cada
ecotipo, siendo el ecotipo Altagracia proveniente de La Libertad-norte del Pert (E2), el que
presenta mayor contenido (52.2 %) y el de menor concentracion (48.0 %) el ecotipo Huanuco
| de Santa Rosa- Marambuco del centro del Per (Cuadro 10). EI promedio del contenido de
proteinas en las semillas desamargadas es 50.2 %, valor que se encuentra dentro del rango
(51.1 -72.0 %) reportado en trabajos anteriores (Villacrés et al. 2000; Carbajal-Larenas et

al. 2016). Referido a otros componentes Curti et al. (2018), mencionan que el proceso de

44



desamargado modifica el contenido de acidos grasos; asi el contenido acido estearico
aumenta y el contenido de &cido linoleico y la relacion w-6/w-3 disminuye.

Cuadro 11: Analisis de proteina de 10 ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet)

desamargados (porcentaje en base seca)

Ecotipos Materia seca Proteina
(%) (%)
El 93.5+0.05 49.5+0.00°
E2 93.4+0.05 52.2+0.03"
E3 93.5+0.02 51.3+0.06¢
E4 93.9+0.02 48.3+0.03"
E5 93.4+0.07 48.0+0.082
E6 93.5+0.01 50.3+0.06°
E7 93.5+0.02 50.7+0.05'
E8 93.6+0.01 50.1+0.05¢
E9 92.8+0.01 50.2+0.04°
E10 92.8+0.02 51.3+0.049

Valores expresados como promedio + desviacion estandar. Valores con letras diferentes (a-h) dentro de la
misma columna difieren significativamente (p < 0.05).

E1l: ecotipo Cajamarca; E2: ecotipo Altagracia de Otuzco-La Libertad; E3: ecotipo Paton grande de La
Libertad; E4: ecotipo Cholo fuerte de Ancash; E5: ecotipo Huanuco | de Santa Rosa-Marambuco; E6: ecotipo
Compuesto blanco semi precoz INIA; E7: ecotipo H6 INIA; E8: ecotipo Moteado beige de Junin; E9: ecotipo
Andenes INIA de Cusco y E10: ecotipo Yunguyo de Puno.

b. Tamafo

Las semillas de lupino del ecotipo Altagracia a una humedad de 9.8 % presentaron una
estructura rigida y con el proceso de desamargado las semillas incrementaron su humedad a
71.98 % haciéndolas mas suave y consecuentemente mas sensibles a procesos mecanicos.
Asi mismo, Jiménez-Martinez et al. (2001) menciona que el remojo y la coccion de las
semillas aumentan la permeabilidad de la pared celular. Similar comportamiento ha sido
observado en diferentes frijoles adzuki (Oliveira et al. 2013). Al respecto, Miano et al.
(2015) mencionan que la humedad aumenta con el tiempo de remojo del grano, describiendo
un comportamiento sigmoidal, con una fase de retraso inicial seguida de una fase de mayor
tasa de absorcién y, finalmente, una fase estacionaria. En cuanto al tamafio, las semillas sin
desamargar midieron, 1y 0.8 cm de largo y ancho respectivamente, mientras que las semillas

desamargadas incrementaron su tamafio a 1.5y 1 cm largo y ancho respectivamente (Figura
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12). Ortega et al. (2010) mencionan que el agua absorbida es almacenada en la estructura
porosa de las semillas, hidratando el interior de las células y los espacios entre las paredes
celulares. Esto produce un aumento en el volumen total y cambios en tamafio y estructura

no reversibles cuando las semillas son secadas nuevamente.

Figural2: Semillas de Lupinus mutabilis S. Ecotipo Altagracia: A) sin desamargar
hidratadas, B) desamargadas.

¢. Microestructura

Las imagenes SEM de las semillas sin desamargar del ecotipo Altagracia mostraron
diferencias estructurales entre la cascara y el cotiledon (Figura 13). El cotiledon (Figura 13A
y B) presenta una superficie rugosa, y al ser magnificada (1200x) se puede observar una
estructura porosa con cavidades triangulares ordenadas homogéneamente. Estas estructuras
sumadas al hilum facilitarian el ingreso de solventes y la salida de solutos presentes en el
grano. Miano et al. (2015) han confirmado que el hilum y fisura hiliar es la entrada principal
de agua al grano. Por otro lado, la cadscara muestra una apariencia lisa (Figura 13 Cy D), a
un mayor aumento (280x) la estructura es bastante plana. Al respecto Miano et al. (2015),
sefialan que la superficie de la cubierta de la semilla esta revestida por una cuticula que
contiene diferentes tipos de sustancias hidrofébicas tales como cera, polisacaridos de lignina,
pectina, callos, quinonas, suberina, cutina que afectan la permeabilidad de las semillas de
lupino. Finalmente, la cubierta también contiene los compuestos fendlicos muy similares a

semillas de otras legumbres (Patterson et al. 2017).
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Figura 13: Micrografia de la semilla sin desamargar: A) Cotileddn (34x), a: Hilum; B)
Ampliacion del cotiledon (1200x); C) Cascara (34x); D) Ampliacion de cascara (280x).

4.1.2. Metabolitos secundarios

a. ldentificacion y cuantificacion de alcaloides en semillas sin desamargar y
desamargadas

¢ Alcaloides individuales en las semillas sin desamargar y desamargadas

Los alcaloides individuales fueron identificados por GC-MS en funcién de sus iones
caracteristicos y por los tiempos de retencion de los estandares. En las semillas sin
desamargar se identificaron ocho alcaloides, tales como: esparteina, angustifolina, a-
isolupanina, lupanina, nutallina, multiflorina, oxilupaninay 11, 12-dehidrolupanina (Cuadro
12). El perfil obtenido para los ecotipos estudiados fue similar a los hallazgos de estudios
anteriores de Muzquiz et al. (1994) y Wink et al. (1995). Aunque se han descrito otros
alcaloides tales como 13-hidroxlupanina, 17-oxosparteina y 11,12-deshidrosparteina en L.
mutabilis (Hatzold et al. 1983; Gross et al. 1988), que no se identificaron en los ecotipos
investigados. Algunos de los alcaloides detectados en las semillas estudiadas también son
comunes en otras especies, como angustifolina, lupanina y esparteina en semillas de L. albus,
esparteina en L. luteus, lupanina en L. hispanicus y angustifolina en L. angustifolius
(Jiménez-Martinez et al. 2001; Romeo et al. 2018).
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Cuadro 12: Perfil de alcaloides en los ecotipos y pardmetro de lipofilia (Log P)

Picos  Alcaloides lones identificados M* ID RI/Exp RI/Lit LogP

1 Cafeina (Estandar interno) ~ 194/109/82/67/55 194 S - - -

2 Esparteina 98/137/193/234 234 S 1803 1785 2.5
3 Angustifolina 55/94/112/150/193 234 S 2093 2083 1.4
4 a- Isolupanina 55/98/136/149/219/248 248 S 2122 2105 1.6
5 Lupanina 55/98/136/149/248 248 S 2176 2165 1.6
6 Nutallina 98/136/150/247/264 264 T 2271 2255 0.6
7 Multiflorina 55/110/134/149/246 246 T 2328 2310 15
8 Oxilupanina 55/134/152/165/246/264 264 T 2423 2410 0.6
9 11,12- Dehidrolupanina 134/148/231/246 246 T 2573 2190 1.5

M*: ion molecular; RI/Exp: indice de retencion obtenido en el experimento, calculado de acuerdo a Kovats [30]: 100 (tc-tn/ (tn+1)-tn) +n, donde tc es el tiempo
de retencion del compuesto, tn es el tiempo de retencién anterior n- alcano, tn+1 es el tiempo de retencion del siguiente n-alcano and n es el anterior n-alcano;
RI/Lit: indice de retencion descrito en la literatura por Wink et al. (1995); 1D: Identificacion; S: Identificado por comparacion con un estandar autentico, T:
Identificacion tentativa por comparacion de espectros de masa y Rl en la literatura Wink et al. (1995) y NIST 05 base de datos. Log P: Valor del parametro de
lipofilia, Calculado por XLogP3 3.0
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Por otro lado, se presenta el parametro de lipofilia (Log P) de los alcaloides individuales
identificados (Cuadro 12), este parametro muestra las posibles relaciones entre estructura y
actividad (SAR). Se observa que la esparteina tiene el log P mas alto (2,5) en comparacion
a los otros alcaloides tales como lupanina, o -isolupanina, 11, 12-dehidrolupanina,
multiflorina y angustifolina con un promedio de Log P (1,5). Los alcaloides con los valores
mas bajos de Log P fueron la nutallina y la oxilupanina. Es importante resaltar que los
alcaloides con Log P maés alto son mas hidrofobos, propiedad que facilita la entrada de los

alcaloides a las células a través de las membranas celulares hidréfobas (Kucerka et al. 2019).

Respecto al contenido de alcaloides individuales en las semillas sin desamargar de los diez
ecotipos, se encontré como alcaloide principal a la lupanina con un contenido entre 2.5-5.2
0/100 g en b.s. constituyendo en promedio el 77.2 % de los alcaloides totales (Cuadro 13).
Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Gross et al. (1988) que mencionan que la
lupanina es el principal alcaloide en L. mutabilis, y representa mas del 80 % de los alcaloides
totales. Asi mismo, Rybinski et al. (2018) encontraron que la lupanina en L. albus representa
el 71.3 % de los alcaloides totales, siendo este valor mas bajo en comparacion con el nivel
reportado en L. mutabilis. Entre los ecotipos estudiados, E8 (Moteado beige de Junin) tuvo
mayor contenido de lupanina y alcaloides totales. El segundo alcaloide més abundante fue
esparteina con un rango de concentracién de 0.2-0.9 g/100 g en b.s., resultado similar a
estudios de composicién de alcaloides en semillas de L. mutabilis (Hatzold et al. 1983). La
esparteina represent6 en promedio el 9.9 % del total de alcaloides, y el ecotipo con el mayor
contenido de esparteina fue E5 (Huéanuco I). Los alcaloides presentes en proporciones mas
pequefias incluyen la angustifolina y la multiflorina, ambos presentes en un nivel promedio
de 0.1 % de los alcaloides totales (Cuadro 13). Las proporciones relativas de estos dos
alcaloides son mas bajas en comparacion con las reportadas anteriormente para L. albus
(angustifolina 3.8 % y multiflorina 6.8 % del total de alcaloides) (Rybinski et al. 2018).
Finalmente, otros alcaloides presentes en los diez ecotipos amargos incluyen a-isolupanina,
nutallina, oxilupanina y 11,12-dehidrolupanina, que representan en promedio 0.4, 6.8, 4.0y

1.4 % del total de alcaloides, respectivamente.
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Cuadro 13: Alcaloides en semillas de lupino (Lupinus mutabilis Sweet) sin desamargar y desamargadas, determinadas por CG- FID (g/100

g b.s)
Alcaloides individuales®
Semillas Ecotipos Esparteina Angustifolina a- Isolupanina Lupanina Nuttalina Multiflorina Oxilupanina 11,12-
Dehidrolupanina
El 0.640+0.008 f 0.005+0.000 0.015+0.000°¢ 2.958+0.008° 0.452+0.006 f 0.012+0.000°¢ 0.177+0.006 0.083+0.003 ¢
E2 0.421+0.005¢  0.004+0.000 b 0.021+0.000¢ 4.307+0.146¢ 0.505+0.008 9 0.003+0.000° 0.141+0.011% 0.052+0.000°
E3 0.592+0.017°¢ 0.013+0.000¢ 0.012+0.001 % 4.262+0.179¢ 0.546+0.015" 0.008+0.000¢ 0.220+0.014 ¢ 0.077£0.003
E4 0.774+0.0299 0.003+0.0002 0.014+0.000 3.322+0.014°¢ 0.375+0.030°¢ 0.010+0.000¢ 0.099+0.0012 0.031+0.000?
Sin ES 0.890+0.017" 0.007+0.000°¢ 0.010+0.0002 2.504+0.044 2 0.281+0.008 < 0.006+0.000°¢ 0.160+0.008° 0.047+0.001 %
desamargar E6 0.274+0.004° 0.009+0.000 0.027+0.000°¢ 4.164+0.026 ¢ 0.314+0.004 ¢ 0.001+0.000? 0.263+0.016 % 0.099+0.003 ¢
E7 0.423+0.008¢ 0.009+0.000 0.019+0.000¢ 3.354+0.061°¢ 0.262+0.008 ™ 0.003+0.000° 0.233+0.013 ¢ 0.062+0.002 ™
ES8 0.196+0.0022 0.009+0.000 °f 0.027+0.000°¢ 5.231+0.045F 0.145+0.003 ? 0.001+0.001 2 0.294+0.016 ¢ 0.073+0.003
E9 0.377+0.003°¢ 0.009+0.000 0.020+0.000¢ 4.771+0.065° 0.23610.010° 0.001+0.0002 0.266+0.026 % 0.099+0.001 ¢
E10 0.367+0.014°¢ 0.005+0.000¢ 0.016+0.002° 3.612+0.261° 0.275+0.022 bed 0.001+0.000? 0.149+0.047 % 0.069+0.016
El 0.002+0.000°¢ n/d n/d 0.003+0.000°¢ n/d n/d n/d n/d
E2 0.001+0.000 * n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
E3 0.001+0.0002 n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
E4 0.002+0.000 ¢ n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
Desamargadas E5 0.001+0.000% n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
E6 0.001+0.000 b n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
E7 0.001+0.000 n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
ES8 0.001+0.000 % n/d n/d 0.002+0.000° n/d n/d n/d n/d
E9 0.001+0.000°¢ n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d
E10 0.001+0.000 % n/d n/d 0.001+0.0002 n/d n/d n/d n/d

aValores expresados como promedio + desviacidn estandar. VValores con letras diferentes (a-h) dentro de la misma columna difieren significativamente (p < 0.05); n/d = no detectado (es decir por
debajo del limite de deteccion), b.s: base seca.

E1: ecotipo Cajamarca; E2: ecotipo Altagracia de Otuzco-La Libertad; E3: ecotipo Paton grande de La Libertad; E4: ecotipo Cholo fuerte de Ancash; E5: ecotipo Huanuco | de Santa Rosa-
Marambuco; E6: ecotipo Compuesto blanco semi precoz INIA; E7: ecotipo H6 INIA; E8: ecotipo Moteado beige de Junin; E9: ecotipo Andenes INIA de Cusco y E10: ecotipo Yunguyo de Puno.
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Posterior al proceso de desamargado, sélo se identificaron dos alcaloides predominantes,
esparteina y lupanina en los diez ecotipos, mientras que no se detectaron los alcaloides que
estaban presentes en concentraciones mas bajas en las semillas sin desamargar. EI Cuadro
13 muestra los contenidos de lupanina y esparteina de 0.001-0.002 y 0.001-0.003 g/100 g,
respectivamente. Despues del proceso de desamargado, el promedio del contenido de
esparteina representa el 54% y lupanina el 46% de los alcaloides totales. Estos alcaloides
(lupaninay esparteina), se redujeron en promedio de 99,9 y 99,7%, respectivamente. El nivel
de disminucion en el contenido de lupanina es muy similar al obtenido por Santana et al.
(1996), quienes reportaron la eliminacion del 99% del contenido inicial de lupanina presente
en las semillas de L. albus después de un proceso de fermentacion. Durante la fermentacion,

las bacterias utilizan la lupanina como fuente de carbono y energia.

¢ Alcaloides totales en semillas sin desamargar y desamargadas

El contenido total de alcaloides en las semillas de lupino sin desamargar se muestra en la
Figura 14A. Todos los ecotipos pueden considerarse variedades amargas, por su contenido
de alcaloides > 5 g/100 g en b.s., mientras que el contenido en variedades no amargas
generalmente esta entre 0.01-0.05 g/100 g en b.s. (Jiménez-Martinez et al. 2007). Los
ecotipos con mayor contenido de alcaloides fueron E2, E3, E6, E8 y E9, cada uno de los
cuales alcanz6 un nivel cercano a 6 g/100 g en b.s. Los ecotipos E2 y E3 eran de la misma
region, pero de diferentes altitudes (3350 y 3496 metros a nivel del mar, respectivamente),
mientras que los ecotipos E6 y E8 eran de la parte central del Per( y el ecotipo E9 del sur de
Perd, pero todos fueron cultivados a altitudes similares. Los ecotipos que contenian niveles
intermedios de alcaloides (cerca del 5g/100 g en b.s.) fueron E1, E4, E7 y E10, y el ecotipo
que contenia menos alcaloides fue E5 con un contenido total de 4 g/100 g en b.s. Ecotipos
con mayor contenido de alcaloides se cultivan en lugares a mas de 3280 metros sobre el nivel
del mar, en estas zonas alto andinas, el clima es seco, templado y con baja humedad,
favoreciendo la acumulacion de los alcaloides (Carvajal-Larenas et al. 2016). El contenido
de alcaloides es menor en los ecotipos cultivados a una altitud inferior a 3271 m.s.n.m y
superior a 3761 m.s.n.m. Estas diferencias pueden estar influenciadas por las diferencias

varietales, distribucion de alcaloides en la planta y el tipo suelo de cultivo (Frick et al. 2018).
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Figura 14: Contenido de alcaloides totales en los diez ecotipos de Lupinus mutabilis. (A) Antes del proceso de desamargado; (B) después del
proceso de desamargado. Las barras representan la desviacion estandar de tres réplicas independientes. Los valores con letras diferentes (a-e)

difieren significativamente (p <0.05)
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El contenido de alcaloides totales en las semillas sin desamargar fue de 4 a 6 g/100 g b.s.,
siendo este resultado mayor comparado a los reportados en estudios previos de semillas de
L. mutabilis. Al respecto, Hatzold et al. (1983) reportaron contenidos totales de alcaloides
de 3.1 % en L. mutabilis. Asi mismo, Gross et al. (1988) reportaron niveles bajos en
variedades modificadas de L. mutabilis ("Inti" 0.0075% y "2150" 0.015%). El nivel de
alcaloides totales de los ecotipos resultd ser mayor a otras variedades tales como L.
campestri, L. angustifolius, L. hispanicus, L. luteus y L. albus (1.9 a 2.7 %) (Jiménez-
Martinez et al. 2007).

En relacion al contenido de alcaloides totales en las semillas desamargadas se muestran en
la Figura 14B. Todos los ecotipos presentaron contenidos de alcaloides residuales muy bajos
con promedio de 0.003 g/100 g en b.s. Los niveles residuales en las semillas desamargadas
son mucho mas bajos que el limite permisible (20 mg/100 g) para el consumo humano y
animal (Calabro et al. 2015). La disminucion de los alcaloides en las semillas desamargadas
se debe a la solubilizacion en agua y la degradacién térmica de los alcaloides y el incremento
de la permeabilidad del tegumento, lo que facilita la eliminacién de los alcaloides (Jimenez-
Martinez et al. 2001; Frick et al. 2018). Asi mismo, se puede observar que existen diferencias
en el porcentaje de disminucion de alcaloides entre los ecotipos después del desamargado,
que explicarse por las diferencias en la estructura y composicion del grano (Miano et al.
2015).

e Distribucion de los alcaloides en los diferentes ecotipos

Se aplicé un analisis de componentes principales (PCA) para identificar patrones en el
conjunto de datos que resaltan las posibles similitudes y diferencias entre los ecotipos de
lupino, en términos de composicion de alcaloides. Se retuvieron dos componentes
principales (PC), correspondientes a valores propios que explicaban el 73,6% de la
variabilidad total de los datos. El primer componente (PC1) fue responsable del 17% de la
variacion, explicado principalmente por esparteina, nuttalina y multiflorina (Figura 15),
mientras que el componente dos (PC2) represento el 56.6% de la variacion y se asocié con
el contenido total de alcaloides y con los compuestos como lupanina, oxilupanina,
angustifolina, a-isolupanina y 11,12-dehidrolupanina. Como se muestra en la Figura 15, los
ecotipos de lupino estudiados se dividieron en tres grupos. Un grupo incluye E8, E9 y E6

por presentar niveles mas altos de lupanina, oxilupanina, angustifolina, a-isolupaninay 11,
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12-dehidrolupanina, y un contenido mas bajo de esparteina. E1, E3, E4 y E5 forman otro
grupo, del cual E1 y E3 tienen menos esparteina, pero mas multiflorina y nuttalina en
comparacion a otros ecotipos. E4 y E5 aparecen en el lado negativo de PC1 y PC2 con un
bajo contenido de lupanina, a-isolupanina, oxilupanina, angustifolina y 11, 12
dehidrolupanina, pero con mayor contenido de esparteina en comparacién con otros
ecotipos. E2, E7 y E10 son similares con respecto a cada alcaloide. Los ecotipos con
contenidos mas altos de lupanina tenian menor contenido de esparteina, mostrando una
relacion inversa entre los contenidos de los dos alcaloides principales. En el futuro, los
alcaloides aislados se pueden seleccionar para aplicaciones farmacologicas y fertilizantes.
Para este proposito, se pueden tomar semillas de las regiones altoandinas de Junin y
Huanuco, que tienen un alto contenido de alcaloides totales con mayor contenido de lupanina

y esparteina, respectivamente.

) Angustifolina
Nuttalina

2 Multiflorina

Alcaloides totales

Esparteina E1 11,12-Dehidrolupanina

Oxilupanina

PCA-1(17%)
o

E8
&
Y

8

o-Isolupanina

PCA-2 (56.6%)

Figura 15. Proyeccion de ecotipos de lupino y cargas por alcaloides en el plano compuesto

por componentes principales PC1y PC2 que explican el 73,6% de la varianza total.
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b. Identificacion y cuantificacion de isoflavonas y flavonas en semillas sin desamargar

y desamargadas.

e Seleccion del solvente y el método de extraccion

Para seleccionar el tipo solvente y el método de extraccion de isoflavonas y flavonas se
evaluaron 3 ecotipos de semillas de lupino sin desamargar en términos del contenido de
compuestos fendlicos. Del Cuadro 14, se observa que existen diferencias significativas entre
los 6 tratamientos (Método*Solvente) (p<0.05) con excepcion del ecotipo (E5) (p<0.064)
para la extraccion de compuestos fendlicos. Por otro lado, no existe diferencias significativas
(p>0.05) en la concentracion de compuestos fendlicos de los ecotipos E1, E5 y E7, al
comparar los métodos de extraccion (Ultraturrax y Sonicado). Sin embargo, si existe
diferencias significativas (p<0.05) entre los tipos de solventes utilizados, obteniéndose la
mayor concentracion de compuestos fenolicos con el solvente S3 (metanol al 70 %
acidificado), esta comportamiento fue similar en los tres ecotipos. Estos resultados
confirman que el metanol es mas eficiente en la extraccion de polifenoles de bajo peso
molecular (Dai et al. 2010).

De acuerdo al comportamiento observado en los tres ecotipos durante las interacciones
(método*solvente), y efecto de cada factor (método y solvente) sobre la concentracion de
compuesto fendlicos. El presente estudio consideré elegir el método de Ultraturrax, en vista
que utiliza un menor tiempo de extraccion (factor eficiencia) y el solvente S3 (metanol al
70% acidificado), ya que con este nivel se obtienen mayor concentracién de compuestos
fenolicos en los tres ecotipos evaluados. El contenido de compuestos fendlicos de los tres
ecotipos evaluados a las condiciones elegidas fluctan entre 8.92 y 10.6 mg EAG /g en b.s.
Valores similares han sido reportados por Chirinos et al. (2013a), quienes evaluaron 27
plantas peruanas dentro de ellas Lupinus mutabilis Sweet con un valor de 12.1 mg EAG /g
b.s. Asi mismo, al comparar con otras leguminosas como el garbanzo los resultados

obtenidos fueron similares con valores de 10.8 mg de EAG /g (Sreerama et al. 2012).
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Cuadro 14: Efecto del método de extraccién y el tipo de solvente en el contenido de

compuestos fendlicos totales EAG (mg/100 g) de semillas sin desamargar

Factores en estudio Ecotipos
Tratamiento Método Solvente El E5 E7
T1 Sl 9.30 £ 0.07% 7.72+0.14% 752+ 1.31°
T2 Sonicado S2 9.40 £ 0.01% 6.77+1.54>  9.61+0.30%
T3 S3 9.80 £ 0.152 8.24+0.12% 10.32 +£0.13?
T4 S1 7.91+1.22° 7.90 £0.31%>  8.30 £ 0.20*
T5 Ultraturrax S2 8.09 +0.83° 7.31+0.81%  7.35+0.11°
T6 S3 10.6 £ 0.062 8.92+0.61* 10.59+0.01%
p (Método*Solvente) 0.001 0.064 0.000
Efecto del Método Sonicado 9.50+0.25% 7.57+1.002 9.15+1.432
Ultraturrax 8.87+1.502 8.04+0.88? 8.74+1.452
p (Método) 0.228 0.305 0.561
Sl 8.60+1.08° 7.81+0.23% 7.90+0.94°
Efecto del solvente S2 8.74+0.89° 7.04+1.14>  8.48+1.25°
S3 10.2+0.45% 8.58+0.542 10.45+0.172
p (Solvente) 0.009 0.009 0.001

Valores expresados como promedio + desviacion estandar.

Valores con letras diferentes (a-c) dentro de la misma columna difieren significativamente (p < 0.05)

S1: Acetona al 70%; S2: Metanol al 70%; S3: Metanol al 70 % acidificado

T1: Sonicado — S1; T2: Sonicado — S2: T3: Sonicado — S3; T4: Ultraturrax — S1; T5: Ultraturrax — S2 y T6:
Ultraturrax — S3.

E1: ecotipo Cajamarca; E5: ecotipo Huanuco | de Santa Rosa-Marambuco; E7: ecotipo H6 INIA.

e Identificacion de isoflavonas y flavonas en las semillas sin desamargar y
desamargadas por UPLC-DAD-MS?

Las isoflavonas y flavonas en los extractos de lupino se caracterizaron en funcion de su
maxima absorcion UV, tiempo de retencion en cromatografia liquida (LC), iones tipicos de
espectroscopia de masas MS e iones de fragmentos de MS. Estos datos cualitativos se
compararon con los estandares de referencia y publicaciones anteriores. Como resultado, se
identificaron 21 flavonoides (isoflavonas y flavonas) en las semillas sin desamargar y
desamargadas. Los cromatogramas de LC de los extractos y la caracterizacion de los
flavonoides se dan en la Figura 16 y el Cuadro 15, respectivamente. De acuerdo con estudios

previos (Khan et al. 2015), la genisteina es la principal isoflavona en los extractos de lupino
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tanto como aglicona y derivados glucosilados (Cuadro 15). Resultados que concuerdan con
lo reportado por Galvez et al. (2009), quienes detectaron genisteina y derivados de genisteina
en las céscaras y cotiledones de cultivares SLp-1, SLp-4 y H-6 de L. mutabilis.
Probablemente las agliconas de genisteina y derivados glucosilados pudieron ser mutabileina
y mutabilina, respectivamente como se report6 en semillas de L. mutabilis (Dini et al. 1998).
En el presente estudio los derivados de genisteina estaban presentes como mono-, di- y tri-
sacaridos como restos de azucar. Basado en el patrén de fragmentacion de la generacion de
iones [M+H-acilado de azlicar]*. Kachlicki et al. (2016), encontraron ciertos monosacaridos
acilados con 4cidos alifaticos, principalmente como malonilhexésido ([M+H-248]") y
acetilhexésido ([M+H-204]"). Estos sustituyentes de azlcar podrian haberse unido sélo a los
grupos hidroxilo de la genisteina aglicona. Esta identificacion se baso en lo reportado por
Waridel et al. (2001) que demostraron que los O-glucdsidos de los flavonoides no producian
iones de fragmentos [M+H-120]" en comparacién con sus contrapartes C-glucosiladas.
Dentro de las isoflavonas mencionadas en el presente estudio, cabe resaltar que los

compuestos 8, 16 y 17 solo se presentaron en semillas desamargadas.

Adicionalmente, en el presente estudio se encontraron varias isoflavonas desconocidas. El
Anexo 2, muestra un compuesto desconocido de isoflavona (compuesto 20) que exhibe una
absorcion maxima tipica de UV a una longitud de onda de 260 nm. En comparacién con la
genisteina aglicona, la diferencia de 30 Da en el peso molecular podria indicar la presencia
de un grupo metoxilo en el compuesto desconocido. Sin embargo, cuando se probd un
estandar de tectorigenina, esta no coincidia, aunque tenia un grupo metoxilo méas en el
carbono seis (C6) del anillo A que la genisteina. Otra posibilidad es que el compuesto
desconocido sea 3’-O-metillorobol (5,7,4'-trihidroxi-3’-metoxi-isoflavona), que se aislaron
previamente de extractos de hojas de lupino blanco (L. albus, cv.Kievskij Mutant) descrito
por Tahara et al. (1984). Kachlicki et al. (2005), estudiaron las raices de tres especies de
altramuces (L. albus, L. angustifolius y L. luteus) usando LC/UV y LC/ESI/MS", los
resultados sugirieron que la 2’-hidroxigenisteina junto con sus glucésidos fueron las
principales isoflavonas en los extractos. Este grupo de compuestos también se encuentran en
semillas y tejidos foliares de especies de altramuces (Stobiecki et al. 2010; Wojakowska et
al. 2013; Aisyah et al. 2016). Considerando la sustitucion del metilo como la caracteristica
estructural comuan de los flavonoides, también era probable que el compuesto desconocido
en las muestras pudiera ser 2'-hidroxigenisteina metilada. En vista que anteriormente se ha

reportado la identificacion de 2'-hidroxigenisteina en hipocotilos germinados de L. albus L.
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cv multolupa (Barcel6 y Mufioz 1989). Ademas, las muestras de lupino estudiadas también
contenian otros compuestos de isoflavonas desconocidos, identificados como compuestos 6,
9, 14 y 17que podrian ser varios derivados O-glicosilados del compuesto 20, como sugieren
los datos de MS y MS? (Cuadro 15).
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En cuanto a las flavonas, se ha informado ampliamente que las apigeninas glicosiladas son
las principales flavonas de los lupinos (Duefias et al. 2009; Siger et al. 2012; Wojakowska
et al. 2013). En contraste con estudios previos, los extractos de Lupinus mutabilis contenian
solo dos tri-glucésidos de apigenina, identificados como apigenina 7-O-apiofuranosil-6,8-

di-C-glucosido y apigenina-pentosido-6,8-di-C-glucésido (Cuadro 15).

Asi mismo, el compuesto 21 se identificoO preliminarmente como una flavona dado su
absorcion maxima de UV a aproximadamente 340 nm (Anexo 3). Como el peso molecular
del compuesto 21 era 30 Da mas que el de la apigenina, podria tratarse de un derivado
metoxilado. Muth et al. (2008) investigaron los perfiles de flavonoides en extractos de hojas
de lupino azul (L. angustifolius), y propusieron que 3’-O-metiluteuteolina (crisoeriol)
glicosilada era la flavona dominante. Stobiecki et al. (2010) y Wojakowska et al. (2013),
revelaron la presencia de crisoeriol y sus glucésidos O-/C en las raices y hojas de algunas
especies de altramuces mexicanos. Sin embargo, confirmamos por coinyeccion que el
compuesto 21, no era crisoeriol, debido al diferente tiempo de retencién mostrado en el
cromatograma LC. Otra posibilidad es que el compuesto 21 podria haber sido diosmetina
(luteolina 4'-O-metil éter), que se encontré previamente en las semillas de lupinos (L.
angustifolius, cv. Zapaton), especialmente en las germinadas (Duefias et al. 2009). El
presente estudio no pudo confirmar esta suposicién. Ademas, de acuerdo con los resultados
de MS?, algunos derivados O-glicosilados del compuesto 21 también se identificaron a partir
de extractos de lupino estudiados, incluidos los compuestos 10, 11, 12, 15 y 18. Es
importante resaltar que, los compuestos 10 y 21 sélo se presentaron en semillas
desamargadas estos son eliminados durante el proceso de desamargado acuoso (Cortés et al.
2020).
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Cuadro 15. Identificacién de isoflavonas y flavonas en 10 ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet), por UPLC-DAD-MS?

N° e UV kmax  [M+H]*/ [M-] [A+H]* [A-H] Produccién de iones de [M+H]*
pico |dentificacion (nm) en MS (m/z) en MS (m/z) (MS?, m/z)
1 Genisteina 4',7-O-diglucosido 260,330 595/593 271/431,269 595—-271
2 Isoflavona-pentésido-pentdsido-hexdsido 260,327 727725 595,463,301/593,461,299 727—523,487,457,445,439,427,421,409,403,391,
desconocida 379,361,349,337,325,307,295
595—481,458,421,409,403,391,379,365,347,337,
325,307,295,271
463—301,286,269,241,229,213,199,153
3 Apigenina-pent6sido-6,8-di-C-glucésido 271,337 7271725 595,577/605,593,473,455,  727—541,523,511,505,481,457,445,439,427,421,
383,353,335 409,403,391,379,355,349,337,325,307,295
595—421,409,403,391,379,361,349,337,325,307,
295
4 Apigenina 7-O-apiofuranosil-6,8-di-C- 270,337 727/725 595,577/605,593,473,455,  727—541,523,511,505,481,457,445,439,427,421,
glucoésido 383,353,335 409,403,391,379,355,349,337,325,307,295
595—421,409,403,391,379,361,349,337,325,307,
295
5 Genisteina 7-O-glucdsido 260,330 433/431 271/269 433—271,253,243,241,215,153
6 Isoflavona O-hexoxido 1 desconocida 261,330 463/461 301/299 463—301,286,269,241,229,213,199,153
7 Genisteina 4'-O-glucdésido 260,330 433/431 271/269 433—271,253,243,241,215,153
8 Genisteina 7-O-xilosilglucésido 265,330 565/563 433,271/269 433—271,153
9 Isoflavona O-hexoxido 2 desconocida 260,330 463/461 301/299 463—301,286,269,241,229,213,199,153
10  Flavona O-glucdsido desconocida 267,345 463/461 301/299 463—301,286,258
11  Flavona O-hexdxido-pentésido 270,345 595/593 463,301/461,299 595—301,286,258
desconocida
12 Flavona O-hexdxido desconocida 268,347 463/461 301/299 463—301,286,258
13 Genisteina O-malonilhexdsido 265,335 475/473 519,271/269
14  Isoflavona O-malonilhexdésido desconocida 261,330 549/547 505,301/503,299 549—301,286,269,241,153
15  Flavona O-malonilhexésido desconocida 267,345 549/547 505,301/503,299 549—301,286,258
16  Genisteina O-acetilhexdsido 261,330 475/473 271/269
17  Isoflavona O-acetilhexésido desconocida 262,330 505/503 301/299 505—301,286,269,241,153
18  Flavona O-acetilhexo6sido desconocida 268,343 505/503 301/299 505—301,286,258
19  Genisteina aglicona 261,330 271/269 271—253,197,169,153
20 Isoflavona aglicona desconocida 262,330 301/299 -/284,269 301—269,241,229,213,201,187,153
21  Flavona aglicona desconocida 268,346 301/299 -/284,269 301—286,258,229,203,187,153
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e Cuantificacion de isoflavonas y flavonas en las semillas sin desamargar y

desamargadas

El contenido de isoflavonas y flavonas de los 10 ecotipos sin desamargar y desamargados se
cuantificaron mediante andlisis por HPLC. La cuantificacion de isoflavonas y flavonas se
realizd a 260 nmy 340 nm, respectivamente usando como estandares genisteina y apigenina.

En el Cuadro 16, se muestran las rectas de calibracion usadas para la cuantificacion.

Cuadro 16: Longitud de onda y rectas de calibracion para la cuantificacion de flavonas
e isoflavonas

Compuestos Longitud de onda Ecuacion P Valor de R?
registrada
Flavonas?
Apigenina aglicona 340 nm y = 2x10 8 x + 0.0008 0.999

Isoflavonas®?
Genisteina aglicona 260 nm y = 1x10 7 x — 0.0004 0.999

2 Se disolvieron 1 ~ 2 mg de cada compuesto de referencia en 10 ml de metanol y luego se diluyeron a
cuatro concentraciones diferentes con 3 repeticiones. Las curvas de calibracion se construyeron trazando
las &reas de pico en las longitudes de onda registradas del cromatograma HPLC en funcion de las
concentraciones.

b | a ecuacion se expresdé como y = A x + B, donde y fue la concentracion de fendlicos (mg / ml), y x el
area bajo curva en el cromatdgrafo LC

El contenido de isoflavonas y flavonas en las semillas de lupino se muestra en el Cuadro 17.
Es importante resaltar que el contenido total de isoflavonas y flavonas, es la suma de todos
los compuestos aglicona y derivados glucosidicos en cada uno de los 10 ecotipos antes y
después del proceso de desamargado. Respecto a las isoflavonas totales (expresadas como
genisteina) en las semillas sin desamargar, los ecotipos que mostraron mayor contenido
fueron E6 = 212.18 mg de genisteina /100 g y E7 = 208.24 mg de genisteina /100 g de Junin;
E3 = 201.82 mg de genisteina /100 g y E2 = 201.15 mg de genisteina /100 g de La Libertad
y el menor contenido de isoflavonas se encontré en los ecotipos E1, E5 y E9 provenientes
de Cajamarca, Huanuco y Cusco respectivamente. EI promedio de isoflavonas en los 10
ecotipos sin desamargar fue de 185.3 mg de genisteina /100 g b.s, resultado que fue mayor
a lo reportado por Galvez et al. (2009) quienes obtuvieron 37.6 mg de genisteina/100 g b.s
en semillas enteras. Al comparar el contenido de isoflavonas de los 10 ecotipos de L.
mutabilis sin desamargar con otras leguminosas como la soya, los resultados fueron menores

a 265 mg/100 g en b.s, representando a la suma de genisteina, daidzeina, glicetina y
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equivalentes aglicona (Mortensen et al. 2009). Sin embargo, el contenido de isoflavonas fue
similar a otras variedades cultivadas en el estado de Parana Brasil (54 a 147 mg/100 @)
reportados por Carrdo-Panizzi et al. (1998). El nivel de isoflavonas fue menor que las

encontradas en soya de variedades Koreanas (949 mg/100 g) (Genovese et al. 2004).

Respecto al contenido de flavonas en las semillas sin desamargar el ecotipo con mayor
concentracion fue E5 = 47.12 mg de apigenina/100 g b.s, frente a otros ecotipos, y el menor
contenido de flavonas se encontro en el ecotipo E1 de Cajamarca. EI promedio del contenido
de flavonas en los 10 ecotipos fue de 40 mg de apigenina /100 g b.s. Las diferencias del
contenido de isoflavonas y flavonas pueden atribuirse a las diferencias entre los ecotipos, a
las condiciones geograficas, a la etapa de maduracion, a las condiciones posteriores a la

cosecha y a los métodos de extraccion (Bednarek et al. 2003; Faraj; Chirinos et al. 2013a).

Cuadro 17: Isoflavonas y flavonas en los ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet)

sin desamargar y desamargados

Ecotipos Isoflavonas % Flavonas %
(mg de genisteina /100 g b.s) (mg de apigenina /100 g b.s)
SD D SD D
El 152.84 £ 1.1* 14281+0.73% 93 33.80+0.32* 1858+0.11° 55
E2 201.15+ 7.5 176.36 + 2.08f 88 39.81+0.60® 15.18+0.12° 38
E3 201.82+3.99 109.52 +3.33% 54  40.29+0.73¢ 15.69+0.36™ 39
E4 184.10 £4.3° 136.06 +1.78° 74 40.37+0.40° 1242+0.15* 31
E5 159.46 £ 9.6*° 163.47 + 1.66° 102 47.12+1.62" 2157+0.37" 46
E6 212,18 £0.59 185.20 + 3.35¢ 87 40.19+0.21° 17.96+0.15° 45
E7 20824 +7.49 139.89+1.95 67 38.41+1.07°% 16.25+0.10¢ 42
ES8 185.76 £ 3.7 134.20+2.83* 72 37.77+0.25% 18.23+0.36° 48
E9 163.74 £5.2° 14478 +0.48% 88 34.67+0.84® 16.81+0.25% 48
E10 183.40 +5.2° 147.15+ 1.444 80 36.85+0.77° 16.49 +0.38¢ 45

Valores expresados como promedio + desviacion estdndar. Valores con letras diferentes (a-g) dentro de la
misma columna difieren significativamente (p < 0.05). b.s.: Base seca; % (porcentaje de disminucién), SD:
Sin desamargar; D: Desamargados. E1: ecotipo Cajamarca; E2: ecotipo Altagracia de Otuzco-La Libertad;
E3: ecotipo Paton grande de La Libertad; E4: ecotipo Cholo fuerte de Ancash; E5: ecotipo Huanuco | de
Santa Rosa-Marambuco; E6: ecotipo Compuesto blanco semi precoz INIA; E7: ecotipo H6 INIA; ES8:
ecotipo Moteado beige de Junin; E9: ecotipo Andenes INIA de Cusco y E10: ecotipo Yunguyo de Puno.

El proceso de desamargado disminuy6 el contenido de isoflavonas y flavonas (Cuadro 17).

El ecotipo con mayor contenido de isoflavonas fue E6 = 185.20 mg de genisteina/100 g

63



frente a otros ecotipos y el promedio de isoflavonas residuales en los 10 ecotipos
desamargados fue de 148 mg de genisteina /100 g, representando este valor un gran potencial
en las semillas de lupino desamargado, en vista que las isoflavonas se han asociado con
efectos beneficiosos en los humanos, como la prevencion del cancer, enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis y sintomas menopausicos (Adlercreutz y Mazur, 1997). Asi
mismo se puede observar diferentes porcentajes de disminucion de las isoflavonas, ello

debido a las diferentes estructuras de las semillas de lupino.

Del mismo modo se observé una disminucion del contenido de flavonas posterior al proceso
de desamargado mostrando al ecotipo E5 = 21.57 mg apigenina/100 g en b.s con contenido,
el promedio de flavonas en las semillas desamargadas de los 10 ecotipos fue 17 mg de
apigenina/100 g b.s. La disminucion del porcentaje de flavonas es variable entre los
diferentes ecotipos. Finalmente cabe resaltar que las flavonas tienden a disminuir mas que

las isoflavonas posteriores al desamargado acuoso (Cuadro 17)

4.2. SELECCION DEL ECOTIPO PARA LA ELABORACION DE LA BEBIDA

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo obtener una bebida probidtica proteica, para
elegir al ecotipo apropiado se tomaron ciertos criterios tales como: a) mayor contenido de
proteinas b) bajo nivel de alcaloides residuales en las semillas desamargadas, debido a que
los alcaloides son considerados antimicrobianos y un nivel alto podria haber tenido efecto
en la viabilidad de las bacterias probidticas c¢) el contenido de isoflavonas y flavonas, ya que
son consideradas como prebio6ticos, pero en concentraciones altas podrian inhibir el

crecimiento microbiano.

Por lo tanto, de los 10 ecotipos caracterizados, se observo que el ecotipo Altagracia tenia
una mayor concentracion de proteinas (Cuadro 11), frente a otros ecotipos. Respecto al
contenido de alcaloides residuales en los ecotipos desamargados no existieron diferencias
significativas (p<0.05) (Figura 14b), excepto para el ecotipo Cajamarca que tenia mayor
concentracion de alcaloides. Cabe resaltar que, en todos los ecotipos desamargados, los
niveles residuales de alcaloides se encontraban por debajo de las especificaciones
establecidas por las autoridades sanitarias del Reino Unido, Francia y Australia (Calabro et

al. 2015). Asi mismo el contenido de isoflavonas y flavonas estuvieron en un nivel
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intermedio. De acuerdo a lo mencionado se seleccioné al ecotipo Altagracia proveniente de
la Libertad para la elaboracion de la bebida.

4.3. IDENTIFICACION DE LOS FACTORES SIGNIFICATIVOS EN LA
ELABORACION DE LA BEBIDA

Se evaluaron siete factores con dos niveles, mediante el método Taguchi, haciendo un total
de 8 corridas por duplicado (Cuadro 18). Los valores de la tasa de crecimiento de L.
plantarum 299v y L. rhamnosus GG (%), estuvieron entre los rangos de (7.94-22.2 %) y
(30.3-58.9 %) respectivamente. Del Cuadro 18 se puede observar que la mayor tasa de
crecimiento, se obtuvo con la bacteria L. rhamnosus GG, y la menor tasa de crecimiento con
L. plantarum 299v a concentraciones menores de azucar y lupino. La tasa de crecimiento de
las bacterias &cido lacticas esta influenciada por muchos factores, entre ellos, el estrés acido
y osmotico, que se produce por la produccion de &cido lactico y la aplicacion de aditivos

alimentarios durante la fabricacién de leches fermentadas (Lucas et al. 2004)

Los valores ETA (Valores sefial /ruido) presentados en la Figura 17, muestran a los factores
significativos y no significativos que influyeron en el crecimiento de las bacterias
probidticas. Los factores significativos fueron la concentracion de lupino, concentracion de
azucar, tipo de bacteria e interaccion lupino-tipo de bacteria; dichos factores exceden la
region delimitada correspondiente al valor ETA. Los factores que no tuvieron significancia
(no exceden la region delimitada del valor ETA) fueron: Concentracion de inulina,
concentracion de CMC e interaccién lupino-azucar, porque, al realizar la variaciéon de un
nivel bajo a un nivel alto, no afectan el crecimiento de las bacterias probidticas. Cabe resaltar
respecto a las concentraciones de inulina de 1y 2 %, ciertamente no fueron significativas en
la tasa de crecimiento de las bacterias probioticas, sin embargo, Guven et al. (2005),
mencionan que la inulina tiene un efecto prebidtico, por que promueve el crecimiento de las
bacterias probioticas, pero dichos resultados se dan con mayores concentraciones de inulina
respecto a la investigacion realizada. Es importante considerar que productos fermentados,
como por ejemplo leche de soja fermentada con probidticos, que contienen
fructooligosacaridos (FOS), inulina y pectina, aumentan la actividad inhibidora de la enzima
convertidora de angiotensina | y mejoran el efecto antihipertensivo in vitro (Yeo y
Liong 2010 ).
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Cuadro 18: Tratamientos segun disefio experimental Taguchi Ls (27) y tasa de crecimiento de bacterias probiéticas

R1y R2: Repeticiones de la determinacidn de la tasa de crecimiento de bacterias probioéticas en la bebida [(UFC/ml Jinicial / (UFC/ml)final] x 100.

Factores de control Tasa de crecimiento de
Tratamientos bacterias probidticas (%)
Lupino Azucar FI1xF Tipo de F1xF4 Inulina CMC R1 R2 Promedio
(%) (%) 2 bacteria (%) (%)
1 65 2 - L. plantarum - 1 0.8 17.65 19.00 18.3
2 15 2 - L. plantarum - 1 0.2 9.57 7.06 8.3
3 65 2 - L. rhamnosus - 2 0.2 33.33 40.14 36.7
4 15 2 - L. rhamnosus - 2 0.8 28.41 32.22 30.3
5 15 8 - L. plantarum - 2 0.8 6.83 9.05 7.9
6 15 8 - L. rhamnosus - 1 0.2 61.82 55.96 58.9
7 65 8 - L. plantarum - 2 0.2 23.38 21.03 22.2
8 65 8 - L. rhamnosus - 1 0.8 55.79 45.87 50.8
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Figura 17: Valores sefial/ruido (ETA) de cada factor evaluado en la tasa de crecimiento de bacterias probi6ticas aplicando Taguchi Ls (27)
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Cuadro 19: Niveles con mayor crecimiento de bacterias probioticas con descenso de pH
(4.5 - 4.7) en la bebida fermentada segun Taguchi

FACTORES Parametro Nivel
seleccionado
F1— Lupino (%) 65 2
F2— Azucar (%) 8 2
F3— F1xF2 - -
F4— Tipo de bacteria L. plantarum 299v 1
F5— F1xF4 - -
F6— Inulina (%) 2 2
F7— CMC (%) 0.8 2

4.4. DETERMINACION DEL TIEMPO DE FERMENTACION DE LA BEBIDA

Para determinar el tiempo de fermentacion se realizaron pruebas preliminares con dos
formulaciones (Formulacién 1y 2) como se detall6 en el item 3.6.1.2.2. El criterio considerado
fue el nivel de pH de la bebida fermentada, para ello se partié con un tiempo de 18 horas de
fermentacion, en vista que el cultivo de las bacterias acido lacticas a temperaturas controladas
alcanza la fase estacionaria entre las 10 -18 h de fermentacion (GRAS notice (GRN) 2020). La
Figura 18 muestra el comportamiento del pH para cada bebida en funcién del tiempo de
fermentacion (18 y 12 h): Control (bebida sin indculo), bebida con L. plantarum 299v y bebida
con L. rhamnosus GG. En la Figura 18A (Formulacién 1), se puede observar que la bebida sin
inoculo tiende a mantener el pH durante las 8 h, posteriormente tiende a bajar lentamente hasta
las 18 h de fermentacion. En la bebida inoculada con L. rhamnosus GG, el pH tiende a disminuir
muy lentamente, observandose durante las 4 primeras horas una disminucion de 5.42 a 5.21,
posterior a ello se mantiene constante hasta las 15 h (pH =5.02) y finalmente a las 18 h alcanza
un pH de 4.71. Por otro lado, en la bebida inoculada con L. plantarum 299v, la disminucion del
pH se dio rapidamente observandose que a las 12 h fue 4.67 y a las 18 h de 4.41. En cuanto a
la Formulacion 2 (Figura 18B), se observé un comportamiento similar a lo descrito para la
Formulacion 1. De acuerdo a los resultados obtenidos y a los niveles de pH establecidos para
la bebida (4.5 - 4.7), se considero realizar la fermentacion por un tiempo de 12 h, en vista que

el pH deseado para la bebida oscilo en ese tiempo.
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Figura 18: Cinética de cambio de pH en la bebida fermentada: A) 18 h de fermentacion, B)
12 h de fermentacion. (A) Control (sin indculo), (e) L. plantarum 299v, (m) L. rhamnosus
GG.
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Asi mismo, las pruebas sensoriales contribuyeron a la decision (preliminares) de elegir entre
las 12 y 18 h de fermentacion, dichos resultados pueden ser reforzados por Li et al. (2014),
quienes encontraron que el sabor y apariencia de la leche de soja fermentada eran los mejores
después de las 12 h de fermentacion. Del mismo modo cabe resaltar 1o mencionado por
Salmeron et al. (2014), que el crecimiento m&ximo de los lactobacilos en sustratos de
cereales se logra dentro de las primeras 10 h. Por otro lado, los resultados muestran que las
bacterias de L. rhamnosus GG tiene un buen crecimiento en un medio vegetal, pero, no se
da la disminucion del pH del medio, dando lugar al desarrollo de bacterias no deseadas, que
presentaron un sabor desagradable en la bebida, al respecto Molin (2001) menciona que, las
bacterias de L. rhamnosus GG generalmente se asocian con productos lacteos, mientras que
las bacterias de L. plantarum se encuentran en alimentos fermentados de origen vegetal. De
acuerdo a lo mencionado se considero realizar la optimizacién sélo con L. plantarum 299v,
que es conocida por su capacidad de adaptarse a diferentes tipos de ecosistemas y sustratos
vegetales (Ribeiroa et al. 2020).

4.5. DETERMINACION DEL FACTOR DE DILUCION PARA L. plantarum 299v

Para el recuento estandar en placa, se realizaron las diluciones seriadas de la bebida de
lupino, y se pudo determinar el factor de dilucion de las bacterias de L. plantarum 299v, con
el método de recuento en placa de siembra por extension en superficie. En la Figura 19 se
presenta las colonias de las bacterias, con caracteristicas bastante notorias en el medio de
cultivo MRS, mostrando formas muy definidas que facilitaron su conteo. El factor de
dilucion determinado fue de 10 UFC/mI (Figura 19), concentracion que permitio contar
adecuadamente las bacterias.

La ICMSF (2000), que las bacterias mesofilas para su optimo conteo deben estar dentro del

rango de 30 y 300 colonias.
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Figura 19: Factor de dilucion para el crecimiento de L. plantarum 299v

4.6. OPTIMIZACION DE LOS FACTORES DE FORMULACION DE LA BEBIDA
PROBIOTICA

El desarrollo de un nuevo alimento probiotico exige varios factores a tener en cuenta; entre
ellos el mas importantes es el nivel de bacterias viables en el producto final. En tal sentido,
se optimizaron los factores de formulacion para maximizar el crecimiento de las bacterias
probidticas y alcanzar un pH entre 4.5 - 4.7 en la bebida a base de lupino. Para ello se
consideraron tres factores significativos obtenidos en la etapa de Screening (Método
Taguchi): Concentracion de lupino, concentracion de azlcar y tipo de bacteria (L. plantarum
299v y L. rhamnosus GG). Sin embargo, por razones expuestas anteriormente se procedio a
la optimizacion sélo con la bacteria L. plantarum 299v como constante, para lo cual se
consideraron dos factores: Concentracion de lupino y concentracion de azucar. Asi mismo,
los otros ingredientes adicionales se mantuvieron constantes, como la concentracion de
inulina con 2 % y carboximetil celulosa (CMC) con 0.8 %, ya que las respuestas no difirieron

entre lamenor y mayor concentracion para la tasa de crecimiento de las bacterias probioticas.

Para la etapa de optimizacion se considerd un disefio central compuesto con cara centrada
(a = 1) de acuerdo a la metodologia descrita por Ayala y Pardo (1995), la fermentacion se
Ilevd a cabo durante un periodo de 12 h, necesario para alcanzar el nivel de pH deseado (4.5
- 4.7). Los 12 experimentos del disefio central compuesto con cara centrada con dos factores
y tres niveles (Cuadro 9), que incluyen 4 réplicas en el punto central para ajustar una
superficie de segundo orden. El efecto de las diferentes concentraciones de los dos factores

en la tasa de crecimiento de L. plantarum 299v y el pH se muestra en el Cuadro 20. Se
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observo que a mayor concentracion lupino (40 %) y mayor concentracion de azucar (8 %)
se obtiene una tasa de crecimiento de 27.88 %, siendo estd menor a una concentracion de
lupino de 30 % y 8 % de azucar (32.11 %). Este comportamiento se podria atribuir al estres
osmotico que afecta la viabilidad de las bacterias probiGticas en las matrices
alimentarias. Asi, en algunos lactobacilos expuestos a niveles variables de concentraciones
de azucar, mostraron pérdidas de viabilidad probiotica debido al estrés osmotico (Sunny et
al. 2007).

Cuadro 20: Valores experimentales y predichos de la tasa de crecimiento de L.
plantarum 299v y pH.

Ensayos Lupino Azlcar L. plantarum 299v pH
(%) (%)  Experimental Predicho Experimental Predicho
1 30 8 32.11 30.57 4.71 4.74
2 30 7 28.00 28.84 4.68 4.71
3 20 6 25.29 24.90 4.57 4.58
4 30 7 27.73 28.84 4.7 4.71
5 20 7 25.91 25.45 4.57 4.57
6 40 7 26.76 26.61 4.48 4.47
7 40 8 27.88 28.57 4.53 4.52
8 30 7 29.46 28.84 4.71 4.71
9 30 7 29.58 28.84 4.73 4.71
10 30 6 27.11 28.05 4.73 4.70
11 20 8 26.09 26.94 4.6 4.58
12 40 6 26.12 25.57 4.42 4.44

4.6.1. Efecto de los factores sobre la tasa de crecimiento de L. plantarum 299v

e FEvaluaciéon del modelo matematico

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio, es una
relacién empirica entre la tasa de crecimiento de las bacterias probidticas y las variables

independientes en unidades codificadas, como se indica en la siguiente ecuacion:

Ecuacidén en términos de factores codificados

Y=+ 28.84 + 0.5783*A + 1.26*B + 0.2400*AB — 2.81* A% + 0.4638*B?...... (1)
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Mediante la conversion de los valores codificados en valores reales (unidades no
codificadas), se presenta la siguiente ecuacion:

Ecuacion en términos de factores reales

Log UFC/ml = +20.75125 + 1.57658 * Lupino — 5.95250 * Azucar + 0.024000 *Lupino*
azucar — 0.028113 *Lupino ? + 0.463750 * Azucar?............ (2)

El andlisis de varianza del modelo cuadratico de la ecuacion 1, se presentan en el Cuadro 21.
La evaluacion estadistica, el analisis de varianza del modelo cuadrético indica que fue
significativo (P < 0.05) como es evidente en la prueba F de Fisher (modelo F, la razén de la
regresion cuadratica media al residual cuadratico medio es 5.02) y tiene un valor de
probabilidad [(modelo P > F) = 0.0374]. Los valores p correspondientes sugieren que, entre
las variables de prueba utilizadas en el estudio, B (concentracion de aztcar), A2 (lupino x
lupino) son términos significativos del modelo con valores p inferiores a 0.05. Segin Gupta
et al. (2010) la significancia indica que pueden actuar como nutrientes limitantes y una
pequefia variacion en sus concentraciones alterara el crecimiento de las bacterias probidticas
en gran medida. Por otro lado, otros términos, como A (concentracion de lupino), AB (lupino
x azlcar), B? (azlcar x azlcar) no fueron significativos. Resultados similares se observaron
en el estudio de Gupta et al. (2010), quienes evaluaron el crecimiento de L. plantarum en

avena fermentada.

Cuadro 21: Anélisis de varianza y regresion para el crecimiento de L. plantarum 299v

Fuente Suma de Gradosde Cuadrado F-value p-value Sig.
cuadrados libertad medio

Modelo 33.51 5 6.70 5.02 0.0374 *
A-Lupino 2.01 1 2.01 1.50 0.2662 n.s
B-Azlcar 9.53 1 9.53 7.13 0.0370 *
AB 0.2304 1 0.2304 0.1725 0.6924 n.s
A2 21.08 1 21.08 15.78 0.0074 *
B2 0.5735 1 0.5735 0.4293 0.5366 n.s
Residual 8.02 6 1.34
Lack of Fit 5.23 3 1.74 1.88 0.3085 n.s
Error puro 2.78 3 0.9276
Total 41.52 11

*Significancia a un nivel de a = 0,05; n.s = No significativo
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La prueba de falta de ajuste del modelo (lack of fit) 0.3085 fue no significativa (p >0.05)
para todas las variables, indicando que los resultados experimentales se ajustan
adecuadamente al modelo para predecir el crecimiento de las bacterias. La idoneidad del
modelo se confirmd también con el coeficiente de determinacion (R? = 0.8070), que indica
que el modelo podria predecir el 80.70 % de variabilidad en la respuesta. EIl valor bajo del
coeficiente de variacion (CV = 4.18) indico la fiabilidad de los experimentos y un alto grado
de precision. El valor de la precision Adeq, es decir, la relacion sefial/ruido de 6.9373
indicaba una sefial adecuada. Ademas, existe un grado de correlacion entre los valores

experimentales y estimados, debido el R? ajustado de 0.6461 (Figura 20)

Predicted vs. Actual
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Color points by value of
Tasa de crecimiento:
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28 |
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24 |

24 26 28 30 32 34
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Figura 20: Valores predichos y experimentales de la tasa de crecimiento de L. plantarum
299v.

e Anadlisis de la superficie de respuesta

La superficie de respuesta tridimensional generado a partir del modelo cuadratico (Ecuacion
2) para estudiar la interaccion de los dos factores evaluados, y para visualizar los efectos
combinados de los factores sobre el crecimiento de L. plantarum 299v en la bebida de lupino
(Figura 21). El objetivo principal fue identificar el valor Optimo de las variables

independientes de manera eficiente para maximizar la respuesta.
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Como se observa en el Cuadro 20, las bacterias probidticas tuvieron una buena tasa de
crecimiento en las diferentes formulaciones de la bebida de lupino. Obteniéndose la méxima
tasa de crecimiento de 30.63 (equivalente al valor experimental validado 31.7 = 13 x 108
UFC/mI (9.11 10g) final /41 x 10% UFC/mI (7.61 10g) iniciai, con los valores éptimos de los
factores no codificados de 31.5 % de concentracion de lupino y 8 % de concentracion de
azucar, durante 12 h de fermentacion (Figura 21). Todos los puntos 6ptimos se ubicaron
dentro de la region experimental y variaron alrededor de sus puntos centrales en diferente
medida. Estudios previos han reportado tendencias similares con L. plantarum Q823 y L.
casei Q1, con recuentos bacterianos iniciales de 8 log UFC/ml, y posterior al proceso de
fermentacion de 6 h a 30 °C, fueron capaces de crecer a un nivel de 9.5 log UFC /ml en
bebida fermentada de quinoa (Ludefia et al. 2016). El nivel de bacterias en la bebida de
lupino fue superior a los estudios obtenidos con arroz fermentado, con un maximo de 8.42
log UFC/ml de L. plantarum TISTR 2075 a un mayor tiempo de fermentacion (24 h)
(Savedboworn et al. 2017) y a 6.8 x 10" UFC/ ml para leche de soya después de un tiempo
de fermentacion de 16-18 h (Mital y Steinkraus 1974). Por otro lado, los valores del nivel de
bacterias del estudio fueron inferiores a los niveles obtenidos en una bebida de trigo
germinado (10.43 log UFC/mL) con L. acidophilus NCDC-14 durante 8 h de fermentacién
(Sharma et al. 2014).

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Tasa de crecimiento
@ Design points above predicted value
O Design points below predicted value

2520 [ 32.11

X1 = A: Lupino
X2 = B: Azticar 34
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A: Lupino (%)
B: Azlicar (%)

Figura 21: Superficie de respuesta estimada para la tasa de crecimiento de L. plantarum
299v
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Del mismo modo, el contenido de oligosacaridos presentes en las semillas de lupino como
base prebiotica pudo haber influido en el crecimiento de las bacterias, en vista que estas
semillas son consideradas de alto contenido de galatosidos (7-15 %), pertenecientes a la
familia de las rafinosas, que son utilizados por las bacterias probioticas (Martinez-
Villaluenga 2007). Asi mismo, el contenido fendlico en la bebida también puede influir en
la viabilidad de los probidticos, ejerciendo una actividad protectora o antimicrobiana ( Succi
et al. 2017; Terpou et al. 2019), como las isoflavonas que se encuentran en las semillas de
lupino, al respecto Faraj y Vasanthan (2004), mencionan que la fermentacion convierte los
glicocidos de isoflavonas en agliconas a través de la hidrdlisis del enlace glucosidico y la
posterior utilizacién de la glucosa por parte de las bacterias para la obtencion de energia.

4.6.2. Efecto de los factores sobre el pH

e Evaluacién del modelo matematico

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio, es una
relacién empirica entre el pH y las variables independientes en unidades codificadas, como

se indica en la siguiente ecuacion:

Ecuacion en términos de factores codificados

Y=+4.71-0.0517*A + 0.02*B + 0.02*AB — 0.185* A% ......... (3)
Mediante la conversion de los valores codificados en valores reales (unidades no
codificadas), se presenta la siguiente ecuacion:

Ecuacién en términos de factores reales
pH = +3.51000 + 0.089833*Lupino — 0.040000*Azutcar + 0.002000*Lupino*azlcar —
0.001817*Lupino?............. 4)

El andlisis de varianza del modelo cuadratico de la ecuacion 1, se presentan en el Cuadro 22.
La evaluacion estadistica, el analisis de varianza del modelo cuadratico indica que fue
significativo (P < 0.05) como es evidente en la prueba F de Fisher (modelo F, la razon de la
regresion cuadratica media al residual cuadratico medio es 46.63) y tiene un valor de
probabilidad [(modelo P > F) = 0.0001]. Los valores p correspondientes sugieren que, entre

las variables de prueba utilizadas en el estudio, A (concentracion de lupino), A? (lupino x
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lupino) son términos significativos del modelo con valores p inferiores a 0.05. Por otro lado,
otros términos, como B (concentracion de azlcar), AB (lupino x azlcar) y B?

(Azlcar*Azucar) fueron no significativos.

Cuadro 22: Anélisis de varianza y regresion para el pH

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado F-value p-value Sig.
cuadrados libertad medio

Model 0.1193 5 0.0239 34.08 <0.0002 *
A-Lupino 0.0160 1 0.0160 22.88 0.0031 *
B-Azucar 0.0024 1 0.0024 3.43 0.1135 n.s
AB 0.0016 1 0.0016 2.29 0.11813 n.s
A? 0.0913 1 0.0913 130.38 <0.0001 *
B2 0.0003 1 0.0003 0.3810 0.5598 n.s
Residual 0.0042 6 0.0007
Lack of Fit 0.0029 3 0.0010 2.23 0.2635 n.s
Error puro 0.0013 3 0.0004
Total 0.1235 11

*Significancia a un nivel de a = 0,05; n.s = No significativo

La prueba de falta de ajuste del modelo (lack of fit) 0.2635 fue no significativa (p>0.05) para
todas las variables, indicando que los resultados experimentales se ajustan adecuadamente
al modelo para predecir el pH del medio de fermentacion. La idoneidad del modelo se
confirmé con el coeficiente de determinacion (R2= 0.9660), que indica que el modelo podria
predecir el 96.60% de variabilidad en la respuesta. El valor bajo del coeficiente de variacion
(CV =0.5728) indico la fiabilidad de los experimentos y un alto grado de precision. El valor
de la precision Adeq, es decir, larelacion sefial/ruido de 15.8575 indicaba una sefal
adecuada.

e Anadlisis de la superficie de respuesta

La superficie de respuesta tridimensional generado a partir del modelo cuadratico (Ecuacién
4) muestra la interaccion de los dos factores evaluados, y permite visualizar los efectos
combinados de los factores sobre el pH en la bebida (Figura 22). Con los parametros de
formulacién optimizados (concentracion de lupino 31.5 %y 8 % de concentracion de azlcar)

se pudo obtener un valor de pH de 4.73.
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Figura 22: Superficie de respuesta estimada para pH del medio fermentacién

4.6.3. Validacién del modelo

La verificacion de los resultados éptimos para el crecimiento de las bacterias probiéticas se

Ilevd a cabo durante las 12 h de fermentacion. Se encontré que los valores experimentales

estan de acuerdo con el valor estimado por el modelo (Cuadro 23).

Cuadro 23: Condicion éptima recomendado por el modelo de segundo orden, respuesta

estimada y experimental

Condiciones 6ptimas No codificado

Concentracion de lupino (%) 315

Concentracion de azucar (%) 8

Variable respuesta Estimada *Experimental Rango
Tasa de crecimiento % 30.63 31.7 £1.23 25.29 - 32.11
pH 4.73 4.75 4.42-4.73

*Valores expresados como promedio * desviacion estandar.
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4.7. CARACTERISTICAS DE LA BEBIDA PROBIOTICA OPTIMA

Las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida dptima a base de lupino, se muestran en el
Cuadro 24. Asi mismo se ha incluido en el cuadro el andlisis proximal de las semillas de
lupino desamargado, valores que permitiran estimar los cambios de la composicién de la
bebida posterior al proceso de fermentacién. La bebida present6 una humedad de 87.4 %y
12.6 % de solidos totales, resultados muy similares a 86.8 % de humedad y 13.19 % solidos
totales reportados por Sharma et al. (2014). El porcentaje de proteina fue de 2.2 % en base
hdmeda, valores que se encuentran dentro del rango de las bebidas a base de leguminosas
que contienen entre 1.5 a 3.0 % de proteinas (Jiménez-Martinez et al. 2003a). En cuanto al
contenido de grasa, ceniza y carbohidratos la bebida de lupino presentd 1.1 %, 0.4 %y 8.9

% respectivamente, valores muy cercanos a los obtenidos por Sharma et al. (2014).

El pH de la bebida disminuy6 de 6.11 a 4.75, después de 12 h de fermentacion, con un
incremento de la tasa de crecimiento de las bacterias probioticas, tendencia muy similar fue
reportado por Lorusso et al. (2018), quienes obtuvieron una reduccién de pH de 6.0 a 3.9 en
una bebida fermentada de quinoa durante 20 h de fermentacion. EI pH final (4.75) de la
bebida de lupino fue superior a 4.02 de una bebida tipo yogurt de L. campestri durante 8 h
de fermentacion (Jiménez-Martinez et al. 2003a). Del mismo modo, fue superior al ser
comparado con una bebida fermentada a base de quinua (Ludefia et al. 2016; Lorusso et al.
2018). Los valores de pH en la bebida se encontraban dentro del rango de bebidas
fermentadas a base de cereales, estos valores bajos pueden crear un ambiente no favorable
para los microorganismos patdgenos (Salmerén et al. 2014). Frente a este comportamiento
Matusek et al. (2009), mencionan que la disminucion del pH favorece la degradacion rapida
de los oligosacaridos, por lo que se tendria mayor disponibilidad de nutrientes. Es decir en
un entorno de pH bajo, las células pueden utilizar el azicar metabolizable para
proporcionar trifosfato de adenosina (ATP) a Fo F1-ATPasa a traves de la glucalisis,
permitiendo la exclusion de protones y manteniendo asi su viabilidad (Hutkins y Nannen
1993).

Respecto a la tasa de crecimiento de las bacterias de L. plantarum 299v en la bebida fue de
30.63 % (equivalente al valor experimental validado 31.7 = 13 x 108 UFC/ml (final) /41 x
108 UFC/ml (inicial)), reflejando un contenido final de 13 x 108 UFC/mI. Dicha cantidad de

bacterias viables, se encuentra dentro del rango de 107-10° UFC/g o ml de un producto en el
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momento de consumo para ejercer efectos de actividad probiotica si es consumido
diariamente (Van Niel et al. 202; Bernat et al. 2013). Asi mismo, las regulaciones de Canada
e Italia, consideran a las siguientes especies bacterianas Bifidobacterium (adolescentis,
animalis, bifidum, breve and longum) y Lactobacillus (acidophilus, casei, fermentum,
gasseri johnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosus y salivarius), cuando se entregan en los
alimentos a un nivel de 1 x 10° UFC/ por porcion, como probidticos (Heath Canada 2009).
Por otro lado, el nivel de bacterias viables en la bebida fermentada a base de lupino fue
inferior a los resultados obtenidos por (Molin et al. 1991), quienes obtuvieron ~1 x 10*? UFC

de L. plantarum 299v en una papilla de avena fermentada.

Cuadro 24: Caracteristicas fisicoquimicas de la bebida fermentada y semillas de lupino

Componente Lupino @ Lupino ® Bebida probidtica ©

Humedad (%) 720+ 0.35 22.7+0.11 87.4+0.021

Proteina (%) 14.6 £0.17 4.6 +0.05 2.2+0.00
Base Grasa (%) 7.1+0.06 2.2+0.02 1.1+0.014
fresca  Ceniza (%) 0.8+00 03+00 0.4 £0.00

CHO (%) 55+0.14 1.7 +£0.04 8.9 +£ 0.007

pH - - 4.75
Tasa de 31.7=13x 108
crecimiento - - UEC/ml

Valores expresados como promedio + desviacion estandar.
2Calculado en 100 g de muestra, ° Calculado en 31.5 g, ¢ Calculado en 100 mL de bebida fermentada.

La bebida a base de lupino tiene un gran potencial debido a que las bacterias &cido lacticas
(BAL) metabolizan diferentes sustratos, lo que lleva a cambios bioquimicos en la
composicion de la bebida mejorando las propiedades nutricionales, la biodisponibilidad de
los compuestos nutritivos, las propiedades sensoriales de las matrices alimentarias e
incrementando la vida Gtil (Septembre-Malaterre et al. 2018; Guerin et al. 2020; Petrova y
Petrov 2020). Asi, los alimentos fermentados de origen vegetal presentan una mayor
actividad antioxidante, debido principalmente al aumento de los compuestos fendlicos y
flavonoides por hidrélisis microbiana. Las enzimas microbianas hidrolizan glucésidos
fenolicos y liberan agliconas, que tiene mayor capacidad antioxidante (Sun Jin et al. 2014).
La fermentacion en fase liquida que se produce en las bebidas conduce a una répida
bioconversion, junto con la liberacién directa de los metabolitos en el medio de cultivo en

comparacion con las fermentaciones en estado sélido (Subramaniyam y Vimala 2012).
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Finalmente es importante resaltar que la bebida fermentada a base de lupino, puede
representar un producto potencial para la salud, debido a que contiene varios productos
Ilamados postbioticos, que son subproductos metabdlicos (compuestos bioactivos) solubles
secretados por microorganismos probioticos vivos, liberados de la matriz alimentaria, y
después de su lisis bacteriana, ofrecen efectos positivos al huésped. Asi mismo los
postbidticos pueden denominarse metabidticos, biogenicos o metabolitos y/o sobrenadantes/

extractos libres de células (Aguilar et al. 2018)

4.7.1. Evaluacién sensorial de la bebida

La evaluacidn sensorial de la bebida dptima se realiz6 mediante una prueba de aceptabilidad
general, para ello se considerd agregar jalea de fresa. La prueba se realiz6 con 80 panelistas
sin entrenar, quienes evaluaron las propiedades sensoriales de la bebida. La media de los
puntajes obtenidos por los panelistas se muestra en la Figura 23. La bebida optimizada tuvo
una puntuacion de 5.4 + 2.4 en aceptabilidad general, la que encuentra dentro de los rangos
"me gusta” y "me gusta mucho" de la escala no estructurada (1-10 cm). Cabe resaltar que los
resultados pudieron estar influenciados por la adicién de jalea de fresa, asi como también
por los metabolitos producidos a partir del metabolismo de las bacterias, que proporcionan
importantes atributos de sabor (Salmerén et al. 2014). Debido a que las bacterias probidticas
fermentan los carbohidratos de frutas, verduras, cereales y legumbres produciendo gas y
alcohol (Mohammadi et al. 2011). Las bacterias probidticas el género L. plantarum se
caracteriza por la formacion de diacetil (un fuerte olor a mantequilla) y acetoina (un olor
similar al yogur), que podria mejorar el sabor de los alimentos fermentados, como el yogur
(Xiao y Lu 2014).

Por otro lado, Singh et al. (2017), afirman que los compuestos fenolicos presentes en el
lupino también pueden afectar las propiedades sensoriales de los alimentos. Cabe resaltar
que, elaborar bebidas no lacteas es un desafio, en vista que las legumbres presentan
componentes distintos a los que se pueden encontrar en frutas y lacteos, facilitando la
aceptabilidad del consumidor. Esta afirmacién es reforzada por Sethi et al. (2016), que
sefialan que, en las alternativas lacteas a base de legumbres, la aceptabilidad sensorial es un
factor limitante. Por la presencia de acidos grasos insaturados y la presencia de lipoxigenasas
(Maestri et al. 2000 ) quienes catalizan la formacion de hidroperoxidos, a partir de &cidos

grasos insaturados, cuando se degradan, dando lugar a compuestos volatiles y no volatiles,
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como aldehidos y alcoholes de cadena media (n -hexanal y n-hexanol), que se asocian con
sabor a frijol o desagradable (Silva et al. 2020). Sin embargo, los procesos tanto tecnoldgicos
como fermentativos, pueden mejorar la calidad sensorial (eliminar el sabor a frijol) (Caplice
et al. 1999).

Asi mismo es importante tener en cuenta que los métodos de conservacion también puede
influir en las propiedades sensoriales. Mé&kinen et al. (2015) mencionan que la
pasteurizacion, el tratamiento UHT, mejora la estabilidad microbioldgica y extiende la vida
atil del producto. Sin embargo, el tratamiento térmico puede causar cambios en las
propiedades de las proteinas y vitaminas, lo que influye en la estabilidad, el sabor, el aroma
y el color del producto final.

157

Puntaje promedio

NUmero de jueces

Figura 23: Evaluacion de aceptabilidad general de la bebida fermentada, cada barra

representa el promedio de 5 jueces de los 80 evaluados.

4.7.2. Estabilidad durante el almacenamiento de la bebida probiética
e Viabilidad de las bacterias probioticas

El comportamiento de las bacterias probidticas en la bebida durante 28 dias de
almacenamiento a 4 °C se muestra en la Figura 24. La bebida fermentada a base de lupino
frutada con jalea de fresa posterior a los 7 dias, mostro una disminucién ligera a un nivel de
9.04 log UFC/ml, y a los 14 dias de almacenamiento la tendencia de la viabilidad tiende a
bajar un ciclo logaritmico y posteriormente se mantiene constante durante los 28 dias. La
disminucion ligera de las bacterias puede verse afectadas también por la acidez y los bajos
niveles de pH, debido a la produccion de acido lactico y acidos organicos, que inhiben el
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crecimiento microbiano en su forma no disociada, disociada o indirectamente mediante la
liberacion de protones (H +) en el medio (Rathore et al. 2012). Al respecto Champagne et
al. (2008), mencionan que, por lo general los jugos de frutas con bajo pH y un alto contenido

de &cidos organicos imponen un desafio de estrés significativo a los probidticos.

El recuento de células viables de L. plantarum 299v posterior a los 28 dias fue de 8.75 log
(57 x 10") UFC/ml, con una reduccion de 0.26 log aun pH de 3.85. Sin embargo, cabe resaltar
que el nivel obtenido al final del almacenamiento se encontré muy por encima del minimo
terapéutico recomendado de 6 log UFC/mI en el momento del consumo (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién y Organizacién Mundial de la
Salud 2001). Dichos valores del estudio también fueron superiores a los obtenidos por

Angelov et al. (2006), durante 21 dias de almacenamiento de una bebida de avena.

El mantenimiento de la viabilidad de las bacterias pudo estar influido por la presencia de
inulina en la bebida, como lo mencionan Capela et al. (2006), la adicion de oligofructosa
como prebidtico al yogur (1,5 % p/v) mejord la viabilidad de los organismos probidticos
durante el almacenamiento refrigerado. Los fructanos, fructo oligosacaridos e inulina, asi
como los galacto oligosacaridos (GOS) y la lactulosa, son los compuestos mas utilizados
como prebioticos que ayudan a mejorar la actividad de los probioticos (Markowiak et al.
2017; Rastall et al. 2015). Asi mismo, Savedboworn et al. (2017), determinaron que la
suplementacion de inulina al 2 % proporcioné el mayor nimero de células viables de 8.90
UFC/ml después de la fermentacion de extracto de arroz Plai Ngahm Prachin Buri. Respecto
a la reduccion obtenida al final del almacenamiento, este valor fue mas bajo frente a lo
reportado en otros productos como jugos, donde mencionan que la disminucién de 0.4 log
después de 6 semanas de almacenamiento a 4 °C se observd en naranja y pifia, los cuales
tenian un valor de pH de aproximadamente 3.8. Disminuciones mas resaltantes fueron de
8.0 log, la viabilidad celular en los jugos puede estar fuertemente influenciado por los altos
niveles de compuestos fendlicos y al muy bajo pH de estos jugos por ejemplo granada y
fresa con pH <3 (Nualkaekul et al. 2011), dicho comportamiento no se observo en el trabajo
de investigacion en vista que el valor de pH final de almacenamiento fue de 3.85 (Cuadro
25).

Como se menciond anteriormente la viabilidad de las bacterias en el producto probiotico

durante el almacenamiento, es considerado un factor critico, la viabilidad de los probidticos
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en las leches fermentadas podria verse afectada significativamente por la formulacién y los
factores del proceso durante la produccion (Lucas et al. 2004). La bebida a base de lupino
cumple con el nivel exigido de probidticos viables posterior al proceso de almacenamiento.
Sin embargo, se vienen desarrollando trabajos de investigacion relacionados a bacterias
probiodticas no viables, los Ilamados paraprobiéticos, que son células microbianas
(probidticas 0 no probidticas) intactas inactivas (no viables), que cuando se administran en
cantidades suficientes confieren beneficios a los consumidores (Cuevas-Gonzaleza et al.
2020). Esto significaria que las bacterias no viables intactas, que se incrementan durante el

almacenamiento en la bebida de lupino, podrian también ejercer efectos saludables.

10.0 =

AF DF

9.5=::

Log UFC/mI

70 e I I l
7 14 21 28

Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 24: Viabilidad de L. plantarum 299v (e) durante el almacenamiento. AF (antes de
fermentar), DF (Después de fermentar).

e Caracteristicas morfolégicas

Las imé&genes de microscopia electronica de barrido indicaron diferencias en la
microestructura de las muestras antes y después de fermentar (Figura 25 A y B). La bebida
antes de fermentar es mucho mas rugosa con presencia de particulas irregulares, en contraste

a la bebida después de fermentar, que es mas homogénea. Dicha estructura en la bebida
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fermentada puede estar relacionado con la produccion de exopolisacaridos (EPS) generados
por los procesos metabolicos de las bacterias. Segun Gangoiti et al. (2017) los EPS
contribuye con la reologia de los alimentos fermentados y proporciona posibles propiedades

promotoras de la salud en los avances de los alimentos funcionales.

Por otro lado, a mayor aumento las bacterias de Lactobacillus plantarum 299v presentes en
la bebida se muestran como barras regulares de aproximadamente 1.9 - 2 um de largo, con
algunas formas mas cortas y alargadas (Figura 24C). Las bacterias presentan una distribucién
aleatoria en la bebida fermentada, asociada con la penetracion de las mismas en los espacios
intracelulares, poros y capilares de los tejidos vegetales (Brackett y Splittstoesser 2001).
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Figura 25: Microestructuras mediante SEM de la bebida de lupino: A) Antes de fermentar (500x), B) Después de fermentar (250x) y C)
Viabilidad de L. plantarum 299v después de fermentar (4000x)

a: bacterias; Det: detector con detector de electrones retrodispersados (BSED - Back Scattered Electron Detector); Mag: magnificacion o aumento y WD: distancia de trabajo.
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e Caracteristicas fisicoquimicas y reoldgicas

En el Cuadro 25 se muestra las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida a base de lupino
almacenada durante un periodo de 28 dias a 4 °C. El pH de la bebida al inicio del
almacenamiento fue de 4.72, posterior a los 28 dias el pH desciende a 3.85. lo cual se asocia
directamente con la disminucién de la viabilidad de las bacterias probioticas. En trabajos
anteriores se observé una disminucion en el pH de un producto similar al yogur a base de
maiz simbiotico de aproximadamente 4.50 a 3.88 durante el almacenamiento (Wang, Zheng,
Liu, Wang y Guo 2017). En cuanto a la acidez titulable de la bebida, inicialmente fue 0.31
%, posterior a la etapa de almacenamiento alcanzo a 0.76 %. Los valores de acidez obtenida
al inicio del almacenamiento fueron similares a los reportados por Beuchat et al. (1978), en
leche de mani fermentada (0.3-0.53 %) durante 48-72 h. El patron de comportamiento del
pH y la acidez titulable de la bebida se atribuye a la acumulacion de algunos acidos organicos
y acido acético como resultado de las actividades metabdlicas de los microorganismos
fermentativos como las bacterias del acido lactico (Gesinde et al. 2008; Almeida et al.
2007).

Cuadro 25: Caracteristicas fisicoquimicas y reoldgicas de la bebida fermentada

Tiempo de pH AT Firmeza Viscosidad
almacenamiento (% é&cido lactico) (mN) (cP)
(dias)
1 4.72+0.015? 0.31+0.022 62.63+1.478  1327.8+6.94°2
7 4.18+0.006° 0.53+0.01° 61.75+0.29®  869.0+2.31°
14 4.02+0.035¢ 0.54+0.02° 60.37+0.28%°  464.6+3.95¢
21 3.87+0.006¢ 0.71+0.01°¢ 59.30+1.69°  465.2+4.67¢
28 3.85+0.020¢ 0.76+0.01¢ 60.93+1.428  534.4+5.09¢

Valores expresados como promedio + desviacion estandar.AT: Acidez titulable. *Bebida sin frutar

Por otro lado, la firmeza de la bebida posterior al proceso de fermentacion fue de 62.63 mN.
Durante los 28 dias de almacenamiento, la tendencia de la firmeza de la bebida tuvo un
comportamiento constante con excepcion del dia 21 (Cuadro 25). Caracteristicas muy
similares se observaron en trabajos previos de yogurt fortificado con fitoesteroles (1zadi et
al. 2015). Al respecto Tamime et al. ( 1991), reportaron que la diferencia en la firmeza de
los yogures podria atribuirse a la estructura de la matriz proteica del gel. Finalmente, la
viscosidad de la bebida disminuy6 de 1327.8 + 6.94 a 534.4 £ 5.09 cP durante los 28 dias de

87


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0023643819304141#bib37
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0023643819304141#bib37
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/topics/food-science/lactic-acid-bacteria
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0189724115300813#bb0075
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0189724115300813#bb0020
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utu.fi/science/article/pii/S0189724115300813#bb0020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4519497/#CR23

almacenamiento, este comportamiento probablemente esté relacionado con la capacidad de
retencion de agua (Duru et al. 2019). Sathe et al. (1982) mencionan que la capacidad de
absorcion de agua de la harina de L. mutabilis es menor debido a la presencia de grasa (17,9
%); asi mismo, la baja capacidad de absorcion de agua puede estar relacionada con una baja
disponibilidad de amino&cidos polares, que son los sitios principales para la interaccion de
proteinas con el agua. Los valores obtenidos de la viscosidad de la bebida fueron muy
inferiores a los reportados por Izadi et al. (2015); sin embargo, al comparar con una bebida

fermentada a base de quinoa, los valores obtenidos fueron mayores (Lorusso et al. 2018)
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V. CONCLUSIONES

Se realizd la caracterizacion fisica y quimica proximal, observandose una mayor

concentracion de proteinas posterior al proceso de desamargado.

Se identificaron y cuantificaron los alcaloides en los diez ecotipos de lupino (Lupinus
mutabilis Sweet) sin desamargar y desamargados, identificandose ocho alcaloides en las
semillas sin desamargar y dos alcaloides residuales posterior al proceso de desamargado
acuoso, la concentracion de los alcaloides en las semillas desamargadas tuvieron un

valor muy bajo respecto al nivel maximo permitido por las regulaciones internacionales.

Se identificaron y cuantificaron los flavonoides (isoflavonas y flavonas) en los diez
ecotipos de lupino sin desamargar y desamargados. Observandose que posterior al
proceso de desamargado acuoso los flavonoides disminuyen en los distintos ecotipos,

asi mismo se observaron diferencias significativas entre los diez ecotipos evaluados.

De las semillas desamargadas, se selecciond el ecotipo apropiado para la elaboracion de
la bebida, siendo el ecotipo Altagracia el que presentdé mayor concentracion de
proteinas, niveles no significativos de alcaloides residuales y un importante contenido

de flavonoides (isoflavonas y flavonas).

Se evalud los factores de formulacion de la bebida sobre el crecimiento de Lactobacillus
plantarum 299v y el nivel de pH. La viabilidad de las bacterias probi6ticas y el pH en
la bebida a base de lupino estuvo influenciada principalmente por el tipo de bacteria
probidtica, concentracion de azlcar y relacion de lupino: agua. La tasa de crecimiento
de las bacterias probiéticas en la bebida fue significativa, lo que permitio considerarla
bebida potencialmente probidtica de acuerdo a los niveles terapéuticos establecidos, y
el nivel de pH alcanzo valores deseados en la bebida.



Se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica y sensorial de la bebida probidtica dptima,
cuyos resultados mostraron una buena aceptabilidad por parte de los consumidores.

Se identificaron los cambios fisicoquimicos en la bebida durante el tiempo de
almacenamiento, la bebida presentd caracteristicas similares a otras bebidas a base de
fuentes vegetales en relacion al pH, acidez, viscosidad y nivel de viabilidad de bacterias
probidticas, demostrandose en el estudio, que las matrices vegetales podrian actuar

como vehiculos de bacterias.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar tipos de estabilizantes y tiempos de homogenizacion para mejorar la

viscosidad de la bebida probidtica.

Identificar y cuantificar los metabolitos secundarios generados posterior al proceso

de fermentacién.

Realizar estudios in vitro que simulen la digestion, para evaluar la estabilidad de los

probidticos, utilizados en la matriz alimentaria.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Curva de calibracion para la determinacion de compuestos fendlicos totales.
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Anexo 2: Informacion del compuesto 20 (aglicona de isoflavona desconocida). a. Absorcion
UV, b. Espectro de masas (MS) a modo negativo, c. Espectro de masas (MS) a modo positivo,

d. Scanner del producto de 301 ([M+H]", m/z).
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Anexo 3: Informacién del compuesto 21 (aglicona de flavona desconocida). a. Absorcion UV,
b. Espectro de masas (MS) a modo negativo, c. Espectro de masas (MS) a modo positivo, d.

Scanner del producto de 301 ([M+H]", m/z).
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Anexo 4: Andlisis de varianza del disefio experimental Taguchi Lg(2)

Andlisis de varianza
(Mean = 27.3413 Sigma = 6.44408
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Anexo 5: Articulos publicados y por publicar derivadas de la tesis
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Nutrition.

Publicaciones en congresos cientificos
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