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“Aplicacion de disefio experimental en la desinfeccion de semillas de quinua y

amaranto para la germinacion de semillas con fines de consumo”
RESUMEN

La quinua y el amaranto son pseudocereales, palabra que proviene de la adicion del prefijo
“pseudo” (falso o parecido) a la palabra “cereal”. Son granos andinos con altos contenidos
de proteinas, carbohidratos, fibra, vitaminas, minerales y que al ser sometidos a procesos de
germinacion poseen mayor cantidad de micronutrientes mas biodisponibles. Sin embargo,
las condiciones ambientales durante el proceso de germinacion son propicias para el
desarrollo microbiolégico y existe el riesgo de contaminacién por microorganismos
patdgenos. Por ello, en este estudio se evaluaron diferentes desinfectantes (acido lactico,
acido acético, etanol, sorbato de potasio y benzoato de sodio) y sus concentraciones para
encontrar el mejor tratamiento para la optimizacion de las condiciones de desinfeccion para
la germinacion de las semillas quinua (var. INIAP Excelencia) y amaranto (var. Alegria), en
funcion de la disminucién de la carga microbiana y la no afectacién a la capacidad
germinativa de las semillas, ni a la aceptabilidad por parte de los consumidores. Concluyendo
que en las semillas de amaranto la capacidad germinativa es nula a elevadas concentraciones
de acido lactico (0.5%), y la quinua a concentraciones elevadas 0 menores de etanol y sorbato

de potasio son significativas en la reduccion de la carga microbiana.

Palabras clave: Quinua, amaranto, desinfeccion, capacidad germinativa, carga microbiana,

analisis sensorial.



“Application of experimental design in the disinfection of quinoa and amaranth seeds

for germination to consumption purposes”
ABSTRACT

Quinoa and amaranth are pseudocereals, that means “false cerecal”. They are Andean grains
with high contents of proteins, carbohydrates, fiber, vitamins, minerals and, when subjected
to germination processes, they have a greater amount of more bioavailable micronutrients.
However, environmental conditions during the germination process are conducive to
microbiological development, and there is a risk of contamination by pathogenic
microorganisms. Therefore, in this study, different concentration of disinfectants (lactic acid,
acetic acid, ethanol, potassium sorbate and sodium benzoate) were assessed to find the best
treatment for the optimization of disinfection allowing the germination of quinoa (var. INIAP
Excelencia) and amaranth (var. Alegria) seeds, in terms of the reduction of the microbial load
and no effect on the germination capacity of the seeds, nor on their acceptability to
consumers. Concluding that, in amaranth seeds, the germination capacity was null at high
concentrations of lactic acid (more than 0.5%), while for quinoa at high or lower
concentrations of ethanol and potassium sorbate are significant in the reduction of the

microbial load.

Keywords: Quinoa, amaranth, disinfection, germination capacity, microbial load, sensory

analysis.
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INTRODUCCION
CAPITULO |

Entre los granos andinos mas comunes encontramos a la quinua (Chenopodium quinua), la
cafiahua o kafiiwa (Chenopodium pallidicaule), el amaranto (Amaranthus caudatus) y el
chocho (Lupinus mutabilis) (Giuliani et al., 2012). La quinua y el amaranto son
pseudocereales, palabra que proviene de la adicion del prefijo “pseudo” (falso o parecido) a
la palabra “cereal”, asi, los pseudocereales son semillas o frutos de plantas no gramineas
(cereales) que comparten ciertas caracteristicas con los cereales y son consumidos de la
misma manera, es decir, como granos o en forma de harinas usados para la elaboracién de
diferentes productos. La principal diferencia entre cereales y pseudocereales es que los
primeros pertenecen a las gramineas y son monocotiledoneas, mientras que los segundos

pertenecen a diferentes familias y son dicotiledoneas (Prado, 2020; Menacho et al., 2022).

La quinua y el amaranto se caracterizan por su: valor nutricional, variedad de usos
alimentarios y la capacidad de la planta para adaptarse a entornos adversos como sequias y
tierras con salinidad elevada (Giuliani et al., 2012). Son granos andinos con un valor cultural
e historico destacable en la region andina y en la construccién de sus sistemas productivos
agricolas. Ademas, son muy apreciados por sus propiedades nutricionales, que contribuyen
a la seguridad alimentaria andina (Peralta et al., 2013; Anaya et al., 2022). Entre las
caracteristicas de los granos andinos se incluye su alto contenido de proteinas, cidos grasos
poliinsaturados, carbohidratos, fibra, vitaminas, minerales y concentraciones altas de
compuestos bioactivos (&cidos fenodlicos, péptidos bioactivos, flavonoides, fitoesteroides,
fitoesteroles y saponinas) (Peralta et al., 2013; Anaya et al., 2022). Granos andinos como la
quinua y el amaranto presentan propiedades antidiabéticas, antiinflamatorias, antioxidantes,
antimicrobianas, inmunorreguladoras, anticancerigenas, cardiosaludables y favorables en la
disminucion de los niveles de colesterol, ademas son granos libres de gluten, caracteristica
importante para personas con intolerancia al mismo (Peralta et al., 2013; Anaya et al., 2022).
Actualmente, se ha evidenciado un notable incremento en el consumo de pseudocereales
originarios de la region Andina de Sudamérica, dicho fendmeno es atribuido al paulatino

incremento de la valoracién de sus caracteristicas nutricionales y nutracéuticas (alimento que



ejerce una accion benéfica a la salud de su consumidor), ademas de su carencia de gluten
(Martinez-Villaluenga et al., 2020).

1.1. Amaranto

El amaranto (Amaranthus caudatus) proviene de la familia Amaranthaceae, es conocido
comunmente como ataco, kiwicha, sangorache o quinua de castilla (Basantes et al., 2022;
Das, 2016). Existen dos corrientes de pensamiento respecto a su origen. La primera dice que
es una planta originaria de América Central (México y paises limitrofes), que fue introducida
a Espafa en el siglo XV1 y, posteriormente, diseminada por toda Europa (Iftikhar & Khan,
2019). La segunda corriente dice que el amaranto es original del Sur de Asia y, seguramente,
con el pasar del tiempo fue domesticado. Un estudio comparativo acerca de los granos de
amarantaceas en América Central y la India demostré una gran analogia en la distribucion de
las especies, el patrén de variedades, la evolucion y las practicas de cultivo (Das, 2016).
Aproximadamente, existen 60 especies y sus granos son empleados en el procesamiento de
harinas, bebidas e, inclusive, alcohol (Iftikhar & Khan, 2019).

El cultivo de amaranto se considera promisorio, entre otras razones, por su eficiente via de
fotosintesis y por su bajo requerimiento de agua en comparacion con los cereales (Bender &
Schonlechner, 2021; Guerrero-Salazar, 2020).

1.1.1 Caracteristicas nutricionales del amaranto

La composicion del amaranto (Tabla 1), se caracteriza por proteinas y lipidos de buena
calidad, asi como una mayor cantidad de minerales respecto a los cereales. Posee una
cantidad equilibrada de aminoacidos esenciales, destacando la lisina, que es el principal
aminoacido limitante de los cereales (Aderibigbe et al., 2022). Asimismo, contiene
compuestos bioactivos como licopeno, polifenoles, acidos fenolicos, acidos grasos
insaturados, péptidos solubles, flavonoides y betacaroteno en altas concentraciones, capaces
de aliviar y prevenir condiciones como la diarrea y el estrefiimiento; es una fuente importante
de vitaminas (A, B1, B2, B3y C) (Basantes et al., 2022).

Tabla 1. Composicion porcentual de las semillas de amaranto

Composicién Amaranto




Humedad 8-11

Proteina 13-19
Grasa 5-13
Almidon 62-74
Cenizas 2.14-2.91
Fibra alimentaria 9

Fuente: (Martinez-Lopez et al., 2020).
1.1.1.1 Proteinas

Las proteinas del amaranto estdn compuestas por un 65% de albdmina, 17% globulina, 11%
prolamina y 7% glutelina (Coelho et al., 2018). Las globulinas 11S comprenden el 13.7-
18.1% del contenido proteico total de la semilla'y son fuente proteica con elevadas cualidades
nutricionales. De acuerdo con la FAO, estas globulinas disponen de un excelente balance de
aminoacidos esenciales, satisfaciendo asi las necesidades nutricionales. Por el contrario, las
globulinas 7S se encuentran en menor proporcion y han sido estudiadas de manera mas
limitada. Las globulinas 7S y 11S poseen ciertas similitudes en sus propiedades y en la

capacidad de formar estructuras (Bojorquez-Velazquez et al., 2021).

1.1.1.2 Grasa

En el amaranto encontramos lipidos simples dentro de los cuales se hallan alcoholes
terpénicos, ceras, acidos grasos saturados como el palmitico (C16:0), estearico (C18:0);
acidos grasos insaturados como: acido vaccénico (C18:1) y &cido linoleico o C18:2 (Cano-
Naranjo, 2022) (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de acidos grasos presentes en variedades de amaranto

Saturados Insaturados
Variedad C16:0 C18.0 Total C181 C18:2 (C18:3 Total
A. hypocondriacus ~ 18.1 4.6 23.0 26.7 49.4 0.9 77.0
A. cruentus 20.3 3.8 27.9 19.4 514 13 72.1
A. caudatus 19.4 3.8 23.2 25.3 50.9 0.6 76.8

Fuente: (Sisti, 2020).



1.1.1.3 Fibra

La fibra dietética es definida como la parte comestible de los hidratos de carbono, que es
resistente a la absorcion y digestion en el intestino delgado, experimentando una
fermentacion parcial o completa en el intestino grueso. La fibra dietética puede ser: soluble,
la cual producira soluciones de alta viscosidad al entrar en contacto con el agua e, insoluble,
que retiene agua en su matriz estructural, formando mezclas de baja viscosidad que acelera

el transito intestinal (Escudero Alvarez & Gonzalez Sanchez, 2006).

Los porcentajes de fibra reportados pueden variar considerablemente, pues es necesario
considerar la cantidad de capas exteriores del grano que se estan utilizando para obtener dicho
porcentaje. EI contenido de fibra suele oscilar entre el 3.1-5.0%, pero en hay casos en los que
alcanza hasta el 6.6% (Jan et al., 2023). En cuanto a la fibra dietética soluble, se encuentra
entre 2.20-5.61%, fibra dietética insoluble 7.4-12.64% vy fibra dietética total 1.8-37.6%
(Malik et al., 2023).

1.1.1.4 Carbohidratos

Entre los carbohidratos del amaranto encontramos granulos de almiddn compuestos
principalmente por amilopectina (93.6-95.2%); que favorece a sus propiedades de
gelatinizacion, congelacion y descongelacion. Ademas, es mas resistente a la accion de las
amilasas. Por otro lado, la solubilidad y digestibilidad del almidon del amaranto son altas
debido a su pequefio tamario, (diez veces mas pequefio que el almidén de maiz) (Martinez-

Lopez et al., 2020). Ademas de alimentacion, tiene usos en cosmética y farmacologia.

1.1.2 Composicion del grano de amaranto

La semilla de amaranto posee colores blancos, amarillentos, dorados, rosados, rojos, negros
y purpuras, mide entre 1 a 1.5 mm de diametro con forma levemente aplanada (lenticular)
(Jiménez-Sanchez, 2017). La semilla consta de diferentes capas (Figura 1), la mas grande es
el perispermo, donde se concentra el almidon (60% del peso de la semilla); ademas esta el
endospermo; el embrién, compuesto por dos cotiledones ricos en proteinas, el procambium,

la radicula, y finalmente la raiz (Martinez-Lopez et al., 2020; Velarde-Salcedo et al., 2019).



Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido de semillas de A.

hypocondriacus

Endosperm

Cotyledons ’ : Radicle 7

§ | Starchy
i perisperm

(@) (b)
Fuente: (Velarde-Salcedo et al., 2019). (a) corte axial y (b) corte longitudinal.

El amaranto crece dentro de un amplio rango de temperaturas (7 - 47 °C); pero su rendimiento
Optimo parece darse entre los 13.7 y 28.9 °C, aunque algunos autores reportan 25°C como
temperatura éptima (Jiménez-Sanchez, 2017). De todas formas; debido a las condiciones
ambientales de la sierra andina, suele ser cultivado a temperatura promedio anual alrededor
de los 15 °C y pH entre 6 a 7 (Basantes Morales, 2015).

1.2. Quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es una de las plantas alimenticias mas antiguas del
area andina y su consumo fue muy difundido en la civilizacion incaica; es una dicotiledénea

anual perteneciente a la familia de las Chenopodiaceae (Varga-Zambrano et al., 2019).

El cultivo de quinua es versatil, pudiendo crecer bajo diferentes condiciones ambientales. Se
adapta bien a temperaturas de 9-16 °C, es resistente a heladas de hasta -5 °C y pH de 6.3-7.3
(Basantes Morales, 2015). La quinua se distingue por su capacidad para resistir sequias,
plagas, enfermedades, salinidad y heladas (Bender & Schonlechner, 2021; Guerrero-Salazar,
2020).

Antiguamente, en la regién andina de Bolivia y Per( las semillas de quinua eran cocinadas y
asadas, usadas como cereal, afiadidas en sopas y empleadas para la elaboracion de bebidas

fermentadas, tipo chicha; sin embargo, a partir de la colonizacién fue considerada por los



conquistadores como un alimento de bajo prestigio social al ser consumida por campesinos
o indios, razén por la cual fue siendo reemplazada por otros tipos de granos (Bastidas et al.,
2016).

1.2.1 Caracteristicas nutricionales de la quinua

La quinua se ha convertido en un cultivo en expansion gracias a su alto valor nutritivo, que
incluye su contenido y calidad proteica (posee todos los aminoacidos esenciales); ademas,
contiene oligoelementos y cantidades significativas de vitaminas B, C y E; asi como
minerales Ca, K, Fe, Mg, Mn, P e isoflavonas que ayudan a la contribucion de propiedades

antioxidantes (Harvey-Infante et al., 2018).

Hoy en dia es empleada como una de las mejores opciones para luchar contra la malnutricion
y el hambre por sus elevados perfiles nutricionales en comparacion con los cereales (Tabla
3) y por su sostenibilidad (Suarez-Estrella et al., 2021).

Tabla 3. Composicion quimica promedio de la quinua con algunos cereales (g 100 g* peso

Seco)
Porcentaje Proteina  Carbohidratos  Fibra Grasa Cenizas
Pseudocereal
Quinoa 141 64.2 7.0 6.1 24
Cereales
Cebada 13.8 72.3 151 2.4 1.9
Trigo 10.7 75.4 12.7 2.0 1.5

Fuente: (Schmidt et al., 2021).
1.2.1.1 Proteina

Las semillas de quinua tienen entre 13.1 %y 16.7% de proteina, lo cual es mayor al contenido
del arroz, maiz, centeno y cebada. La quinua cuenta con proteinas de almacenamiento, siendo
las principales las albuminas (35%) y las globulinas (37%); las prolaminas también estan
presentes, pero en concentraciones bajas. La quinoa es un pseudocereal con proteinas de alta
calidad debido a su equilibrado patrén de aminoacidos esenciales (Vilcacundo & Hernandez-
Ledesma, 2017).



Es mas, la composicion de la quinua en relacion al almacenamiento de proteinas se concentra
principalmente en el tejido embrionario. Sin embargo, también se pueden encontrar otros
elementos como lipidos, fibra, saponina y cenizas; pero cabe destacar que el perispermo de
la semilla es rico en almidon. Ademas, es importante sefialar que las proteinas desempefian
un papel fundamental en las propiedades funcionales y estructurales de la quinua, tales como
la formacion de una red de gel, la solubilidad, asi como las propiedades espumantes y
emulsionantes (Dakhili et al., 2019).

1.2.1.2 Carbhohidratos

La quinua tiene entre 58.1% - 64.2% de almidones en base seca (bs). Estructuralmente, el
almidon se compone de amilosa y amilopectina, siendo la amilosa aproximadamente el 10%,
aunque puede variar en un rango del 3% - 20%. En cuanto a la amilopectina, constituye
alrededor del 90%, con un bajo grado de polimerizacion entre 8 y 12, lo cual favorece su
digestibilidad y solubilidad ya que se produce una mayor area superficial para la ligazén de

aguay la digestion enzimatica (Ng & Wang, 2021).

En la quinua, los granulos de almidén son de forma poligonal con didmetro de 0.6-2.2 pm,
siendo més pequefios en comparacion con la mayoria de los cereales. Estos granulos pueden
hallarse de manera individual o construyendo agregados de estructuras compuestas elipticas
o esféricas (Blasco-Rubio, 2022). Gracias a su pequefio tamafio son aprovechados y
empleados en las mezclas con polimeros sintéticos para la elaboracion de envases
biodegradables (Maradini et al., 2015).

La quinua es un alimento con bajo indice glucémico ya que la liberacion de glucosa en el
torrente sanguineo es lenta. El indice glucémico los alimentos depende de las propiedades
estructurales y quimicas de sus granulos, y este puede verse afectado por procesos como la
germinacion, el horneado, la molienda y la fermentacion (Lopes et al., 2018).

1.2.1.3 Grasa

Entre las fracciones lipidicas de la quinua encontramos di y triglicéridos en concentraciones
superiores al 20% y 50%, respectivamente. Los acidos grasos monoinsaturados (Tabla 4)

constituyen el 27%, en cambio los poliinsaturados un 55%, con un total de &cidos grasos



saturados del 12%. La semilla estd compuesta por acidos grasos insaturados en un total del
82%, con una distribucion de acido linoleico (50%), acido oleico (23%) vy, acido alfa-
linolénico (5%) (Herndndez-Ledesma, 2019).

Tabla 4. Contenido proximal de &cidos grasos en la quinua y en cereales (g/100 g de

porcion comestible)

Quinoa  Trigoduro Arrozblanco  Grano de maiz

amarillo
Acidos grasos, SFA 0.71 0.45 0.16 0.67
Acidos grasos, MFA 1.61 0.34 0.18 1.25
Acidos grasos, PFA 3.29 0.98 0.16 2.16

SFA: Acidos grasos saturados MFA: Acidos grasos monoinsaturados PFA: Acidos grasos
poliinsaturados
Fuente: (Hernandez-Ledesma, 2019).

1.2.1.4 Fibra

La planta de quinua posee diferentes contenidos de fibra en sus brotes, granos y hojas, (entre
4.6 — 23.5%, 7 — 14.1% y 6.9 — 7.8 %, respectivamente) (Pathan & Siddiqui, 2022). La
composicion de la fibra de quinua es afectada por la genética, los lugares en donde es
cultivada y, el procesamiento. Los rangos de contenido de fibra total, soluble e insoluble son
14-20%, 3.7-5.9% y 10-14% (Zhu, 2020).

1.2.1.5 Saponinas

Las saponinas, presentes en toda la planta de quinua actdan como un mecanismo de defensa
frente al ataque de plagas. Se caracterizan por su sabor amargo y toxicidad en elevadas
concentraciones. Se consideran factores anti nutricionales, por lo tanto, es aconsejable
eliminar las saponinas de las semillas antes de consumirlas (El Hazzam et al., 2020), a traves
del lavado previo a la coccién o el descascarillado mecanico por abrasion (Melini & Melini,
2021).

1.3 Desinfectantes

Un desinfectante se define como una sustancia 0 mezcla de sustancias que tienen como

objetivo la destruccion o inactivacion irreversible de las bacterias, virus y hongos. Sin



embargo, en un entorno inanimado, no necesariamente destruyen esporas bacterianas (Fraser
et al., 2021). Dentro de la industria alimentaria, se emplean diferentes desinfectantes
quimicos, clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion: agentes oxidantes, compuestos
tensioactivos y yoddforos. Los agentes oxidantes actian como inhibidores de la sintesis de
proteinas y enzimas del metabolismo de hidratos de carbono. En cambio, los compuestos
tensioactivos desestabilizan los enlaces de la membrana celular, resultando en la ruptura,
mientras que los yodoforos sustituyen los componentes celulares por yodo, llevando a la

muerte celular (Cacciatore et al., 2020).

1.3.1 Alternativas de desinfeccidn para semillas germinadas

Se han desarrollado alternativas de desinfeccion que cumplen con las normas de
procesamiento de brotes organicos frescos (Chen et al., 2019). Los productores de brotes
reciben lotes de semillas bajo la legislacion alimentaria general de la Unién Europea (UE) de
comercializacion, de acuerdo al reglamento (CE) N° 178/2002, con el fin de garantizar su
seguridad. Incluso, si la recepcion de semillas para produccion es ajena a la UE, deberan ser
recibidas inicamente con un certificado donde se detallen todas las etapas de vida comercial
conforme al reglamento de la UE N° 704/2014 de la Comisién Europea (modificacion del
Reglamento (UE) N° 211/2013 de la Comisidn). En cuanto al empleo de tratamientos de
descontaminacién microbiologica al que son sometidos las semillas, segin (European
Sprouted Seeds Association, 2022), cada pais de la Unidn Europea tendra la potestad de

permitir Gnicamente los tratamientos aceptados por sus autoridades nacionales competentes.

Por esta razon, el tratamiento a aplicar a semillas crudas con el fin de producir semillas
germinadas con la menor carga microbiana, permitira disminuir los riesgos de enfermedades
transmitidas por los alimentos (Saunders & Everis, 2014); pero serd importante evitar que

repercuta en la capacidad germinativa de las semillas.

1.3.1.1 Acido lactico

Es un &cido organico natural, producido por la sintesis quimica o fermentacion. Encontrado
en diversos alimentos, como el suero de leche, yogurt, chucrut, panes de masa fermentada y
otros alimentos fermentados. Utilizado en la industria alimentaria, inodoro, no volatil y

reconocido generalmente como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) para aditivos



alimentarios por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) (Datta & Henry,
2006).

Un estudio realizado por Maktabi et al. (2022) reveld que el efecto bactericida del acido
lactico es superior al acido citrico. Empleando una concentracion del 0.5% de acido lactico,
se observd que después de 10 minutos, reduce la viabilidad de la bacteria alrededor de 10°
cfu (Colony Forming Units) /ml.

1.3.1.2 Acido acético

Se encuentra de manera natural en diferentes alimentos fermentados y frutas. Este cido
organico es reconocido por su actividad bactericida confirmandose su efectividad contra E.
coli, L. monocytogenes, Y. enterocolitica y Salmonella Typhimurium. Por ello, se recomienda
el lavado de alimentos con este acido organico debido a su mayor eficacia en comparacion

con el perdxido de hidrégeno y el hipoclorito de sodio (Rosli & Tang, 2018).

1.3.1.3 Etanol

Se caracteriza por sus propiedades desinfectantes y antimicrobianas; sin embargo, su uso es
limitado debido a su toxicidad, por lo que su tiempo de exposicion debe ser relativamente
corto (Peri¢ et al., 2020). El etanol al 70 % con grado de laboratorio es un desinfectante

incapaz de producir efectos secundarios en la germinacion de semillas (Gilbert et al., 2023).
1.3.1.4 Sorbato de potasio

Es usado como preservante en alimentos acidos (jugos o bebidas), su efectividad depende del
sistema alimentario o del tipo de alimento. Inhibe catalasas (positivas-negativas), bacterias
grampositivas, gramnegativas, aerobias, anaerobias, mesofilos, psicréfilos y termofilos.
Destruye la estructura celular de la bacteria gracias a sus caracteristicas lipofilicas (Amilia et
al., 2023).

Al igual que el acido lactico, el sorbato de potasio es reconocido como GRAS en
determinadas concentraciones por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA)y la FDA. La FDA estima segura una concentracion de 1 mg/L de sorbato de potasio
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de acuerdo al peso de los alimentos y bebidas. EI exceso en los niveles de ingesta diaria
admisible (IDA, por sus siglas en inglés) es un riesgo para la salud de los consumidores, para
acido sorbico y sales de sorbato: 25 mg/kg de peso corporal/dia, mientras que para acido

benzoico y sales de benzoato, el valor es 0-5 mg/kg de peso corporal/dia (Amilia et al., 2023).
1.3.1.5 Benzoato de sodio

Es ampliamente usado como conservante en alimentos acidos, actia como antiséptico,
lubricante, bacteriostatico y fungicida en condiciones acidas. Se ha reportado que posee la
capacidad de producir un cambio en el pH, ya que en concentraciones mas elevadas de 2-10
mM, se encuentra en forma no disociada en la célula, produciendo una neutralizacion dentro
de la misma, repercutiendo en més de una unidad de pH del agua intracelular (Bhatia et al.,
2015).

1.4 Germinacioén de las semillas

Desde la antigliedad, la germinacion es un método fisico que se emplea con el objetivo de
modificar aspectos sensoriales de las semillas, gracias a la activacién de diversos fendmenos
enzimaticos. Inicialmente, se empleaban semillas de cereales germinadas como forraje para
los animales (Aloo et al., 2021). Se ha observado que el enriquecimiento del forraje con grano
germinado ayuda a incrementar el peso de los animales de granja, ademas de mejorar su
resistencia y productividad, debido a que el grano germinado posee mayor cantidad de
micronutrientes mas biodisponibles (Matyushev et al. 2021). Pero hoy en dia, hay una gran
cantidad de alimentos germinados derivados de semillas como alfalfa, repollo rojo, trigo

sarraceno, brotes de brécoli, entre otros (Aloo et al., 2021).

La germinacién es un conjunto de procesos metabdlicos que resultan de la transformacién de
un embridn en una plantula capaz de valerse por si misma y convertirse en una planta
fotosintéticamente competente (Torres & Chavez, 2016). Sin embargo, existen ciertos
factores que afectan la germinacion y son descritos por Suquillo (2018) y Torres & Chavez
(2016).

La germinacion de las semillas se realiza en las siguientes etapas:
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1) Imbibicién: La semilla absorbe el agua y, consta de tres fases: a) Rapido incremento en

2)

3)

la absorcion de agua; b) Estabilizacion y movilizacién de nutrientes y; ¢) Alargamiento
del embridn, ruptura de la testa y germinacion (Suarez & Melgarejo, 2014).

Activacion enzimatica: Disminuye significativamente la absorcion de agua, inician
diversas transformaciones metabdlicas indispensables para el progreso de la plantula
(Arenas & Heredia, 2017).

Crecimiento: Etapa donde se produce un nuevo evento de absorcidn de agua relacionado
con el crecimiento de la radiculay el incremento en la actividad metabdlica. Sin embargo,
dicho acontecimiento se lleva a cabo Unicamente con fines de cultivo y no es aplicable

para uso industrial en relacion con la semilla germinada (Arenas & Heredia, 2017).

1.4.1 Factores externos:

1.4.1.1 Agua: Una baja cantidad de agua en la semilla no permite su germinacion, puesto que

la hidratacion de los tejidos de la semilla es necesario para activar el metabolismo y,
por ende, iniciar el proceso germinativo (Obroucheva et al., 2017).

El aumento en la cantidad de agua (18-20%) provoca un incremento inicial en la
respiracion debido a la activacion del ciclo de Krebs y de la glucolisis. Cuando la
hidratacién es alrededor de 45%, se produce la activacion de la respiracion hasta un
nivel maximo por la insercién de las subunidades succinato deshidrogenasa y
citocromo oxidasa. En un intervalo de humedad de 45-55%, empieza la transcripcion
y el funcionamiento de los ribosomas. Ademas, en los amiloplastos y las vacuolas de
almacenamiento de proteina, se observa un aumento en la hidrolisis de las sustancias
de reserva. Por consiguiente, a un 60% de nivel de hidratacién, en las semillas se
activan los procesos metabolicos basales (Obroucheva et al., 2017). Cuando se excede
la humedad en la germinacion de semillas, se genera dafios a las membranas celulares

de las semillas (Pereira et al., 2013).

1.4.1.2 Temperatura: Repercute directamente en la actividad enzimatica, regulando la

velocidad de reaccion. Ciertas semillas de habitats tropicales germinan a temperaturas

superiores a 25°C, mientras que las semillas de zonas frias germinan entre 5-15 °C.
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1.4.2 Factores internos:

1.4.2.1 Madurez de la semilla: Se refiere al completo desarrollo morfoldgico y fisiolégico de
la semilla.
1.4.2.2 Viabilidad de la semilla: Indica las condiciones y periodo durante el cual las semillas

mantienen su capacidad germinativa.
1.5 Mejora en las propiedades nutricionales y medicinales en las semillas germinadas

Se han reportado mejorias en términos de valores nutricionales y medicinales de las semillas
luego de haber sido sometidas a procesos de germinacién. Dichos estudios demuestran que
la germinacion conduce, por un lado, al catabolismo y degradacion de los principales
macronutrientes, como carbohidratos, proteinas y &cidos grasos, acompafiados por el
aumento de azucares simples, acidos organicos y aminodcidos libres (Gan et al., 2016). Por
el otro lado, conlleva a la disminucion de factores antinutricionales e indigeribles, como

saponinas e inhibidores de lectina y proteasa (Suarez-Estrella et al., 2021).

1.5.1 Enfermedades ligadas a la contaminacion de semillas germinadas

Aungue la germinacion mejore las propiedades nutricionales y aumente el contenido de
antioxidantes en semillas germinadas, existe el riesgo de contaminacién por
microorganismos patdgenos si las condiciones ambientales son propicias al desarrollo
microbiol6gico, como condiciones de calor y humedad elevados (Mir et al., 2021).
Shomodder et al. (2022) sefialan que el aumento de patégenos como Salmonella spp.
Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes son la causa principal de las ETAs
asociadas al consumo de germinados. Asimismo, Cava et al. (2009) han reportado que ciertos
microorganismos patdgenos son capaces de sobrevivir dentro de las semillas por un largo
periodo de tiempo, y vinculan dichos problemas con factores del proceso de germinacién,
como la temperatura, la disponibilidad de nutrientes y carbohidratos, asi como un pH cercano
al neutro que favorece la proliferacion bacteriana. La contaminacion cruzada y el uso de agua
empleada para el mantenimiento de la humedad durante la germinacion son factores

causantes de la contaminacion en las semillas de un mismo lote.
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La presencia de cualquier tipo de microorganismo patogeno es alarmante, debido a que puede
resultar en enfermedades para los consumidores. Es importante tomar medidas de prevencion
para evitar la presencia patdgenos y/o su proliferacion hasta niveles peligrosos (Ramirez,
2006). La dosis minima infectante varia segun cada microorganismo presente en el alimento.
Cada persona aloja una comunidad microbiana y, cada uno de estas posee una funcion y
composicion distinta, de acuerdo a su naturaleza y a su ubicacion en el cuerpo. Los efectos
patégenos de los microorganismos dependen de factores ambientales, la interaccion huésped-
patogeno, la localizacion anatémica, la complejidad, el sistema inmunitario del huésped
(estado de salud), el genotipo, la higiene personal y la dieta (Sarmah et al., 2018; Dekaboruah
et al., 2020).

Se han identificado tres categorias principales de patégenos transmitidos por los alimentos
(Buchanan et al., 2009):

1) Toxigénicos: Liberan una toxina dentro del alimento antes de la ingesta.
2) Toxicoinfecciosos: Capaces de colonizar la superficie del sistema gastrointestinal.
3) Invasores: Tienen la capacidad de atravesar el epitelio intestinal y se dispersan en el

huésped.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

La quinua (var. INIAP Excelencia) y el amaranto (var. Alegria) empleadas en este trabajo de
titulacién fueron adquiridas a la Asociacion Mushuk Yuyay (Cafar, Ecuador). Las semillas
fueron limpiadas y se determiné su granulometria, por medio de un tamizado manual, con el

objetivo de eliminar cualquier tipo de material extrafio que contuvieran las mismas.

Para la desinfeccion de semillas se utilizé: sorbato de potasio, benzoato de sodio, etanol,
acido lactico y acido acético. Para el recuento de microorganismos se emplearon placas
Compact Dry TC (recuento de meséfilos totales) y Compact Dry YM (Mohos y Levaduras).
En el caso de andlisis de microorganismos patdgenos se utilizaron placas VRB y SS
(Coliformes y Enterobacterias).

2.2 Métodos
2.2.1 Limpiezay caracterizacion granulométrica
2.2.1.1 Semillas de quinua

La limpieza y granulometria de las muestras se ejecutdé por medio de un tamizado manual
con mallas de 2 mm, 1 mmy 600 um, a velocidad constante y con movimientos homogéneos

por 2 minutos con 15 segundos, para eliminar materiales extrafios a las semillas y clasificar

el material presente.

2.2.1.2 Semillas de amaranto

Las muestras pasaron por un tamizado manual para la limpieza y granulometria, a velocidad
constante y con movimientos homogéneos por 3 minutos que permitian la eliminacién de
restos extrafios de materia organica e inorganica. Las mallas usadas para la caracterizacion

granulométrica fueron 2 mm, 1mm, 710 pm y 500 pm.

Con el fin de determinar cual es el grado de calidad del grano de amaranto establecido por la

norma INEN, se llevd a cabo un andlisis de la masa hectolitrica (Imagen 1). Se colocaron 100
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mL de semillas en una probeta y se determind su peso por diferencia respecto a la probeta

vacia.

Imagen 1. Determinacion de masa hectolitrica de semillas de amaranto

Fuente: Elaboracion propia.

2.2.2 Aplicacion de modelos factoriales y métodos multicriterio para la optimizacion de las

condiciones de desinfeccion para la germinacion de las semillas de quinua y amaranto

La evaluacion de los desinfectantes y sus concentraciones para este trabajo experimental, se
baso en una revision bibliogréfica exhaustiva sobre aquellos desinfectantes que favorezcan
la reduccion de microorganismo patdgenos, que pueden ser usados en la industria de
alimentos, en la que fueron identificados: acido lactico, acido acético, etanol, sorbato de

potasio, benzoato de sodio entre otros.

Los desinfectantes fueron aplicados en mezclas para determinar las condiciones dptimas de
su aplicacion, en funcién de la disminucién de la carga microbiana y la no afectacion a la
capacidad germinativa de las semillas, ni a la aceptabilidad por parte de los consumidores,
para lo cual se empled un disefio de Plackett-Burman con 16 experimentos para cada semilla
(Tabla 5). El disefio implicé el andlisis de 12 experimentos y un punto central, replicado

cuatro veces. Los experimentos se realizaron en orden aleatorio.

Tabla 5. Disefio experimental de Plackett-Burman con 5 variables

Experimento Acido Acido Etanol Sorbatode Benzoato de
lactico acético potasio sodio
1 1 -1 1 -1 -1
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2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0

Se prepararon 75 mL de las soluciones con las concentraciones correspondientes, de acuerdo
al disefio experimental y los parametros establecidos, tanto para la quinua como para el
amaranto (Tablas 5,6y 7).

Tabla 6. Condiciones de aplicacion de los desinfectantes a las semillas de quinua

Concentracion (%o)
Sustancia -1 0 1
Acido lactico 026 188 35
Acido acético 026 188 35
Etanol 2225 27 3175
Sorbato de potasio 1.3 3.15 5
Benzoato de sodio 1.3 3.15 5

Tabla 7. Condiciones de aplicacion de los desinfectantes a las semillas de amaranto

Concentracion (%o)

Sustancia -1 0 1
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Acido lactico 013 094 175
Acido acético 013 094 175

Etanol 11.12 135 15.88
Sorbato de potasio  0.66 158 25
Benzoato de sodio 0.66 158 25

2.2.3 Desinfeccion para la germinacion de semillas

2.2.3.1 Evaluacion de desinfectantes

Se tomaron 50 g de cada muestra, que fueron lavadas con agua destilada. Posteriormente, se
sumergieron en la mezcla de soluciones de desinfectantes de acuerdo al disefio (Tabla 5) por
5 minutos. Las muestras fueron enjuagadas con agua destilada y se las colocé en remojo por
13 h en una proporcion de agua: semillas de 1:1.5 (quinua y amaranto), con lo cual quedaron
las semillas completamente cubiertas por el agua y se mantuvieron en condiciones de

obscuridad para evitar el proceso de la fotosintesis.

2.2.4 Proceso de germinacion

2.2.4.1 Semillas de quinua

Las semillas remojadas de quinua (seccion 2.2.3.1) fueron escurridas e introducidas en el
germinador (Memmert HPP260, Schwabach, Alemania) (Imagen 2) a 25°C por 32 horas, con
una humedad relativa del 90+0.5% en base a investigaciones previas (Vasquez-Remache,

2022) y analisis preliminares.
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Imagen 2. Semillas en fase de germinacion

Fuente: Elaboracion propia.

Finalizada la germinacion, las semillas fueron colocadas en lienzos e introducidas en el
deshidratador Excalibur modelo (3900B Deluxe, Brooklyn, New York, Usa) (Imagen 3), por
13 horas a 45 °C.

Imagen 3. Deshidratado de las semillas

Fuente: Elaboracion propia.

Las semillas secas se colocaron en fundas herméticas rotuladas (Imagen 4) y se almacenaron

a 4°C hasta el analisis respectivo.
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Imagen 4. Almacenamiento de las semillas de quinua

' = ‘

Fuente: Elaboracion propia.

2.2.4.2 Semillas de amaranto

Inicialmente las semillas remojadas de amaranto (seccion 2.2.3.1) siguieron el mismo método
para el proceso de germinacion que las semillas de quinua (seccion 2.2.4.1). Sin embargo, se
observaron efectos desfavorables para las semillas de amaranto, por lo que se empled otro
método, en el cual, las semillas remojadas, fueron colocadas en un colador y cubiertas con
papel filtro para minimizar la contaminacién ambiental y permitir que el oxigeno entre en
contacto con las semillas durante el proceso de germinacion. Estos coladores fueron
colocados sobre pozuelos de plastico para eliminar el exceso de agua (Imagen 5) en el
germinador adaptado a partir de una estufa, (adaptacion descrita en VVasquez-Remache, 2022)
(WTB binder B 115, Tuttlingen, Alemania) a 25°C por 32 horas, con una humedad relativa

del 93+0.5% en base a investigaciones previas (Castro, 2024).

Imagen 5. Semillas de amaranto en fase de germinacion
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Fuente: Elaboracion propia.

Concluido el periodo de germinacion, las semillas fueron secadas, rotuladas y almacenadas
(Imagen 6) bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura que la seccién 2.2.4.1.

Imagen 6. Almacenamiento de las semillas de amaranto

Fuente: Elaboracion propia.
2.2.5 Determinacion del porcentaje de germinacion de quinua

Se colocaron 100 semillas germinadas, sin secar, de cada muestra, en el escaner (Xerox
WorkCenter 4260/S, Norwalk, USA) (Imagen 7) para determinar el porcentaje de
germinacién (n=3, resolucién: 300 dpi). Las muestras fueron cubiertas con una tapa de cartén

y se colocd una regla para dimensionar el tamafio de las raicillas.

Imagen 7. Escaneo de semillas germinadas de quinua
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Fuente: Elaboracion propia.

Mediante la Ecuacién 1 se determiné el porcentaje de semillas germinadas de los diferentes

tratamientos utilizados en este trabajo de titulacion.
Ecuacion 1. Porcentaje de germinacion (PG %):

Numero de semillas germinadas
PG% = — - x 100
Numero total de semillas escaneadas

Fuente: (Wajid, y otros, 2018).
2.2.6 Molienda de las semillas para analisis microbioldgico

Se molieron alrededor de 12 g de cada muestra de semillas germinadas secas (Imagen 8a)
(Hamilton Beach, 80350R, Waterfront, Virginia, Estados Unidos) por 50 segundos para la
quinua y para el amaranto por 26 segundos, evitando el recalentamiento del molino y
asegurando la homogeneidad de la molienda. Después, se conservd la harina obtenida en

fundas ziploc (Imagen 8b) a 4 °C para su posterior analisis microbiologico.

Imagen 8. Molienda de semillas germinadas y empaquetado

(b)
Fuente: Elaboracion propia.
(a) Harina de semillas germinadas y (b) Muestras empaquetadas
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2.2.7 Analisis microbioldgico de las semillas de quinua y amaranto

Se analizé la carga microbioldgica de las muestras de quinua y amaranto originales,
solamente sometidas a un proceso de limpieza, para comparar el efecto de los procesos de
desinfeccion y germinacion respecto a la carga inicial. Los microorganismos analizados

fueron mesofilos totales y mohos y levaduras.

Se colocaron 10 g de semillas molidas en 90 ml de agua de peptona, y se homogeneiz6 por 1

minuto.

Se realizaron diluciones de 10!, 102, 10* y 10° inoculando 1 ml de cada dilucion en placas

compact DRY TC (mesofilos totales) y compact Dry YM (mohos y levaduras).

Finalizada la siembra, las muestras se colocaron en una incubadora (MEMMERT INB-400,
Schwabach, Alemania), bajo las condiciones descritas en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de incubacion

Microorganismo Tiempo Temperatura

(horas) (°C)
Mesofilos totales 48 36+1
Mohos y 72 28+ 1

levaduras

Al completarse el tiempo debido, se realiz6 el recuento de microorganismos en base al

namero de colonias formadas y se multiplico por el factor de dilucion.

Los resultados obtenidos, en base al nimero de colonias y el factor de dilucién, fueron
comparados con los valores recomendado por las normas: INEN 1673:2013: Quinua
Requisitos (Mohos) y la Norma Técnica Peruana NTP 205.062:2014 Granos Andinos.
Quinua. Requisitos (Mesofilos). Para el analisis del amaranto, se usé la Norma INEN

2646:2012 Granos y cereales. Grano de amaranto (Meso6filos, Mohos y levaduras).
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2.2.8 Andlisis sensorial y fichas de cata

El proceso de coccion de las semillas (Imagen 9) fue de 17 minutos a 92 °C, de acuerdo a lo
recomendado por (Castro, 2024). Se evaluaron los siguientes pardmetros sensoriales de las
semillas germinadas y cocidas:

e Olfativo: Aroma e Intensidad.
e Gustativo: Amargor, Astringencia, Gusto y Regusto.
e Visual: Aspecto.

e Impresion global: Aceptabilidad general.

Imagen 9. Semillas cocidas de quinua germinada

El panel sensorial fue formado por 15 catadores semientrenados. La evaluacién sensorial fue
ejecutada en el laboratorio correspondiente de la Universidad del Azuay. Se llené una ficha
de cata con escala hedonica (Anexo 4) de 7 puntos, donde los panelistas registraron su
percepcion frente a las diferentes muestras de semillas. La valoracion més baja es el numero
“1”, la cual indicaba “Me disgusta mucho”, mientras que “7” fue la mas alta: “Me gusta

mucho”.

2.2.9 Analisis estadistico

Finalizada la cata, los resultados obtenidos fueron tabulados en Microsoft Excel, para
determinar las medianas de los parametros sensoriales (seccion 2.2.8) y elaborar la matriz de
las medianas. La matriz realizada fue cargada a DART 2.0 donde, para cada dato importado,
se ponder6 un valor (Tabla 9) para obtener la funcion de deseabilidad.
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Tabla 9. Ponderacion de cada atributo sensorial de las semillas de quinua germinada

Semillas germinadas de quinua

Respuesta Atributos Ponderacién
Q1 Aspecto 3
Q2 Intensidad 2
Q3 Aroma 5
Q4 Amargor 3
Q5 Astringencia 2
Q6 Gusto 6
Q7 Regusto 3
Q8 Aceptabilidad general 12
Q9 Porcentaje de semillas germinadas 36
Q10 Mesdfilos totales 18
Q11 Mohos y levaduras 18

La funcién deseabilidad fue colocada en Minitab 20 junto al disefio de Plackett-Burman

programado, para evaluar la significancia de las diferentes variables.

2.2.10 Analisis de microorganismos patdgenos en la muestra optimizada de quinua
germinada

Se moli6 la muestra con la mayor funcion de deseabilidad siguiendo el proceso descrito en

la seccion 2.2.6. Se mezclaron 5 g de muestra con 18 ml de agua de peptona, y se

homogeneizo6 por 1 minuto. Seguidamente, se efectuaron diluciones de 1:1y 107, aplicando

la muestra sobre las placas VRB y SS con un hisopo.

Concluida la siembra, las muestras se colocaron en una incubadora, bajo condiciones de
36°C=1 por 24h.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Limpieza y caracterizacion granulométrica
3.1.1 Semillas de quinua

Los materiales retenidos en el tamiz de 2 mm y aquellos que superaron el tamiz de 0.6 mm

fueron desechados por considerarse con impurezas (hojas, tallos y polvo). Quedando el
material distribuido segun se presenta en la tabla 10.

Casi todo el material utilizado tiene didmetros entre 1 y 2 mm (97.22%), aunque también
fueron utilizadas semillas de hasta 0.6 mm. No se considerd necesario hacer una distincion
entre semillas pequefas, medianas o grandes, de acuerdo a lanorma INEN 1673:2013, puesto
que no es un factor que afecte a la capacidad germinativa de las mismas.

Tabla 10. Resultados granulométricos de la var. INIAP Excelencia

Apertura Masa Material Retenido  Material retenido
de lamalla retenida (Q) en cada malla acumulado
(mm) (%) (%)
2 1.07 0.54 0.54
1 193.65 97.22 97.76
0.6 3.43 1.72 99.48
Base 1.04 0.52 100
Total 199.19 100

3.1.2 Semillas de amaranto

Las materias extrafias como tallos y hojas fueron retenidas en el tamiz de 2 mm y aquellos
que superaron el tamiz de 0.5 mm fueron descartados por estar formados principalmente por

polvo. El material quedo distribuido segun se reporta en la tabla 11.

Casi todo el material empleado posee didmetros entre 0.71 y 1 mm (98.90%); pero, incluso

fueron usadas semillas hasta de 0.5 mm.
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Tabla 11. Resultados granulométricos de la var. Alegria

Malla (mm) Peso retenido % Retenido % Retenido

(9) en cada malla acumulado
2 0.12 0.06 0.06
1 0.00 0.00 0.06
0.71 193.62 98.90 98.96
0.5 1.33 0.68 99.64
Base 0.71 0.36 100
Total 195.78 100

Las semillas de amaranto se clasifican como granos de grado 3 de calidad conforme a la
Norma INEN 2646:2012, (Tabla 12), pues presentan un tamafio menor a 0.87 mm
predominando el color blanco y crema. Ademas, se constatd la presencia de una pequefia
cantidad de granos rojos, rosados y negros; estos granos son de menor calidad, en
comparacion con los granos de grado 1 cuyo didmetro es de 1.14 mm como minimo, y los de
grado 2 cuyo didmetro varia entre 0.87 a 1.13 mm; con un color predominante de

Blanco/crema para ambos grados de calidad.

La mayor parte de los granos de amaranto son de color blanco y crema; sin embargo, se
constatd la presencia de granos rojos, rosados y negros. La masa hectolitrica es de 86.73
kg/hl, esto evidencia que en cuento a masa hectolitrica y color predominante del grano es

considerado con un grano de amaranto de grado 1 de calidad.

Tabla 12. Clasificacion de los tres grados de calidad del amaranto

Requisito fisico Unidad Grado 1 Grado 2 Grado 3
Masa hectolitrica kg/hl >80 <78 <72
Tamaiio del grano mm >1.14 0.87a1.13 <0.87

Masa de 1000 granos >1.43 >0.94 >0.55
Granos rojos/rosados % 05-2 2.1-9 >9.1
Granos negros de otras % 0-4 41-9 >0.1

especies de amaranto
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Color predominante del Blanco/crema Blanco/crema  mixtura

grano

Forma del grano ovoidea Ovoidea ovoidea
Fuente: (NTE INEN 2646, 2012).

3.2 Porcentaje de germinacion
3.2.1 Semillas de quinua

El porcentaje de germinacion de las semillas sometidas a los diferentes tratamientos
programados de acuerdo al disefio experimental (Tabla 5) se reportan en la tabla 13 y se

muestran en el anexo 1.

Tabla 13. Porcentaje de germinacion de las semillas de quinua

N°. Exp. Semillas germinadas

(%)
TQ1 48.67+2.31%
TQ2 37.67+3.06°
TQ3 47.67+3.06%
TQ4 25.67+3.069
TQ5 57.33+3.21%¢
TQ6 14.67+2.52"
TQ7 77.33%3.06°
TQ8 45.00+2.65%f
TQ9 62.00+3.00°
TQ10 42.00+3.00%f
TQ11 36.33+1.53f
TQ12 67.00+£5.57°
TQ13 50.00+4.58%
TQ14 45.00+3.61%f
TQ15 51.33+4.04%
TQ16 51.33+4.16%
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Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas entre las

muestras (p<0.05) (n=3)

De acuerdo a los resultados obtenidos, el tratamiento con mayor porcentaje de germinacion
fue TQ7 (77.33+3.06%), sequido del TQ9 (62.00+£3.00%) y TQ12 (67.00+£5.57%). Por otro
lado, los tratamientos con menor porcentaje de germinacion fueron el TQ6, con un
14.67£2.52%, y el TQ4, con 25.67+3.06%. Se ha reportado que, si se germina quinua a 25
°C por 24 h 0 72 h, los porcentajes de germinacion de estas semillas alcanzan el 44y 72.67%,
respectivamente (Vasquez-Remache, 2022). Asimismo, si se germina a 22 °C por 72 h, la
quinua presenta un rendimiento de germinacién de aproximadamente del 93% (Suéarez-
Estrella et al., 2021).

A paridad de tiempo y temperatura de tratamiento, el porcentaje de germinacion se ve
afectado por el tipo de tratamiento aplicado. Los tratamientos TQ7, TQ9 y TQ12 tienen en
comun que fueron tratados con la menor cantidad de acido lactico (0.26%). De todas formas,
el tratamiento TQ7 presentd un mayor porcentaje de germinacion respecto a TQ9 y TQ12.
Este tratamiento se diferencia de ellos en que contd con el mayor porcentaje de acido acético
(3.5%) y etanol (31.75%). Estos resultados podrian sugerir que el &cido lactico interfiere con
la capacidad germinativa de las semillas, mientras que el acido acético y el etanol, no lo

hacen.

Al contrario, las muestras con menor porcentaje de germinacion (TQ6 y TQ4), fueron
tratadas con los mayores porcentajes de acido lactico (3.5%) y etanol (31.75%). Estos
resultados respaldan la observacion anterior, es decir que la presencia de acido lactico podria
estar interfiriendo en la capacidad germinativa de las semillas, asi como confirmando que el
acido acético y etanol no interferirian, puesto que la muestra 4 fue tratada con la menor
concentracion de acido acético, mientras que la TQ6 se tratd con la mayor concentracion de
este acido. Ademas, tanto las muestras TQ4, como TQ6, fueron tratadas con las mayores
concentraciones de etanol, caracteristica que comparten con TQ7; sin embargo, esta Gltima
fue la muestra con el mayor porcentaje de germinacion, resultado que respaldaria la
observacién acerca de que la concentracion de etanol no interfiere en la capacidad
germinativa de las semillas. Estudios previos realizador por Kulkarni & Chavan (2012)
reportan que elevadas concentraciones de acido lactico causan una disminucién del
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porcentaje de germinacion de las semillas de mijo (Imagen 10) y si la concentracion alcanza
el 0.5%, la capacidad germinativa de los granos es casi nula, observacion que concuerda con
los resultados obtenidos en el presente trabajo. Por el contrario, el acido acético empleado
por Szopinska (2013) a concentraciones de 1 % por 30 min para semillas de zinnia
presentaban un 84% de germinacion y 53% de capacidad germinativa, indicando que a dicha
concentracion la capacidad germinativa y el porcentaje de germinacion no se vieron
afectados. No obstante, a concentraciones de 2.5 y 5%, los porcentajes de germinacién fueron
de 63.7% y 26.3%, respectivamente. Es decir, hubo una notable disminucion en el porcentaje
de semillas germinadas. En relacién a las muestras tratadas con 3.5% de acido acético en este
estudio, el método de desinfeccion aplicado por Szopinska (2013) alcanz6 mayor porcentaje
de germinacion de semillas de zinnia, probablemente por la diferencia entre los granos; pero
también podria ser por algin efecto antagonico entre los desinfectantes aplicados en el

presente estudio.

Imagen 10. Resultados del tratamiento con acido lactico en el crecimiento de plantulas del
cultivar de mijo dactilar (GPU-28)

m LY

Control  0.1% 02% 0.4% 0.5%

Fuente: (Kulkarni & Chavan, 2012).

El uso de etanol al 75% por 3 minutos en semillas de cafiihua, seguido por un proceso de
germinacion a 22°C por 60 h permite obtener porcentajes de germinacion del 43% (Pastor,
2023).

Algunos tratamientos hacen que se observen menores porcentajes de germinacion. Se ha
reportado que las semillas pueden entrar en un estado de latencia como consecuencia de los

tratamientos de desinfeccidn aplicados y dificultarse su capacidad germinativa (Cruz, 2017).
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3.2.2 Semillas de amaranto

Al proceder en base al disefio experimental (Tabla 5), las concentraciones iniciales de los
desinfectantes fueron mayores, sin embargo, se observo que las semillas sometidas a los
diferentes tratamientos programados no germinaban (Anexo 2). Por ello, las concentraciones
de los desinfectantes aplicados se fueron disminuyendo progresivamente, hasta los valores
presentados en la tabla 7, pero de igual manera, la capacidad germinativa fue nula.
Aparentemente, alguna de las substancias utilizadas o la interaccion entre dos o més de ellas,
anula la capacidad germinativa del amaranto. Al no cumplirse con la condicién principal
establecida para este trabajo, que consistia en que los tratamientos aplicados no interfieran
en la capacidad germinativa de las semillas, no se realizé el analisis microbiologico, ni el

analisis sensorial previsto.

Para identificar la substancia que esta interfiriendo en el proceso germinativo de las semillas
de amaranto, se realiz6 un estudio sobre 10 semillas remojadas con agua destilada que se
colocaron en cajas petri con concentraciones de 0.1%, 0.2%, 0.4% y 0.5% de acido lactico
(Imagen 11), para confirmar si las concentraciones utilizadas de este acido en este estudio
fueron capaces de anular su capacidad germinativa. Kulkarni & Chavan (2012) aplicaron
estas condiciones a semillas de mijo y observaron una disminucién progresiva de su
capacidad germinativa a medida que aumentaba la concentracidn de cido lactico, cuando se
alcanzé el 0.5% de germinacion casi no hubo germinacion; de todas formas, durante el
presente trabajo, la concentracién minima de &cido lactico utilizada fue de 0.25%, la cual
deberia permitir aun la germinacion de la semilla; pero siendo que la matriz utilizada es
amaranto y no mijo, es posible que la respuesta sea diferente, ademas de la posible accién

antagonica de alguna otra substancia de la mezcla aplicada.
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Imagen 11. Resultados del tratamiento con acido lactico en la germinacion de semillas de

amaranto
. 9
(a) (b) (c)
e
(d) (©

Fuente: Elaboracién propia. (a) Agua destilada, (b) 0.1%, (c) 0.2%, (d) 0.4% y (e) 0.5% de

acido lactico.

3.3 Andlisis microbiologico
3.3.1 Semillas de quinua

El recuento de mesofilos totales, mohos y levaduras fue realizado en la semilla original sin

ningun tratamiento y sin germinar (TQO), asi como en todas las muestras con tratamientos,

con el fin de determinar el grado de contaminacion original y post tratamiento. Estos

resultados se presentan en la tabla (14).

Tabla 14. Recuento de mesdfilos totales, mohos y levaduras de las semillas de quinua

N°. Exp. Recuento de mesofilos totales  Recuento de mohos y levaduras

(UFC/g) (UFC/g)

TQO 38*10* 6*10*

TQ1 8*102 14*103

TQ2 111*10? 12*102

TQ3 12*10? 36*10°

TQ4 16*10° 9*10*

TQ5 >10 38*103
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TQ6 81*102 11*10°

TQ7 54*10° 75*103
TQS 106*10* 7*10%
TQ9 77*103 33*103
TQ10 34*102 31*103
TQ11 43*10? 8*10°
TQ12 9*10? 28*103
TQ13 67*102 38*103
TQ14 48*10? 18*103
TQ15 41*10? 5*10?
TQ16 61*102 31*102

El recuento de mesdfilos totales para TQO fue de 38*10* UFC/g, estos valores se encuentran
dentro de los limites aceptados por la NTP (maximo 10° UFC/g). En cuanto a mohos y
levaduras, los valores fueron de 6*10* UFC/g, que se encuentra dentro de los valores
aceptados por la Norma INEN (maximo 10° UFC/g), es decir, TQO se encuentra dentro de lo

establecido por la norma.

Los experimentos sometidos a diferentes tratamientos mostraron niveles de contaminacion
de mohos y levaduras que oscilan entre 5*10? hasta 9*10* UFC/g, indicando que todos los
tratamientos se mantienen dentro de los limites de la norma (10° UFC/g). En cuanto a
mesofilos totales, se obtuvieron recuentos >10 hasta 54*10° UFC/g, donde algunas muestras

superan los limites permitidos por la norma (10% UFC/g).

Las muestras TQ7 y TQ8 tuvieron un recuento de mesofilos mayor que el de TQO y sobre la
norma (54*10° UFC/g y 106*10* UFC/g, respectivamente). Los tratamientos TQ7 y TQ8
fueron realizados con la menor concentracién de cido lactico y las mayores de etanol y
sorbato de potasio (0.26, 31.75 y 5%, respectivamente), lo que podria sugerir que el etanol y
el sorbato serian menos efectivos contra mesofilos que el acido lactico, dentro de los

parametros experimentales aplicados en este estudio.

Por otro lado, en TQ5 se dio el menor recuento de meséfilos totales, a pesar de haber sido

sometido a germinacion, su recuento fue muy inferior al de TQO. No es posible establecer
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relaciones entre las concentraciones de los diferentes desinfectantes aplicados y los recuentos
de mesdfilos totales, puesto que, al comparar los tratamientos con menor recuento de
mesdfilos (TQ1, TQ3, TQ5 y TQ12) se observa que no comparten concentraciones similares
de ninguno de los desinfectantes utilizados, es mas, son tratamientos realizado con cantidades

opuestas de los diferentes desinfectantes.

En cuanto al recuento de mohos y levaduras, todas las muestras estuvieron dentro de la norma
INEN (méximo 10° UFC/g), lo que indicaria que todos los tratamientos fueron efectivos para
su control; de todas formas, se debe tomar en cuenta que se partié de una muestra inicial con
una carga baja (TQO =6*10% UFC/qg). Esto significaria que, partiendo de esa carga microbiana
se podria utilizar la combinacién minima de desinfectantes propuesta (TQ12) para minimizar
costos y riesgos para la salud de los consumidores.

El tratamiento aplicado a TQ12 también resultd efectivo contra mesofilos totales, aunque en
ese caso fue mas efectivo TQ5, que utilizé las maximas concentraciones de acido lactico,

acido acético y sorbato de potasio.

Otros estudios han reportado que semillas de quinua variedad INIA 420 Negra Collana sin
ningun tratamiento y sin germinar presentaron recuento de aerobios mesofilos de 3.3 log
UFC/gy ausencia de hongos. En cuanto, a las muestras germinadas (20°C por 48h) y tratadas
con &cido lactico a concentraciones de 0.4% en inmersion a 4°C por 3 min, permitio alcanzar
recuentos de mesdfilos totales de 1.0 a 3.5 log UFC/g, que al compararlos con la norma
microbioldgica N° 591.2008 MINSA cumple con el limite establecido, y dichos valores se
mantuvieron constantes por los 15 dias de almacenamientos realizados (Torres & Chavez,
2016).

Soto-Toro (2011) estudio el efecto de acido lactico sobre brotes de alfalfa, donde la calidad
microbioldgica inicial fue de 5.8 log UFC/g (aerobios mesdéfilos), encontrandose fuera del
nivel maximo permitido (5.7 log UFC/g). Pero al emplear concentraciones de 0.00085% y
0.0017% de é&cido lactico, se observO que después de 5 dias, se habia reducido
significativamente el recuento de mesofilos totales a valores de 5.5 y 4.6 log UFC/qg,
respectivamente. Posterior, al quinto dia todos los tratamientos incrementaron en el recuento

de mesofilos totales. El uso de etanol al 75% por 1 minuto en semillas de cafiihua redujo el
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recuento de mohos y levaduras a 1*10* UP/g (Unidad propagadora por gramo) y a 2*10°
UFC/g en mesofilos, partiendo de un recuento en semillas germinadas sin ningun tratamiento
de >1*10'° UFC/g (Mesodfilos totales) y >1*10° UP/g (Mohos y levaduras) (Pastor, 2023).
Asimismo, Pastor (2023) realizé una desinfeccion de las semillas de cafiihua con sorbato de
potasio en concentraciones del 0.5%, 2% y 3% por 30 min, lo cual disminuy0 el recuento de
mesdfilos totales y mohos y levaduras en todas las concentraciones, por lo que se esperaria
que el benzoato pueda tener un efecto positivo en este estudio.

Por otro lado, tratamientos de 30 minutos aplicando combinaciones de sorbato de potasio y
benzoato de sodio en semillas de cafiihua en proporcion 1:1, con concentraciones de 0.5% y
2% de ambos desinfectantes, permiten alcanzar recuento de los microorganismos dentro de
lo permitido por la NTP y son valores que van desde 2000 hasta 7000 UFC/g para mesofilos
totales y de 2000 hasta 20000 UP/g para mohos y levaduras, donde los valores iniciales
fueron >1*10'° UFC/g (Mesofilos totales) y >1*108 UP/g (Mohos y levaduras) (Pastor,
2023). Por consiguiente, al combinarse sorbato de potasio y benzoato de sodio a
concentraciones de 1.3% en este estudio, se esperaria que cumplan una accién eficaz contra
el crecimiento microbiano, a menos que exista alguna interaccion no deseada con otros

desinfectantes o por alguna particularidad de la semilla.

Los resultados pueden estar relacionados con el tipo de tratamiento de desinfeccién vy, la
eficacia del mismo en las semillas, podria verse limitada por el grado de exposicién de los
patdgenos a los agentes quimicos, y se plantea la posibilidad de emplear otros métodos para
alcanzar una exposicion eficaz. Por ello, el encontrar un tratamiento eficaz, rentable,
respetuoso con el medio ambiente, seguro y que no genere un impacto negativo en la
germinacién de semillas, requiere seguir indagando acerca de mas tratamientos alternativos

para estas semillas (Ding et al., 2013).

3.4 Andlisis sensorial

3.4.1 Semillas de quinua germinadas
Se realizd una capacitacion al panel sensorial, formado por 15 personas, acerca de como

realizar la evaluacion sensorial y el llenado de la ficha de cata (Anexo 3). Posteriormente, los
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resultados de las fichas de catacion (Anexo 4) fueron tabulados en Microsoft Excel, para la

construccion de la matriz de las medianas de cada factor y cada tratamiento (Tabla 15).

Es importante indicar que aquellas muestras con recuentos de valores superiores a los

permitidos por la norma no se realizo el analisis sensorial, como es el caso de TQ?7.
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Tabla 15. Matriz de las medianas de las respuestas sensoriales de las semillas de quinua germinada
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3.5 Aplicacidon de modelos factoriales y métodos multicriterio para la optimizacion de

las condiciones de desinfeccion para la germinacion de las semillas de quinua

A partir del disefio experimental aplicado (seccion 2.2.2) se utilizo el programa DART 2.0
en donde se importaron los datos de las medianas de las respuestas sensoriales, el porcentaje
de germinacion y el recuento microbioldgico (mesofilos totales, mohos y levaduras). En
cuanto a las repuestas sensoriales y porcentaje de germinacion se aplico una funcion lineal
ascendente, mientras que, para mesofilo totales, mohos y levaduras, se utilizé una funcion

exponencial inversa.

El programa nos permitié obtener la respuesta multivariada de deseabilidad de las muestras

y que son presentados en la tabla 16.

Tabla 16. Matriz de respuestas de deseabilidad para las semillas de quinua

N°. Exp Deseabilidad
TQ12 0.788
TQ15 0.744

TQ5 0.718
TQ9 0.714
TQ3 0.710
TQ16 0.695
TQ1 0.694
TQ13 0.692
TQ14 0.671
TQ2 0.665
TQ10 0.637
TQ11 0.618
TQ6 0.458
TQ4 0.403
TQ8 0.000
TQ7 0.000

38



La aceptabilidad de las muestras esta relacionada directamente con la funcion deseabilidad.
Los valores de deseabilidad superiores a 0.6 comdnmente indican respuestas aceptables, en
este caso: una buena aceptabilidad entre los catadores, un mayor porcentaje de germinacion
y una menor carga microbiana. Mientras que, valores inferiores, como los obtenidos en las
muestras TQ4, TQ6, TQ7 y TQ8 evidencian una baja aceptabilidad. Es decir, entre las
muestras con mayor valor de la deseabilidad (TQ12 y TQ15), la aceptabilidad serd mayor y
el porcentaje de germinacion, pero el recuento de microorganismos sera menor, porgue en

nuestro caso eso es lo deseable.

Es importante destacar que TQ7 y TQ8 poseen deseabilidad 0.000, porque poseen niveles

superiores de microorganismos permitidos por la norma.

Al ejecutar el analisis de datos en el programa Minitab 20, y aplicado el analisis estadistico
y la evaluacion de la significancia de los diferentes factores (Tabla 17), se obtuvo la respuesta
Optima para las condiciones de desinfeccion de las semillas y donde se observa que la
concentracion de etanol y sorbato son significativas al 90% de confianza (p <0.1).

Tabla 17. Andlisis de varianza del modelo de regresion para el disefio con funcion de
deseabilidad al 90%

Factor Valor_p
AL 0.279
AA 0.92
ET 0.018
SO 0.058
BE 0.917

A partir del andlisis de varianza podemos decir que como en este estudio, se emplearon
concentraciones de 22.25%, 27% y 31.75% de etanol y 1.3%, 3.15% y 5% de sorbato de
potasio de acuerdo al disefio experimental aplicado a las semillas de quinua, se observé que
las distintas concentraciones de etanol y sorbato de potasio (en nuestro rango experimental)
no interfieren en la capacidad germinativa de las semillas. La ecuacion 2 describe el

comportamiento de los desinfectantes utilizados.
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F(D) = 0.5338 + 0.0621 AL — 0.0056 AA — 0.1563 ET — 0.1171 SO
+ 0.0057 BE (Ecuacion 2)

Sin embargo, esta ecuacion fue reducida (Ecuacion 3) a las variables significativas:
F(D) = 0.5338 — 0.1563 ET — 0.1171 SO (Ecuacioén 3)

3.6 Andlisis de microorganismos patogenos en la muestra optimizada de quinua
germinada

En base a los resultados de la tabla 15, la muestra con mayor funcion de deseabilidad fue la

TQ12, la cual fue sembrada (seccion 2.2.10) y los resultados mostraron que tanto la placa

VRB como la SS mostraban una ligera presencia de bacterias coliformes y ausencia de

enterobacterias; pero no son apropiadas para recuento microbiano de bacterias coliformes,

aungue es deseable realizarlo para confirmar que no se supera los limites establecidos en la

norma correspondiente.

Las bacterias coliformes son importantes indicadores de una posible presencia de
contaminacion fecal o de la calidad del agua, por esta razon su cuantificacion y deteccion son
esenciales para garantizar la seguridad publica (Tambi et al., 2023). Las enterobacterias son
indicadores de la presencia de microorganismos patdgenos, y en este estudio se evidencio

que no existe la presencia de los mismos.
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CONCLUSIONES

Las semillas de quinua poseian didmetros de 0.6, 1 y 2 mm, los cuéles no eran factores que
afectaran la capacidad germinativa de las semillas. Las semillas de amaranto fueron
consideradas como granos de grado 3 de calidad por su tamafio inferior a 0.87 mm, no
obstante, otros parametros como su masa hectolitrica (86.73 kg/hl) y su color son

considerados como grado 1 de calidad.

Con relacion a la no afectacion a la capacidad germinativa en las semillas de quinua, los
resultados evidencian que el porcentaje de germinacion se ve afectado; pero no anulado por
concentraciones elevadas de acido lactico (3.5%). En cambio, no se observan interferencias
de germinacion con el uso de acido acético (3.5%) y etanol (31.75%) a las concentraciones
utilizadas en el presente estudio. Respecto, a la capacidad germinativa de las semillas de
amaranto fue totalmente nula y esto se debe a las elevadas concentraciones de acido lactico
(0.5%) y es necesario estudiar una posible accion antagonica de las demas substancias

aplicadas en la mezcla.

Acerca de la carga microbiana de las semillas de quinua, a partir de la respuesta dptima de
las condiciones de desinfeccion, podemos concluir que las concentraciones empleadas de
etanol y sorbato de potasio en este trabajo son significativas; sin embargo, es recomendable
tratar de reducirlas puesto que, aunque no afectan la capacidad germinativa de las semillas y

disminuyen la carga microbiana, también disminuyen la aceptabilidad del producto obtenido.
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ANEXOS

Anexo 1. Muestras de semillas de quinua germinadas bajo las diferentes condiciones

experimentales

TQ1 TQ2 TQ3 TQ4

TQ5 TQ6 TQ7 TQ8

TQ9 TQ10 TQ11 TQ12

TQ13 TQ14 TQ15 TQ16

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 2. Semillas de amaranto colocadas bajo las diferentes condiciones experimentales
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Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 3. Indicaciones de la ficha de cata para semillas de quinua germinada

Instrucciones para la ficha de catacion para semillas de quinua germinada
Por favor, lea detenidamente 1as instrucciones sobre los diferentes parametros a evaluar en la
ficha de catacion. Conforme 2 cada une de los miveles de la excala heddmica, zeleccione una
opcion del 1 al 7 de cada wno de los atributes, siendo 17 la valoracion mds baja v 77 la

valoracion mas alta. Considere lo siguiente para:
Atributo visual

Aspecto: Marque 51 le gusta o disgnsta la zpariencia de la semilla de quinua presentada.
Atributo olfativo

Intensidad: En base a su criteric margue los niveles indicados, ez decir, =1 la intensidad del
aroma de la semilla le gusta o le disgusta.

Ejemplo: 51 una persona lleva un perfume con un aroma muy fuerte, la intensidad del mismo
sobre otras personas serd desagradable v les disgustard, mieniras que un perfume con aroma
suave v agradzble les gustara.

Aroma: Seleccione de acuerdo a su opinién si el aroma de la semillz le gustz o disgusta.
Especifique el aroma: Describa qué aroma es el que mas encaja con su criterio, por gjemplo,
pasto, manzana, flores, etc.

Nota: Unicamente estos son ejemplos de aromas.
Atributo gustativo

Amargor: Conforme z los niveles indicados, marqué = le gusta o disgusta.

Astringencia: La zstringencia es una sensacion de amargor v sequedad misnsa producida en
la boca luego de la ingesta de un zlimento. En base a lo descrito anteniormente, seleccione la
mejor opcion de zcuerdo 2 su criterio.

Gusto: Una vez ingeridas las semillas, escoja de acuerdo 2 los miveles indicados, s1le gnsta o
dizgusta.

Regusto: Es mportants tener en cuenta que, al evaluar este paramefro, una vez ingenda clerta

cantidad de semillas, se debe esperar unos minutos para marcar la respuesta.
Impresidn global de las semillas de guinua germinada

Aceptabilidad general: Bzsindose en su criterio personal, ; Como definirds 2 las semillas de

quinua germimada le gusta o disgusta?

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 4. Ficha de catacion-sensorial para semillas de quinua germinada

Ficha de catacion-sensorial para semillas de quinua germinada

Agradezco su ayuda para realizar la degustacion de las semillas de quinua germinada. Por favor, en el orden que se solicite
desuste las muestras v marque con una (%) el atributo que mejor describa la caracteristica indicada, sesiin su opihion.

Tomese el tiempo necesario para evaluar cada parametro

Nombre:

Muestra: | | Fecha: |

Seleccione una opeidn del 1 al 7 para cada atributo, de acuerdo a lo indicado en 1a tabla de 1a escala hedonica (siendo “17 la
valoracion mas baja v *7” la valoracion mas alta).

Escala heddnica
1 2 3 4 5 ] 7
Caracteristicas| Me Me disgusta Me No me gusta | Me gusta Me gusta Me gusta
disgusta | moderadamente | disgusta | nidisgusta poco moderadamente | mucho
mucho poco
Visual
1 2 3 4 5 ] 7
Aspecio
Olfativo
1 1 3 4 5 b 7
Intensidad
Aroma
Especifique el aroma:
Gustativo
1 2 3 4 5 ] 7
Amargor
Astringencia
Gusto
Regusto
Impresion global de las semillas de quinua germinada
1 1 3 4 5 ] 7
Aceptabilidad
general

Fuente: Elaboracion propia.
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