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RESUMEN

La Chicha de Guifiapo es una bebida fermentada tradicional de la ciudad de Arequipa, esta
bebida es elaborada mediante un proceso fermentativo que consta de diferentes etapas, las
cuales son, la coccidn, filtracion, inoculacion y fermentacion, la materia prima utilizada es el
guifiapo. Actualmente, la preparacion de esta bebida es artesanal, cada picanteria o productor
de chicha tiene una receta propia. Se ha observado en distintas investigaciones que las bebidas
fermentadas tienen un alto potencial bioactivo, convirtiendolos en bebidas funcionales, por tal
motivo el objetivo de esta investigacion fue analizar la variabilidad de distintas caracteristicas
bioactivas durante todo el proceso fermentativo de la chicha de Guifiapo producida en
condiciones controladas. Para ello se realizaron analisis preliminares para determinar el inoculo
adecuado para el proceso fermentativo, la concentracion de guifiapo y el tiempo de
fermentacion. Se utilizé un inoculo sin azucar de la picanteria Charito del distrito de Characato,
con un tiempo de fermentacion de 26 horas y la concentracion de 1:10 tanto para guifiapo como

para indculo.

Ademas, se analizaron distintas caracteristicas bioactivas de la chichas producidas en
condiciones controladas como la concentracion de antocianinas, la concentracion de
polifenoles, la actividad antioxidante, el potencial de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa, la composicién del microbioma y los parametros fermentativos como pH, °Brix y
acidez titulable de la Chicha de Guifiapo, evaluando a las 0 horas, 13 horas y 26 horas dentro
del proceso fermentativo. Se comprob6 que las caracteristicas bioactivas presentan poca
variabilidad durante el proceso fermentativo, convirtiendo a la chicha de guifiapo en una bebida
de gran importancia por su valor nutricional, ademas de que los resultados obtenidos son la base
para futuras investigaciones, como el analisis de metabolitos derivados de microbios y el
establecimiento de cultivos iniciadores en el beneficio de bebidas o alimentos que necesiten
inoculantes, garantizando bebidas de alta calidad, la estandarizacion de procesos y la reduccién

de pérdidas econdémicas.

Palabras claves: Antocianinas, polifenoles, actividad antioxidante, Chicha de Guifiapo,

microbioma.
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ABSTRACT

The Chicha de Guifiapo is a traditional fermented drink from the city of Arequipa, this drink is
made through a fermentation process that consists of different stages, which are, cooking,
filtration, inoculation and fermentation, the raw material used is the guifiapo. Currently, the
preparation of this beverage is handmade; each picanteria or chicha producer has its own recipe.
It has been observed in different investigations that fermented beverages have a high bioactive
potential, making them functional beverages, for this reason the objective of this research was
to analyze the variability of different bioactive characteristics during the whole fermentation
process of chicha de Guifiapo produced under controlled conditions. Preliminary analyses were
carried out to determine the appropriate inoculum for the fermentation process, the
concentration of guifiapo and the fermentation time. A sugar-free inoculum from the Charito
picanteria in the district of Characato was used, with a fermentation time of 26 hours and a

concentration of 1:10 for both middlings and inoculum.

In addition, different bioactive characteristics of the chicha produced under controlled
conditions were analyzed such as anthocyanin concentration, polyphenol concentration,
antioxidant activity, inhibition potential of a-amylase and a-glucosidase enzymes, microbiome
composition and fermentative parameters such as pH, °Brix and titratable acidity of Chicha de
Guifapo, evaluating at 0 hours, 13 hours and 26 hours within the fermentative process. It was
found that the bioactive characteristics show little variability during the fermentation process,
making chicha de guifiapo a beverage of great importance for its nutritional value, in addition
to the fact that the results obtained are the basis for future research, such as the analysis of
metabolites derived from microbes and the establishment of starter cultures in the processing
of beverages or foods that need inoculants, guaranteeing high quality beverages, the
standardization of processes and the reduction of economic losses.

KEY WORDS: Anthocyanins, polyphenols, antioxidant activity, Chicha de Guifiapo,

microbiome..

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

Dentro de la cultura peruana el maiz morado (Zea Mays L.) cumple un rol importante tanto
tradicionalmente como econdmicamente, este es un cereal, fuente de colorantes alimenticios,
contiene pigmentos antocianidinicos, compuestos polifenolicos, almidon, ademas de ser
considerado promotor de la salud por sus propiedades potenciales, actualmente, existen muchos
productos tradicionales o industriales obtenidos a partir de maiz (1). La Chicha es un producto
tradicional derivado del maiz, frutas u otros cereales, su receta varia en cada chichero (persona
que tiene experiencia preparando chicha), dicha receta pasa de generacion en generacion,
manteniéndose como una tradicion (2). Dentro de la ciudad de Arequipa se prepara la Chicha
de Guifapo, la cual tiene como materia prima granos de maiz negro germinado, que

popularmente se le conoce como guifiapo.

Actualmente, existen cerca de 100 picanterias que se encargan de preparar y repartir esta bebida,
cantidad que ha ido disminuyendo notoriamente con el pasar de los afios. Esta situacion es
preocupante ya que a medida que pasan los afios la cultura y tradicion gastrondmica esta en

peligro de desaparecer (4).

La chicha de guifiapo es elaborada a diferencia de otras chichas con granos de maiz a medio
germinar, muchas de las recetas también difieren en el tiempo de fermentacion o en los aditivos
colocados (5). Los diferentes procesos influyen en el producto final obtenido, dando

caracteristicas organolépticas Unicas en cada elaboracion.

Existen distintas investigaciones en las que se han caracterizado distintas bebidas fermentadas,
dandole énfasis a su valor histérico y nutricional, algunos tipos de chicha de otros paises o
productos similares derivados de la fermentacién del maiz se han caracterizado principalmente
en el microbioma (6). Sin embargo, aun no se han investigado las diferencias durante el proceso

fermentativo y su asociacion con la bioactividad potencialmente relevante para la salud.

En este contexto, es importante realizar investigaciones en relacion a la bioactividad y el
potencial nutritivo de la chicha de guifiapo, ya que no existe evidencia cientifica que valorice
el efecto de la fermentacion al producto final. Para ello es importante comprender el proceso de
elaboracion, tiempo de fermentacion, inoculo a utilizar, entre otros. La obtencion de esta
informacion serviria para optimizar dicho proceso, ademas de integrar un producto inocuo y de
calidad y con potencial nutritivo al mercado peruano.
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Es por ello que esta investigacion tiene como objetivo analizar la variabilidad de distintas
caracteristicas bioactivas existentes durante tres tiempos del proceso fermentativo (0,13, 26
horas) de la chicha de guifiapo, para ello se evaluaran los parametros (tiempo, peso de guifiapo,
volumen de agua, volumen de inoculo) que seran utilizados para la elaboracion de la bebida.
Se analizara la concentracion de antocianinas, polifenoles, y la capacidad antioxidante,
potencial de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, y la variacion del microbioma
durante las tres etapas mencionadas. Finalmente, se obtendran los resultados para calificar a la

chicha de guifiapo como una bebida funcional.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE 3%, UNIVERSIDAD
CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

HIPOTESIS

La Chicha de Guifiapo, presenta una variabilidad no significativa para sus principales
caracteristicas bioactivas durante el proceso fermentativo, lo que indica que el proceso

fermentativo no afecta su potencial bioactivo.
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OBJETIVOS
1. Objetivo General

Analizar la variabilidad de las caracteristicas bioactivas de la chicha de Guifiapo

durante el proceso fermentativo, obtenida en condiciones controladas.

2. Objetivos especificos

1. Evaluar los parametros fermentativos (tiempo de fermentacion,
concentracion de guifiapo, concentracion de inoculo) de la Chicha de
Guifiapo bajo condiciones controladas, utilizando el fermentador
LAMBDA MINIFOR, durante el proceso fermentativo.

2. Analizar la concentracion de antocianinas, polifenoles totales, y capacidad
antioxidante en diferentes etapas del proceso fermentativo de la Chicha de
Guifiapo, por métodos in vitro y UHPLC-DAD.

3.  Analizar el potencial de inhibiciéon de las enzimas o-amilasa y a-
glucosidasa de la chicha de Guifiapo en diferentes etapas del proceso
fermentativo por métodos in vitro.

4.  Evaluar la variacion del microbioma durante el proceso fermentativo,
utilizando el sistema ILLUMINA en un analisis Metagenémico de las
regiones 16S e ITS.
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Tabla de variables significativas e unidades indicadoras

Variable Valores de Variable Valores de
dependiente medicion independiente medicion
Concent_rac_lon de (MgC3G/L) 0 horas
antocianinas
Concenfrracmnes de mgGAE/100m! Tlempos_, ple 13horas
polifenoles evaluacion
qua(_:ldad UmolTE/ 100ml 26 horas
antioxidante
Inhibicion de 0 .
enzimas fo Repetlglones de C1-C2-C3
- - . chicha
Microbioma unidades

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

UNIVERSIDAD




._f;\smu-/‘;. UNIVERSIDAD

N -
REPOSITORIO DE “6\CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

GLOSARIO

Guifiapo: Maiz morado a medio germinar o con germinacion interrumpida, seco y molido.
Jora: Maiz blanco o Amarillo, germinado, seco y molido.

Concho: Residuo de una chicha anterior. Contiene gran cantidad de solidos, parecido al
sedimento de la chicha.

Inoculo: Conjunto de organismos, pueden ser especies puras 0 consorcios, se utiliza para
desarrollar un proceso, como la fermentacion.

Kculli: Raza primitiva del maiz morado. Originaria del Peru.
Chichero: Persona que prepara chicha tradicionalmente.
CsG: Cianidin-3-glucosido.

GAE: Equivalentes a &cido galico.

SET: Transferencia de un solo electrdn.

HAT: Transferencia de &tomos de hidrégeno.

ITS: Es la region espaciadora interna transcrita, especifica de hongos.
16S: Region espaciadora de bacteria o arqueas.

TPC: Contenido de polifenoles totales.

TAM: Contenido total de antocianinas monomeéricas.

TAC: Contenido total de antocianinas.

UHPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.
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CAPITULO I

1. Marco Teoérico

1.1. Maiz morado

El maiz (Zea Mays) es un cereal de gran importancia para la cultura peruana, el origen
desconocido de este ha sido base de distintas investigaciones, las cuales toman a México
como un posible punto de origen; sin embargo, gracias a la variedad de ecosistemas del
Perl, se determind que la mayor diversidad de maiz se ubica en este pais (1) . Segun
Gobman (1961), la diversidad de variedades de maiz en el Peru tiene su inicio y auge
en la época incaica con la seleccion intrapoblacional de individuos segun el fenotipo
(5). Es por ello que tenemos variedades como el “Kculli”, caracterizado por el color rojo
oscuro/ morado de sus granos y coronta, mostrando gran cantidad de pigmentos
antocianidinicos, Manrique en 1999 afirm6 que las variedades de maiz morado
provienen de dicha raza (5) (6). EI maiz morado (Zea mays L.), nativo de los andes
peruanos, es cultivado y consumido en gran parte de América del Sur, principalmente
en Ecuador, Bolivia, Argentina y Peru; ademas de ser el ingrediente principal de
alimentos tradicionales peruanos como las bebidas chicha morada, chicha de Jora,

chicha de Guifapo, el postre “mazamorra morada”, etc (7).

Gracias a la presencia de pigmentos antocianidinicos, el maiz morado ha sido tomado
como una rica fuente de colorantes alimentarios a nivel mundial, habiéndose registrado
que entre 1998 y 2002 la exportacion de este maiz alcanzo el 467%, duplicando el precio
por kilogramo. En el afio 2002 se registré un total de 98,000 délares en exportacion de
colorante derivado del maiz morado, mientras que en el afio 2010 alcanzé un total de
187, 745,641 ddlares. Segun el Ministerio de agricultura, la produccion nacional de maiz
morado en el afio 2015 fue de 21,089.12 toneladas. Desde 1993 el Per exporta maiz
morado a EE.UU. y Japén para fines de industria, y en menor escala a Francia,
Inglaterra, Espafia, Bélgica, y Venezuela, lo que posiciona a Arequipa como una de las
ciudades productoras de maiz morado mas importantes del Perd, siguiendo a Cajamarca
y Lima (8).
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1.1.1. Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxonomica del maiz morado segun el Sistema Integrado de

Informacion Taxondmica es (9):
Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae

Infrareino: Streptophyta
Superdivisién: Embryophyta
Divisién: Traqueofitas

Subdivisién: Espermatofitina

Clase: Magnoliopsida

Superorden: Lilianae
Pedido: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea
Especie: Mays
Nombre cientifico: Zea mays L.

Nombre comun: Maiz morado

1.1.2. Variedades o razas de Maiz morado:

La variedad o raza dentro de una especie es definida como una poblacién con morfologia
y fisiologia comdn, asi como similitud en los genes que dan las caracteristicas ya
mencionadas (10). Dentro del Peru se tiene un aproximado de 55 grupos raciales de
maiz, los cuales han sido clasificados segun datos biométricos de la planta, mazorca y
grano (11). En nuestro pais, las razas de maiz han sido agrupadas en seis grupos de
acuerdo a su proceso evolutivo: razas primitivas, consideradas como las mas antiguas
por tener relacion o haber sido encontradas en estratos arqueoldgicos y de estar ligadas

a la raza silvestre de maiz; razas derivadas de las primitivas; ya que derivan de estas ya
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sea por hibridacion, seleccion o aislamiento; razas de reciente derivacion, todas aquellas
que deriven de las primitivas y derivadas de primitivas; razas introducidas, aquellas que
fueron importadas al Perd; razas incipientes, aquellas que son especiales y restringidas
para algunos valles; razas no definidas; son aquellas que tienen su dispersion geografica
limitada (11) (12). Todas las variedades de maiz morado derivan de la raza primitiva
denominada “Kculli”, la que tiene una antigiiedad de 2500 afos aproximadamente,
encontrandose restos arqueologicos en zonas como Paracas, Ica, y Nazca (2). El
ministerio de Agriculturay Riego registra como variedades derivadas de nativas al maiz
a las conocidas como Morado Cantefio, Morado Caraz, Morado Arequipefio, Morado
Cusco y Negro Junin, las razas de reciente derivacion que han sido mejoradas y
obtenidas por el Instituto Nacional de Innovacién Agraria son el maiz INIA 601, para
la sierra norte (Cajamarca) y el maiz INIA 615 “Negro Canaan”, para la sierra centro y
sur (Ayacucho, Junin, Apurimac, Cusco). Por otro lado, en la costa sur (Arequipa), las
razas de mejoradas por la Universidad Nacional Agraria de la Molina son el maiz PMV-

581 para la siembra en sierra media y el maiz PMV- 582 para costa central (8).

1.1.3. Composicion quimica

El Zea mays L. variedad morada consta de grano y coronta (85%y15% respectivamente).
El principal pigmento que presenta el maiz es la antocianina, que se ve en mayor
concentracion en la coronta (13). La composicién quimica del maiz varia segun la raza,
los principales componentes quimicos en el maiz morado son: &cido salicilico, lipidos,
resinas, saponinas, sales de potasio y sodio, azufre, fosforo, y diversos compuestos
fendlicos (14). Segun diferentes autores se determina un aproximado en la composicion
quimica del maiz morado como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion quimica del maiz morado INIA-615 Negro Canaan (15).

Componente Grano (100g) Coronta( 100 g)
Humedad (%) 1.67 2.33
Proteina (Q) 9.26 4.38
Extracto Etéreo (%) 22.18 30.55
Energia (Kcal/1009) 496.7 694.53
Cenizas (g) 1.89 0.35
Carbohidratos (g) 65.01 62.4

1.1.4. Productos a base del maiz morado

El Instituto Nacional de Innovacion agraria (INIA),realizé una investigacion entre los
afios 2001 y 2005 en el que se estudio la conservacion de los cultivos nativos y sus
parientes silvestres, gracias a este proyecto pudo obtenerse informacion sobre el uso
tradicional que se le da a las variedades nativas. También se obtuvo informacion de
distintos usos que se le da al maiz, los cuales segun los registros han sido clasificados
en 5 categorias: uso alimenticio, uso de forraje, uso medicinal, uso para combustible, y
uso para rituales tradicionales. Las partes mas utilizadas son el grano, mazorca, panca,
coronta, hojas, pistilos. El uso de maiz se ha tipificado en diferentes variedades con
respecto a su procesamiento; por ejemplo, obtencion de la chochoca a base de maiz, la
harina de maiz que sirve para hacer principalmente bollos y panecillos; también
mazamorras, tamales, tortillas y torrejas; la jora que es el grano germinado, secado y
molido obtenido se consume en chicha, fresca o fermentada, mientras que el fermento
restante se utiliza para sazonar comidas como el adobo; la machca (grano seco, tostado
entero y molido con otros granos como cebada), el pelado (los granos se hierven en una
solucién alcalina con cal o ceniza, luego se pelan a mano y se secan al sol). Las formas
de utilizar el maiz pueden ser, si se utiliza en grano verde y fresco, como choclo, en
ensaladas, pastel de choclo; si se utiliza el maiz como grano en su estado maduro y seco
puede obtenerse cancha, el cual es el maiz seco y tostado, chicha ya sea la morada que

es hervir la mazorca y coronta en agua abundante o la fermentacion de la jora, u otras

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE 0 CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

variedades de chicha que existen en todo el mundo. Asi como estos, existen muchos
productos tradicionales o industriales obtenidos a partir de maiz. La chicha morada es
uno de los productos mas conocidos nacional e internacionalmente, ademas, de ser uno
de los mas sencillos de preparar. La chicha de jora es preparada Unicamente de manera
tradicional, existiendo distintas formas de prepararla a nivel nacional ya sea por ciudad
y regiones, y uso del tipo de maiz (3).

1.1.4.1. Chicha:

La Chicha es un producto tradicional derivado del maiz, frutas u otros cereales que tiene
diferentes tipos de preparacion en todo el Pert y en Latinoamérica. Segun distintos
autores la chicha es una bebida fermentada que tiene como materia prima distintos
productos como el mosto de uva, la jora (malta de maiz), frutas u otros vegetales con
caracteristicas propias segun su origen, diferenciandose en su preparacion (16).
Actualmente, la elaboracion de la Chicha es artesanal; cambia en cada chichero, persona
que tiene experiencia preparando chicha, la cual tiene un método de preparacion unico
con las recetas de cada uno de ellos habiendo pasado de generacion en generacién y
persistiendo hasta la actualidad, toméandolo como herencia de sus antepasados. La
chicha mas representativa del Per( es la Chicha de Jora, derivada la Jora que es maiz
completamente germinado, y que en lugares como Chiclayo, Huanuco y Trujillo se
utiliza el maiz blanco, mientras que en lugares como Cajamarca, Cuzco, se utiliza maiz
negro o morado (17).

Existen crénicas que son respaldadas por el médico y escritor peruano Hermilio
Valdizan en la que se menciona la historia de la Chicha en el Perd. Se indica que en el
mandato del inca Tupac Yupanqui la chicha fue descubierta por accidente, ya que
debido a las abundantes lluvias el maiz almacenado comenzaba a germinarse, el cual
para evitar la pérdida u contaminacién con hongos, se consigné como alimento para los
animales. Sin embargo, algunas personas logaron consumir el germinado fermentado,
teniendo como consecuencia un estado de ebriedad (18). Haciendo llegar a oidos del
inca la caracteristica alcohdlica de dicha bebida, se le decidi6 utilizar en celebraciones
religiosas importantes como la celebracion del Inti Raymi, fiesta en la que segun la
historia y su representacion anual en Cusco el inca bebe chicha de Jora después haber
dado su reverencia al dios Inti (dios Sol) (19). Desde entonces, la chicha de Jora ha

tomado importancia en la historia, y su consumé se extendié por todo el Peru y partes

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




A ¢ - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE §.CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

de Latinoamérica, ya que en su momento el imperio Inca estaba formado por Ecuador,
Chile, Argentina y Peru. No es de extrafiar que existan diferencias regionales por el tipo
de maiz o grano utilizado, asi como las costumbres propias de cada pueblo dentro del
imperio incaico. Fue recién en la época de la conquista que los espafioles empezaron a
usar el término Chicha, de origen panamefio y que significa maiz. Desde entonces la
cultura de la chicha se posicion6 como parte fundamental de la historia peruana,

popularizandose como bebida tradicional en varias ciudades (20).

1.2. Chicha de Guifapo

La Chicha de guifiapo es una bebida fermentada a base de maiz morado a medio
germinar molido. Caracterizado por su color guinda. Esta bebida es preparada en la
ciudad de Arequipa. A diferencia de otras chichas en el Pert, en Arequipa la chicha se
prepara con granos de maiz negro germinado, que popularmente se le conoce como

Guifapo.

La ciudad de Arequipa esta ubicada a 1,009 km de la ciudad de Lima y cuenta con 8
provincias: Arequipa, Camana, Caraveli, Castilla, Caylloma, Condesuyos, Islay y la
Unidn. Cuenta con 1, 306,000 habitantes y es conocida como la ciudad Blanca, ademas
de contar con una amplia diversidad gastronémica, y como se menciond anteriormente,
es uno de los principales productores de maiz morado y es productor de una de sus

variedades como el Kculli. (8) (21).
1.2.1. Preparacion de la Chicha de Guifiapo:

La elaboracién de la Chicha de Guifiapo, asi como la de otras chichas en el Perd, es
artesanal. Cada chichero tiene su propia receta; sin embargo, la elaboracion base de la
bebida se mantiene constante entre recetas y su preparacion consta de varios pasos, los
cuales consisten en la germinacion del maiz, secado del germinado, molienda,
ebullicion, filtrado, inoculacién y fermentacion. En Arequipa la chicha se prepara con
granos de maiz negro germinado, que popularmente se le conoce como Guifiapo.

Existen referencias de la preparacién de chicha en Arequipa desde el afio 1575 en el
mandato del virrey Toledo, el cual indicaba a dar ordenanza como sigue: “Titulo XVII1:
Que no haya tabernas de chicha en las rancherias sino en otras partes”, a la vez

después el mismo virrey fue quien declaro que era necesario la preparacion de estas
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chichas colocando en otra ordenanza lo siguiente:” Parece que con esto se remedian los
dafios que suceden de la chicha, aunque hagan de sobra porque estando reposada no

dafia tanto y el principal dafo es beberla en ayunas y sin medida. ”. (22)

Figura 1. Detalle del mural de Teodoro Nufiez Ureta: La ciudad de Arequipa, representacion
de una picanteria en la que se servia la chicha de guifiapo. Hotel Libertador de Arequipa, 1948.
(23).

Segun el historiador arequipefio Ventura Travada y Cordova, en el afio 1752 existian un total
de 3000 chicherias abiertas y para el afio 1835 habia un aproximado de 3 mil 200 chicherias
concentradas en el Cercado, Yanahuara y Cayma, que se convirtieron en picanterias por ofrecer
picantes ademas de la chicha de Guifiapo (4). La mujer tuvo un importante rol en la preservacion
de estas tradicionales picanterias, registrandose en el afio de 1940 a 663 mujeres y 67 hombres
trabajando en picanterias. La forma tradicional en como se ha manejado el consumo de chicha
y picantes ha ido mejorando, pero manteniéndose con el paso de los afios. Un rito importante
en las picanterias era el uso de un brindis particular que tenia 3 pasos: tomar un vaso pequefio
de chicha, conocido como bebe, luego de ellos se tomaba ya sea el cogollo o el caporal (Fig.
2), y finalizando con un prende y apaga que es la toma de anis najar. Actualmente, son las
picanterias las que se encargan de repartir esta bebida, sin embargo, la cantidad de estas ha
disminuido notoriamente con alrededor de 100 establecimientos actualmente. Esta situacion es
preocupante para la sociedad picantera de Arequipa pues a medida que pasan los afios la cultura
gastrondmica esta en peligro de desaparecer. (4)
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Figura 2. Vasos Tradicionales para beber Chicha de Guifiapo:
bebe, cogollo y caporal. (24).

1.2.1.1. Germinacion:

Para la fermentacion es importante la germinacion para la trasformacion del almidén en
azucares fermentables. La germinacion es un proceso que implica mecanismos
metabdlicos y morfogenéticos, los cuales tienen como Unico objetivo que el embrion se
transforme en una plantula. La imbibicion es considerada la primera etapa de la
germinacion, la cual consiste en la hidratacion o la entrada de agua a la semilla. La
segunda etapa esta referida a un “sensu stricto” que implica la activacion del metabolismo
de la semilla. Esta etapa es esencial para poder llegar finalmente a la etapa de crecimiento

o elongacion, en la que se produce la exposicion y crecimiento de la radicula (25).

El almidon es uno de los glucidos de mayor concentracion en los granos de cereal como
el maiz, cuya hidrdlisis sucede con la hidratacion; de esta manera se obtiene la energia
necesaria para poder activar el metabolismo de la semilla y convertir tanto el almidén
como otros compuestos de reserva como las proteinas en azucares simples y aminoacidos
respectivamente. Estos recursos liberados por las enzimas producidas por la liberacion de

giberelinas son Utiles para la etapa de elongacion o exposicion de radicula (26).

1.2.1.2. Secado y molienda

Durante el secado ocurren transformaciones quimicas que dependen de la temperatura.
Si es baja (entre los 20 y 30°C) se observa adn el crecimiento lento del embrion, mientras
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que en caso de una temperatura alta cercana o mayor a los 45°C se produce una reversion
dentro del proceso de transformacion de azucares fermentables a polisacaridos no
fermentables (27).

Una vez seco el maiz germinado se lleva a un molino para obtener particulas menores a
300 um. Esta molienda se realiza para logar una mejor coccion y obtener mayores
concentraciones de material fermentable (27).

1.2.1.3. Coccidny filtrado:

La coccion es necesaria para inmovilizar el almidon presente en el Guifiapo obtenido y
lograr que el agua hidrolice este y otros compuestos como proteinas y azucares logrando
asi su solubilizacion, ademas de garantizar la ausencia de microorganismos patégenos
0 agentes toxicos (28). El filtrado es necesario para evitar el paso de solidos de gran

tamano, que sean insolubles o dificiles de consumir.
1.2.1.4. Fermentacion

La fermentacion es un proceso metabdlico biol6gico generado por microorganismos y
la mayoria de veces ocasionado por levaduras salvajes presentes en la materia prima. Se
consideran 5 tipos de fermentaciones: la fermentacion lactica, acética, butirica, de la
glicerina y alcohdlica; teniendo como principal sustrato a los hidratos de carbono (29).
La chicha de Guifiapo se obtiene mediante una fermentacion alcoholica, en la cual los
azucares obtenidos durante la germinacion se oxidan mediante el ciclo de Krebs hasta
ser convertidos en piruvato en la glucdlisis. Posteriormente, el piruvato se descarboxila
y se convierte en acetaldehido que finalmente se reduce a etanol, liberando diéxido de
carbono. De la misma forma, las levaduras transforman otra parte del azicar mediante

la via gliceropiruvica en acido acético, acido lactico, entre otros (30) (31).

Los microorganismos son los encargados de dar las caracteristicas al producto
final de la fermentacion. En el caso de las propiedades organolépticas, la ruta metabdlica
nitrogenada forma productos como los alcoholes amilicos, isobutanol, 2 isobutanol entre
otros, el azucar se transforma en piruvato mediante la glicolisis, reduciéndose a
acetolactato y llegando a transformarse en compuestos aromaticos activos, compuestos

con olor sulfuroso entre otros (32).
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Figura 3. Ruta metabdlica de produccién de etanol. (33).

1.3.  Compuestos Fenolicos

Los compuestos fendlicos son el grupo méas extenso de metabolitos secundarios; son
sustancias no energéticas las cuales desempefian funciones importantes dentro de las
plantas donde se les ve presentes. Las funciones que realizan los polifenoles son:
intervencion dentro el crecimiento y reproduccion de las plantas, ademas de protegerlas
frente a organismos patdgenos, predadores e incluso radiacién ultravioleta. Las
caracteristicas organolépticas estan ligadas a la concentracion de estos compuestos. La
actividad antioxidante, es otra funcion importante de los compuestos fendlicos y su
capacidad depende de su estructura, posicion y el nimero de los grupos hidroxilo y la
naturaleza de las sustancias en los anillos arométicos. La obtencién de los compuestos
polifendlicos se da por dos rutas metabolicas las cuales son la ruta del &cido shikimico
y la ruta de los poliacetatos (34) (35) (36).

Los compuestos fenolicos se caracterizan por presentar un anillo de benceno aromatico
con uno o varios grupos hidroxilo; por ejemplo, los fenoles simples tienen 2 0 3 grupos
hidroxilos en el anillo aromatico y la mayoria de los cereales presentan derivados del
resorcinol. La presencia de compuestos fendlicos en los alimentos es un area de
investigacién continua. Los derivados de acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos
presentan grupos carboxilos; dentro de ellos son considerados los acidos fenolicos. Los
acidos hidroxibenzoicos se diferencian por la presencia del grupo carboxilo, debido a la
union de este grupo a un radical metil (CH = CH-COOH), se observa una mayor
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capacidad antioxidante por una mayor separacion del grupo carbonilo al anillo, en la
Tabla 3 se puede observar la clase y estructuras de compuestos fendélicos (37).

Tabla 3. Estructura y clase de compuestos Fendlicos (36).

ESTRUCTURA CLASE
C6 Fenoles simples, benzoquinonas.
C6-C1 Acidos hidroxibenzoicos.
C6-C2 Acetofenona, &cido fenilacético.
C6-C3 Acido hidroxicinamico, fenilpropanoides.
C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas
C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas.
C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides.
(C6-C3)2 Biflavonoides
(C6-C3)n Ligninas
(C6-C3-C6)n Taninos condensados
(proantocianidinas).

Otros compuestos fendlicos son las cumarinas presentes en frutas y hortalizas. Las
xantonas, estilbenos y benzofenonas tienen en comun la presencia de dos anillos
aromaticos, mientras que las quinonas y betacianinas presentes en la remolacha son
causantes de su color rojo. Por ultimo, los lignanos y las ligninas son algunos de los

polimeros mas representativos dentro del reino vegetal (35) (37).

La chicha de Guifiapo tiene como materia prima al maiz morado germinado, cuya alta
concentracion de compuestos fenélicos es notoria por el color morado o negro presente.
También se puede encontrar los flavonoides (antocianinas), acidos fenélicos, amidas

fenolicas y acido ferdlico (38) .

No existen antecedentes de un perfil polifendlico de la chicha de Guifiapo, pero si del
maiz morado, constituyendo de esta forma un antecedente de investigacion con respecto
a la fermentacion del maiz, ya que dentro del proceso fermentativo existen
biotransformaciones de compuestos iniciales. Los compuestos fendlicos encontrados en
el maiz morado fueron los siguientes: acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico,
derivados de &cido ferulico, flavonoides, derivados del &cido p-cumarico, Quercetina
(39).
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1.4. Antocianinas:

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles, con la caracteristica de estar presentes
en plantas florecientes, flores, frutos, hojas y 6rganos con una variedad de colores de
escarlata a azul. Quimicamente, las antocianinas se presentan en unidades de glucésidos
de las antocianidinas; formandose en agliconas, a la que se le une un azlcar por medio
de un enlace B-glucosidico. Se conocen un aproximado de 20 agliconas, siendo las mas
importantes la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina;
cuyos nombres que derivan de la fuente vegetal de donde se aislaron por primera vez
(40).

La union de las agliconas y los distintos tipos de azucares o hidratos de carbono forman
méas de 150 tipos de antocianinas. El color de las antocianinas se define por los
sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos en el grupo flavilio
(Figura 4). Es por ello que el color azul se da en presencia de varios anillos fenélicos el

grupo hidroxilo, y si agregd metoxilos intensifica el color rojo (41).

Aglicona Substitucién 3 max kﬂm]

Rl R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidma OH H 306 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo) |
Petunidina QOCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura 4.- Estructura y sustituyentes de las antocianinas (42).

Investigadores del Departamento de Horticultura de Texas A & M Universidad de College
Station, Texas cuantificaron la media de antocianina contenida en maiz morado fresco
entero y lo compararon con arandanos (una de las fuentes mas ricas de este compuesto).
Los contenidos de antocianina para maiz morado entero fueron 1642 mg por 100 g de
muestra, mientras que el contenido de antocianina de los ardndanos oscilé entre 138-385
mg por 100 g. Cuando la actividad antioxidante del maiz morado se compard con la del
arandano usando el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), el maiz
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morado tenia, significativamente, 3.8 veces el total de capacidad antioxidante del arandano
(43).

1.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de un compuesto depende de la posicion del grupo hidroxi.
Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides (antocianinas) predominan como los
polifenoles mas tipicos para el consumo humando debido a su presencia en los alimentos
de origen vegetal, razon por la cual el consumo de estos compuestos son diarios. El rango
de consumo es de 25 mg a 1g por dia, dependiendo del tipo de dieta (frutas, vegetales,

granos, té, especias) expresados como acido galico (44).

El interés en el conocimiento de los flavonoides ha aumentado ya que presenta una
actividad farmacoldgica. Estos tienen afinidad a los polimeros bioldgicos (enzimas,
transportadores de hormonas y DNA); por lo que se pueden unir a estos, ademas pueden
quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+, inhibir los radicales
libres. Es por ello que se les da la funcionalidad de inhibir o reducir casos de enfermedades

cronicas no transmisibles como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, etc (45).

Las antocianinas son pigmentos fendlicos que tienen una estructura quimica adecuada para
actuar como antioxidantes, pudiendo donar hidrégenos o electrones a los radicales libres o
bien atraparlos y desplazados en su estructura aromatica. Se les conoce como antioxidantes
ya que el grupo aromatico posee la capacidad de soportar el des apareamiento de electrones
por desplazamiento del sistema de electrones-r, (46).

La alta capacidad antioxidante presente en distintos alimentos es necesaria para combatir
los radicales libres generados por el organismo. Los radicales libres son moléculas que
tienen un electrén desapareado, lo que puede provocar enfermedades y llevar al organismo

en un estrés oxidativo (47).

1.5.1. Métodos para analizar la capacidad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante es necesario aplicar procesos en los que se
utilicen compuestos antioxidantes en un proceso de oxidacion controlada. Se pueden
observar una clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de reaccion
SET (Transferencia de un solo electron) o HAT (Transferencia de atomos de hidrogeno).
Dentro del modo de reaccion SET, se puede observar los ensayos, Acido 2,2” -azino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS); 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), el poder de
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reduccion antioxidante del hierro (FRAP), N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD), N,N-
dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) y la Capacidad de reduccion antioxidante del cobre
(CUPRAC); y dentro de la categoria HAT tenemaos al ensayo de la Capacidad de absorcion
del radical oxigeno (ORAC), Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP),
Inhibicion de la oxidacién del &cido linoleico e Inhibicion de la oxidacion de los lipido de
baja densidad (LDL) (48).

1.6. Actividad Antihiperglicémica

La diabetes es una enfermedad que puede causar complicaciones graves si los niveles de
glucosa en sangre no se controlan adecuadamente. En el Per( se observa un 7% de adultos
con diabetes mellitus (tipo 1y 2), siendo la tipo 2 la mas recurrente alcanzando el 97%. La
diabetes tipo 2 ocupa el 8vo lugar de muertes, el 6topor causar ceguera y el principal por
causar la enfermedad crénica renal (ECR). También el 31.5% de infartos cardiacos y el
25% de accidentes cerebro vasculares (ACV) ocurren en pacientes diabéticos (49).
Arequipa presenta un indice del 7% en diabetes tipo 2, y ocupa el 2do puesto de casos de

diabetes a nivel nacional, después de Lima. (50).

En los Estados Unidos hay un nimero creciente de adolescentes y adultos que tienen
prediabetes, mientras que 25,6 millones de personas tiene diabetes, convirtiendo a esta
enfermedad en una silenciosa causa mortal de mucho cuidado. Es por ello que se busca
evaluar la inhibicion de las enzimas como las amilasas y las glucosidasas, encargadas de
metabolizar los hidratos de carbono (51), la acarbosa inhibe las enzimas mencionadas, es
recetada como agente terapéutico para el control de la hiperglicemia, su accion consta de
unirse a los sitios de union de las enzimas, impidiendo asi la unién y posterior hidrolisis

enzimatica de carbohidratos por parte de las amilasas y glucosidasas (52) .

1.7. Andlisis metagendmico realizado en bebidas fermentadas

1.7.1. Metagendmica

El andlisis del microbioma presente en una muestra, cominmente era realizado con
técnicas moleculares como la PCR cuantitativa o el método de Sanger, utilizando a su vez
la electroforesis en gel o la hibridacion fluorescente in situ, la region a analizar dependia
del tipo de muestra. Actualmente, la Metagenémica es una técnica que se utiliza para
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poder estudiar la composicion microbiana de una muestra, evitando la clonacién y cultivo,
disminuyendo el tiempo y coste econdmico del mismo analisis y aumentando la eficiencia
de los resultados (53). A menudo se realizan estudios metagenomicos de poblaciones
microbianas, utilizando el gen procariota 16S ribosomal RNA que contiene regiones
conservadas y variables que facilitan la secuenciacion y clasificacion filogenética. Se
necesita aislar el DNA presente de la muestra a analizar, se prepara una biblioteca,
seguida de la secuenciacion, y un andlisis completo de la data obtenida. Se realiza un
analisis de extremo a extremo para la region 16S. Al combinar el protocolo de preparacion
de bibliotecas, el sistema MiSeq y un software de analisis simple, se pueden analizar
muestras microbianas complejas de forma rapida y sencilla (54) (Fig. 5).

En el caso de los hongos se analiza la region ITS, un marcador de DNA comun para una
identificacion de hongos a nivel de especie es la region del espaciador interno transcrito
(ITS) del cistron de rRNA. Utilizar esta region para poder conocer los microorganismos
que interacttan en procesos bioldgicos importantes como la simbiosis, la descomposicion

y la progresién de la enfermedad, incluida la micosis cutanea (55) (Fig. 5).

YN K PRIMERS (Segiin Generar librerias
7 la regién de de secuencias
ASWAY A interes [Fv-Rv)
Extraccién de DNA - L:i_j
S " =

£

Analisis de

informacion en el Secuenciacion
sistema automatizada de
Metagenomics clustersz en el
(16S-ITS) sistema Miseq

Figura 5.- Flujo de trabajo del analisis metagenomico 16S-ITS (54).

Los alimentos fermentados han sido investigados ampliamente, gracias a las propiedades
que el mismo proceso de fermentacion otorga. La concentracién de microorganismos

presentes dentro de cada proceso fermentativo se han tornado de gran importancia,
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logrando evaluar la participacion de cada microorganismo presente y darle un enfoque de
andlisis total llegando a un enfoque multibmico involucrando informacion de
biotransformacién por medio de cada sistema metabodlico de cada microorganismo y otros
estudios relacionados. La importancia del estudio metagendmico de alimentos fermentados
tradicionales, se centra en poder identificar grupos de microrganismo que pasan
desapercibidos en otros andlisis por estar en bajas concentraciones, y también poder ligarlo
con un estudio metabolomico, que se encargara en si en identificar y cuantificar todos los
metabolitos presentes en un ecosistema y de esta manera poder mejorar la calidad de estos

alimentos para un mejor aprovechamiento de sus propiedades bioactivas (56).

1.7.2. Analisis metagendmicos realizados en bebidas fermentadas

Existen muchos alimentos que pasan un proceso fermentativo para poder llegar a su
presentacion final antes de su consumo, la mayoria son preparados artesanalmente por ende
no hay conocimiento del contenido microbiano existente en estos alimentos, sin embargo,
hoy en dia sigue aumentado las investigaciones en donde se analizan e interpretan el
contenido y la funcion de la microbiota presente en bebidas tradicionales fermentadas. Por
ejemplo: En China existe una bebida fermentada conocida como da-jiang, esta bebida
elaborada a base de soja, la cual ha sido ampliamente investigada en cuanto a su inoculacion
ya que al ser una bebida tradicional es de suma importancia dentro de la cultura de la misma,
se menciona que esta bebida de mas de dos mil afios de historia paso de una inoculacion
natural a una sintética, ya que de esta manera se consume una bebida inocua y altamente
productiva. Entonces analizar la funcion microbiana en la fermentacion de da-jiang y
controlar los puntos criticos de fermentacion es importante para lograr una alta produccién
y un consumo seguro (57). Se realiz6 un andlisis metagendmico del da- jiang donde se
determingé la participacion de 248 géneros, incluidas 841 especies, donde se destacan la
Pseudomona Chlororaphis y Pseudomonas fluorescens, ademas de su participacién en
aspectos como el color de la bebida y la produccion de compuestos bioactivos como

tiramina e histamina (57).

Asi también como la Tarhana, bebida tradicional de Turquia de la misma manera investigar
la participacién de toda la microbiota presente es de suma importancia para mantener un
consumo seguro de esta bebida, ademas de que se conoce la abundancia de los géneros
Bacillus y Clostridium, los cuales son los principales organismos que actdan dentro de la
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fermentacion, se reconocieron otros géneros y especies importantes para futuras

investigacion alrededor de esta bebida gracias al anélisis metagendmico realizado (58).

Entonces el andlisis metagenomico en la chicha de guifiapo es importante, ya que hasta el
momento no existe una base de datos que mencione con exactitud la participacion de
microorganismos dentro de esta fermentacion, ademas de que esta bebida es de suma

importancia para la cultura Arequipefia.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Ciencia de Alimentos de la
Vicerrectoria de Investigacion (Pabellén F-404) de la Universidad Catolica De Santa Maria.

2.2. Materiales

2.2.1. Materia prima

e Guifiapo: Maiz germinado y molido en condiciones controladas. EI maiz fue obtenido
en la localidad de Corire de la ciudad de Arequipa, Perd. ElI maiz utilizado es una
semilla autorizada por SENASA denominada INIA 615 Negro Canaan, el certificado
se puede observar en el Anexo 1.

¢ Inoculo: El indculo o concho utilizado fue de la picanteria la Charito del distrito de

Characato.

2.2.2. Equipos y materiales

e Agitador magnético (ASHA serie, A & amp, China).

¢ Kit Fermentador LAMBDA MINIFOR.

e Agitador orbital (SK-O330-Pro, SCILOGEX, EEUU).

e Balanza analitica (Explorer® Analitica, OHAUS, EEUU).

e Bomba al vacio (2546, Welch, Alemania)

e Campana extractora (FHI800(P), BIOBASE, EEUU).

e Centrifuga (Hettich,Rotofix 32A).

e Cocina eléctrica (Dinamic Inox Duo - MGF: 8022, Magefesa, EEUU).
e Espectrofotometro (Evolution 201, Thermo Scientific, EEUU).
e Estufa de secado (MEMMERT, UN750)

e Lector de microplacas (Sinergy, HTX)
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e Potenciometro (HI 3220, HANNA Instruments, Italia).

e Rotavapor con bafio maria y bomba de vacio (Rotavapor® R-100, Buchi,
Alemania).

¢ Sistema de produccion de agua ultrapura (Simplicity®, MERK, EEUU).

e Vortex (WIZARD IR Infrared Vortex Mixer, Velp Scientifica, Italia).

Reactivos

e Metanol p.a. (Merck).
e ABTSs (2,2-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) 98% (Sigma-Aldrich).
e Trolox (6 — hidroxi - 2, 5, 7, 8 —tetrametilcroman—2- &cido carboxilico) 97%
(Sigma-Aldrich).
e Acido Clorhidrico p.a. (Merck).
e DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrasil) 98% (Sigma-Aldrich).
e Fosfato Dipotasico p.a. (Merck).
e Fosfato Mono potasico p.a. (Merck).
e  4-nitrofenil-a-D-glucopiranosa (N1377-5G) (Merck).
e Acarbosa 95% (Merck).
e o-amilasa pancreatica (Type VI-B, > 10 unid/mg; Sigma, A3176-10 MU)
NUmero EC 232-565-6.
e a-glucosidasa de levadura (Sigma, G5003-100UN) Numero EC 232-604-7.
e Difosfato de Sodio ACS (Merck).
e Fosfato Disodico p.a. (Merck).
e Almidon p.a. (Merck).
e DNS (Acido dinitrosalicilico) 98% (Sigma-Aldrich).
e Acido Galico p.a. (Merck).
e Reactivo de Folin Ciocalteau (Merck)
e Carbonato de sodio p.a. (Merck)
e Cloruro de potasio p.a. (Merck)
e Acetato de sodio p.a. (Merck)
e Acetonitrilo p.a. (Merck)

e Acido Formico p.a. (Merck)
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Materiales de vidrio y otros

Pipetas de vidriode 1,5y 10 ml.

Probetas de 10, 50, 100 y 500 ml.

Tubos de centrifuga 15 y 50 ml.

Tubos de ensayo de 25 ml.

Tubos de microcentrifuga 2 ml.

Vasos de precipitado 50 y 250 ml.

Columnas SPE 6 ml Thermo Scientific™ HyperSep™ Verify-CX
Frascos ambar 1 L.

Matraz aforado de 5, 10 y 500 ml.

Micropipetas de 0.2-20 pl, 20-100 ul, 100-1000 pl y 500-5000 pl.
Microplacas (transparente) 96 pocillos de 400pl c/u.

2.3. Metodos

2.3.1. Determinacion de los parametros fermentativos de la Chicha de Guifiapo bajo

condiciones controladas.

Para la determinacion de los parametros fermentativos para la elaboracién de la chicha,

se siguio el procedimiento mostrado en la figura 7. Para poder obtener un proceso

optimo de elaboracion de Chicha de Guifiapo fue necesario determinar: La cantidad de

inoculo, la concentracién del guifiapo y el tiempo de fermentacion.
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Figura 6.- Flujogama del proceso de elaboracién de chicha

2.3.1.1. Determinacion de in6culo

Los indculos elegidos fueron recolectados en los mercados principales seguin su
popularidad de los distritos de Cercado (inéculo con azlcar y sin azlcar), Cerro
Colorado (inéculo con azucar y sin azucar), y de una picanteria en el distrito de
Characato, ya que segun Vargas-Yana et al. (2020) este chicha mostro excelentes
resultados en los anélisis realizados en su investigacion (59). Para realizar el
experimento se tomé como referencia el uso de 100 g de Guifiapo para 2 L de agua, este
se llevd a coccion durante 1 hora a partir de la ebullicién, obteniendo un volumen final
de 1 L. La solucion se repartio en volumenes de 100 ml en botellas de pirex estériles, a
las que se les agregd 8.33 ml de indculo o concho (se utilizaron los conchos
recolectados). El tiempo de fermentacion fue de 24 horas. Finalmente, se tomaron
muestras de las unidades experimentales (UE), los cuales fueron 6, y se almacenaron

para los respectivos analisis.
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Figura 7. Flujograma de eleccion de inoculo

2.3.1.2. Determinacion de concentracion de Guifiapo e inoculo

En esta prueba preliminar se utilizaron 4 unidades experimentales. Para esto se tomé
como referencia un tiempo de fermentacion final de 24 horas y tiempo de coccién por 1
hora a partir de la ebullicién (60). Estos andlisis preliminares buscaron determinar la
concentracion de Guifiapo con agua para la etapa de coccion, y la concentracion inoculo
con la solucion de coccion para la etapa de fermentacion. Se tiene como concentracion
de Guiiiapo “A” a una concentracion de 1:10 ( en este caso 200 gramos de Guifiapo en
2 litros de agua), los que tienen la concentracion de Guifiapo “B” se refiere a una
concentracion de 1:20 (en este caso tiene 100 g Guifiapo en 2 litros de agua), en el caso
de la concentracion del Inoculo “C” tienen una concentracion de 1:10 (en este caso 40
ml de concho en un volumen final de 400 ml) y el Inéculo “D” una concentracion de
1:5 (teniendo 80 ml de inoculo en un volumen final de 400 ml). Se realizaron dos tomas
de muestra de 15 ml cada una, después se llevé a centrifugacion de 3500 RPM durante

5 minutos. Finalmente se almacenaron a 4°C para los analisis necesarios.
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Figura 8.- Flujograma de ensayos para eleccion de concentracion de Guifiapo y de in6culo

2.3.1.3. Determinacion de tiempo de fermentacion

Para determinar el tiempo de fermentacion se siguio el proceso de elaboracion de Chicha
de Guifiapo, siendo en la etapa de fermentacion la que se llevo a evaluacion tomando en
cuenta una fermentacion continua hasta 48 horas, tomando muestra a las 0 horas, 19
horas, 24 horas, 26 horas, 28 horas, 42 horas y 48 horas, para después realizar los analisis

pertinentes, este ensayo se realiz6 en el fermentador LAMBDA MINIFOR.
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Figura 9. Ensayo de determinacion de tiempo de fermentacion

2.3.2. Elaboracion de Chicha de Guifiapo

Se llevaron a cabo 3 procesos fermentativos en el Kit Fermentador LAMBDA
MINIFOR, las cuales seran denominadas como chicha 1 (C1), chicha 2 (C2), y chicha
3 (C3). Las 3 siguieron el mismo patron en su elaboracion segun la figura 10, con la
unica diferencia el volumen de indculo colocado, siguiendo el patron de concentracion
1:10 v/v. El tiempo de fermentacion fue de 26 horas. Se tomaron muestras de las chichas
elaboradas a las 0 horas, 13 horas y 26 horas del proceso de fermentacion, tomando 6
alicuotas de 50 ml de muestra en tubos falcon, 2 tubos se almacenaron en refrigeracion
para el analisis proximal, otros 3 tubos se sometieron a centrifugacion refrigerada de 15
min a 3500 RPM, interesandonos el sobrenadante para otros anélisis que se realizaron;

y el dltimo tubo se mantuvo en almacenamiento a -20 °C para analisis Metagendmico.
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Figura 10. Proceso de elaboracion de chicha de Guifiapo. A. Inoculo.
B.Coccidn. C. Instalacion del equipo Fermentador LAMBDA MINIFOR.
D. Chicha final

2.3.3. Analisis fisicoquimicos

Se realizaron los ensayos de grados Brix, acidez titulable y pH, para cada muestra de
chicha obtenida a las 0 horas, 13 horas y 26 horas de fermentacion. Para el ensayo de
grados Brix, las muestras estuvieron a 20°C y se utilizé un refractometro, para pH se
utilizé un medidor de pH, la acidez titulable se determiné por el método de AOAC
942.15 (61).

2.3.4. Analisis proximal

El analisis proximal de las muestras de chicha se realizé en el laboratorio de control de
calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria, en el que obtuvieron resultados para:

e Determinacion de proteinas —método Kjeldahl AOAC (62).
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e Determinacion de humedad AOAC (61).

e Determinacion de fibra cruda, NTP (63).

e Determinacion de grasa, NTP (64).

e Determinacion de ceniza, NTP (64).

e Determinacion de hidratos de carbono, método utilizado por calculo.
e Determinacion de contenido calorico, método utilizado por célculo.

e Determinacion de azucares reductores directos y totales en alimentos (65).

2.3.5. Analisis de la concentracion de antocianinas y compuestos polifenodlicos,
capacidad antioxidante en diferentes etapas del proceso fermentativo de la

Chicha de Guifiapo, por métodos in vitro y UHPLC-DAD.

2.3.5.1. Contenido fendlico total (TPC)

El contenido fendlico total se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu (66).
Para ello se pesaron 3 gramos de &cido galico, se llevaron a una fiola y se enraz6 a un
volumen de 25 ml teniendo una concentracion de 120 mg/ml. Luego de ello se realizo
una curva de calibracion con distintas concentraciones de acido galico (Tabla 4) para un
volumen de 500 pl. A cada cubeta se le agregaron 250 pl de reactivo de Folin Ciocalteu
IN y 1250 pl de Carbonato de Sodio al 25%, para luego ser leidos en un
espectrofotometro de UV visible a 755 nm. Para la evaluacion de las muestras se
diluyeron 1:20 con agua ultra pura en un volumen final de 1000 pl, tomando 500 pl y
agregandole 250 pl de reactivo de Folin y 1250 de carbonato de Sodio. Por cada muestra
se hizo un triplicado de ensayos y lecturas. El resultado final, se determiné en unidades
de miligramos de equivalentes de acido galico (GAE) por 100 ml de Chicha.
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Tabla 4. Datos para la curva de Calibracion de contenido total de polifenoles

Solucién Madre :I?:JZ mg de acido galico/ml R:jeeag\l/i?] Na.COs
20ul 480l 0.0048 250 pl 1250 pl
40pl 460pl 0.0096 250 pl 1250 pl
60ul 440ul 0.0144 250 pl 1250 pl
8ol 420pl 0.0192 250 pl 1250 pl
100pl 400pl 0.0240 250 ul 1250 pl
120pl 380pl 0.0288 250 ul 1250 pl
140pl 360pl 0.0336 250 ul 1250 pl
160l 340pl 0.0384 250 pl 1250 pl
Blanco 500 pl - 250 pl 1250 pl

2.3.5.2. Analisis de capacidad antioxidante

El andlisis de actividad antioxidante se analizd segun los métodos de Pérez Jiménez
(67), el método 2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS) vy el
método de 2,2-difenil-1-pirilhidrazilo (DPPH). En ambos métodos se calcularon los
porcentajes de actividad inhibitoria obtenidos de los ensayos de captacion de radicales
DPPH y ABTS vy los resultados se expresaron como pmol de equivalentes de Trolox
(TE) por 100 mL de Chicha utilizando una curva de patron Trolox (100 a 900 uM) para

ambos métodos.

2.3.5.2.1. Capacidad Antioxidante por ABTS:

Se prepard la solucion madre pesando 0,0168 g de Peroxidodisulfato de Potasio (K2S20sg)
junto a 0,0960 g de Sal diamonio 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonicacid)
(ABTS*) en 25 mL de agua destilada. Se dej6 en agitacién por 16h a T° ambiente en
oscuridad, y se dejé en refrigeracion. La solucién de trabajo ABTS, se obtuvo al diluir
con metanol la solucion madre ajustando su Abs a 0.700+0.002. La solucion stock
(Trolox) se prepar6 a una concentracion 2,5 mg/10 mL de solvente (metanol). Se
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construy6 una curva de calibracion de acuerdo a la tabla 5, a la que se le agregaron 3.9
ml de ABTS solucion de trabajo, se dejo incubar en oscuridad por 6 minutos y se llevo a
lectura a 734 nm. También se tuvieron controles a los que se les agregaron 100 pl de
metanol y 3,9 ml de ABTS, con las lecturas de absorbancia mostradas se analizaron el %

de inhibicidn utilizando la siguiente formula:

(abs control — abs muestra) * 100

%Inhibicion = abs control

Ya teniendo el porcentaje inhibicion del Trolox, se armo una curva en la que se obtuvo
una ecuacion de la recta, con ella se interpolaron las absorbancias obtenidas de las
muestras de chicha, para ello se tomaron 100 pl de muestra y se le agrego 3.9 ml, se dejé

incubar en oscuridad por 6 minutos y se ley6 a 734 nm.

Tabla 5. Datos para la curva de Calibracion para ABTS.

N° uM TE SOL. STOCK (ul) VOL. AFORO (ul de metanol)
1 100 100 1000
2 200 200 1000
3 300 300 1000
4 500 500 1000
5 700 700 1000
6 800 800 1000
7 900 900 1000

2.3.5.2.2. Capacidad Antioxidante por DPPH:

Se prepard0 una solucion madre de 2,2-Difenil-1-picrilhidrasil (DPPH), con
concentracion 12.5 mg /100 mL metanol. A partir de esta se prepard una solucion de
trabajo en la que se colocaron 25 ml de DPPH solucién madre y 975ml de metanol para
obtener una concentracion de 2.5 mg/100 ml. La solucion stock (Trolox) tuvo una
concentracion de 2,5 mg/10 mL metanol y con esta se construyé una curva de
calibracién como se muestra en la tabla 6. Se le agregaron 3.9 ml de DPPH, se dejé
incubar por 25 minutos en oscuridad y se llevé a lectura a 515 nm. Se tuvieron controles
a los que se les agregaron 100 pl de metanol y 3,9 ml de DPPH, con las lecturas de

absorbancia mostradas se analizaron el % de inhibicion utilizando la siguiente formula:
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(abs control — abs muestra) * 100

%Inhibicion = abs control

Tabla 6. Datos para la curva de Calibracion para DPPH.

Ne uM TE SOL.STOCK (u)  VOL. AFORO (ul de
metanol)
1 100 100 1000
2 400 200 1000
3 300 300 1000
4 500 500 1000
5 800 800 1000
6 900 900 1000

Ya teniendo el porcentaje inhibicién del Trolox, se armo una curva en la que se obtuvo
una ecuacion de la recta, con ella se interpolaron las absorbancias obtenidas de las
muestras de chicha que de la misma manera se tomaron 100 pl de muestra y se le agregd

3.9 ml con incubacion de 25 minutos y una lectura a 515 nm.
2.3.5.3. Contenido de antocianinas monoméricas totales

El contenido total de antocianinas monomeéricas se determind mediante el método de pH
diferencial (68). Para este analisis se prepararon 2 buffers, el primero fue el buffer de
cloruro de potasio. Para ello se mezclaron 1.86g de KCI en 980ml de agua destilada, se
midio el pH y se ajust6 a 1.0 con HCI concentrado, y se llevo el volumen a 1 litro. De la
misma manera se prepar0 el Buffer acetato de sodio, en el que se mezclaron 54.43g de
acetato de sodio en 980ml de agua destilada, se midio el pH y se ajustd a 4.5 con HCI

concentrado, y también se llevé el volumen a 1 litro.

Para determinar la longitud de onda en la que se analizarian las muestras, se siguieron los

siguientes pasos:

a) Se diluyd la muestra con un factor de dilucion 5, en un volumen de 3ml. Se
diluy6 con KCI.
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b) Se realiz6 un barrido para determinar el pico méas alto y elegir la longitud de
onda para la lectura.

Se leyeron todas las muestras por triplicado con un factor de dilucion 5 volumen

final de 3 ml, a 513 nmy 700 nm.

Se obtuvo la concentracion de antocianinas monoméricas con la siguiente

ecuacion.

Abs * MW = DF = 1000
€

MAP =

DONDE:

MW: PESO MOLAR DE CIANIDIN 3 GLUCOSIDO 449.2 g/mol
DF: factor de dilucion

e coeficiente de extinsion molar: 26.900

Los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de cianidin-3-
glucosido (C3G) por litro de Chicha.

2.3.5.4. Contenido de polifenoles

La purificacion de polifenoles se realiz6 a través del metodo de Rodriguez-Saona et al.
(69). Se acondiciono la columna SPE C18 con 12 ml de metanol 0.01 % HCI, luego se
adicionaron 18 ml de H20 0.01 % HCI. Se colocaron 500 pl de muestra. La muestra se
lavé con 12 ml de H20 0.01%HCI y finalmente se eluyé la muestra con 12 ml de metanol
p.a... La porcion eluida se llevé a rota evaporacion a 40°C hasta sequedad. Se
resuspendio en 1 ml de agua ultra pura y se filtr6 con un filtro de difluoruro de
polivinildieno (PVDF, 0,22 um).

Para inyectar las muestras obtenidas se preparé el sistema UHPLC ultiMate 3000 RS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La fase estacionaria fue la columna
OO0D-4475-AN, modelo Kinetex (Kin-c18), y la fase movil fue una combinacion de dos
soluciones, acido formico (A) al 0.1% y acetonitrilo (B) al 100%, estas soluciones
fueron filtradas antes colocarlas en el HPLC.

Cada muestra tuvo una corrida de 20 minutos teniendo un flujo de salida de 0.2 ml/min.
Las lecturas se realizaron en 280 nm, 320 nm, 360 nm y 525 nm.

La gradiente de trabajo se puede observar en la tabla 7.
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Tabla 7. Gradiente utilizada en la corrida de HPLC

Tiempo (min) Flujo (ml) A (%) B (%)
0 0.2 2 98
2 0.2 2 98
3 0.2 15 85
9 0.2 45 55
10 0.2 98 2
13 0.2 98 2
14 0.2 2 98
17 0.2 2 98

Se evaluo la concentracion total de antocianinas a 525 nm de longitud de onda.
2.3.6. Analisis del potencial de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa de
la chicha de Guifiapo en diferentes etapas del proceso fermentativo por métodos

in vitro.

2.3.6.1. Inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa

La metodologia utilizada fue la indicado por Worthington V. et al. (70) y modificado
por Gonzales A. et al. (71).

Se prepararon los reactivos necesarios para la reaccion enzimatica, el buffer NaPO4
0.02M (pH 6.9 con NaCl 0.006 M), el sustrato (en este caso almidon al 1%), la enzima
a-amilasa (0.5 mg/ml) contenida en buffer fosfato de sodio 0.02 M (pH 6.9 con NaCl
0.006 M), el reactivo &cido 3.5 dinitrosalicilico (DNS), el control positivo fue la

acarbosa a 1000 ppm.

Se tomaron 500 pl de cada nuestra a analizar ademas del control positivo, y el blanco,
se colocaron en tubos de ensayo de 20 ml. A las muestras, al control positivo y al control
negativo se le agegaron 500 pl de enzima, y al blanco de muestra y el blanco se le
agegaron 500 pl de buffer. Se dejo reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Pasados los 10 minutos a todas las muestras se les agregaron 500 ul de almidén, y 1 ml
de DNS. Se colocaron todos los tubos preparados a 100°C durante 10 minutos.
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Pasados los 10 minutos se le agego 15 ml de agua destilada. Se agit6 y se colocé en
cubetas de lectura y se midid la absorvancia a 540 nm.

El resultado se determino segln la siguiente ecuacion:

(Abscontrol - Absmuestra) "

100
AbScontrol

%Inhibicion =

La absorbancia de la muestra se determin6 con la diferencia de la absorbancia del

extracto menos la absorbancia del blanco de la muestra.

Los resultados se expresaron como % de inhibicion por mg de muestra y se evaluaron a

3 diferentes concentraciones de muestra y cada uno por triplicado.

La reaccion ocurrida es la del acido 3.5 dinitrosalicilico (DNS) el actia como compuesto
reactante produciendo una reaccion Redox, oxidando los azlcares reductores. EI DNS
al reaccionar emite un color rojizo, cuya intensidad dependera de la cantidad de azlucares
reductores presentes. La presencia de inhibidores de alfa amilasa provoca la poca

presencia de azucares reductores (72).

Ox @ 0.0
= ="
- . Azucar .J\ N szucar
(ﬁ::l S reductor ——= rﬂ—_ﬁm.lf’ ©H oxidado
OaN NO, oN”~ ™~ "NH,
3.5 acido dinitrosalicilico 3-amino-S-salicato % S40nm

Figura 11. Reaccién de oxidacion de azlcares reductores, método DNS (72).
2.3.6.2. Inhibicién in vitro de la enzima a-glucosidasa

El procedimiento se realizd segin lo indicado por Worthington V. et al. (73) y

modificado por Gonzales A. et al. (71).

Se prepard el buffer KPO4 0.1M, combinando dos reactivos K:HPOs y KH2PO4 hasta
alcanzar un pH de 6.9. El sustrato utilizado fue el p-nitrofenil a-D-glucopiranasa 5SmM.
La enzima es a-glucosidasa (10U/ml), el control positivo fue la acarbosa 5mg/mi.
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En una microplaca se organizaron las muestras agregando 50 pl de muestra, acarbosa y
buffer, a todos los pozos se le agregaron 50 pl de buffer. ilnmediatamente se agegaron
100 pl de enzima dejando en reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Despues de ello se agregaron 50 pl de sustrato llevando a una primera lectura de tiempo

0 las muestras, y luego de 5 minutos se realizd una segunda lectura.

El porcentaje de inhibicion se determind con la siguiente ecuacion:

Abs — Abs
( control muestra) * 100
AbScontrol

%Inhibicion =

Para los célculos, las absorbancias del tiempo 0 se restaron a las del tiempo 5 min. Los
resultados se expresaron como % de inhibicion por mg de muestra y se evaluaron 3

concentraciones diferentes.

2.3.7. Evaluacion de la variacion del microbioma durante el proceso fermentativo,
utilizando el sistema ILLUMINA en un analisis Metagenomico de las regiones

16Se ITS.

2.3.7.1. Andlisis del microbioma

El anélisis metagenémico se llevd a cabo en el laboratorio de molecular de la
Universidad Nacional de San Agustin. Se utiliz6 el equipo ILLUMINA para la corrida
de muestras y se utilizd la base de datos de ILLUMINA, los datos obtenidos se
transfirieron, analizaron y almacenaron en Base Space Sequence Hub, que es el entorno
informéatico gendmico de Illumina. Se llevd a cabo la identificacion de hongos,
levaduras y bacterias, analizando las regiones 16S e ITS. Los resultados se dieron en

porcentajes con respecto al total de microorganismos encontrados (54) (55).

2.3.8. Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico de los resultados en el programa Statgraphics XVII-

X64 aplicando un analisis de varianza (ANOVA).
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CAPITULO III
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion de los parametros fermentativos de la Chicha de Guifiapo bajo

condiciones controladas.

Eleccién de inéculo

Para la eleccion del inoculo se llevaron a cabo los siguientes analisis °BRIX, pH y acidez
titulable sobre el producto de los procesos fermentativos, se usaron indculos de distintos
lugares de la ciudad de Arequipa. En la tabla 8 se puede observar los resultados obtenidos
de los andlisis de las diferentes chichas obtenidas de los procesos fermentativos evaluados

junto al in6culo utilizado.

Tabla 8. Resultados de analisis para la eleccion de Indculo

Muestra °BRIX Ph Acidez titulable (g Acido
Lactico/100ml)

Laboratorio 5.4 3.65 0.324
Cerro colorado s/a 4.3 3.66 0.306
Cerro colorado c/a 4 3.77 0.342
San Camilo s/a 4.2 3.78 0.234
San Camilo c/a 4 3.66 0.369
Characato 3.1 3.59 0.309

Vargas (59), evaluo una muestra de chicha procedente de la picanteria Charito del
distrito de Characato, obtuvo resultados similares a los obtenidos con el inoculo del
mismo lugar, presento un pH de 3.43 siendo 3.59 el obtenido en esta investigacion, el
pH es un indicador importante durante la fermentacién de la chicha de Guifiapo, también
presentd una acidez titulable de 0.31g/ml, siendo en este caso 0.309 g/ml la acidez
presentada para la chicha elaborada con el inéculo de Characato, acercandose de la
misma manera, es por ello que finalmente se decidio elegir ese inoculo como referente

para las proximos ensayos.
Determinacién de concentracion de Guifiapo y concentracion de Indculo

En la tabla 9 se puede observar los resultados obtenidos para los ensayos de determinacion
de concentracion de guifiapo y concentracion de inéculo se probaron distintas
concentraciones para ambos parametros.
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Tabla 9. Resultados de analisis para la concentracion de Guifiapo e Inoculo

Muestra *BRIX oH Acidez titulable (acido

Lactico/100ml)
A-C 5.3 3.747 0.630
A-D 5.1 3.742 0.594
B-C 2.8 3.937 0.207
B-D 2.7 3.758 0.423
Donde

A: 200 gr de guifiapo en 2 L de agua. (1:10)

B: 100 gr de guifiapo en 2 L de agua.(1:20)

C: 40 ml de concho en 400 ml de solucion.(1:10)
D: 80 ml de concho en 400 ml de solucién (1:5)

En esta caso se observa la diferencia entre los resultados obtenidos al utilizar diferentes
concentraciones de guifiapo en cada analisis, la concentracion 1:10 se diferencia en casi un
50% a la concentracion 1:20 en cuanto a grados Brix, en este caso es por la diferencia en
cantidad de materia agregada. En caso del inoculo se observa diferencia en los resultados
de acidez titulable ya que en pH no se ve diferencia significativa. Finalmente se eligio6 la
concentracion 1:10 para Guifiapo y 1:10 para inoculo. Ya que se observo mayor actividad

microbiana con respecto al sustrato presente.
Determinacién de tiempo de fermentacion

Ya con la determinacion del inoculo a utilizar y concentracion de Guifiapo y concentracion
de Inoculo, se determind finalmente el tiempo de fermentacion para ello se observa en la
tabla 10 los resultados obtenidos a los distintos tiempos de fermentacion realizado en el
fermentador MINIFOR LAMBDA.

Tabla 10. Resultados obtenidos para la determinacion de tiempo de fermentacion

Acidez titulable (g

Muestra °BRIX pH Acido Léctico/200ml)
on 5 5.15 0.171
19h 4 3.96 0.297
24h 4 3.83 0.333
26h 4 3.77 0.342
28h 4 3.75 0.360
42h 4 37 0.387
48h 4 3.66 0.387
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Se determind que a las 26 horas seria el tiempo optimo de fermentacion, ya que entre las
24 horas y 28 horas no se observa una diferencia notoria en cuanto a los resultados y de la
misma forma en aspecto y sabor (estos pardmetros no pudieron ser cuantificados), entonces
se decidio un tiempo medio. Ademas de que pasada las 28 horas de fermentacion el aspecto
de la chicha de Guifiapo elaborada en condiciones controladas no era estética para su

consumo.
Elaboracion de chichas para obtener resultados finales

En la preparacion de cada chicha, el volumen agregado del inoculo fue del 10%, del
volumen obtenido después de la coccidn y filtracion, en la tabla 11 se observa la cantidad

de volumen de inéculo colocado en cada chicha.

Tabla 11. VVolumen final de inoculo

C1
\%i VF VI
2156 ml 1960 ml 196 ml
C2
\i VF VI
2007.5 ml 1825 ml 182.5ml
C3
V§ VF VI
2018.5 ml 1835 ml 183.5 ml

Siendo:

Vf: Volumen final

VI: Volumen de inoculo

VF: Volumen de fermentacion
3.2. Analisis fisicoquimicos

Se realizaron analisis fisicoquimicos de determinacion de pH, gados Brix y acidez titulable.
La tabla 12 muestra los resultados obtenidos para cada andlisis durante las 0, 13 y 26 horas
de fermentacion. El valor de pH vari6 iniciando con 5.078 + 0.323 y finalizando con
3.754+0.122 pasadas las 26 horas de fermentacion. Los solidos solubles muestran poca

variacion durante el proceso fermentativo, iniciando con 5.6+1.35 y llegando a
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4.466+0.651 °Brix; mientras que la acidez titulable determinada en g de acido lactico/100
ml vari6 de 0.24g aumentando a 0.513g. La correlacion es negativa en el caso de pH y
gados Brix; en acidez titulable se observa una correlacion positiva con respecto al tiempo

de fermentacion.

Tabla 12. Resultados de anélisis fisicoquimicos

TIEMPOS pH °BRIX ACIDEZ
0 5.08+0.32 5.6+1.35 0.24+0.07
13 4.12+0.09 4.93+0.91 0.42+0.16
26 3.75+0.12 4.46+0.65 0.51+0.14
Coeficiente de correlacion -0.806 -0.887 0.829

Cada resultado se obtuvo por triplicado.

Durante el proceso fermentativo, en promedio aumentd la acidez titulable a las O horas
presento 0.24, a las 13 horas presento 0.42, a las 26 horas 0.513 g Acido Léactico/100ml, y
por el mismo motivo el pH disminuyo, habiendo iniciado con 5.078 a las 0 horas, 4.129 a
las 13 horas, y finalizando con 3.754 a las 26 horas. Se determina una correlacion negativa

con el tiempo de fermentacion para el pH y positiva para la acidez titulable presente.

Valencia (74) estudio el comportamiento del pH, ° Brix, etanol y acidez titulable en dos
tratamientos para la produccion de chicha de maiz morado y de quinua. En ambos casos
se obtuvo el mismo comportamiento que se presento en esta investigacion, mostrando
una disminucién en solidos solubles, aumento de acidez titulable, asi como la
disminucion del pH. Segun Silva (75), la concentracion de azucares contribuye a la
concentracion del microbioma, las bacterias lacticas y levaduras presentes metabolizan
los carbohidratos presentes, produciendo metabolitos entre ellos &cidos organicos, es
por estos acidos que el valor de pH disminuye durante la fermentacién y la acidez
titulable aumenta, ademas de que pueden tomarse como indicadores indirectos de

crecimiento microbiano.

3.3. Analisis proximales

En la tabla 13 se puede apreciar los resultados de analisis proximal, realizado por el
laboratorio de Control de calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria, de cada muestra
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obtenida en los tres diferentes procesos fermentativos de chicha (Anexo 2). En la tabla 14 se
puede observar el anélisis ANOVA realizado a los resultados.

Tabla 13. Analisis proximal de muestras de chicha.

Andalisis Unidades CI1TO C1T13 C1T26 C2T0 C2T13 C2T26 C3TO C3T13 C3T26
Proteinas % 034 034 025 053 045 05 043 052 051
Humedad % 93.77 9367 93.92 9148 9271 93.12 92.21 9235 93.37
Fibra Cruda % 016 017 017 011 017 018 015 026 012
Grasa % 0.5 0.2 021 015 011 023 01 014 013
Ceniza % 01 012 036 001 033 008 045 002 0.13
Hidratos De
Carboro % 513 55 5.1 773 623 589 6.66 671 575
Cgf;‘lgf;:gg Kcal % 26.39 25.17 2324 3433 27.72 27.64 2927 3019 26.15
AzUcares
Reductores
DirectosY  g/Kg 075 033 046 087 039 034 078 073 041
Totales En
Alimentos

Tabla 14. Analisis de varianza del anlisis proximal.

Analisis Cuenta Suma Promedio Varianza
Proteinas 3 1.29 0.43 0.00
Humedad 3 278.86 92.95 0.24
Fibra Cruda 3 0.49 0.16 0.01
Grasa 3 0.59 0.19 0.003
Ceniza 2 0.53 0.17 0.00
Hidratos De
Carbono 3 18.23 6.07 0.22
Contenido Calorico 3 83.36 27.78 4.67
AzUlcares
reductores directos 3 168 0.56 0.04
y totales en
alimentos

Se realizd un andlisis de varianza de los resultados por tiempos de fermentacion en este caso 0
horas, 13 horas y 26 horas (Tabla 14). Se observa que el porcentaje de proteinas, humedad,
fibra cruda, grasa, hidratos de carbono, azucares reductores directos y ceniza tienen poca

variabilidad o dispersién dentro del proceso, sin embargo, el contenido caldrico presenta una
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disminucidn en relacion al tiempo de fermentacion. La correlacion existente entre cada punto
analizado y el tiempo de fermentacion en su mayoria es inversa, observandose que a medida

que aumenta el tiempo de fermentacion el resultado disminuye.

Otros autores han reportado resultados fisicoquimicos similares para otras bebidas fermentadas
a base de maiz, Valencia (74), obtuvo resultados de hidratos de carbono de 3.11%, contenido
caldrico de 12.2 Kcal%, y 0.7g/Kg en azucares reductores, estos resultados se dieron a las 24
horas de fermentacion de maiz morado, es posible que la diferencia en cuanto a los resultados
obtenidos en esta investigacion sea por la materia prima utilizada, ya que el tiempo de coccidn,
proceso que hidroliza los hidratos de carbono, es similar al que se aplicé en esta investigacion,
y de la misma manera sucede para los resultados para fermentacion de quinua que fueron los
siguientes, hidratos de carbono de 3.93%, contenido caldrico de 16.17 Kcal%, y 2.5 g/Kg en

azucares reductores, estos resultados se dieron a las 20 horas de fermentacién de quinua.

Analisis de la concentracion de antocianinas y polifenolica, capacidad antioxidante en
diferentes etapas del proceso fermentativo de la Chicha de Guifiapo, por métodos in vitro
y UHPLC-DAD.

3.4. Contenido fenolico total (TPC)

Se elabor6 una curva de calibracion para obtener datos y someterlos a un andlisis de regresion
lineal. La ecuacion de la recta obtenida vincula la variable “y”, que es la absorbancia, con la
variable “x”, que es la concentracion de acido galico mg/ml. Se obtuvo el R?, que determinar la
variabilidad de “y” sobre “x”. La curva de calibracion se elabor6 con distintas concentraciones
de &cido gélico (figura 14). En la tabla 15 se muestran los datos de grafico de Calibracion de

Acido Galico.
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1.2000

y = 26.849x + 0.0078
1.0000 R? = 0.9996

0.8000

0.6000

Absorbancia

0.4000

0.2000

0.0000
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Concentracion (mg/ml)

Figura 12. Grafico de calibracion de acido gélico.
Tabla 15. Datos de Grafico de Calibracion de Acido Galico (TPC).
DATOS DE CURVA DE CALIBRACION

Concentracion (mgGAE/ml) Promedio de absorbancias
0.0048 0.1340
0.0096 0.2713
0.0144 0.3867
0.0192 0.5213
0.0240 0.6623
0.0288 0.7853
0.0336 0.9007
0.0384 1.0400

La ecuacidn obtenida en el grafico de la curva de calibracion indica la ecuacion de la recta 'y

el valor de R? = 0.9996, la cual es la siguiente:

y = 26.849x + 0.0078
R2=0.9996

Se indica que el valor de R2, esta cercano a la unidad indicando que si hay relacion entre las
absorbancias y las concentraciones establecidas. El valor de la pendiente es de 26.849 y el

intercepto es 0.0078.

Con los datos de la curva de calibracion, se puede observar la tabla 16 donde se presentan las
concentraciones obtenidas a 755 nm de cada muestra segun el tiempo de fermentacion para

cada chicha procesada. Estas fueron realizadas por triplicado, mostrandose como R1, R2, R3.
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Tabla 16. Resultados de Contenido de Polifenoles Totales (TPC)

CHICHA  Tiempo Concentracion (mg/ml) Promedio
(h.) R1 R2 R3 (mg/ml)

C1 0 0.4851  0.4992  0.5156 0.5257

13 0.4531  0.4709  0.4672 0.4875

26 0.4575  0.4709  0.4642 0.4881

C2 0 0.6207  0.6333  0.6110 0.6575

13 0.5812  0.5722  0.5596 0.6099

26 0.5827  0.5991  0.5819 0.6217

C3 0 0.6005 05879  0.5946 0.6335

13 0.5752 05797  0.5618 0.6100

26 0.5328 05782  0.6296 0.5921

| Cl 0.2363  0.2355  0.2579 0.2432

€2 0.2638  0.2624  0.2646 0.2636

C3 0.2028 0.1923  0.2124 0.2025

Finalmente, se muestra la tabla 17 en la que encuentran los promedios de concentracién de
acido galico en mg GAE/100 ml de chicha de Guifiapo en los tiempos de fermentacion de 0
horas, 13 horas y 26 horas. Ademas se observa el factor de correlacion de los datos, dando este
negativo y cerca de -1, lo que significa que a medida que el tiempo de fermentacién aumenta la

concentracion de contenido fenélicos disminuye.

Tabla 17. Resumen de resultados de TPC EN mg GAE/100 ml

EEXSO C1 Cc2 Cc3 PROMEDIO DS %gf_‘;zgfggende
° o5 oow. oo 0% 702
3 o’ b obew. S 107 osE
26 4(?(?(?765 : 6020117I1 j 5(?_ 5415? * 56.730% 7.02

Letras iguales indican que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los tres
tiempos del proceso fermentativo con un 95% de confianza (p>0.05). Se aplicé el analisis estadistico ANOVA
para determinar que no existe una diferencia estadistica entre los resultados obtenidos en relacién a los tiempos de
fermentacion.

Tabla 18. Tabla ANOVA de TPC

Suma de Cuadrado Razon-

Fuente Cuadrados <l Medio F Vel
Entre grupos 27.9278 2 13.9639 0.28 0.7637
Intra grupos 297.074 6 49.5123
Total (Corr.) 325.002 8
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La tabla ANOVA descompone la varianza de valores del andlisis TPC, en dos componentes:
un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso
es igual a 0.282029, es el cociente entre el estimado entre-grupos Yy el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de TPC entre un nivel de tiempo y otro, con un
nivel del 95.0% de confianza

80.0000

70.0000

60.0000 1 1 { { 1
50.0000
40.0000
30.0000
20.0000
10.0000
0.0000

c1 c2 c3

Muestras de chichas procesadas

Concentracion mGAE/ 100 ml

EOh m13h m26h

Figura 13. Contenido fenolico frente al tiempo de fermentacion.

Se observo una concentracion promedio de 60.55, 56.91, 56.73 mg GAE/100 ml de chicha de
Guifiapo en los tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas, respectivamente. Para
poder comparar los resultados con otras investigaciones se tomo en cuenta el resultado

promedio final obtenido a las 26 horas que es 56.73 mg GAE/100 ml de chicha de Guifiapo.

Shewakena et al. (76), realizaron un estudio con las diferentes bebidas tradicionales de Etiopia

que son korefe, tej y tella, teniendo los siguientes resultados: la bebida korefe present6 32,6
mgGAE/100 ml, la bebida tej 39 mgGAE/100 ml y la bebida tella 45,9 mgGAE/100 ml Esto se
debe posiblemente a la materia prima utilizada para cada bebida, siendo asi que el korefe y la
tella son de harina tostada de color marrdn oscuro y con 10 a 12 dias de fermentacion, mientras
que el korefe se produce a base de miel con una fermentacion final de 15 a 20 dias, siendo de
esta manera que estas bebidas tradicionales de Etiopia tienen mayor tiempo de fermentacion
que la chicha de Guifiapo, se puede concluir que el tiempo de fermentacién influye en la
concentracion de polifenoles .
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Ochoa et al. (77) realizaron un estudio del contenido fendlico presente en jugo de pitahaya
donde se evidencio una mayor cantidad de los mismos en el jugo de pitahaya roja, seguido de
la variedad rosa y la variedad blanca con valores promedios de 45.3, 32.1y 24.6 mg GAE/100
mL de jugo, respectivamente. La chicha de Guifiapo muestra mayor cantidad de polifenoles
totales, lo que puede deberse a los mismos factores ya mencionados en el parrafo anterior siendo

la materia prima diferente, asi como diferencias en el proceso fermentativo.

Vargas et al. (59) obtuvieron resultados entre 30,63 a 41.79 mg GAE/100 mL, al analizar
muestras de chicha de Guifiapo procesadas de manera tradicional, se observa de la misma
manera que en las muestras obtenidas de esta investigacion se obtuvieron mayores resultados
en cuanto al contenido fendlico total, posiblemente por diferencias minimas durante el proceso
de elaboracion, ademas de que el proceso de elaboracion utilizado en esta investigacion fue
controlado para lograr la optimizacion de los pardametros en base a bibliografia y pruebas
preliminares, y también por el inéculo utilizado, la posibilidad de que el microbioma sea
diferente para cada proceso de produccién tradicional es amplia, y es mediante estos

microorganismos que se da procesos de biotransformacion.

3.5. Capacidad antioxidante

Los analisis de capacidad antioxidante se realizaron mediante los métodos de inhibicion del
radical DPPH Y ABTS. Cada uno se muestra por separado al igual que un resumen de

resultados para cada tiempo de fermentacion.
3.5.1. Inhibicion in vitro del radical libre DPPH

Se realiz6 una curva de calibracion para Trolox, donde se utilizaron diferentes concentraciones
entre 100 uM y 900 uM, ademas de un control negativo. Con las absorbancias obtenidas se
determind el % de inhibicién de las distintas concentraciones de trolox.

Se obtuvieron datos (tabla 19) con las que se hicieron la curva de calibracién que se puede

observar en la Figura 16.
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Tabla 19. Datos para curva de TROLOX (DPPH)

Curva de Calibracion

Concentracion Absorbancia % Inhibicion Absorbancia
(UM TE) Control
100 0.927 4.14 0.97
200 0.882 8.79
300 0.837 13.44
500 0.697 27.92
800 0.539 44.26
900 0.496 48.71
60.0000
50.0000 y =0.0575x - 2.31
R%=0.9966
= 40.0000
2
% 30.0000
3
X 20.0000
10.0000
0.0000
0 200 400 600 800 1000

Concentracién mmol TE/ml

Figura 14. Curva de calibracion para Trolox

Con la curva se obtuvo la siguiente ecuacion:

y =0.0575x - 2.31
R? = 0.9966

Donde, R? es cercano a la unidad indicando una relacion entre las absorbancias y las
concentraciones. Esta ecuacion fue necesaria para interpolar los porcentajes de inhibicion
obtenidos de las muestras de chicha procesadas, y de esta manera se obtuvieron los resultados
en umoles de TE/100 ml de chicha de Guifiapo.

Con los datos de la curva de calibracion de Trolox, se puede observar la tabla 20 donde se
presentan las concentraciones obtenidas de la curva de calibracion de Trolox a 515 nm, el
tiempo de fermentacion para cada chicha procesada. Estas fueron realizadas por triplicado y se
indican para los tiempos de O horas, 13 horas y 26 horas en las chichas C1,C2 Y C3,

respectivamente.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE
TESIS UCSM

;. UNIVERSIDAD

CATOLICA ;
DE SANTA MARIA

Tabla 20. Resultados de capacidad antioxidante determinada por el método de inhibicién del

radical DPPH
CHICHA Tiempo % Inhibicion Promedio  Concentracion
(hy Rl R2 R3 (Yode

inhibicion) (umolTE/100ml)

cl 0 33.608 32.577 32.990 33.73 208.921

13 33.402 32.062 35.052 34.181 211.551

26 31.031 31.134 30.309 31.446 195.768

c2 0 36.804 37.938 37.526 39.107 239.982

13 37.732 31.959 31.340 35.192 217.389

26 31443 29.588 31.340 32.176 199.978

c3 0 38.660 35.052 35.773 37.371 229.966

13 35.773 34.845 34.536 35.893 221.435

26 34.330 36.186 35.052 36.034 222.247

Finalmente se muestra en la tabla 21 los promedios de concentracion de pumol TE/100ml. de

chicha de Guifiapo en los tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas. Ademas se

observa el factor de correlacion de los datos, dando este negativo y cerca de -1, lo que significa

que a medida que el tiempo de fermentacion aumenta la capacidad antioxidante disminuye esta

tendencia se puede observar en las tres repeticiones (Figura 15).

Tabla 21. Resumen de resultados por tiempos de fermentacion de la capacidad antioxidante

por el método de inhibicion del radical libre DPPH (umol TE/100ml)

TIEMPO C1 Cc2 C3 PROMEDI DS  Coeficiente
S (h) (umol (umol (umol O de
TE/100ml TE/100ml TE/100ml correlacié
) ) n
0 208.921 239.982 229.966 226.289% 15.85 -0.999
13 211.551 217.389 221.435 216.7922 4.97
26 195.768 199.978 222.247 205.9982 14.23

Letras iguales indican que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de los tres tiempos del proceso fermentativo con un 95% de confianza (p>0.05).

La tabla ANOVA descompone la varianza de resultados del analisis DPPH en dos

componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro de grupos. El valor-P de la

razén-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre

el nivel de tiempo y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.
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Tabla 22. Tabla ANOVA de inhibicién del radical libre DPPH

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre 618.358 2 309.179 194 02242
grupos
Intra 956.978 6 159.496
grupos
Total
(Corr) 1575.34 8
300.0000
250.0000

Concentracion umoles ET/100 ml

| : x
200.0000
150.0000
100.0000
50.0000
0.0000
C1 C2 Cc3

Muestras de chichas procesadas

mOh m13h m26h

Figura 15. Capacidad antioxidante del radical DPPH mostrada durante el proceso
fermentativo.

3.5.2. Inhibicién in vitro del radical libre ABTS
El andlisis de capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical libre ABTS se
inicio con la elaboracion de la curva de calibracién. En la tabla 23 se observan los datos

utilizados para la elaboracion de dicha curva, la cual fue utilizada finalmente para obtener
los valores de umoles Equivalentes de Trolox.
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Tabla 23. Curva de calibracion para el radical ABTS

Curva de Calibracion

Concentracion . % Absorbancia

(UM TE) Absorbancia inicion  del control
100 0.754 5.868
200 0.674 15.855
300 0.604 24.594
500 0.451 43.695 0.801
800 0.189 76.405
900 0.142 82.272

En la figura 16 se observa la curva con la que se obtuvo la siguiente ecuacion:

y =0.0977x - 4.137
R2=0.998

Esta ecuacion fue utilizada para obtener los resultados finales en pmoles TE/100 ml de chicha
de Guifiapo. ElI R?, esta cercano a la unidad lo que muestra una relacion directa entre las

absorbancias y las concentraciones.

90.0000

80.0000 y=0.0977x - 4.137
R*=0.9981

70.0000
60.0000
50.0000
40.0000

% de Inhibicion

30.0000

20.0000

10.0000

0.0000
0 200 400 600 800 1000

Concentracién mmol TE/L

Figura 16. Curva de calibracion de Trolox para el método ABTS

Con la ecuacion de la curva se realizd el ensayo para obtener la concentracion en (umol de
TE/100ml) para cada muestra. En la Tabla 24 se observa los resultados obtenidos cada ensayo

por muestra se realizo por triplicado.
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Tabla 24. Resultados de capacidad antioxidante determinada por el método de inhibicién del

radical ABTS
MUESTRA  Tiempo % Inhibicién Promedio  Concentracion
(h) (% (umol/100ml)
R1 R2 R3 inhibicion)
C1 0 36.454 43.446 46.067 44,757 207.410
13 43.820 44.070  41.199 43.030 200.061
26 42.072 41.448 40.325 41.282 192.622
C2 0 49.189 48.814 47.316 48.439 229.585
13 44.444 47.191 45.194 45.610 217.162
26 37.079 42197  36.205 38.494 185.923
C3 0 48.065 51.186 51.436 50.229 232.635
13 45318  49.563  48.190 47.690 221.734
26 44.819 42.322 45.069 44.070 206.186

Durante los tiempos de fermentacion se observa una tendencia de disminucion de la capacidad
antioxidante, la misma que se ve en la correlacion realizada e indica que durante el tiempo de
fermentacion la actividad antioxidante tiene tendencia a disminuir. Esta tendencia se puede

observar en la figura 17.

Tabla 25. Resumen de respltados capacidad antioxidante ABTS (umol TE/100ml)

Coeficiente de

TIEMPOS C1 C2 C3 PROMEDIO DS P
0 207.411 229.585 232.635 223.211° 13.77
13 200.061 217.163 221.734 212.986° 11.42 0.987

26 192.623 185.923 206.187 194.9112 10.32

Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Tabla 26. Tabla ANOVA de analisis ABTS

Fuente Ci%rg?a?j?)s Gl Cﬁgg%do Razon-F  Valor-P
Entre grupos 1232.38 2 616.188 4.33 0.0685
Intra grupos 853.533 6 142.256
Total (Corr.) 2085.91 8

En la tabla 26 se puede observar la tabla de ANOVA, donde el valor-P de la raz6n-F es mayor
o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de los
resultados de ABTS entre un nivel de tiempo y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.
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Figura 17. Capacidad antioxidante del radical ABTS durante el proceso fermentativo.

Se observé una concentracion promedio de 226.28, 216.79, 205.99 umol TE/100ml de chicha
de Guifapo en los tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas, respectivamente
para resultados del método de inhibicion del radical DPPH. Para el andlisis de inhibicion del
radical ABTS se observé una concentracion promedio de 223.21, 212.98, 194.91 pumol
TE/100ml de chicha de Guifiapo en los tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas,

respectivamente.

La capacidad antioxidante mostrada por Monroy (76) hacia el maiz morado muestra una
capacidad de 987.400 pumoles TE/100 g por el metodo del radical ABTS. EI maiz morado es la
materia prima para la elaboracién de la chicha de Guifiapo, lo que muestra que hay una
reduccion del 80% de la capacidad antioxidante aproximadamente, posiblemente por el
tratamiento térmico al que fue sometido el Guifiapo y que produce una reduccién de compuestos
fenolicos, en su mayoria antocianinas (80). Sin embargo, Vargas et. al (59)mostraron una
capacidad antioxidante relativamente mayor en muestras de chicha de Guifiapo, presentandose
entre 170.00 y 240.00 pumol TE/100ml de chicha para ABTS y 106.00 a 132.00 pumol TE/100ml
de chicha para DPPH, posiblemente por el microbioma presente en las chichas analizadas, asi
como diferencias en el proceso de preparacion, ya que como se menciond el tratamiento térmico

afecta la actividad antioxidante. Es posible que la muestra con mayor capacidad antioxidante
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haya tenido menor tiempo de coccion, ya que como Vargas menciona su produccién es en

condiciones artesanales.

Zamora et. al (81) analizaron la capacidad antioxidante del vino de Jamaica, presentando 13.74
pmol TE/ 100 ml de muestra, teniendo menor capacidad antioxidante que la chicha de Guifiapo
a las 26 horas de fermentacion. Es posible que esto se deba a que fue sometido a un tratamiento
térmico en frio a 6°C durante 6 dias después del proceso de fermentacion, ya que inicialmente

presento 9.67 umol TE / 100 ml de muestra.

Zapata et al. (82) realizaron una investigacién en la que determinaron el efecto de la
fermentacion en distintas variedades de cacao. Se mostré un aumento en la capacidad
antioxidante, yendo de 251,59 umol de equivalente de Trolox / gramo de muestra sin fermentar
a 253,754,64 pmol de equivalente de Trolox / gramo de muestra fermentada para la variedad
CCN 51, después de 6 dias de fermentacion; este aumento debiéndose posiblemente a la accion
de los microrganismos presentes durante el proceso fermentativo para mejorar la actividad

antioxidante, mediante la biotransformacion a los polifenoles presentes (83).

3.6. Contenido total de antocianinas

3.6.1. Contenido total de antocianinas monomericas (TAM)

El contenido total de antocianinas monomeéricas se determiné mediante el método diferencial
de pH. Se procesaron las muestras de chicha y se realizé un analisis para cada muestra por
triplicado. En la tabla 27 se observan los resultados obtenidos en mg de Cianidin- 3 -glucésido
por litro de chicha (mgC3G/L),

Tabla 27. Resultados de antocianinas monomeéricas totales.

Procedencia  Tiempo TAM(mg/L) Promedio
(h) R1 R2 R3  (mgC3G/L)

C1 0 35.318 38.825  40.161 39.730

13 32.980 35.318  33.064 36.211

26 32.813 33.481 32312 35.226

Cc2 0 35.318 34984  32.062 36.523

13 34.567 26.301  30.642 32.650

26 29.724 31.059 27.136 31.369

C3 0 28.973  28.0541  28.889 30.391
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13 26.885 24.714 21.959 27.379
26 23.712 23.295 26.968 26.168

En la siguiente tabla se observa el resumen de los resultados por tiempo de fermentacion de 0
horas, 13 horas y 26 horas. Se observa una correlacion negativa con el tiempo de fermentacion,
lo que indica que durante el proceso hay una disminucién de antocianinas monomeéricas. Dicha

tendencia se observa en la figura 19.

Tabla 28. Resumen de resultados contenido total de antocianinas monomericas (mg/L C3G )

(MAP)
TIEMPOS C1 C2 C3 PROMEDIO DS CcC
(h)
0 39.7308 36.523 30.3920 35.5492 4.75 -0.961
13 36.2111 32.650 27.3794 32.080% 4.44
26 35.2268 31.369 26.1684 30.9212 4.55
Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).

Tabla 29. Tabla ANOVA de analisis contenido total de antocianinas monomericas
(mgC3G/L) (TAM)

SuEie Suma de Gl Cuadrado Razén- Valor-
Cuadrados Medio F P

Eg 34.7309 2 17.3654 0.83 0.4814

grupos

Intra 125.852 6 20.9753

grupos

Total

(Corr.) 160.583 8

El valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de TAM entre un nivel de tiempo y otro, con un nivel del 95.0% de
confianza.

Se puede observar en la tabla 29 que no existe una diferencia significativa entre los resultados

obtenidos en los tiempos de fermentacion.
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Figura 18. Concentracion de antocianinas monoméricas frente al tiempo de fermentacion
3.6.2. Contenido total de antocianina (TAC) medidos por UHPLC-DAD
El método de analisis de contenido total de antocianinas medidos por UHPLC-DAD determina
una concentracion medida en mg de aglicona cloruro de cianidina/L (mg C3G/L) de chicha de

Guifapo. En la tabla 30 se observan los resultados obtenidos, en cada muestra se utiliz6 un

factor de dilucion diferente, ya que pas6 por un proceso de purificacion de antocianinas.

Tabla 30. Resultado de TAC medidos por UHPLC en muestras de chicha de Guifiapo

CONCEPTO TIEMPO mg/L Factor mg
(h) de dilucion  (C3G)/L
C1 0 63.882 2.0 127.764
13 46.151 1.6 73.840
26 44811 1.6 71.697
C2 0 49.952 1.6 79.923
13 44.748 1.6 71.596
26 36.645 1.6 58.633
C3 0 43.686 1.6 69.898
13 30.957 1.6 49.531
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En la 26 34.477 1.6 55.163
siguiente tabla se observa el resumen de resultados obtenidos por cada tiempo de fermentacion,

Durante las 0 horas, 13 horas y 26 horas se observa una tendencia a disminuir la concentracion

de antocianinas. Dando asi una correlacion negativa.

Tabla 31. Resumen de resultados de Tac durante 0,13 y 26 horas de fermentacion

TIEMPO C1 Cc2 C3 PROMEDIO DS Coeficiente de
correlacion
0 127.76 79.92 69.90 92.5292 30.92 -0.908988524
13 73.84 71.60 49.53 64.9902 13.43
26 71.70 58.63 55.16 61.8322 8.72
Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05).

Tabla 32. Anova Contenido total de antocianina (TAC)

Suma de Cuadrado Razén-

Fuente Cuadrados Gl Medio F Valor-P
Entre & %205.651 2 352.825  0.62 0.5705
grupos

Intra = /3034 6 571.724
grupos

Total
Corpy 413599 8

Se determind que no existe una diferencia significativa en relacién a los datos obtenidos, el
valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de antocianinas entre un nivel de tiempo y otro, con un nivel del
95.0% de confianza.

Las antocianinas monoméricas se cuantificaron por el método de pH diferencial. Se observé
una concentracion promedio de 35.55, 32.08, 30.92 mg C3G/L de chicha de Guifiapo en los
tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas, respectivamente. El pH es uno de los
factores que determina la estabilidad y la concentracion de antocianinas, es por eso que se
observa una variacioén entre las concentraciones de antocianinas del inicio y el final del proceso
fermentativo, ya que el pH fue disminuyendo y de la misma forma volviendo mas acida a la
chicha, por la presencia de acidos lacticos y otros productos de la fermentacion. En presencia
de pH &cido las antocianinas disminuyen su concentracion, ya que se degradan, haciendo de la
misma forma un cambio de color durante el proceso, dando finalmente el color vino tinto
caracteristico de la chicha de Guifiapo de la ciudad de Arequipa, el cual es diferente al color
morado del inicio de la fermentacion (84).
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Neves et al. (85), realizaron el andlisis de antocianinas monoméricas para una bebida
fermentada de Jabuticaba, obteniendo resultados de 18.277 mg C3G/L de muestra,
observandose una mayor concentracion en la muestra de chicha de Guifiapo a las 26 horas de
fermentacion, posiblemente por la materia prima utilizada, ademas de eso el pH final de la
bebida fue de 3.128 después de 72 horas de fermentacion siendo mas acido que el de la chicha,

y como se menciono el pH bajo reduce la concentracion de antocianinas.

Vargas et al (59), determinaron la concentracion de antocianinas monoméricas en muestras de
chicha de Guifapo, obteniendo resultados del producto final entre 16 y 31 mgCsG/L,
posiblemente porque se evaluaron muestras del mismo tipo de bebida, ademas que obtuvo
resultados de pH cercanos a 3.754, resultado obtenido a las 26 horas de fermentacion de la

muestra procesada en esta investigacion.

El contenido total de antocianinas se determin6é por UHPLC-DAD. Se observé una
concentracion promedio de 92.529, 64.99, 61.834 mg C3G/L de chicha de Guifiapo en los
tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas, respectivamente. Como se mencioné
anteriormente, las antocianinas son sensibles frente a varios factores, uno de ellos el pH,
provocando el cambio de color mostrado al inicio y final de la fermentacion, como por ejemplo,
en la fabricacion de vinos el cation flavilio es el que da el color al mismo, a ph acido se
transforma en pseudobase carbinol y a ph alcalino se transforma en una base quinoidal, este
efecto es reversible, sin embargo, en la fermentacion de la chicha de Guifiapo la fermentacion
es continua hasta su consumo, entonces de la misma forma que se observa en el cuadro tanto el
pH como las antocianinas totales disminuyen junto con el tiempo de fermentacion, provocando

la disminucion de la concentracion de estos mismos (84).

Vargas-Yana et al. (59), también determinaron la concentracion de antocianinas totales por el
método de UHPLC DAD, analizando un total de 5 muestras de chicha de Guifiapo de distinto
puntos dentro de la ciudad de Arequipa, teniendo como minimo valor a 39.45 mg C3G/L y
como el resultado mas alto a 63.16 mg C3G/L. El resultado obtenido en esta investigacion es
un valor cercano al altimo mencionado, posiblemente como ya se menciond, por ser el mismo
tipo de bebida, sin embargo, también es posible que sea porque el proceso fue en condiciones
controladas similares al proceso de elaboracion tradicional de las bebidas analizadas por
Vargas.
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Anélisis del potencial de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa de la chicha
de Guifiapo en diferentes etapas del proceso fermentativo por métodos in vitro.

3.7.  Inhibicién de las enzimas digestivas a-amilasa
Los resultados obtenidos durante el tiempo de fermentacion se dieron en diferentes diluciones
de las muestras obtenidas durante el proceso fermentativo: sin diluir, 1:2 y 1:3; sin embargo,
los resultados de la dilucion 1:3 no tuvieron significancia, ya que no se observé inhibicion

alguna. Los resultados se expresaron como miligramos de GAE / mL de Chicha de Guifiapo.

En latabla 33 se observan los resultados obtenidos por tiempo de fermentacion en las diferentes
diluciones que se sometieron las muestras de chicha. En todos los casos se observa que en la
dilucion 1:1 hay mayor porcentaje de inhibicion, pero ain se observa inhibicion en una
reduccion del 50% de la muestra. Ademas, se muestra que el porcentaje aumenta segun el

tiempo de fermentacion aumenta.

Tabla 33. Resultados de % de inhibicion de a-amilasa.

CHICHA TIEMPO (h) DILUCION % de
inhibicién

C1 0 11 0.00%
1:2 0.00%

13 1:1 27.96%

1:2 0.00%

26 1.1 75.65%

1:2 26.95%

C2 0 1:1 4.59%
1:2 2.90%

13 1:1 34.59%

1:2 0.00%

26 1:1 51.83%

1:2 0.00%

C3 0 1:1 47.49%
1:2 9.69%

13 1:1 67.46%

1:2 20.81%

26 1:1 100.00%

1:2 55.72%
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En la tabla 34 se observa el resumen de resultados obtenidos en la que se determina una
correlacion positiva indicada por el aumento de la inhibicion de aamilasa durante el proceso
fermentativo.

Tabla 34. Resumen de resultados de inhibicion de a-amilasa para tiempos de fermentacion
con una concentracion 0 igual a 0.01 mg GAE/mL

TIEMPOS C1 Cc2 C3 PROMEDIO DS Coeficiente de
correlacion
0 0% 5% 47% 0.1742 26% 0.998
13 28% 35% 67% 0.433? 21%
26 76% 52% 100% 0.7582 24%

Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).

Tabla 35. ANOVA de inhibicion de a-amilasa para tiempos de fermentacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 5184.89 2 2592.44 4.64 0.0604

grupos

Intra 3349.33 6 558.222

grupos

Total 8534.22 8

(Corr.)

De la misma manera se puede observar en la tabla de analisis de ANOVA que no existe
diferencia significativa en los resultados obtenidos.

La misma tendencia se observa en la figura 20, mostrando la inhibicion de la camilasa para

los tiempos de 0 horas, 13 horas y 26 horas por cada chicha procesada.
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Figura 19. Inhibicion de a-amilasa vs tiempos de fermentacion

3.8. La inhibicion in vitro de la enzima e-glucosidasa
Los resultados obtenidos durante el tiempo de fermentacion se dieron en diferentes diluciones

de las muestras obtenidas durante el proceso fermentativo, sin diluir ,1:5,1:20. Y los resultados

se expresaron como miligramos de GAE / mL de Chicha de Guifiapo.

En la tabla 36 se observan los resultados obtenidos por tiempo de fermentacion en las diferentes
diluciones que se sometieron las muestras de chicha. En todos los casos se observa una
correlacion insignificativa, ya que el coeficiente de correlacion no es cercano a la unidad Esto
indica que el tiempo de fermentacion no afecta a gran escala la inhibicion de la enzima a-
glucosidasa.

Tabla 36. Resumen de resultados de inhibicion de a-glucosidasa para tiempos de
fermentacion

DILUCION 1:1
TIEMPOS C1 C2 C3 PROMEDIO DS Coeficiente de
correlacion
0 88.84 92.88 96.17 92.631 3.67 -0.423
13 90.12 94.09 96.62 93.610 3.28
26 85.52 94.21 96.00 91.910 5.61
DILUCION 1:5
TIEMPOS C1 C2 C3 PROMEDIO DS Coeficiente de
correlacion
0 56.67 72.89 70.90 66.818% 8.85 -0.072
13 57.89 74.14 81.34 71.1232 12.01
26 45.80 73.88 79.66 66.4462 18.11
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DILUCION 1:10
TIEMPOS C1 Cc2 C3 PROMEDIO DS Coeficiente de
correlacion
0 39.34 49.33 51.06 46.577% 6.33 0.109
13 40.14 51.46 64.21 51.9372 12.04
26 21.95 53.26 66.43 47.213% 22.85
DILUCION 1:20
TIEMPOS C1 Cc2 C3 PROMEDIO DS Coeficiente de
correlacion
0 24.63 33.96 17.32 25.3032 8.34 0.236
13 22.74 36.01 46.39 35.047% 11.85
26 11.07 40.25 31.78 27.7002 15.01

No existe una diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En la figura 22 se observa que en cada proceso fermentativo en relacion a los tiempos no

presentan diferencia significativa para la inhibicion de a-glucosidasa.
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Figura 20. Inhibicion de a-glucosidasa en los distintos tiempos de fermentacion

La inhibicion de la enzima a- amilasa fue reportada en muestra sin diluir, ya que las muestras
diluidas mostraron poca estabilidad en los resultados. Se observé una concentracion promedio
de 17%, 43% y 75 % de inhibicién de la enzima alfa amilasa de chicha de Guifiapo en los
tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas, respectivamente. Para la inhibicion
del a- glucosidasa se observd una concentracion promedio de 92.63%, 93.61% y 91.91 % de
inhibicion de chicha de Guifiapo en los tiempos de fermentacion de 0 horas, 13 horas y 26 horas,
respectivamente para una dilucion de 1:1, para las diluciones 1:5 (66.81 — 0 horas, 71.12-
13horas, 66.44 — 26 horas), 1:10 (46.57 -0 horas, 51.93 — 13 horas, 47.21 -26 horas) y 1:20
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(25.30-0 horas, 35.05 — 13 horas, 27.70-26 horas). EI comportamiento de inhibicion para ambas
enzimas se muestra de la misma forma en aumento con respecto al tiempo de fermentacion,
mostrando mayor inhibicién a las 26 horas para ambos casos. La inhibicién de la a- amilasa y
a- glucosidasa se relaciona a la presencia de diferentes compuestos fendélicos; sin embargo, la
concentracion de polifenoles totales fue disminuyendo en cuanto al aumento de tiempo de
fermentacion, por lo que es posible que se deba a la biotransformacion de los compuestos
fenolicos presentes en la chicha de Guifiapo analizada. Los compuesto biotransformados por el
microbioma presente a las 26 horas de fermentacion, tienen mayor capacidad de inhibicién que

a las 13y 0 horas de fermentacion (86).

Jonhson et al, (87) obtuvieron entre 91.8% y 103.3% de inhibicion para a- amilasa y para o-
glucosidasa entre 103.2% y 190.8%, obteniendo mayor porcentaje de inhibicién, posiblemente
porque utilizaron arandanos como materia prima para su bebida fermentada, y tuvieron un
indculo diferente para esta misma, teniendo como producto final polifenoles mas competentes,

gracias a su alta capacidad de inhibicion a- glucosidasa y a- amilasa.

Vargas et al (59)como ya se mencion6 analizo distintas chichas de Guifiapo procedente de
distintas picanterias y analizo de la misma manera la inhibicién de a- glucosidasa y a- amilasa,
obteniendo resultados altos como 75.73% la dilucion 1:2 y 52.51% en la dilucion 1:5, para a-
glucosidasa y 94.41% en muestra sin diluir para a- amilasa, esto se debe como ya se menciono
a que las muestras analizadas por Vargas fueron realizadas de manera tradicional y las muestras

en esta investigacion se produjeron de manera controlada.

3.9. Evaluacion de la variacién del microbioma durante el proceso fermentativo,
utilizando el sistema ILLUMINA en un analisis Metagenémico de las regiones 16S e
ITS.

El microbioma presente en las muestras del proceso fermentativo de la chicha de Guifiapo se

determin6 mediante un analisis metagendmico, llevado a cabo mediante la tecnologia Illumina.

Esta tecnologia tiene la ventaja de brindar una amplia resolucion del total de comunidades

microbianas encontradas en la muestra (88).

Se realizaron lecturas en la region 16S y la regién ITS, los resultados encontrados fueron
satisfactorios, mas del 90% de las secuencias fueron correctamente clasificadas a nivel de
género, sin embargo, a nivel de especie solo se logré clasificar en caso de las 0 horas de
fermentacion el 18.84%, en caso de las 13 horas de fermentacion el 9,00% y en caso de las 26
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horas el 10,22%, esto a nivel de especie bacterias, en caso de hongos se observé a las 0 horas
el 77,29%, a las 13 horas el 85,76% y a las 26 horas el 82,22%. Se mostré una amplia diversidad
microbiana durante el proceso fermentativo de la chicha de Guifiapo, un resumen de los
principales microorganismos encontrados con mayor presencia, entre ellos destaca el género

Acetobacter, Lactobacillus, como se observa en la tabla 37.

El analisis metagenomico realizado da resultados en porcentajes con respecto al total de
“reads”, unidades de lectura para el proceso metagendmico, mostrados por cada

microorganismo.

Tabla 37. Especies de microorganismos representativos en la region 16S

MICROORGANISMO Oh | 13h | 26h
Acetobacter_fabarum 0.26 | 0.00 | 0.00
Acetobacter_lovaniensis 3.42 | 0.00 | 0.00
Acetobacter_orientalis 0.69 | 0.00 | 0.37
Acetobacter_persicus 0.65 | 0.00 | 0.00
Enterobacter_tabaci 0.11 | 0.00 | 0.00
Gluconacetobacter_liquefaciens 2.13 | 0.00 | 0.00
Lactobacillus_acidophilus 0.00 | 0.22 | 0.00
Lactobacillus_brevis 0.65 | 0.42 | 0.09
Lactobacillus_composti 0.00 | 0.09 | 0.49
Lactobacillus_gigeriorum 0.00 | 0.24 | 0.00
Lactobacillus_mudanjiangensis 0.26 | 0.00 | 0.26
Lactobacillus_plajomi 0.00 | 0.00 | 0.09
Lactobacillus_rossiae 479 | 2.63 | 1.76
Lactobacillus_suebicus 0.00 | 0.19 | 0.43
Lactobacillus_vaccinostercus 0.30 | 1.26 | 2.42
Lactobacillus_xiangfangensis 0.00 | 0.86 | 1.62
Lactococcus_sp. 0.00 | 0.13 | 0.00
Leuconostoc_pseudomesenteroides | 1.41 | 0.00 | 0.00
Sphingomonas_sp 0.32 | 0.00 | 0.00
Weissella_diestrammenae 0.00 | 0.08 | 0.19
OTROS 85.01 [ 93.89|92.27

La chicha de Guifiapo presento una variaciéon en cuanto a su microbioma para la region 16 S,
se observd que los géneros Acetobacter, Enterobacter, Gluconoacetobacter y Leuconostoc se
presentaron solo al inicio de la fermentacion y fueron disminuyendo tras las 26 horas del
proceso fermentativo, ademas el género Lactobacillus se presenté en mayor cantidad durante
toda la fermentacion siendo el Lactobacillus vaccinostercus y el Lactobacillus rossiae, los
mas representativos durante toda el proceso
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Figura 21. Microbioma de la regién 16S durante el proceso fermentativo

En laregidn ITS, se puede observar la presencia de especies de hongos y levaduras. Se observa
que la especie Saccharomyces cerevisiae, tiene mayor presencia durante todo el proceso
fermentativo. Los géneros Dipodascus y Kazachstani se presentaron solo al inicio de la
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fermentacion y los géneros Candida, Fusarium, Hanseniaspora, Pichia y Saccharomyces
fueron los més relevantes en cuanto a presencia, a nivel de especie fueron Fusarium

denticulatum, Pichia membranifaciens y Saccharomyces cerevisiae los mas representativos.

Tabla 38. Especies de microorganismos representativos en la region ITS

MICROORGANISMO Oh 13h 26h
Candida_intermedia 3.76 1.51 4.43
Candida_prunicola 0.47 0.04 0.04
Dipodascus_australiensis 3.07 0.00 0.00
Dipodascus_geotrichum 1.14 0.00 0.00
Fusarium_denticulatum 12.45 5.44 8.44
Geotrichum_cucujoidarum 4.82 0.00 0.35
Hanseniaspora_valbyensis 0.01 7.07 4.50
Kazachstania unidentified 0.46 0.00 12.60
Microidium_phyllanthi 3.20 2.52 2.67
Pichia_membranifaciens 22.35 11.91 11.48
Saccharomyces_cerevisiae 0.49 20.62 16.91
OTROS 47.78 50.88 38.58

En la figura 22 se observa la presencia de cada microorganismo secuenciado en la region ITS,

en el proceso fermentativo de cada chicha procesada.
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Figura 22. Microbioma de la region ITS durante el proceso fermentativo

Se observé mayor presencia de los géneros de bacteria como Acetobacter, Gluconacetobacter,
Lactobacillus, Leuconostoc a las 0 horas, siendo de esta forma que a las 0 y 26 horas el género
Lactobacillus se mostré con mayor presencia. En cuanto a hongos y levaduras se observo en
mayor abundancia a los géneros Fusarium, Pichia, Geotrichum, para las 0 horas de
fermentacion, Saccharomyces, Pichia, Fusarium para las 13 horas y Kazachstania,

Saccharomyces y Pichia en las 26 horas de fermentacion.

Se observa que la comunidad fungica presenta mayor riqueza, sin embargo, la comunidad
bacteriana presenta mayor diversidad, esto se observa también en el estudio realizado por Cruz
O Byrne, et.al (89), donde, analiza la microbiota del proceso fermentativo del café en Colombia
en un lapso de 36 horas de fermentacion, donde de la misma forma se observa mayor riqueza
fangica y mayor diversidad bacteriana. Ademas de mostrar presencia del género.

La presencia de abundantes microorganismos del género Lactobacillus, asi como Enterococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Weissella, Leuconostoc,etc, fueron también descritas para otra
bebida fermentada del norte de Argentina, también chicha de Jora, se realizé un analisis
utilizando el marcado 16 S ribosomal (90). También en estudios reportados de Pérez, 2018, en
bebidas fermentadas a base de maiz, como es el Atole y el pozol en México, se report6 la
presencia de bacterias del género Acetobacteraceae, también encontradas en las muestras de
chicha (91).
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La informacion obtenida en este estudio sobre el microbioma de la chicha de jora de la region
Arequipa, representa una base para futuras investigaciones, este estudio contribuye al
conocimiento de las comunidades microbianas presentes, las cuales podrian estar involucradas
en las caracteristicas nutricionales y saludables que se conoce que presenta esta bebida

ancestral.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES

PRIMERA

Se determinaron pardmetros como tiempo de fermentacion, concentracion de inoculo,
concentracion de guifiapo, para la elaboracion de chicha de Guifiapo bajo condiciones
controladas, basados en la materia prima que obtuvo para los ensayos, realizando ensayos
de pH, acidez titulable y grados BRIX, el indculo elegido fue el recolectado en el distrito
de Characato de la ciudad de Arequipa, la concentracion de Guifiapo determinada fue de
1:10 Guifiapo /Agua, la concentracion de inoculo fue de 1.10 Inoculo/Agua, y el tiempo de
fermentacion que se determind fue de 26 horas, este ultimo ensayo se realizo en el
fermentador LAMBDA MINIFOR.

SEGUNDA

Se observa una variabilidad no significativa en forma descendente en la concentracion de
compuestos fenolicos observandose una variacion entre 60. 554 a 56.730 mg GAE/100 ml,
durante el proceso fermentativo, sin embargo, no es una variacion sgnificativa, observando
poca degradacion de estos compuestos. En cuanto a la actividad antioxidante por DPPH se
observa una variacion de 226.289 a 205.998 umol TE/100ml, durante el proceso fermentativo,
la variacion se observa por la misma disminucion de compuestos fenolicos sin embargo,
tampoco es significativa, para la actividad antioxindate mediante al analisis de radical ABTS
, Se observo una variacion de 223.211 a 194.911 pmol TE/100ml, y en cuanto a la
concentracion de antocianinas se observo una variacion de 35.459 a 30.921 mg/L CsG en el
analisis de antocianinas monomericas totales, sin embargo por el metodo de UHPLC-DAD se
observo de 92.529 a 61.834 mg C3G/ L, observando casi el doble de concentracién debido a
que paso por un proceso de purificacion. La chicha de guifiapo mostré valores que demuestra

su potencial bioactivo.

TERCERA

La chicha de Guifiapo presento una inhibicién de a-amilasa con respecto al proceso
fermentativo de forma ascendente yendo de 17% a 70% de inhibicion para 0.01 mg GAE/mL,
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mostrando que el efecto de la fermentacion es optimo para la inhibicion de esta enzima. En
cuanto a la inhibicion de a-glucosidasa de la chicha de Guifiapo se observo una inhibicion de
92.631% a 91.910% con 0.068 mg GAE/mL, con una variacion no significativa. La chicha de

guifiapo mostré valores que demuestras su potencial bioactivo.
CUARTA

La chicha de Guifiapo presento una variacion en cuanto a su microbioma para la region 16 S
e ITS, para la regiobn 16S se observd que los géneros Acetobacter, Enterobacter,
Gluconoacetobacter y Leuconostoc se presentaron solo al inicio de la fermentacién y fueron
disminuyendo tras las 26 horas del proceso fermentativo, ademas el género Lactobacillus se
presentd en mayor cantidad durante toda la fermentacion siendo el Lactobacillus
vaccinostercus y el Lactobacillus rossiae, los mas representativos durante toda el proceso En
cuanto a la region ITS los géneros Dipodascus y Kazachstani se presentaron solo al inicio de
la fermentacion y los géneros Candida, Fusarium, Hanseniaspora, Pichia y Saccharomyces
fueron los mas relevantes en cuanto a presencia, a nivel de especie fueron Fusarium
denticulatum, Pichia membranifaciens y Saccharomyces cerevisiae los mas representativos.

La chicha de guifiapo mostrd valores que demuestra su potencial bioactivo.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar para futuras investigaciones un test sensorial para determinar una mejor
optimizacion del proceso fermentativo.

2. Determinar dentro de los parametros fermentativos el tiempo de coccion para el proceso
fermentativo, ya que el tiempo al que se somete la solucion afecta de la misma manera el
potencial bioactivo de la chicha.

3. Tomar en cuenta un muestreo por triplicado por Chicha asi se observara un mejor analisis.

4. Caracterizar los compuestos fendlicos presentes, de esta manera se puede observar la
variacion en su totalidad.

5. Realizar un estudio del microbioma presente con respecto a cada andlisis realizado dentro
de la esta investigacion, para obtener una correlacion correcta en cuanto a la actividad de

cada microorganismo presente.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado del maiz denomido INIA 615 Negro Canaan

2794

INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA
ESTACION EXPERIMENTAL
AREQUIPA

SACO OLIVARES # 402 CERRO JULI - AREQUIPA - TELF - 421338 RPM #917457

REGISTRO DE PRODUCTOR DE SEMILLAS
072/2001 - SENASA

FECHA DE COSECHA: __ Hﬂ_v 2016
v . FECHA [)AEAN‘ALlSii; . ABR 2018

LOTE N°: T80 .

% GERMINACION: 82 A

%PUREZAFISICA: 994

%PUREZAVARETAL: 99 5

% HUMEDAD: W —

ESPECE: . '...002.Mayg. oo

CULTIVAR Inia 615 Negro € anaan

CLASE DE SEMILLA: __ Autorizads

TRATAMIENTO: Vitavax

PESO NETO: __ 25 Kg

ALMACENAMIENTO: __Fresco y seco

EL INIA produce semillas de alta calidad genélica, plantones de
frutales, reproductores, realiza transferencia de trabajo y
Asesoramiento Técnico
arequipa@inia.gob pe J
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ANALISIS DE VARIABILIDAD DE LAS CARACTERISTICAS
BIOACTIVAS DURANTE EL PROCESO FERMENTATIVO DE LA
CHICHA DE GUINAPO, BEBIDA TRADICIONAL DE LA CIUDAD
DE AREQUIPA OBTENIDA EN CONDICIONES CONTROLADAS
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