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RESUMEN

La mashua (Tropaeolum tuberosum) es un tubérculo conocido por sus metabolitos
secundarios entre los que se encuentran los glucosinolatos (GLS). Los GLS por accién de la
mirosinasa vegetal se transforman en diversos productos con propiedades funcionales en
beneficio para la salud entre ellas las anticancerigenas. Por otro lado, se conoce que ciertas
bacterias lacticas pueden metabolizar los GLS y transformarlos en sus derivados. El objetivo
de esta investigacion fue estudiar la fermentacion de los GLS de la mashua usando seis cepas
de bacterias lacticas, para ello se emple6 tubérculos que, luego de ser almacenados hasta por
doce dias bajo condiciones controladas (12 °C, 80 % HR), presentaran el més alto contenido
de GLS. De las seis bacterias evaluadas se selecciond aquella que mostr6 mayor consumo
de GLS para estudiar la fermentacion a diferentes concentraciones de GLS. Los resultados
muestran que parael dia diez de almacenamiento hubo un incremento significativo (56%) de
GLS respecto al dia cosecha. De las seis bacterias lacticas estudiadas, los Enterococcus (E.
faecium, E. mundtii), Lactobacillus (L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus) y
Bifidobacterium (B. bifidum) consumieron en promedio 13.8, 32.7 y 36.3 por ciento de GLS
y los derivados de GLS obtenidos fueron 4-Metoxibencil isotiocianato, 4-Metoxibenceno
acetonitrilo, (4-Metoxibencil alcohol) metil éter y Benceno acetaldehido; el L. rhamnosus
fue seleccionado por su mayor consumo de GLS y mayor produccion de derivados de GLS.
La evaluacion de la fermentacion de L. rhamnosus, con 0.1 por ciento de GLS en el medio
de cultivo, mostrd un consumo de 45 por ciento de GLS a las 54 h y mayor produccion de
sus derivados. En base a los resultados podemos indicar que, bacterias probioticas como L.
rhamnosus, B. bifidum y L. casei, que podrian estar colonizando el tracto gastrointestinal
humano, serian capaces de utilizar los glucosinolatos intactos provenientes de mashua y ser

aprovechados en beneficio del consumidor.

Palabras clave: glucosinolatos, mashua, derivados de glucosinolatos, bacterias lacticas.



ABSTRACT

Mashua (Tropaeolum tuberosum) is a tuber known for its secondary metabolites which
include glucosinolates (GLS). When the GLSs are transformed by the action of plant
myrosinase into various derivatives that possess functional properties are formed. Likewise,
certain lactic acid bacteria can metabolize GLSs and transform them into their derivatives.
However, little is known about the ability of bacteria to metabolize mashua GLS. The aim
of this work was to study the fermentation of mashua GLSs using lactic acid bacteria. Firstly,
the day of highest GLS content during post-harvest storage was determined. The ability to
consume GLS was evaluated on six strains of lactic acid bacteria. Then, the one that showed
the highest consumption was selected for fermentation assays at different GLS
concentrations. The results show an increase (56%) of GLS on day 10 of storage with respect
to the harvest day. Of the six lactic acid bacteria, Enterococcus (E. faecium, E. mundtii),
Lactobacillus (L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus) and Bifidobacterium (B. bifidum)
consumed on average 13. 8, 32.7 and 36.3 percent GLS and the GLS derivatives obtained
were 4-Methoxybenzyl isothiocyanate, 4-Methoxybenzene acetonitrile, (4-Methoxybenzyl
alcohol) methyl ether and Benzene acetaldehyde. The evaluation of the fermentation of L.
rhamnosus, with 0.1 percent GLS in the culture medium, showed a consumption of 45
percent GLS at 54 h and higher production of derivatives. From the results we can indicate
that probiotic bacteria such as L. rhamnosus, B. bifidum and L. casei, which could colonize
the human gastrointestinal tract, would be able to utilize intact glucosinolates from mashua

and be used for the benefit of the consumer.

Key words: glucosinolates, mashua, glucosinolate derivatives, lactic acid bacteria.



l. INTRODUCCION

La mashua es un tubérculo nativo del género Tropaeolum, el cual crece en los Andes, del
Perl y otros paises. Se cultiva artesanalmente y entre sus usos esta el ser empleado como
pesticida (control biol6gico) en pequefias parcelas junto a otros tubérculos para el
autoconsumo. Esta raiz tuberosa ha sido tema de investigacion en estos ultimos afios, debido
al gran valor nutricional que posee; asi mismo, por la gran variedad de compuestos
bioactivos encontrados, tales como los polifenoles (Chirinos et al., 2008), antocianinas,
carotenoides (Alcalde-Eon, et al., 2004; Chirinos et al., 2006) y glucosinolatos (GLS)
(Ramallo et al., 2004). La importancia de este ultimo compuesto se debe a las grandes
cantidades reportadas en comparacion con otros vegetales como la coliflor, brocoli, maca
(Kapusta-Duch et al., 2016; Yabar et al., 2011), entre otros.

Los GLS se almacenan en la vacuola de la planta separado de la enzima enddgena mirosinasa
(Kissen & Bones, 2009). Tras la ruptura celular, la mirosinasa reacciona con los GLS,
iniciando a la transformacion enzimaética, lo que da como resultado diferentes derivados
entre ellos el tiocianato que ha mostrado actividad anticancerigena en las células cancerosas
del colon y prostata (Noratto et al., 2004). Generalmente, estos tubérculos son sometidos a
procesos de coccidn que ocasionan la inactivacion de la mirosinasa. Barba et al. (2016)
mencionan que los GLS podrian llegar intactos al colon donde se metabolizan por enzimas
bacterianas obteniendo los derivados de GLS durante la fermentacion luego del consumo de

vegetales cruciferos cocidos.

En estudios con células y animales, se ha evidenciado que los derivados de los GLS de las
plantas de Brassicaceae pueden ejercer efectos positivos para la salud (International Agency
for Research on Cancer, 2004). Ademas, se ha demostrado que son productos bioactivos
importantes en la dieta y posibles herramientas terapéuticas (Johnson 2004 y Johnson 2007).

Existen estudios sobre los derivados de la fermentacion que se obtienen a través de las



bacterias con los GLS provenientes de harina de colza (Nugon-Baudon et al., 1990 y Luciano
et al., 2011), tallos de capuchina (Tropaeolum majus) (Cheng et al., 2004) y semillas de
berro (Lepidium sativum) (Luang-In et al., 2014; Luang-In et al., 2016), semillas de berro
de tierra (Barbarea verna) (Luang-In et al., 2016), brocoli (Brassica oleraacea var. Italica)
(Yeetal.,, 2019 y Wu et al., 2019) Sin embargo, en la actualidad, no existen estudios sobre
los derivados de la fermentacion originados por la accion de bacterias lacticas a partir de
GLS de mashua.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue estudiar la fermentacion de los
glucosinolatos mashua (Tropaeolum tuberosum) usando bacterias lacticas. Para ello se
plantearon las siguientes etapas: 1) Evaluar y cuantificar los glucosinolatos de la mashua y
sus derivados, almacenados durante doce dias en condiciones controladas (12 °C, 80 %HR);
seleccionandose el dia de almacenamiento donde se encontr6 el mayor contenido de
glucosinolatos, los mismos que fueron extraidos para las siguientes etapas; 2) Evaluar y
cuantificar los glucosinolatos de mashua y sus derivados durante la fermentacion con seis
bacterias lacticas: Enterococcus faecium CWBI-B1430, Enterococcus mundtii CWBI-
B1431, Lactobacillus plantarum NRRL B-4496, Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-
1922, Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium bifidum BIOSTAR®; la bacteria que
consumio la mayor cantidad de glucosinolatos fue seleccionada para la siguiente etapa; y 3)
Evaluar la fermentacion de glucosinolatos de la mashua a diferentes concentraciones y
tiempos, con la bacteria seleccionada de la etapa anterior, a través del consumo de

glucosinolatos y sus derivados.



Il.  REVISION DE LITERATURA

21. MASHUA

2.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES

La mashua (Tropaeolum tuberosum), conocida como isafiu (Aymara-Bolivia), cubio
(Colombia), afiu e isafio (quechua en Peru y Bolivia), es un tubérculo comestible que crece
en la region andina (Grau et al.;2003 y Hernandez y Leon 1994 citados por Ortega et al.,
2006), y es considerado como fuente de compuestos bioactivos con propiedades funcionales
(Grau et al., 2003; Lim, 2016).

La mashua aparentemente se origind en los Andes centrales (latitud 10 ° a 20 °S) (Arbizu 'y
Tapia, 1994), y crece entre 2400 y 4300 m altitud (Flores et al., 2003). Se cultiva en los
Andes de Bolivia, Per(, Ecuador, Colombia y Venezuela (Gibbs et al., 1978), norte de
Argentina y Chile (Arbizu y Tapia, 1994). Dentro de los tubérculos méas conocidos, la
mashua se encuentra en el cuarto lugar de importancia en la region andina precedida por la

papa, oca y olluco (National Research Council, 1989).

En el género Tropaeolum los principales metabolitos secundarios son los glucosinolatos
(GLS). Estos compuestos y sus metabolitos biol6gicamente activos pueden ser responsables
de los usos medicinales y los usos en la agricultura orgéanica (Johns et al., 1982). El cultivo
de este tubérculo es poco popular por su amargor, es por ello que, en Bolivia y en algunas
partes de Perd, los tubérculos se recubren con melaza y se congelan para hacer un postre
especial (National Research Council, 1989). También se exponen al sol para mejorar el
sabor, incrementando el dulzor y por ende disminuir el amargor del tubérculo (Tapia et al.,
, 2007).



2.1.2. TAXONOMIA

Segun el sistema de Artur Cronquist, citado por Pacheco (2015), la Mashua tiene la siguiente

clasificacion taxonémica.

Reino : Vegetal

Division : Angiospermas

Clase : Dicotileddneas

Subclase : Rosidae

Orden : Geraniales

Familia : Tropaeolaceae

Género : Tropaeolum

Especie : Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

2.1.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y VARIEDADES

La mashua es una planta herbacea perenne, tendida o trepadora, que ocasionalmente alcanza
de 2 a mas metros de altura (Grau et al., 2003). Tiene tallos aéreos, cilindricos y ramificados
de color parpura. Sus hojas son de color verde oscuro en el haz y verde claro en el envés.
Las flores son anaranjadas o rojizas dependiendo de la variedad y el entorno (Hernandez &
Ledn, 1994).

En los estolones axiales se producen los tubérculos, estos son alargados, conicos o elipsoides
con superficie cerosa. Ademas, en el cuerpo rugoso presentan surcos, del cual se pueden
producir tallos y raices (Lim, 2016). Los tubérculos presentan una gran diversidad en la
morfologia y color, que varia desde la crema y el violeta oscuro (Chirinos et al., 2008),
pasando por amarillo, naranja, purpura y café (Zambrano, 2004).

El Instituto de Desarrollo y Medio Ambiente menciona que en la region de Huanuco en el
distrito de Quisqui se ha registrado alta diversidad de especies y variedades de tubérculos
nativos y locales (Mejia, 2016). En el caso de la mashua se ha reportado 129 variedades. Por

otro lado, el Centro Internacional de la Papa (CIP) citado por Manrique et al. (2013)



menciona que conserva 113 accesiones de mashua, que han sido recolectadas de las
diferentes comunidades campesinas del Per(, Bolivia y Argentina.

2.1.4. COMPOSICION

El contenido de agua en los tubérculos de mashua es relativamente alto, en un rango de 79 a
94 por ciento (Grau et al., 2003). Con respecto a los carbohidratos, almidon, proteinas, grasas
y contenido de fibra de 69.7 a 85.8, 41.35,6.9a15.7,0.1 a 1.0 y 4.8 a 8.6 por ciento en base
seca y un contenido total de azlcar de 27.7 por ciento en base seca. (Gross et al,1989; King
& Gershoff, 1987 ; Valcarcel-Yamani et al.2013). Segun Leidi et al. (2018) mencionan que
el alto contenido de carbohidratos y almidon varia por factores como el genotipo, las
condiciones de crecimiento, la madurez en el momento de la cosecha y el tratamiento post-

cosecha.

El contenido de proteina de la mashua es alto, en comparacion al de la oca y el olluco
(Valcércel-Yamani et al., 2013). Segun King & Gershoff (1987), al estudiar diferentes
muestras de mashua, determiné que el porcentaje de proteina en estas puede variar de 6.9 a
15.7 por ciento en base seca. La mashua contiene todos los aminoacidos esenciales (mg / g
de proteina): lisina 35-41, treonina 22-24, valina 25-46, isoleucina 25-37, leucina 35-43,
fenilalanina + tirosina 14 —37, triptéfano 4.7-5.3 y metionina + cisteina 12-15 (National
Research Council [NRC], citado por Lim, 2016).

El tubérculo de mashua muestra una composicién nutricional satisfactoria en comparacion
con las recomendaciones de la organizacion mundial de la salud (OMS) (Shah et al., 2001,
citados por Grau et al., 2003). Con respecto a la vitamina C y pro vitamina A se mostraron
en estudios comparativos con otros cultivos de raices o tubérculos andinos (arracacha,
melloco, miso, oca, yacon), que la mashua presentaba la mayor concentracién de estos
nutrientes (Espin et al., 2001). Con respecto a la vitamina C, se reportaron valores de 480
mg/100 g (bs) o 77.5 mg/100 g (bh) (Collazos et al., 1996; Sperling & King, 1990). En la
Tabla 1 se muestra la composicion quimica de la mashua en base himeda segun diferentes

investigadores.



Tabla 1: Composicion de quimica de la mashua en base himeda

_ Valcarcel-
Componente Unidades Espinetal. - Reyes et al. Yamani et al.
(2001) (2009)

(2013)
Humedad g 88.70 87.4 90.84
Proteinas g 1.03 1.5 0.84
Grasa g 0.52 0.7 0.084
Carbohidratos totales g 8.52 9.8 6.32
Fibra cruda g 0.67 0.9 1.43
Cenizas g 0.54 0.6 0.47
Calcio mg 0.68 12 -
Faésforo mg 36.16 29 -
Hierro mg - 1.00 -
Tiamina mg - 0.10 -
Riboflavina mg - 0.12 -
Niacina mg - 0.67 -
Vitamina C mg 77.37 77.50 -

FUENTE: Espin et al. (2001), Reyes et al. (2009) y Valcéarcel-Yamani et al. (2013)

2.1.5. USOS EN MEDICINA TRADICIONAL

En la medicina popular, la mashua es muy conocida por sus efectos beneficiosos en el
higado, los rifiones, para aliviar los trastornos urinarios de la prostata y se considera un
agente diurético (Johns et al., 1982). Ademas, se consume para tratar las Glceras cutaneas,
la diabetes, el dengue y la fiebre de la malaria y la recuperacion postparto (National Research
Council 1989 citados por Taylor 2009).



En Bolivia, se cree que la mashua induce la menstruacion y se emplea en la medicina popular
como emenagogo (Johns et al., 1982). Este tubérculo es conocido por reducir la funcion
reproductiva en los hombres (Cardenas-Valencia et al., 2008). Es decir, se le atribuye el
antilibido (Roca & Manrique, 2005). Es por ello, que muchos hombres andinos se niegan a

consumir la mashua, debido a que es considerado como un anafrodisiaco.

2.1.6. PRODUCCION NACIONAL

En los ultimos afios el indice de la produccidn nacional agropecuaria registré un aumento de
2.38 por ciento con respecto al 2019, debido a mayor produccion agricola). En el sector
agricola los cultivos que registraron mayores voliumenes de produccion son los tubérculos,
agroindustriales, frutas, hortalizas, cereales y legumbres (Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica, 2020). Dentro de los tubérculos, segun el Sistema integrado de estadisticas
agrarias (Ministerio de Agriculturay Riego, 2018) reporta que la mayor produccidn de raices
y tubérculos comestibles en toneladas métricas a nivel nacional es la papa, seguido de la
yuca, camote, pituca, maca, arracacha, oca, mashua y olluco. Con respecto, a la mashua en

la Figura 1 se muestra la produccion nacional a partir del afio 2009 a 2018.

El aporte al comercio nacional mensual de mashua (42877 tn) es superior a la arracacha
(23574 tn) que es para autoconsumo (Ministerio de Agricultura y Riego, 2018). Segun
Trivelli & Smith (1997) su produccion es solo de importancia local, por lo que se le
denomina, grupo de cultivo menor. Sin embargo, en estos ultimos afios se ha mostrado un
incremento en la produccion nacional de este tubérculo especificamente del 2017 al 2018

como se puede observar en la Figura 1.

Segun National Research Council (1989) en el Perd, los departamentos donde se cultivan
estos tubérculos son: Cajamarca, Cerro de Pasco, Ancash, Lima, Junin, Huancavelica,
Ayacucho, Apurimac, Cusco, Arequipa, Puno y Tacna; encontrandose con mayor frecuencia
en el centro y el sur del Perd. Sin embargo, del 2018 los departamentos que producen mas
de estos tuberculos son Cusco (25 por ciento), Ayacucho (23 por ciento) y Puno (18 por
ciento). En el 2018 el Ministerio de Agricultura y Riego reportd la mayor produccion
mensual de mashua en los departamentos de Cusco (10,485 tn), Ayacucho (9,946 tn) y Puno
(7,579 por ciento) (Figura 2).
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Figura 1: Produccion nacional de mashua

FUENTE: Adaptado del Ministerio de Agricultura y Riego (2018)
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Figura 2: Departamentos con mayor produccion mensual de mashua en el 2018

FUENTE: Adaptado por Ministerio de Agriculturay Riego (2018)



2.2. ESTRES ABIOTICO POST COSECHA

El estrés es la condicion fisiologica alterada en las plantas causada por diferentes factores
que modifican su equilibrio bioquimico (Gaspar et al., 2002). El estrés abidtico es una
condicion que reduce el crecimiento y el rendimiento por debajo de los niveles 6ptimos
(Cramer et al., 2011). El punto més importante y comun en las plantas expuestas al estrés
abidtico es una disminucion en la produccion de energia y/o un aumento de la demanda de

energia para superar el estrés (Duque et al., 2013).

El estrés abidtico se debe a varios factores ambientales que pueden ser previos a la cosecha,
como, por ejemplo: falta de agua, luz, temperatura de campo (Ferguson et al., 1999;
Toivonen & Hodges, 2011). También se debe a otros factores como la salinidad (Yadav et
al., 2016), metales toxicos (Seneviratne et al., 2019) y deficiencia de nutrientes (Gupta et
al., 2018). Entre estos factores, la temperatura, la luz y la disponibilidad de agua son las
causas principales de los trastornos durante el manejo de los productos antes y después de la
cosecha (Toivonen & Hodges, 2011). Para hacer frente a estos factores, las plantas pueden
establecer varios mecanismos mediante los cuales pueden aumentar su tolerancia a través de

adaptaciones fisicas y cambios moleculares y celulares (Knight & Knight, 2001).

Estos factores estimulan a las plantas a sintetizar diversos metabolitos (Yang et al., 2018);
muchos de estos se producen a través de vias metabdlicas que son de gran importancia en el
desarrollo de las plantas (Piasecka et al., 2019); como, por ejemplo, la redireccion del
metabolismo hacia la biosintesis de compuestos protectores ante el estrés, como
fenilpropanoides, compuestos fendlicos (Ramakrishna & Aswathanarayana, 2011), los
poliprenoides, carotenoides, GLS (Singh et al., 2019), entre otros. Asi los factores abio6ticos
tienen diferentes aplicaciones, como las mejoras en la produccion de fitoquimicos

(Ramakrishna & Aswathanarayana, 2011).

Con respecto a los GLS, segiin Martinez-Ballesta et al. (2013) menciona que una serie de
condiciones ambientales tales como temperatura, luz, salinidad, deficiencias nutricionales
pueden mejorar significativamente el contenido de GLS. Asimismo, Di Gioia et al. (2020)
menciona que las condiciones climaticas, como la radiacion solar, el proceso fotosintético,

la temperatura y la humedad relativa, contribuyen simultdneamente a determinar la sintesis



y el metabolismo y, por tanto, la acumulacion de GLS. En el caso de Yadav et al. (2016),
demostraron que, en condiciones de estrés abidtico, se producia dos tipos de GLS, alifatico

e inddlico, en diferentes zonas del tejido vegetal de Arabidopsis thaliana.

Por otro lado, Kissen et al (2016) analizaron el efecto de la temperatura en mdltiples
accesiones de Arabidopsis thaliana, indicando que en la mayoria de las accesiones sometidas
a temperaturas moderadas de enfriamiento de 15 a 9 °C se generaron niveles mas altos de
GLS, especialmente los de tipo alifatico. En otros estudios, autores como Charron & Sams
(2004) y Pereira et al. (2002), observaron que las temperaturas bajas (11-15°C) o altas (32-
33°C), mejoraron el contenido de GLS en comparacion con temperaturas moderadas (18-
22°C). En el caso de la maca cosechada en condiciones ambientales de 10 a 15 °C a 70-90%
de humedad relativa, se observo un aumento gradual y significativamente de GLS (Yéabar et
al., 2011). Asi mismo, Lee et al. (2017) y Lim et al. (2015) reportaron que en muestras de
rabano sometidos a una temperatura de almacenamiento de 0 °C, y humedad relativa de 80-
90% se observé un incremento de GLS, lo que sugiere que la biosintesis de los GLS es

estimulada por tensiones térmicas y presion de saturacion.

Villarreal-Garcia et al. (2016) sefialaron que los factores como la temperatura de
almacenamiento que causan estrés desencadenan la activacion del metabolismo secundario
del brécoli incrementando el contenido de GLS. Se ha demostrado que la aplicacién de estrés
previa a la cosecha genera un aumento en la concentracion de GL totales en los brotes de
brécoli (Ku et al., 2013). También se ha mostrado un aumento en la concentracion de GLS

en la mashua (Campos et al., 2019).

2.3. LOS GLUCOSINOLATOS

2.3.1. ESTRUCTURA

Los glucosinolatos (GLS) son metabolitos secundarios anionicos azufrados (Clarke, 2010).
Se encuentran en las familias botanicas del orden Capparales, como Capparacae,
Resedaceae, Brassicaceae y Tropaeolaceae (Rodman et al., 1996). La mayoria de los GLS

se encuentran en las hojas, tallos, ramas, raices y frutos de las plantas, aunque la

10



concentracion y la composicion de estos pueden variar mucho y también pueden cambiar

durante el desarrollo de la planta (Verkerk et al., 2009).

Estructuralmente, los GLS son N-hidroxisulfatos de B-tioglucosidos (ésteres de cis-N-
hidroximinosinosulfato) que consisten en dos restos, un glucésido (B-D-tioglucosa) y un
aglucon variable (oxima sulfatada), que se encuentran unidos por un enlace B-tioglucésido
(Rosa et al., 1997), como se muestra en la Figura 3. El aglucén es altamente variable debido
a la cadena lateral (-R) la cual se origina a partir de aminoacidos tales como: alanina (Ala),
valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle), fenilalanina (Phe), metionina (Met), tirosina
(Tyr) y triptofano (Trp) (Fahey et al., 2001; Halkier & Gershenzon, 2006). Es por ello que,
se han reportado aproximadamente 132 GLS distintos (Agerbirk & Olsen, 2012).

Aglucon
o
Glucosido /
OH O/‘?ﬁo
(o]
/ o]
/\V \/S N
» Y
OH R
OH

B-tioglucosido

Figura 3: Estructura del glucosinolato

FUENTE: Adaptado de Arora et al. (2014)

2.3.2. CLASIFICACION Y TIPOS DE GLUCOSINOLATOS

Los GLS se pueden clasificar de diversas maneras como por ejemplo en funcion de la
variabilidad en la estructura de la cadena R, que incluye grupos alifaticos, metiltioalquilo,
aromaticos, heterociclicos, olefinas, hidroxilo o carbonilo. etc. (Fahey et al., 2001). En la
Tabla 2 se muestra la clasificacion por la clase de GLS como alifatico, aromatico, alquilo de
metiltio, metilsulfinilalquilo e indolico. Ademas, también se clasifican en base a los

aminoéacidos precursores como los GLS alifaticos derivados de Met, lle, Leu o Val, los GLS
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aromaticos derivados de Phe o Tyr, y los GLS de indol derivados de Trp (Radoj¢i¢ et al.,
2008).

En la mashua los principales GLS que han sido detectados por Ortega et al. (2006) fueron
los aromaticos: 4-Hidroxibencilo (Glucosinalbina), Bencil (Glucotropaeolina), y m-
Metoxibencilo (Glucolimnatina). Por otro lado, en estudios recientes por Ramallo et al.
(2004), Martin & Higuera (2016) y Campos et al. (2019) reportaron que la glucoaubritietina

es el GLS maés abundante de la mashua, representa el 96-99 por ciento de los GLS totales.

Tabla 2: Clasificacion de algunos glucosinolatos en base a la estructura de la

cadena R
Clase de GLS Nombre sistematico Nombre trivial
Alifatico Alil (2-propenil) Singrina
3-butenil Gluconapina
2 hidroxi-3-butenil (R) Progoitina
4-pentenilo Glucobrassicanapin
5-metilsulfinilpentil Glucoalisina
Aromatico Bencil Glucotropaeolina
2-fenetil Gluconasturtiina
4-hidroxibencilo Glucosinalbina
4-metoxibencilo Glucoaubrietina
Alquilo de metiltio 3-metiltiopropil Glucoiberverina
4-metiltiobutil Glucoerucina
Metilsulfinilalquilo 3-metilsulfinilpropil Glucoiberin
4-metilsulfinilbutil Glucoraphanin
Inddlico Indol-3-ilmetil Glucobrassicina
1-metoxiglucobrassicina Neoglubrasincina

FUENTE : Luang-In et al (2014)
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En otras plantas y hortalizas se ha reportado otros tipos de GLS como, por ejemplo, 4-
metilsulfinilbutilo (Glucorafanina) en brotes de brécoli, brécoli, repollo y racula (Osada &
Aoyagi, 2014); en la col rizada Korus et al. (2014) se reporté 4-hidroxil glucobrassicina, 4-
metoxi glucobrassicina y neoglucobrassicina. De acuerdo con Bell et al. (2015) en la rucula
se han reportado los GLS maéas destacados glucosativina (4-mercaptobutil-GLS),
glucoerucina (4- (metiltio) butil-GLS) y glucorafanina (4- (metilsulfinil) butil-GLS).

Asi mismo, en otros estudios, han demostrado que glucorafasatina es el GLS mas abundante
en R. sativus, que representa aproximadamente 50 a 80 por ciento del contenido total de GLS
(Gutiérrez & Pérez, 2004; Hanlon & Barnes, 2011). Por otro lado, en el rdbano blanco
japonés se ha encontrado Glucoraphasatin (4-metiltio-3-butenil GLS), también conocido
como dehidroerucina, glucodehidroerucina, 0 4MTB-GLS (Ishida et al. 2012). En Brassica
juncea los principales GLS alifaticos son la Sinigrina (2-propenilo) y Glucobrassicanapin
(4-pentenilo) (Sodhi et al. 2002).

Dentro de los GLS alifaticos predominantes, la sinigrina posee numerosos beneficios
terapéuticos como, por ejemplo: anticancerigeno, antifingico, antioxidante,
antiinflamatorio, con respecto a su derivado llamado isotiocianato de alilo se ha evidenciado
que presenta actividad antitumoral (Awasthi & Saraswathi 2016; Mazumder et al., 2016).
En el caso, de la glucorafanina se ha demostrado que su derivado denominado sulforafano
mostro varios efectos anticancerigenos (Li et al., 2010; Han et al., 2019; Tabart et al., 2018),
mientras que en otros GLS como la progoitrina sus derivados mostraron efectos perjudiciales

en los animales (Liu et al., 2010).

2.3.3. SINTESIS DE LOS GLUCOSINOLATOS

La biosintesis de GLS procede a través de tres etapas independientes:(i) elongacion de la
cadena de los aminodacidos precursores seleccionados (solo Met y Phe), (ii) formacién de la
estructura del GLS central, y (iii) modificaciones secundarias de la cadena lateral del
aminoacido (Figura 4) (Senderby et al., 2010). Junto con el alargamiento de la cadena lateral,
las modificaciones secundarias son responsables de las méas de 132 estructuras de GLS
conocidas (Agerbirk & Olsen, 2012).
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a. ELONGACION DE LA CADENA DE AMINOACIDOS PRECURSORES

Primero, el aminoacido se desamina para producir un a-cetoacido, que luego se extiende por
condensacion con acetil-CoA. Después de un reordenamiento del grupo hidroxilo, el
dicarboxiacido se descarboxila conduciendo a la formacion de un a-cetoacido alargado de
cadena. Finalmente, el aminoéacido alargado de cadena se produce en una reaccion de
transaminacion (Mikkelsen et al., 2002). Al experimentar ciclos adicionales, se obtiene un

mayor alargamiento. Fahey et al. (2001) menciona que en las plantas se genera hasta nueve

ciclos.
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Figura 4: Esquema de la biosintesis de los glucosinolatos

FUENTE: Adaptado de Duarte (2015)
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b. FORMACION DE LA ESTRUCTURA DEL GLUCOSINOLATO CENTRAL

Los citocromos P450 que pertenecen a la familia CYP79 son responsables de catalizar la
conversion de aminoacidos a aldoximas (Wittstock & Halkier 2002). Estas se oxidan aun
mas por los citocromos P450 de la familia de genes CYP83 generando una forma oxidada
activa de la aldoxina como, por ejemplo, un oxido de nitrilo. Debido a su inestabilidad
reacciona con la cisteina, la cual serd& un donador de azufre para formar S-alquil
tiohidroximados (Bak & Feyereisen, 2001; Hansen et al., 2001).

La C-S liasa corta el tiohidroximato de S-alquilo para producir el &cido tiohidroximico
(Halkier & Gershenzon, 2006). Dado que los tiohidroximados son compuestos reactivos e
inestables reaccionan con la S-glucosiltransferasas de la familia UGT74 (Ishida et al., 2014)
y la glucosa se acopla al atomo de azufre. El desulfo GLS resultante se sulfona mediante una
sulfotransferasa para formar el GLS final (Grubb & Abel, 2006).

C. MODIFICACIONES SECUNDARIAS DE LA CADENA LATERAL DEL
AMINOACIDO

El GLS primario formado inicialmente esta sujeto a una amplia gama de modificaciones
adicionales del grupo R (Halkier & Gershenzon, 2006). Las cadenas laterales se modifican
mediante oxidacion, hidroxilacion, alquenilacion, benzoilacion y metoxilacion (Ishida et al.,
2014). Muchas de estas reacciones originan la diversidad estructural de los GLS (Chen et
al., 2011). Como por ejemplo la oxigenacion del S de los GLS alifaticos, como la

glucorafanina, se encuentra en muchas hortalizas de Brassicaceae (Ishida et al., 2014).

2.4. PRODUCTOS DE TRANSFORMACION

Los productos de transformacion de GLS son principalmente producidos por enzimas como
la mirosinasa. Esta hidroliza el enlace tioglucosidico del GLS liberando glucosa y
tiohidroximado-O-sulfonato. El cual es un intermediario que se puede convertir en una
variedad de productos, cuyas estructuras dependen del tipo de GLS, las condiciones de
hidrolisis, la presencia de iones y de factores de proteina adicionales (Figura 5) (Finiguerra
et al.,, 2001; Mithen, 2001). Ademas, estos derivados dependen de las propiedades
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bioquimicas de la proteina especificada y la estructura de la cadena lateral de los GLS, pH'y
presencia de proteinas o cofactores adicionales (Wittstock & Burow 2010; Kissen & Bones
2009). Se ha observado que estos derivados son responsables de las actividades bioldgicas
de los GLS.
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Figura 5: Hidrdlisis de glucosinolatos bajo diferentes condiciones

FUENTE: Adaptado de Luang-In (2013)

2.4.1. ISOTIOCIANATOS

Los isotiocianatos (ITC) son productos de derivados de la hidrolisis de los GLS en vegetales
cruciferos, una reaccion generalmente catalizada por la mirosinasa, una enzima que se activa
al ocasionar dafio mecanico en el tejido por corte, presion o masticacion. Los ITC son
productos altamente reactivos del sistema de defensa de mirosinasa- GLS que Se encuentran

en todo el orden Brassicales (Verkerk et al., 2009).

Los isotiocianatos comuUnmente Ilamados compuestos organosulfurados se producen
naturalmente tras la transformacion de los GLS de vegetales cruciferos (Molina-Vargas,
2013). Los ITC son basicamente ésteres de acido isotiocianico (H-NCS) analogo azufrado
de los isocianatos (R-NCO). También son isoméricos con tiocianatos (R-SCN) e

isoeléctricos con tiocetonas (R.C=C=S) (Satyavan 1989 citado por Kala et al., 2018).
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La actividad funcional de los ITC reside en la naturaleza electrofilica del atomo de carbono
del grupo N = C = S, que es capaz de sufrir reacciones de adicion con varios nucledfilos
(Patai, 2010 y Brown & Hampton, 2011). Puede formar facilmente conjugados con tioles y

unirse covalentemente glutation y proteina celular, incluida la tubulina (Li et al., 2012).

Se han estudiado numerosos ITC, como la iberina (de glucoiberina), feniletil ITC (de
gluconasturtiina) o prop-2-enyl ITC (de sinigrina) también se ha encontrado que son
inductores de enzimas de fase 2 y tener actividad antiproliferativa (Adesida et al., 1996;
Canistro et al., 2004; Staack et al., 1998; Stoewsand, 1995). También se bencil isotiocianato
(BITC) (Sofrata et al., 2011) y el fenil isotiocianato (PITC) (Abreu et al., 2013), aunque de
todos ellos, el mé&s estudiado por la potencia de sus efectos es el alil isotiocianato (AITC).

2.4.2. OTROS PRODUCTOS DE LA TRANSFORMACION DE
GLUCOSINOLATOS

La formacidn de productos que no son de ITC es comun en Brassicaceae, pero no en otras
familias de los Brassicales (Kuchernig et al., 2012). Algunos de los productos de hidrolisis
alternativos requieren de proteinas especificadoras (ESP) ademas de la mirosinasa (Burow
etal., 2006; Wittstock & Burow, 2010). Hasta la fecha, se han identificado ESP en el brécoli,
(Brassica oleracea ssp. Italica) (Matusheski et al., 2006), A. thaliana (Lambrix et al., 2001)
y varias coles y otras Brassicaceae (por ejemplo, Kuchernig et al., 2012; Rybarczyk-Plonska
et al., 2016; Kotodziejski et al., 2019).

Las ESPs no tienen actividad hidrolitica en los GLS. Segun los perfiles de producto, se
denominan proteinas epitioespecificantes (ESP), proteinas especificadoras de nitrilo (NSP)
y proteinas formadoras de tiocianato (TFP) (Kuchernig et al., 2012 citado por Wittstock et
al., 2016). Otros compuestos como los iones ferrosos y el pH son necesarios para la
formacion de otros productos como el nitrilo (NIT) (Cole 1976; Matusheski et al., 2001) o
azufre para la formacion de tiocianato (TC) o epitionitrilo (ETN) (Kissen et al., 2008; Bones
& Rossiter, 2006). Por lo tanto, bajo las condiciones que ocurra la hidrélisis del GLS
afectaran las proporciones respectivas de los productos originados (Foo et al., 2000) (Tabla
3).
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Tabla 3: Producto de ITC o NIT esperado de la hidrolisis de GLS catalizada

por la mirosinasa vegetal

GLS sustrato ITC producto NIT producto
Sinigrina Alil isotiocianato Alil nitrilo

Glucotropaeolin Isotiocianato de bencilo Bencil nitrilo

Gluconasturtiina Fenetil isotiocianato Fenetil nitrilo

Glucoerucina
Glucoiberina
Glucorafanina

Glucosinalbina

Erucina
Iberina
Sulforafano
4-hidroxibencil

isotiocianato

Erucina nitrilo

Iberina nitrilo

Sulforafano nitrilo

2-(4-hidroxifenil) acetonitrilo

FUENTE : Luang-In (2013), Radojéi¢ et al. (2008) y Blazevic et al. (2020)

2.5. MIROSINASA

2.5.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Las mirosinasas son glucohidrolasas de tioglucésido (EC 3.2.1.147) que pueden escindir un
GLS para producir una aglucona inestable bajo liberacion de glucosa (Blazevi¢ et al., 2019).
Las mirosinasas clasicas pertenecen a un grupo filogenéticamente distinto dentro de la

familia de las glicosil hidrolasas 1 (GH1) y se cree que evolucionaron a partir de los ancestros

de B-glucosidasa (Xu et al., 2004).

Esta enzima es un homodimero que contiene tres puentes disulfuro, dos de los cuales son
importantes para estabilizar el extremo N de la mirosinasa (Rask et al., 2000). Las
mirosinasas generalmente estan compuestas por dos polipéptidos de 55-65 kDa idénticos
que estan muy glicosilados, lo que da como resultado un peso molecular nativo de 120-150
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kDa de las proteinas diméricas (Loebers et al. 2014, citado por Wittstock et al. 2016). Por
ejemplo, las mirosinasas solubles en B. napus y S. alba son proteinas homodiméricas
glicosiladas con un peso molecular aparente de 130 a 150 kDa de los cuales los carbohidratos

pueden representar hasta el 20 por ciento (Rask et al., 2000).

Se han caracterizado varias isoenzimas de mirosinasa vegetal, diferentes en semillas,
plantulas y tejidos vegetativos de Brassicaceae. Estas isoenzimas son glucoproteinas con
diferentes grados de glicosilacion, puntos isoeléctricos variables y parecen ser tanto 6rganos
de plantas como especies especificas (Bones & lversen, 1985; Thangstad et al. 1990). Segln
James & Rossiter (1991) dos de las isoenzimas de mirosinasa aisladas mostraron diferentes
tasas de transformacién en diferentes GLS. La especificidad de las enzimas también se ve
afectada por otros factores como el epitioespecificador o las proteinas de unién a mirosinasa
(Verkerk & Dekker, 2008). Asi como, el tipo de planta, el 6rgano, la etapa de desarrollo, los
factores estacionales o las condiciones climéticas son los factores que causan variacion en la
actividad de la mirosinasa (Verkerk & Dekker, 2008; Andersson et al., 2009).

La mayoria de las mirosinasas vegetales que se han estudiado pertenecen a la familia GH1
de B-O-glucosidasas y son activadas por el ascorbato (Burmeister et al., 2000). El ascorbato
es un cofactor para la mirosinasa, que promueve el paso limitante de la reaccion, es decir, la

liberacion de la molécula de glucosa desde el sitio activo (Burmeister et al., 2000).

La mirosinasa no solo se encuentra de forma natural en todas las plantas del género Brassica,
puesto que se ha reportado en insectos especializados (Kissen et al., 2008), como
Brevicoryne brassicae y Lipaphis erysimi (Jones et al., 2002). Las mirosinasas en plantas e
insectos se han caracterizado bien, mientras que en algunos microorganismos se sabe poco
sobre esta enzima (Bones & Rossiter 1996; Jones et al., 2001 y Jones et al., 2002). A
excepcion de Citrobacter Wyel, donde se ha identificado una secuencia génica completa
(Albaser et al., 2016). A diferencia de las mirosinasas de plantas y afidos, esta enzima
pertenece a la familia GH3 de B-O-glucosidasas (Jones et al., 2014). Una caracteristica de
esta familia es que contiene aspartato como el nucleofilo catalitico en lugar del glutamato

que es caracteristico de las mirosinasas de plantas GH1 (Narbad & Rossiter, 2018).
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Por otro lado, se ha evidenciado actividad de mirosinasa en hongos y bacterias como por
ejemplo en Aspergillus niger (Ohtsuru & Hata, 1973), Enterobacter cloacae (Tani et al.,
1974), Lactobacillus agilis R16 (Palop et al., 1995), Escherichia coli (Oginsky et al, 1965)
y E. coli O157: H7 (Luciano & Holley, 2011). Sin embargo, el grado de hidrolisis de los
GLS por la mirosinasa bacteriana es mucho menor que por la mirosinasa vegetal (Angelino
et al. 2015).

2.5.2. MECANISMO DE LA MIROSINASA

La mirosinasa es un homodimero estabilizado por algunos iones que existe en coordinacién
tetraédrica con cuatro residuos His56 y Asp70. Algunos de los residuos de aminoécidos del
sitio activo de la enzima estan constituido por Arg95, GIn187, Ser190, Asn328, Tyr330 y
Glu409 (Xu et al., 2004). Estos compuestos tienen diversas funciones en el mecanismo de
la mirosinasa algunos estabilizan el sustrato (GLS) a traves enlaces, asi como el

reconocimiento de la glucosa del GLS.

El mecanismo de reaccion catalizada por mirosinasa en presencia de acido ascérbico consta
de tres pasos que menciona Bhat & Vyas (2019) (Figura 6). El primer paso es un ataque
nucleofilico por un residuo catalico GLU409 en el carbono anomérico, donde la mirosinasa
retiene la configuracion anomeérica durante la hidrdlisis (Burmeister et al., 1997). El oxigeno
glicosidico esta protonado por el grupo carboxilo que actia como acido general, mientras
que el segundo residuo catalitico, un grupo carboxilato (Burmeister et al., 2000). Como
resultado de este primer paso de la catélisis, se forma un intermediario glicosil-enzimay se

libera la aglucona que sufre una reordenacién de tipo Lossen (Bhat & Vyas, 2019).

En un segundo paso, una molécula de agua es activada por el residuo Glu que ahora actta
como un catalizador de base general para hidrolizar el intermediario glicosil-enzima
(Henrissat et al., 1995; Morant et al., 2008). Por otro lado, la coenzima el L-ascorbato actla
como una base catalitica exdgena. El enlace de ascorbato en el sitio vacio dejado por el
aglicon afecta ligeramente el posicionamiento de la molécula de agua que ahora interactla
con el O de ascorbato en lugar de GIn187, generando una desprotonacion (parcial) a por
ascorbato (Burmeister et al., 2000). Por ultimo, en el tercer paso se da el lanzamiento de la

glucosa unida, también se libera la enzima y el por ascorbato (Bhat & Vyas, 2019).
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Figura 6: Mecanismo de reaccion catalizada por mirosinasa en presencia de

acido ascérbico

FUENTE: Adaptado de Bhat & Vyas (2019)

2.6. BACTERIAS ACIDO LACTICAS
2.6.1. GENERALIDADES

Las bacterias acido lactico (BAL) se definen normalmente como un grupo de
microorganismos que fermentan principalmente los carbohidratos, produciendo &cido
lactico como uno de los principales productos de fermentacién (Hugenholtz et al. 2002).
Estas bacterias lacticas comprenden una amplia gama de géneros e incluye un nimero
considerable de diferentes especies bacterianas pertenecientes al género Lactobacillus
(Douillard & De Vos, 2014).
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Se pueden encontrar en alimentos fermentados, en el medio ambiente, asi como en el tracto
gastrointestinal humano (GIT) (Gaspar et al., 2013). También se encuentran naturalmente
en cavidades humanas y animales, incluida el tracto gastrointestinal (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis), la cavidad oral (Streptococcus mutans,
Bifidobacterium longum), entre otros (Tannock, 1999; Vaughan et al., 2002). Algunas de
estas bacterias lacticas tienen la capacidad de sobrevivir a las condiciones gastricas y biliares
y adherirse al epitelio intestinal puede conferir una ventaja competitiva y es importante para
el mantenimiento bacteriano en el tracto gastrointestinal humano (Naidu et al. 1999). Se
pueden usar como probidticos para humanos y animales (Chou & Weimer, 1999). En las
ultimas décadas, ha habido un aumento en el reconocimiento de las LAB en el
mantenimiento de la homeostasis dentro del ecosistema del tracto gastrointestinal y en la

lucha contra la colonizacion de patégenos (Ghosh et al. 2014).

Algunos lactobacilos desempefian funciones protectoras al producir compuestos como &cido
lactico, bacteriocinas, perdxido de hidrégeno y biosurfactantes, que inhiben el crecimiento
de patdgenos potenciales (Agboola et al., 2014). Por otro lado, estos microorganismos son
capaces de sintetizar otros metabolitos industrialmente interesantes como bacteriocinas,
exopolisacaridos (EPS), compuestos aromaticos, edulcorantes, vitaminas, péptidos
bioactivos, etc., que a su vez afectan positivamente las propiedades organolépticas,

texturizantes, nutricionales y promotoras de la salud del consumidor (Hugenholtz, 2008).

2.6.2. CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de organismos Gram-positivos,
microaerofilicos, no formadores de esporas, inmoviles, catalasa negativa y en forma de cocos
y bacilos. A pesar de su metabolismo anaerdbico, son anaerobios aerotolerantes (pueden
crecer 0 actuar en presencia o0 ausencia de O2) y en medios de cultivo sélidos crecen en

presencia de aire (Parra, 2010).

La mayoria de las especies pertenecientes a estos generos tienen alta tolerancia a pH por
debajo de 5, lo que les da la ventaja competitiva sobre otras bacterias; la temperatura optima

de crecimiento esta en un rango de 20°C a 40°C y varia entre géneros (Hofvendahl & Hahn-
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Hégerdal, 2000). Son microorganismos de rapido crecimiento con pequefios genomas,

metabolismo simple y relevancia industrial (Frioni, 2006).

Las BAL se caracterizan por metabolizar sustratos como la glucosa, pentosa, entre otros, con
el fin de producir energia y por ende producir diferentes productos dependiendo del sustrato
y las condiciones del medio en las que se da la reaccion. Estos microorganismos se
diferencian por el tipo de fermentacion de azucares y se clasifican en homo y hetero
fermentacion. En homolactico, la glucdlisis (Embden-Meyerhorf-Parnas) solo genera acido
lactico como producto final en condiciones estandar. En heterolactica, la via del 6-
fosfogluconato / fosfocetolasa genera varios tipos de productos finales. Ademas de lactato,
etanol, acetato y CO.. Diferentes condiciones de cultivo pueden alterar significativamente la
formacion del producto en algunas bacterias acido lacticas. Estos cambios se atribuyen al
metabolismo alterado del piruvato o al uso de aceptores de electrones externos como oxigeno

o cualquier compuesto organico (Mozzi et al., 2016).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se llevo a cabo en los laboratorios del area de Biotecnologia Industrial &
Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La

Molina.

3.2. MATERIAPRIMA

La materia prima que se utilizd para esta investigacion, fue el tubérculo de la mashua
procedente de Chufiomasas, anexo Quero, distrito de Molinos, provincia de Jauja, region
Junin; denominado por el agricultor como mashua yana ojo, de pulpa morada.

3.3. BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas empleadas fueron las siguientes:

- Bifidobacterium bifidum BIOSTAR®

- Lactobacillus rhamnosus GG

- Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922
- Lactobacillus plantarum NRRL B-4496

- Enterococcus faecium CWBI-B1430

- Enterococcus mundtii CWBI-B1431



3.4.

3.4.1.

3.4.2.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

MATERIALES

Materiales de vidrio: vasos de precipitado, fiolas, matraz erlenmeyer, probetas,
tubos de ensayo, todo el material requerido para los diferentes ensayos.
Micropipetas de 20-200 pL, 100-1000 uL y 500-5000 uL (Brand, Alemania)
Otros: filtros pirinola (Low Protein Binding Hydrophilic LCR, 4 mm diametro
externo, 0.20 um diametro de poro, Millipore, Japén), filtros de poliamida
(Sartolon polyamid, 0.20 pum didmetro de poro, Sartorius, Alemania), filtros S-
pak (Hydrophilic Polyvinylidene Fluoride PVDF, 0.45 um didmetro de poro,
Merck, Alemania), tubos de reaccion de 2 mL, tubos falcon de 15y 50 mL, entre

otros.

REACTIVOS

Acetato de sodio (Merk, Alemania)

Acetona (p.a. J.T. Baker, USA)

Acetonitrilo (grado HPLC. J.T. Baker®, EE.UU.)

Acido acético glacial (p.a. J.T. Baker®, EE.UU.)

Acido ascorbico (A7506-100G, Sigma, USA)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (OmniPur®, Merck, India)

Alcohol metilico (p.a. J.T. Baker, USA)

Alcohol etilico industrial 96% (YOHISA, Peru)

Cloruro de sodio (Merck, Alemania)

Diclorometano (LiChrosolv®, Merck, Alemania)

Enzima sulfatasa (S9626-10KU, Sigma, USA)

Estandar interno: Sinigrina S1648 (Sigma, USA) y Alil isotiocianato (36682
PESTANAL®, Supelco, Alemania)

Estandar externo: Bencil isotiocianato (89983, Supelco, Polonia) y 4- metoxibencil
isotiocianato (413810050, Acros Organics, Polonia)

Fosfato de potasio monobasico (Fermont, México)

Fosfato de sodio dibasico (Merck, Alemania)
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3.4.3.

Gel DEAE Sephadex A-25 (GE Healthcare, Suecia)

Medios de cultivo: Peptona de caseina, extracto de levadura, extracto de carne,
peptona de soya (Himedia, India), Agar bacterioldgico (Oxoid, UK)

Metanol (LiChrosolv®, Merck, Alemania)

Sulfato de sodio anhidro (3891-19, J.T.Baker, México)

EQUIPOS

Agitador magnético con placa calefactora (VELP Scientifica, Modelo F20530162,
Italia)

Agitador orbital y vaiven (GLF, Modelo 1092, Alemania).

Agitador vortex (Ingenieurbiiro CAT, M. Zipperer GmbH, Modelo VM 2, Alemania)
Autoclave (Beltec Scientific, Modelo Y X-280D, Per()

Balanza analitica (Adventurer ™ OHAUS, Modelo AR2140, USA).

Cabina extractora de gases y humos (EXTRACTOR, Modelo CEX-150, Colombia).
Cabina de seguridad microbioldgica tipo a2 (Labconco, Modelo 302310000, USA)
Cémara climatizada CLIMACELL 404 (MMM, Alemania).

Centrifuga (Centrifuge 5430R, Eppendorf, Alemania)

Centrifuga (Hettich Zentrifugen, Modelo MIKRO 220R, Alemania).

Cocina eléctrica (Magefesa, Modelo MGF811, Espafia).

Congelador (Electrolux, Modelo H300, Brasil).

Cromatdgrafo liquido de ultra alta presion (UPLC) (Waters, Acquity H-Class,
Singapur) acoplado a detector de arreglo de diodos (PDA) (Waters, Acquity,
Singapur).

Cromatdgrafo de gases (Trace 1310, Thermo Scientific, China), espectrometro de
masas triple cuadrupolo (TSQ 8000 Evo, Thermo Scientific, CA, Estados Unidos), y
automuestreador (TriPlus RSH, Thermo Scientific, Suiza).

Equipo de bafio de ultrasonido (BRANSONIC, Modelo 3510R-DTH, USA).
Espectrofotdmetro (Thermo Spectronic, Genesys 10 UV, USA).

Espectrofotémetro de microplacas UV/VIS (Biotek, Modelo EONC, U.S.A)).
Estufa de vacio (VWR, Modelo 1400E-2, USA).

Liofilizador (Labconco, modelo 117, USA).

Molino de laboratorio (IKA-werke, Modelo MF 10 Basic, Alemania).
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- Potenciémetro (Thermo Orion, Modelo 410, USA)

- Rotavapor (Buchi switzerland, Modelo RII, Suiza)

- Sistema de empaque al vacio (Oster Food Saver, Modelo V2240, México)
- Sistema de purificacion de agua (Merck Millipore, Modelo Simplicity UV,
- Ultracongelador vertical (GFL, modelo 6483, Alemania).

3.5. METODOS DE ANALISIS

3.5.1. DETERMINACION DE HUMEDAD Y MATERIA SECA

La humedad se determin0 de acuerdo al método gravimétrico porcentual Método 920.151
(AOAC, 1995). Un peso determinado de muestra se secd a 70 °C en estufa a presion de vacio
hasta que se obtuvo un peso constante. El contenido de materia seca se calcul6 por diferencia

de pesos y la humedad se calcul6 por diferencia de este respecto al 100 por ciento.

3.5.2. DETERMINACION DE pH

El pH de los cultivos se determiné mediante el Método 981.12 (AOAC, 1990). El cultivo se
homogenizo y se centrifugd a 3420 g por 10 minutos para obtener el sobrenadante.

Finalmente, se determind el pH en el sobrenadante obtenido.

3.5.3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ISOTIOCIANATOS Y
AMINAS

La deteccion y cuantificacion se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Hanschen et al.
(2017). Del extracto de GLS se extrajo 3 mL, se mezcld con 200 nmol/mL de Allil
isotiocianato como estandar interno; y 6 mL de diclorometano en 3 fracciones. Se separ6 por
decantacion la fase acuosa; la fase organica se seco con sulfato de sodio (0.5 g) y posterior
centrifugacion. El sobrenadante se evaporé con nitrdgeno gaseoso hasta un volumen
aproximado de 500 uL. El analisis se realiz6 en un cromatégrafo de gases Trace 1310 Gas
chromatograph (Thermo Scientific, Rodano, Milan, Italy) acoplado a un triple cuadrupolo
TSQ 8000 Evo Mass Spectrometer (Thermo Scientific, USA), usando una columna TR-5MS
(0.25 um, 30 m, 0.25 mm DI) (Thermo Scientific, USA). La temperatura del horno fue

27



programada como sigue: inicialmente 35 °C (por 3 minutos), luego incrementos a razén de
9 °C/min hasta 90 °C y un periodo isotérmico por 2 minutos, incremento a razén de 3 °C/min
hasta 110 °C, incremento a razon de 9 °C/min hasta 210 °C, incremento a razon de 3 °C/min
hasta 223 °C, incremento a razon de 9 °C/min hasta 230 °C, incremento a razon de 35 °C/min
hasta 310 °C, y un periodo isotérmico por 6 minutos. El volumen de inyeccion fue de 1 pl
en modo splitless. La temperatura del inyector se program6 a 190 °C. El Helio, fue usado
como gas Carrier, a un flujo de ImL/min. Para el analisis de espectrometria de masa, la
temperatura de la interfase se programé a 310 °C, la temperatura de ionizacion a 230 °Cy la
temperatura del cuadrupolo a 150 °C, la velocidad de scan fue 6.614 ciclos scan/s, en un
rango de 30-240 m/z. La identificacién de compuestos se realizé por comparacion de los
tiempos de retencidn y los espectros de masa de estandares previamente inyectados y por
comparacion con la libreria NIST 2.0 library (www.nist.gov). El bencil isotiocianato y 4-
metoxibencil isotiocianato fueron cuantificados a partir de curvas de calibracién construidas
mediante inyeccion de estandares. Otros compuestos derivados fueron cuantificados con
respecto al estandar interno Alil isotiocianato o como derivados de los estandares. Los

resultados fueron expresados en nmol/g (bs) de mashua o mL de medio de cultivo.

3.5.4. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSINOLATOS

Para la determinacion del contenido de glucosinolatos (GLS) se siguié la metodologia
utilizada por Verkerk et al. (2001) con algunas modificaciones. Se pes6 0.5 g de harina de
mashua en un tubo de 50 mL y se afiadié 10 mL de metanol al 70 por ciento a 75 °C. Las
muestras se incubaron a 75 °C durante 30 minutos en bafio maria. Después se centrifugé a
3420 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se decant6 en otro tubo. La extraccion se repitio
a partir del precipitado siguiendo el mismo procedimiento; los dos sobrenadantes se
mezclaron. Dos mililitros del extracto de mashua se afiadieron en una columna
cromatografica con DEAE Sephadex A-25 tratada previamente con agua milli-Q. Los GLS
se desulfato con 100 uL de sulfatasa, a temperatura ambiente durante 18 horas. Los GLS
desulfataron se eluyd con agua milli-Q hasta un volumen final de 4 mL. El eluido se
concentrd a 60 °C y se almaceno a -20 °C hasta el analisis cromatografico.

28



Para el analisis cromatogréafico se siguid lo descrito por Campos et al. (2019), se utilizé una
columna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18 (1.7 uM, 50 mm, 2.1 mm de DI) con
precolumna BEH C18 (1.7 uM, 50 mm, 2.1 mm de DI) a 30 °C. La fase movil estuvo
compuesta por Agua (Solvente A) y Acetonitrilo (Solvente B), ambos con 0.1 por ciento de
acido formico. Se utiliz6 un gradiente de elucion como sigue: 98 por ciento de A durante dos
minutos, luego disminuy6 gradualmente a 83 por ciento al minuto 12, 0 por ciento al minuto
13 y mantenido hasta el minuto 16, 98 por ciento al minuto 17 y mantenido hasta el minuto
20, con un flujo de 0.2 mL/min. EI volumen de inyeccion fue de 2 uL, y la deteccion se
monitoreo en UV-Vis (229 nm). Los GLS totales fueron identificados por comparacion con
el espectro de absorcion citado en la literatura, se cuantific6 mediante una curva de
calibracion de sinigrina. Los resultados fueron expresados en micromol por g de mashua en

base seca (umol/g bs).

g  (b-area) Vte Vsv Fdilx FR
g (bs) a xpeso (bs) * Ve xra

Donde: [(b-area) /a]: es la ecuacion de sinigrina, Vi: volumen final del extracto, Vs:
volumen después de concentrar en el speed-vac, Vc: volumen inyectado en la columna; Fdil:
factor de dilucion, FR: factor de respuesta de cada GLS (Glucoaubrietina=1,

Glucotropaeolina=0.95, Glucosinalbina=0.5, de acuerdo a Wathelet et al. (2004)).

3.5.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MIROSINASA

Para la determinacion de la actividad mirosinasa se siguié la metodologia descrita por Li &
Kushad (2004) con algunas modificaciones. EI método se basa en la determinacion de la
actividad enzimatica de la mirosinasa a través de la evaluacion de la velocidad de hidrolisis
del estandar sinigrina. La muestra (1 g) se traté con 25 mL de Buffer A (EDTA 1 mM, &cido
ascorbico 0.5 mM en buffer fosfato 33.3 mM (pH 6.5) a 4 °C con agitacion durante una hora,
luego se centrifugd a 3420 g a 4 °C por 20 minutos, se recupero el sobrenadante. Se dializé
1.5 mL del extracto en membrana de celulosa (cut off de 14 kDa, Sigma, USA) con buffer
fosfato de 33.3 mM pH 6.5 (1:100, v/v), a 4 °C por 24 horas. La muestra dializada se diluyo
con buffer fosfato 33.3 mM pH 6.5. La reaccion se realizé con 810 pL de sinigrina 0.12 mM

con 90 pL de la muestra diluida en buffer fosfato y &cido ascorbico 0.5mM. La reaccion se
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Ilevé a cabo en cubetas de cuarzo a una temperatura de 37 °C, longitud de onda de 227 nm
y agitacion orbital, en el espectrofotémetro de microplacas UV/VIS La determinacion de la

actividad de la unidad enzimatica se calcula como se describe a continuacion:

U_AA 1 Va 1000
_ATxexleex

Doénde: AA: es la variacion de la absorbancia, AT es la variacion del tiempo de reaccién en
minutos, e: es el coeficiente de extincion molar (M-tcm™) de la sinigrina, I: Longitud de paso
de la cubeta (1 cm), Va: es el volumen total de la mezcla de ensayo (cm?), Ve es el volumen
de la solucion enzimatica (cm®). Una unidad de actividad enzimatica se define como la

cantidad de enzima que cataliza la escision de 1 umol de sinigrina por minuto a 37 ° C.

3.5.6. CUANTIFICACION DE GLUCOSINOLATOS EN EL CULTIVO
BACTERIANO

Para la determinacion del contenido de glucosinolatos (GLS) se siguié la metodologia
utilizada por Verkerk et al. (2001) con algunas modificaciones. Del cultivo bacteriano se
extrajo 0.9 mL y se afiadié 2.1 mL de metanol puro a 75 °C. Las muestras se incubaron a 75
°C durante 30 minutos en bafio maria. Después se centrifugo a 3420 g por 10 min a 4°C y el
sobrenadante se decant6 en otro tubo. Se extrajo dos mililitros del extracto bacteriano y se
afiadié en una columna cromatografica con DEAE Sephadex A-25 tratada previamente con
agua milli-Q. Los GLS se desulfataron con 100 uL de sulfatasa, a temperatura ambiente
durante 18 horas. Después los GLS desulfatados se eluyeron con agua milli-Q hasta un
volumen final de 4 mL. El eluido se concentr6 a 60 °C y se almaceno -20 °C hasta el analisis

cromatografico.

El andlisis cromatografico se llevd a cabo en una columna de fase reversa Acquity UPLC
BEH C18 (1.7 uM, 50 mm, 2.1 mm de DI) con precolumna BEH C18 (1.7 uM, 50 mm, 2.1
mm de DI) a 30 °C. La fase movil estuvo compuesta por Agua (Solvente A) y Acetonitrilo
(Solvente B), ambos con 0.1 por ciento de &cido formico. Se utilizé un gradiente de elucion
como sigue: 98 por ciento de A durante dos minutos, luego disminuido gradualmente a 83

por ciento al minuto 12 por ciento al minuto 13 y mantenido hasta el minuto 16. 98 por ciento
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al minuto 17 y mantenido hasta el minuto 20, con un flujo de 0.2 mL/min. El volumen de
inyeccion fue de 2 pL, y la deteccion se monitoreo en UV-Vis (229 nm). Los GLS totales
fueron identificados por comparacion con el espectro de absorcion citado en la literatura, se
cuantifico mediante una curva de calibracion de sinigrina. Los resultados fueron expresados

en micromol por g de mashua en base seca (umol).

3.5.7. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE DERIVADOS DE
GLUCOSINOLATO DURANTE LA FERMENTACION CON BACTERIAS
LACTICAS

La deteccion y cuantificacion se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Hanschen & Schreiner
(2017). Del medio de cultivo bacteriano se extrajo 1.2 mL y se afiadi6 2.8 de metanol puro
a 75 °C. Las muestras se incubaron a 75 °C durante 30 minutos en bafio maria. Después se
centrifugo a 3420 g por 10 min y el sobrenadante se decant6 en otro tubo. Se extrajo 3 mL,
se mezcld con 200 nmol/mL de Allil isotiocianato como estdndar interno; y 6 mL de
diclorometano en 3 fracciones. Se separo6 por decantacion la fase acuosa; la fase organica se
seco con sulfato de sodio (0.5 g) y posterior se centrifugd. El sobrenadante se evaporo con
nitrégeno gaseoso hasta un volumen aproximado de 500 uL. El analisis se realiz6 en un
cromatdgrafo de gases Trace 1310 Gas chromatograph (Thermo Scientific, Rodano, Milan,
Italy) acoplado a un triple cuadrupolo TSQ 8000 Evo Mass Spectrometer (Thermo Scientific,
USA), usando una columna TR-5MS (0.25 um, 30 m, 0.25 mm DI) (Thermo Scientific,
USA). La temperatura del horno fue programada como sigue: inicialmente 35 °C (por 3
minutos), luego incrementos a razén de 9 °C/min hasta 90 °C y un periodo isotérmico por 2
minutos, incremento a razon de 3 °C/min hasta 110 °C, incremento a razon de 9 °C/min hasta
210 °C, incremento a razén de 3 °C/min hasta 223 °C, incremento a razon de 9 °C/min hasta
230 °C, incremento a razén de 35 °C/min hasta 310 °C, y un periodo isotérmico por 6
minutos. El volumen de inyeccion fue de 1 ul en modo splitless. La temperatura del inyector
se programé a 190 °C. El Helio, fue usado como gas Carrier, a un flujo de 1mL/min. Para el
analisis de espectrometria de masa, la temperatura de la interfase se programo a 310 °C, la
temperatura de ionizacion a 230 °C y la temperatura del cuadrupolo a 150 °C, la velocidad
de scan fue 6.614 ciclos scan/s, en un rango de 30-240 m/z. La identificacion de compuestos
se realiz6 por comparacion de los tiempos de retencion y los espectros de masa de estandares

previamente inyectados y por comparacion con la libreria NIST 2.0 library. El bencil
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isotiocianato y 4-metoxibencil isotiocianato fueron cuantificados a partir de curvas de
calibracién construidas mediante inyeccion de estandares. Otros compuestos derivados
fueron cuantificados con respecto al estandar interno Alil isotiocianato o como derivados de

los estandares. Los resultados fueron expresados en nmol/mL de medio de cultivo.

3.5.8. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

a. RECUENTO EN PLACA

La metodologia empleada fue la descrita por Sanchez et al (2017), donde se afiadié una
alicuota del pre cultivo al medio de cultivo que sea requiri6é para la bacteria lactica. Del
medio de cultivo se extrajo 1 mL para realizar las diluciones decimales empleando tubos con
9 ml de suero fisioldgico. Después se afiadié 100 uL de cada dilucion en las placas Petri y
se adicion6 15 mL de agar MRS o MRS con cisteina. Se homogenizd y se incubd las placas
Petri en posicion invertida a 37 °C durante 24 horas. Para finalizar se realiz6 el conteo de

placas que tenga entre 30 a 300 colonias.

b. BIOMASA

Se determin6 midiendo la densidad Optica (DO) usando una curva estandar frente al peso de

las células secas. La DO se midié a 600 nm en un espectrofotémetro.

3.6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.6.1. OBTENCION DE HARINA DE MASHUA

Las mashuas cosechadas provenientes de la provincia de Junin, se trasladaron
inmediatamente a las instalaciones del laboratorio en Lima. Se sigui6 el procedimiento

descrito por Cérdova (2012) con algunas modificaciones:

- Seleccion. La mashua cosechada se selecciond, eliminando los tubérculos que se

encuentren en mal estado.
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- Limpieza. Los tubérculos seleccionados se limpiaron, ayudandose de un
cepillo/brocha, con el fin de retirar tierra y particulas extrafias, adheridas.

- Aplicacion de estrés abiotico post-cosecha. Se realizd el almacenamiento en
condiciones controladas de 12 °C y 80 %HR. Durante este tratamiento, se retiro de
manera interdiaria y al azar 0.5 kg aproximadamente de mashua. Esta operacion se
realizo con el fin de determinar el dia en el cual se produce mayor contenido de GLS
y maximizar el contenido de estos GLS, las muestras que fueron retiradas siguieron
las etapas posteriores, las otras continuaron con el almacenamiento.

- Lavado y desinfeccion. Las mashuas que finalizo el tiempo bajo estrés abiotico se
lavaron manualmente con agua potable, con el fin de eliminar particulas adheridas
que en la etapa de limpieza no se pudieron retirar. Posteriormente, se desinfecté con
una solucién de 200 ppm de cloro libre residual. A continuacion, se ored y se seco
con papel adsorbente.

- Liofilizado. Las muestras se liofilizaron a -45 °C (condensador) y 120 x10° mBar de
presion.

- Molienda y tamizado. Las muestras liofilizadas se molieron con un molino de
laboratorio, con el objetivo de reducir el tamafio de las particulas; y, posteriormente,
se tamiz6 para homogenizar el tamafio de la muestra.

- Embolsado. Las muestras de mashua liofilizadas molidas y tamizadas se colocaron
en bolsas de polietileno de alta densidad con cierre hermético.

- Almacenamiento. Las muestras se almacenaron a -80°C, hasta el momento del

andlisis respectivo.

Finalizada la obtencién de la harina de mashua se realiz6 los analisis respectivos cuantificd
los GLS, la actividad mirosinasa y el contenido de humedad de las muestras de mashua
sometidas a estrés abiodtico durante doce dias, con el fin de obtener mayor cantidad de GLS

para las siguientes etapas del estudio.
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3.6.2. ACONDICIONAMIENTO Y CULTIVO DE LAS BACTERIAS LACTICAS

a. REACTIVACION DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas liofilizadas de Lactobacillus y Enterococcus se reactivaron en el
caldo MRS. En el caso de las Bifidumbacterium bifidum se reactivaron en caldo MRS

con 0.5 g/L de cisteina. HCI. La incubacion se realizé a 37°C durante 24 horas.

b. PREPARACION DEL PRE CULTIVO Y CULTIVO

Para el pre cultivo se inoculd las bacterias lacticas reactivadas de Lactobacillus y
Enterococcus en caldo MRS, a excepcion de Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium
bifidum que se inocularon en caldo MRS con 0.5 g/L de cisteina-HCI. La incubacion de los
precultivos de algunas Lactobacillus y Enterococcus a 37 °C por 16 horas exceptuando a
Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei sup casei NRRL B-1922 vy
Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® que fue a 37 °C por 20 horas con agitacion constante.
Para la preparacion del cultivo se procedid a adicionar 200 uL del precultivo (10’ UFC/mL)
a un medio que contenia 5 mL del extracto de GLS de mashua a una concentracion de 0.05
por ciento y 200 uL de acido ascorbico previamente pasados por membrana de 0.45 um de
diametro de poro. Para los Lactobacillus y Enterococcus se llevaron a cabo en erlenmeyer
de 125 mL que contenian 15 mL de medio de cultivo. A diferencia de las Lactobacillus
rhamnosus y Bifidobacterium bifidum que se Ilevo a cabo en frascos de 24 mL conteniendo

15 mL de medio de cultivo y los componentes indicados.

3.7. DISENO EXPERIMENTAL

El estudio considero tres etapas (Figura 7), post-cosecha de mashua, escrutinio de
potenciales bacterias lacticas que utilizan GLS y evaluacion de la fermentacion con la

bacteria lactica que consuma mayor porcentaje de los GLS.

Para la primera etapa la variable independiente fue el tiempo de estrés abiético al cual fueron

sometidos los tubérculos de mashua, se tomé muestras cada dos dias durante 12 dias, las

34



Figura 7: Disefio experimental para el estudio de la fermentacion de glucosinolatos de mashua (Tropaeolum tuberosum) con bacterias

lacticas

Etapa I:

Evaluacién post-cosecha de tubérculos de
mashua almacenados durante doce dias en
condiciones controladas

Etapa Il:
Escrutinio de seis bacterias lacticas para evaluar
el consumo de glucosinolatos y la formacion de sus
derivados

Etapa lll:

Evaluacion de la fermentacion a  tres
concentraciones de glucosinolatos de la mashua,
durante 54 h
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variables respuestas fueron el contenido y perfil de GLS, el contenido y perfil de los
derivados de GLS y actividad mirosinasa.

La segunda etapa fue el escrutinio de seis bacterias lacticas para determinar cual (es) son
capaces de degradar los GLS de la mashua. Donde la variable independiente fue la bacteria
lactica en estudio y las variables respuesta fueron, el consumo de GLS, el contenido y perfil
de los derivados de GLS, el recuento microbiano y el valor final de pH. Se seleccioné la

bacteria lactica en cuyo medio de cultivo se encontrd la menor cantidad de GLS.

Para la realizacion de la tercera etapa, la bacteria lactica seleccionada de la etapa anterior fue
sometida a crecimiento en un medio de cultivo conteniendo GLS de mashua (0.01, 0.05 y
0.1 por ciento) por diferentes tiempos (6, 24, 30, 48 y 54 horas). Donde las variables
respuesta fueron el consumo de GLS, el contenido y perfil de los derivados de GLS, el

recuento microbiano y el valor de pH.

3.8.  ANALISIS ESTADISTICO

En la primera etapa se utilizon un Disefio completamente al azar, donde la variable
independiente fue el tiempo de estrés abidtico (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias de almacenamiento)
y las variables respuestas fueron el contenido y perfil de GLS totales, el contenido y perfil
de los derivados de GLS y actividad mirosinasa. En la segunda etapa, también se utiliz6 un
DCA, donde la variable independiente fueron las bacterias lacticas, mientras que la variable
respuesta fueron el consumo de GLS, el contenido y perfil de los derivados de GLS, el
recuento microbiano y el valor final de pH. En la tercera etapa, se us6 un Disefio de bloques
completamente al azar (DBCA) considerando a la concentracion de glucosinolatos como
variable independiente, como factor de bloque a las horas y como variables respuesta el
consumo de GLS, el contenido y perfil de los derivados de GLS, el recuento microbiano y

el valor de pH.

Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se evaluaron mediante un Analisis
de varianza (ANVA) unidireccional con una significancia del 5 por ciento y se utilizo el
software estadistico Statgraphics Centurion XVI.I y se compar6 mediante la prueba de
Tukey (p<0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION DEL ESTRES ABIOTICO POST-COSECHA DE MASHUA
A CONDICIONES CONTROLADAS

4.1.1. EFECTO DEL ESTRES ABIOTICO POST-COSECHA SOBRE LOS
GLUCOSINOLATOS

En la Tabla 4, se presenta el contenido de humedad y glucosinolatos (GLS) de la mashua
almacenada a condiciones controladas en cdmara climatizada, 12 °C y 80 %HR durante 12
dias (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12). Respecto al contenido de humedad (Anexo 1) se obtuvo
inicialmente 93.76 por ciento, el cual se mantuvo hasta el dia 12 que termind con un 89.06
por ciento. Estos valores se encuentran dentro del rango mencionado por Grau et al. (2003)
y King & Gershoff (1987). La diferencia en el contenido de humedad se podria deber al
estado de madurez al momento de la cosecha y a las condiciones de almacenamiento (Alia-
Tejacal et al., 2007).

Por otro lado, se observé un comportamiento oscilante con tendencia a aumentar hasta el
décimo dia respecto al contenido total de GLS totales. Este comportamiento reportado es
similar a los determinados por Campos et al. (2019) y Medina (2020) en mashua. En este
sentido, estaria influenciado por los cambios en las condiciones post-cosecha, en un primer
momento, la adaptacion de los tubérculos a las condiciones controladas de almacenamiento
(temperatura y humedad relativa) podrian haber originado la disminucién en el contenido de
GLS, los cuales posteriormente se incrementan como un mecanismo de defensa a las

condiciones de almacenamiento.



Tabla 4: Contenido de glucosinolatos en mashua almacenados en condiciones

controladas durante 12 dias

Contenido (umol/g bs)

] Humedad
Dias o
%) Glucosinalbina Glucotropaeolina Glucoaubrietina  GLS Total
0 03.76+1.932  0.34+0.03¢ 6.87+0.68° 41.38+1.23°  48.59+1.77°
2 93.74+2.39%  0.46+0.03° 7.38+0.53° 29.79+2.16°  37.63+2.41°
4  94.35+1.93%  0.43+0.03° 8.98+0.73% 40.89+0.51° 50.3+0.69°
6  94.59+1.97%  0.24+0.01¢ 8.01+0.48% 25.84+0.96¢ 34.1+1.25°¢
8  93.22+2.31*  0.58+0.03? 6.68+0.57° 44.47+1.44%  51.73+2.03%
10 93.15+2.19%  0.45+0.01° 6.7+0.54° 48.38 +1.16°  55.53+1.302
12  89.06+1.28%  0.11+0.01° 7.33+0.33° 19.43+1.13¢  26.88+1.444

Promedio de tres repeticiones * desviacién estandar. Letras diferentes en la misma columna indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)

Con respecto, a los tipos de GLS aromaéticos encontrados en la mashua se reportd

glucosinalbina glucotropaeolina y glucoaubrietina (Anexo 2), siendo este Gltimo compuesto

el que destaco, con un rango de 87.12 — 72.29 por ciento (55.53 -26.88 umol/g, bs) de los

GLS totales. Dichos valores son superiores a los reportados en otras plantas, como, por

ejemplo: Bunias orientalis, Tropaeolum majus (3.19 y 0.34 por ciento, respectivamente,

Badenes-Pérez et al., 2019) y Pentadiplandra brazzeana Baillon (81 por ciento; De Nicola

et al., 2012), mientras que fue inferior (97.43 por ciento) al determinado en mashua
(Limaymanta, 2018).

Por otro lado, se observaron que existen diferencias significativas (p < 0.05, Anexo 3-6) en

el contenido de GLS totales, glucotropaeolina, glucoaubrietina y glucosinalbina. Otros
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autores, Ku et al. (2013) y Kissen et al. (2016) reportaron incremento en el contenido de
GLS en el brocoli y Arabidopsis thaliana al almacenar en frio (15-9 °C). Ademas, Baenas et
al. (2020) y Barba et al. (2016) indicaron que a bajas temperaturas (4-5 °C) se observo una
menor disminucién en el contenido de GLS totales en rabano y no se presentd variaciones
en brécoli. Lo sefialado sugiere que, el estrés inducido por las bajas temperaturas podria
causar un cambio en el metabolismo, generando un aumento el contenido de GLS en ciertas

plantas.

Con respecto al contenido de GLS totales de mashua, tal como se observa en la Tabla 4,
estos valores coinciden con los resultados reportados por Campos et al. (2019) (4.9-54.2
pmol/g, bs) y Ortega et al. (2006) (0.27-50.74 umol/g, bs) y distan de los reportados por
Martin & Higuera (2016) (0.3-25.8 umol/g, bs), y Ramallo et al. (2004) (36.5-90 umol/g,
bs). Esta diferencia de cantidades estaria influenciada por la variedad, la region y los estados
de crecimiento de los tubérculos (Martin & Higuera, 2016). Cabe resaltar que los tubérculos
que se emplearon para el estudio fueron domésticos o asilvestrados por lo que presentaron
mayor contenido de GLS en comparacion de otros autores; probablemente por la adaptacion

del tubérculo a las condiciones climaticas tal como lo sefiala Ortega et al. (2006).

Por otro lado, el contenido de GLS totales reportados en mashua es mayor en comparacion
con otros vegetales y plantas que presentan diferentes tipos de GLS (alifaticos, aromaticos,
indolicos), en umol/g (bs), 17.9 en mostaza india (Nugrahedi et al, 2014), 21.44, 14.70 y
17.26 para la col blanca, col roja y brocoli; respectivamente (Verkerk et al., 2001), 31.4—
36.2 para maca (Yéabar et al., 2011); 10.9 en pak choi (Yang et al., 2010), tara y arbol de
jade, 6.55 y 45.56 umol/g, respectivamente (Najjaa et al, 2017); Bunias orientalis, Moringa
oleifera y Tropaeolum majus, 33.3-36.2, 28-39.5 y 28-40.4 umol/g, respectivamente
(Badenes-Perez, 2019), Pentadiplandra brazzeana Baill, 48 umol/g (Nicola et al., 2012).En
sintesis, este andlisis presentd no solo un mayor contenido de GLS aromaticos, los cuales
tienen alta bioactividad y aplicaciones potenciales en bioquimica, genética y quimica
medicinal (Quan et al., 2013), en comparacion a otros autores, sino también, en comparacion

con otros vegetales y plantas.
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4.1.2. EFECTO DEL ESTRES ABIOTICO POST-COSECHA SOBRE LA
ACTIVIDAD MIROSINASA Y GLUCOSINOLATOS TOTALES

En la Figura 8 se observa el contenido de GLS totales y la actividad mirosinasa durante el
tratamiento de estrés post-cosecha, observandose que no existe una correlacion entre esas
dos variables. Resultados similares fueron reportados por Bones (1990) y Li & Kushad
(2004) que no encontraron correlacion directa entre esas variables en hojas, raices, tallos o
semillas en varias lineas de Brassica napus. En relacion a la actividad mirosinasa se observo
un incremento significativo el dia 8 (Anexo 7). Del mismo modo, Andréasson et al. (2001)
y Bones (1990) reportaron alta actividad de mirosinasa en la parte superior de las raices de
colza madura. Al respecto Andréasson et al. (2001) indican que este incremento se debe a
que, durante la germinacién de la planta, las proteinas que se unen a la mirosinasa
desaparecen de las células de idioblasticas y en paralelo se da la disminucion de GLS. Por
lo tanto, la actividad de la mirosinasa aumentaria al reducir las proteinas de union de

mirosinasa y los GLS de la mashua.
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Figura 8: Contenido de glucosinolatos (umol/g bs) y actividad mirosinasa (U/g bs)

de las muestras de mashua almacenadas durante 12 dias en refrigeracion

Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma curva indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)
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En la Figura 8, también se puede observar que el dia 10 disminuye la actividad mirosinasa e
incrementa los GLS. Segun Lee et al. (2017), Lim et al. (2015), Verkerk et al. (2001) y Song
& Thornalley (2007) reportaron una disminucion de la actividad mirosinasa en raices de
rabano y verduras de Brassica, asociandolo con la senescencia post-cosecha de las raices de
rdbano (Lee et al., 2017), o el almacenamiento en frio por la hidrélisis de GLS (Verkerk et
al., 2001; Song & Thornalley, 2007). Asi mismo, Lee et al. (2017) mencionan que la
disminucion de la actividad mirosinasa podria haber sido resultado de la disminucion de la
concentracion de acido ascérbico. Considerando que la enzima mirosinasa es fuertemente
activada por el &cido ascorbico, debido a que esta molécula es un cofactor que sirve como
catalizador en la hidrolisis de GLS (Burmeister et al., 2000) y puede influir en gran medida
en eficacia del sistema de defensa GLS-mirosinasas de la planta (Bhat & Vyas, 2019). Si
bien en este estudio no se evalu6 el contenido de &cido ascorbico, Ramaén (2017) report6 una
disminucion de acido ascorbico en mashua que fue sometida a estrés abiotico (9-15°C)
durante 15 dias. Por lo que, probablemente podria ser un factor importante que influyd en el

incremento y disminucion de la actividad mirosinasa.

Con respecto a la cantidad de actividad mirosinasa, como se observa en la Figura 8 la mayor
actividad enzimética se presenta el dia 8, 3.17 U/g bs. Este valor reportado, fue superior al
determinado en U/g bs, 1.286 en col (Banerjee et al., 2014), 1.81 en brotes de rdbano (Li et
al., 2016), 2.79 y 1.61 en colza, Kohlrabi y col blanca, respectivamente (Piekarska et al.,
2014) y 0.043 en hojas de mostaza india fermentadas (Nugrahedi et al., 2014) y similar al
reportado en col de Savoy 3.04 (Kotodziejski et al., 2019) y menor del reportado en mashua
refrigerada por 9 dias, 5.1 (Campos et al., 2019). En general, como se observa en la Figura
8, los valores que se obtuvieron de actividad mirosinasa se encuentran en un rango de 0.29
a 3.17 U/g bs; a diferencia de Campos et al. (2019) quienes reportaron valores de un rango
de 1.9 a 6.8 U/g bs de mashua, cuando fueron sometidas a estrés abiético de refrigeracion,
sombra y soleadas. Segun, Pocock et al. (1987) citados por Olukayode et al. (2015)
mencionan que las variaciones en la actividad mirosinasa podria atribuirse a factores
genéticos y/o factores ambientales (condiciones agronémicas y climaticas). Del mismo
modo, Larkin & Griffin (2007) indican que la temporada de cosecha también influye en la
actividad de la mirosinasa. Por otro lado, esta diferencia de resultados también se podria
deber a que las mediciones de la actividad de mirosinasa en muestras de plantas pueden verse

alteradas por el efecto amortiguador de las proteinas presentes en el material vegetal
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(Piekarska et al., 2014), pero considerando que es una respuesta a las condiciones de estrés

abiotico, justificaria las diferencias.

4.13. EFECTO DEL ESTRES ABIOTICO POST-COSECHA SOBRE LOS
PRODUCTOS DE TRANSFORMACION DE LOS GLUCOSINOLATOS

La mashua ha sido sefialada como una fuente de compuestos bioactivos entre ellos los GLS;
por la accion de laenzima mirosinasa en los GLS se obtienen diferentes derivados tales como
los isotiocianatos (ITC), nitrilos (NIT), entre otros, los cuales son considerados importantes
por ejercer una multitud de efectos beneficiosos para la salud, como por ejemplo los efectos
antimicrobianos, antiinflamatorios, antitromboticos y quimiopreventivos (Ku & Bae, 2014,

Veeranki et al., 2015).

La Tabla 5 (Anexos 8-12), muestra los derivados de GLS de la mashua sometida a estrés
abiotico a condiciones controladas de almacenamiento (12 °C y 80 %HR) durante doce dias.
Los compuestos que se identificaron fueron 4-metoxibencil isotiocianato, 4-metoxibenceno
acetonitrilo, (4-metoxibencilalcohol) metil éter, bencil isotiocianato y benceno acetaldehido
(Anexo 13).

Dentro de los derivados de los GLS, se encuentra en mayor cantidad el 4-metoxibencil
isotiocianato, derivado de la transformacion de la glucoaubrietina (Chhajed et al., 2020). El
4-metoxibencil isotiocianato presentd concentraciones variables durante el almacenamiento
post-cosecha a condiciones controladas de almacenamiento (12 °C y 80 %HR). Se observo
la maxima y minima concentracion, 3.64 y 0.63 umol/g (bs) en los dias 4 y 12,
respectivamente; la disminucién de ese compuesto podria ser porque los ITC generalmente
disminuyen en la etapa de madurez excesiva (Hanschen et al., 2017) después de la cual
vendria la senescencia, en nuestro caso a los 12 dias post-cosecha. Valores superiores a los
obtenidos en la presente investigacion han sido reportados para Laifuzi (20.3 umol/g) y en
semillas de col rizada china (12.6 pmol/g) (Choi et al., 2004). Otros autores han reportado
valores menores para sus isotiocinatos predominantes; sulforafano en raices de rabano
(0.0847 pumol/g, bs) después de 10 semanas de crecimiento y en hojas de rabano (0.0115 a
0.0352 umol/g, bs) durante el periodo de crecimiento (Lim et al., 2015); asi mismo, en el

brdcoli el sulforafano, con 0.214 umol/g, bs (Hanschen et al., 2017); coliflor cruda, 0.015
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umol/g y en hojas de mostaza cruda, 0.613 umol/g (Tang et al., 2013); y en Brassica alba

L. Boiss, 0.34 umol/g (Choi et al., 2004).

Tabla 5: Productos de la transformacién de glucosinolatos de la mashua

almacenados durante 12 dias en refrigeracion

Contenido (umol/ g bs)

Dias ] ] 4- (4-Metoxibencil ]
4-Metoxibencil ] _ Bencil Benceno
o Metoxibenceno alcohol) metil ]
isotiocianato o ) isotiocianato acetaldehido
acetonitrilo éter
0 2.892+0.092°  0.075+0.0022  0.221+0.021%  0.014+0.000¢  0.011+0.000%
2 1.670+£0.165¢  0.083+0.004®  0.195+0.001°¢  0.020+0.001¢  0.008+0.001°
4 3.639+0.272%  0.062+0.006°  0.151+0.011¢9  0.032+0.002°  0.009+0.001°¢
6 3.221+0.187°¢  0.056+0.003°°  0.171+0.011°¢  0.020+0.002¢  0.013+0.0012
8 1.634+0.103¢  0.054+0.004°°  0.173+0.005°¢  0.044+0.003%  0.005+0.000¢
10 3.339+0.007%  0.055+0.003°  0.231+0.008%  0.025+0.002°  0.005+0.000¢
12 0.632+0.019¢  0.049+0.002° 0.221+0.007%®  0.013+0.001¢  0.013+0.0012

Promedio de tres repeticiones + desviacién estdndar. Letras diferentes en la misma columna indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)

Respecto a otros compuestos derivados de la glucoaubrietina de mashua, tenemos el (4-

metoxibencilalcohol) metil éter (0.231 — 0.151 umol/g bs) y 4-metoxibenceno acetonitrilo

(0.083 — 0.049 umol/g bs). Es posible que estos derivados sean el resultado de la

transformacion del 4 metoxibencil isotiocianato originado a partir de la glucoaubrietina, por

eliminacién reductiva y accion de una sulfatasa.

Los resultados de la Tabla 5, muestran la presencia de bencil isotiocianato, con valores

comprendidos entre 0.044 a 0.013 umol/g (bs); el cual es producido a partir de la

glucotropaeolina (Esparza et al., 2015; Chhajed et al., 2020). EI bencil isotiocianato es un

compuesto que tiene propiedades antioxidantes y anticancerigenas; muestra un efecto
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inhibitorio sobre la migracion e invasién celular (Lai et al., 2010 citado por Santhi &
Shanthipriya, 2014); y es uno de los compuestos méas activos que inhibe hongos patégenos
de plantas (Manici et al., 1997). También se ha identificado este compuesto en otras
hortalizas y frutas como, por ejemplo, Tropaeolum majus (Wielanek & Urbanek 2006);
raices del rdbano blanco (Santhi & Shanthipriya, 2014); repollo (Troncoso et al., 2005);
berro (Sharma et al., 2016); mostaza de la india (Olivier et al., 1999); entre otros.

El benceno acetaldehido o benzaldehido, es otro derivado de la glucotropaeolina, con valores
comprendidos entre 0.013 - 0.005 umol/g bs durante el almacenamiento post-cosecha de la
mashua; este compuesto es derivado del bencil isotiocianato y el nitrilo de bencil, que a su
vez provienen de la transformacion de la glucotropaeolina (Mutlib et al., 2002). Por lo tanto,
el benceno acetaldehido provendria sélo del bencil isotiocianato, debido a que no se detecto
nitrilo de bencil en este estudio. Esta transformacion se podria explicar por la accion de la
enzima hidroxinitril liasa, la cual libera el HCN y se forma un aldehido (Turpo & Gemio,
2015) caracteristico del benceno acetaldehido. Desde un punto de vista agronémico, el
benzaldehido es efectivo como fumigante para cultivos (Lee et al., 2001); y en el caso de la
mashua, esta emite altos niveles de benzaldehido en la etapa de floracion (Gonzales et al.,
2009).

Por otro lado, se evalud la correlacion (r) entre los derivados de glucosinolatos y la actividad
mirosinasa, mostrando el 4-metoxibencil isotiocianato, 4-metoxibenceno acetonitrilo, (4-
metoxibencilalcohol) metil éter, bencil isotiocianato y benceno acetaldehido, tienen como
mejor correlacion 0.34, 0.32, 0.92, 0.82 y 0.64, respectivamente; siendo mayor la correlacion
con el (4-metoxibencilalcohol) metil éter y el bencil isotiocianato, hasta el dia 6 para ambos
casos. Por lo que podemos indicar que, los derivados de los GLS guardaron relacion con la
actividad mirosinasa de la mashua. Esto a su vez coincide con lo reportado por Kim et al.
(1997), Lee et al. (2017), Lim et al. (2015), Hara et al. (2001) y Hanschen et al. (2017) en
rabanos y brocoli que fueron almacenados en frio (0-10°C). Respecto a la correlacion entre
los derivados de los GLS y el contenido de GLS totales se reporto hasta el dia 4 una
correlacion alta (0.9469). Mientras que otros autores como Hara et al. (2001) no encontraron

relacién para las mismas variables.
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Por otro lado, también se observa al comparar la Tabla 5 y la Figura 8 que la menor
concentracion de derivados se obtuvo el mismo dia que se reporté la mayor actividad
mirosinasa. Resultado similar fue observado por Piekarska et al. (2014) en brotes de brécoli,
mostaza y repollo, demostraron que la baja transformacion de GLS no presenta relacion a la
actividad de la mirosinasa. Lo mas probable es que esta diversidad de los derivados sean el
resultado de la actividad cambiante de enzimas adicionales como proteinas especificadoras

0 proteinas especificadoras de nitrilo.

4.2.  FERMENTACION DE GLUCOSINOLATO DE MASHUA POR ACCION DE
LA MIROSINASA DE BACTERIAS LACTICAS

Esta etapa del estudio busca seleccionar una bacteria lactica capaz de utilizar los GLS
provenientes de la mashua; para este fin se evalud la capacidad de cinco bacterias lacticas
(dos Enterococcus y tres Lactobacillus) y una del género Bifidobacterium, para degradar los
GLS provenientes de mashua. Se evalto el porcentaje de pérdida de GLS a partir de un
medio cultivo conteniendo las bacterias sefialadas, y asi mismo, la formacion de los
derivados de los GLS.

4.2.1. EVALUACION DE GLUCOSINOLATOS DE MASHUA EN MEDIOS DE
CULTIVO

Como se ha demostrado en el acépite precedente los GLS son degradados por el complejo
mirosinasa vegetal; sin embargo, este complejo puede ser inactivado por diversos factores,
por ejemplo, la temperatura durante la coccion. Se ha demostrado que los GLS cruciferos
intactos al llegar al colon pueden ser metabolizados por bacterias y por ende producir
derivados de fermentacion benéficos para el ser humano (Barba et al., 2016; Fujioka et al.,
2016). Algunas de las bacterias han mostrado que producen enzimas con actividad similar
al complejo mirosinasa vegetal, éstas se encuentran presentes en el intestino distal humano
y son capaces de hidrolizar los GLS (Luang-In et al., 2014; Rouzaud et al., 2003). En el caso
de estudios in vitro se han observado que las bacterias que son capaces de hidrolizar GLS
pertenecen a diferentes familias filogenéticas, incluidas las Actinobacterias, Firmicutes y
Bacteroides (Brabban & Edwards 1994; Palop et al., 1995).
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En este estudio se usé las siguientes bacterias lacticas: Enterococcus faecium CWBI- B1430,
Enterococcus mundtii  CWBI-B1431, Lactobacillus plantarum NRRL B-4496,
Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922, Lactobacillus rhamnosus GG vy
Bifidobacterium bifidum BIOSTAR®, con el fin de seleccionar a la bacteria que degrade in
vitro a los GLS provenientes del tubérculo de mashua, los cuales han sido identificados y
cuantificados inicialmente en este estudio. Para tal fin se procedi6 a evaluar la
transformacion, utilizando en el medio de cultivo 10 mmol de GLS totales, por un tiempo de
crecimiento de 24 horas para cada bacteria. En la Tabla 6 se observa el porcentaje de GLS
degradados, el recuento microbiano obtenido al final de la fermentacion (Log UFC/mL) y el
valor de pH que se obtuvo después de la fermentacion.

La Tabla 6 muestra que después de la fermentacion sélo se detecto la glucoaubrietina en los
medios de cultivo, mostrandose diferencias significativas entre bacterias (Anexo 14). En el
caso de la glucosinalbina y glucotropaeolina se reportaron valores imperceptibles en las seis
bacterias, es decir casi la totalidad de estos GLS minoritarios fueron degradados. Por otro
lado, se observo que las bacterias que presentaron mayor consumo de GLS totales (Anexo
15) fueron Lactobacillus rhamnosus GG con 47.28 por ciento, seguido de la Bifidobacterium
bifidum BIOSTAR® con 36.31 por ciento.

Con respecto a Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922 y Lactobacillus plantarum
NRRL B-4496 presentaron valores de 27.77 y 23.00 por ciento, respectivamente. Diversas
investigaciones han reportado el uso de GLS por bacterias lacticas, como, por ejemplo,
Cebeci (2017) reportd que Lactobacillus agilis R16 consumi6 12.4 por ciento de la
glucorafanina suministrada al medio. Aljuobori et al. (2014) indicaron que la Lactobacillus
salivarius redujo en un 38 por ciento el contenido de GLS totales a partir de la harina de
canola. Nugon-Baudon et al. (1990) reportaron que después de 5 dias de fermentacion,
Lactobacillus acidophilus degrado la sinigrina entre 13 - 28 por ciento. Mullaney et al.
(2013) mencionaron que las bacterias lacticas que analizaron, presentan un perfil similar de
consumo de GLS, entre 38-51 por ciento de glucorafanina y glucoiberinay 32- 43 por ciento
de glucoerucina y glucoiberverina. Al respecto, en el presente estudio el consumo de GLS

totales para lactobacillus se encuentra en el rango de 23 - 47 por ciento (Tabla 6).
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Tabla 6: Porcentaje de consumo de glucosinolatos, recuento microbiano y pH después de la fermentacion de glucosinolatos

obtenidos a partir de la mashua

Consumo (%) Log
UFC/mL
Bacteria lactica
Glucosinalbina  Glucotropaeolina  Glucoaubrietina GLS Totales
Enterococcus faecium CWBI-B1430 100+0.00 100+0.00 17.12+1.19° 18.04+1.18° 9.22+0.25* 4.5+0.0?
Enterococcus mundtii CWBI-B1431 100+0.00 1000.00 8.54+0.44" 9.50+0.87" 8.95+0.17%  4.5+0.0°
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 100+0.00 100+0.00 22.12+1.62¢ 22.99+1.60¢ 9.87+0.85*  3.5+0.0°
Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922 100+0.00 100+0.00 26.96+2.71° 27.77+2.68° 9.00+0.08  4.0+0.0°
Lactobacillus rhamnosus GG 100+0.00 100+0.00 46.68+0.572 47.28+0.56% 9.43+0.22% 3.3+0.3°
Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® 100+0.00 100+0.00 35.59+0.71° 36.31+0.70° 9.36+0.24*  3.5+0.0°

Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05).



En contraste, estos valores son inferiores a los reportados por Palani et al. (2016) quienes
muestran una disminucion del 90 por ciento de todos los GLS (glucoiberverina,
progoitrina, neoglucobrasicina y hidroxiglucobrasicina) en el dia 5 de la fermentacion de
chucrut con bacterias lacticas. Igualmente, Daxenbichler et al. (1980) demostraron que
en las dos primeras semanas todos los GLS durante la fermentacién fueron hidrolizados.
Por lo tanto, las diferencias del porcentaje de consumo entre bacterias se podrian deber al
tipo de GLS, el grado de especificad de las bacterias y el tiempo, tal como indicé Cebeci
(2017) para Lactobacillus agilis R16 que no degrado6 glucorafanina a una velocidad tan

alta como la sinigrina, incluso si se realizaba un precultivo en presencia de GLS.

Respecto a las enterobacteriaceae, Enterococcus faecium CWBI-B1430 y Enterococcus
mundtii CWBI-B1431 reportaron porcentajes de consumo de GLS totales de 15.38 'y 9.50
por ciento, respectivamente. Estos valores fueron superiores a los reportados por Cebeci
(2017) para Enterococcus casseliflavus CP1 con un consumo de 7.3 por ciento de
glucorafanina. Sin embargo, Mullaney (2013) sefialan que las enterobacteriaceae
consumieron casi todos los alquilsulfinil GLS, glucorafanina y glucoiberina (81-97 por
ciento). Por otra parte, Barillari et al. (2007) y Mullaney et al. (2013) indicaron que las
enterobacteriaceae no metabolizaron los GLS del medio, en su lugar, convierten estos
GLS a sus pares reducidos mediante una reaccion de reduccion, estos se producen para la
desintoxicacion de compuestos electrofilicos y reactivos Esto podria explicar el bajo
consumo de GLS en las Enterobactericeas, por lo que probablemente estas bacterias

pudieron producir GLS reducidos; sin embargo, no se identificaron en este estudio.

Por otro lado, cuando finaliz6 la fermentacion se midié las unidades formadoras de
colonia (UFC). En la Tabla 6, se observo que no existen diferencias significativas (p <
0.05, Anexo 16) después de 24 horas de crecimiento en presencia de GLS de mashua; en
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 (9.87 Log UFC/mL), seguido de Lactobacillus
rhamnosus GG (8.43 Log UFC/mL), Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® (8.36 Log
UFC/mL), Enterococcus mundtii CWBI-B1431 (8.28 Log UFC/mL), Enterococcus
faecium CWBI-B1430 (8.22 Log UFC/mL) y Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-
1922 (8.00 Log UFC/mL), respectivamente; demostrando que la presencia de GLS
provenientes de mashua no inhibio el crecimiento. Resultados similares fueron reportados

por Mullaney et al. (2013), donde los GLS de las semillas de brécoli no inhibieron el
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crecimiento de bacterias lacticas del género Lactobacillus, Lactococcus y Enterococcus.
A diferencia de Brabban & Edwards (1994), quienes sefialan que el crecimiento de
Escherichia coli se vio afectado por los productos del consumo de los GLS de harina de
colza. Por lo tanto, la habilidad para tolerar y metabolizar los GLS depende de la cepa o
de la especie tal como lo mencionan Cueva et al. (2010), Curiel et al. (2010), Svensson
et al. (2010) y Van Beek & Priest (2000).

En cuanto al pH, el medio de cultivo alcanzé al final de las respectivas fermentaciones
valores entre 3.3 a 4.5 (Tabla 6, Anexo 17). En los resultados de este estudio pueden
encontrarse similitudes con los obtenidos por Broeckx et al. (2019) indicando que cuando
las bacterias crecieron hasta la fase estacionaria, el pH disminuy6 a 3.99 (17 h) y 3.65 (24
h), lo que corresponde al aumento de acido lactico debido al metabolismo bacteriano
durante el crecimiento. Tal como indica Corcoran et al. (2004) y Van de Guchte et al.
(2002), uno de los principales metabolitos de las bacterias lacticas es el &cido lactico, y
en consecuencia una disminucion del pH; el medio &cido generado puede conducir a un
tipo de estrés para la supervivencia de dichas bacterias. En el caso de Cheng et al. (2004)
menciona que las Bifidobacterias liberan acido acético y lactico a medida que crecen,
causando la disminucion del pH del medio, lo cual coincide con los valores reportados en
este estudio. Respecto a la influencia de pH y el consumo de los GLS, se observé que las
bacterias que las bacterias que consumieron mas presentaron bajos valores de pH. Esto
coincide con Mullaney et al. (2013) quienes indicaron que la enzima con actividad similar

a la mirosinasa en las bacterias esta influenciada por el bajo valor de pH del medio.

Por otro lado, el valor del pH afecta en gran medida a los productos que se obtienen por
el consumo de GLS. Segun Hanschen et al. (2017) mencionan que el pH acido (pH 4) y
alcalino (pH 8) son &ptimos para obtener altas concentraciones de isotiocianato.
Asimismo, Hanschen et al. (2015) indicaron que, si no hubiera proteinas
epitioespecificadora presentes o activas, se esperaria que a pH acido (pH 4) se favoreceria
la formacion de nitrilo. En nuestro caso, se reportaron bajos valores de pH por lo que se
esperaria la presencia de derivados de nitrilos en los medios de cultivo durante la

fermentacion.
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4.2.2. EVALUACION DE LA TRANSFORMACION DE GLUCOSINOLATOS

PRODUCIDOS POR BACTERIAS LACTICAS

En la Tabla 7 se aprecia los derivados del consumo de GLS de las bacterias lacticas que

se originaron después de la fermentacion en los medios de cultivo enriquecidos con GLS

de mashua. Los compuestos que se identificaron después de la fermentacion en las seis

bacterias fueron 4-metoxibencil

metoxibencilalcohol) metil éter y benceno acetaldehido (Anexo 18).

isotiocianato, 4-metoxibenceno acetonitrilo, (4-

Tabla 7: Productos de la transformacion de glucosinolatos producidos por

bacterias lacticas

Contenido (nmol/mL)

Bacteria lactica 4-

Metoxibencil Metoxibenceno Metoxibencilalcohol)

4-

(4-

Benceno

acetaldehido

isotiocianato  acetonitrilo metil éter

Enterococcus faecium

6.53+0.28%  7.04+0.58%°¢ 5.72+0.352 10.53+1.41¢
CWBI- B1430
Enterococus mundtii

6.43+0.542 6.53+0.67°¢ 5.53+0.20°2 23.11+0.44¢
CWBI-B1431
Lactobacillus plantarum

5.99+0.39° 6.11+0.40° 5.65+0.142 27.84+0.76°
NRRL B-4496
Lactobacillus casei subsp

_ 5.98+0.65%  6.76+0.52" 5.61+0.34° 44.44+557°

casei NRRL B-1922
Lactobacillus rhamnosus

5.84+0.27° 8.08+0.52% 5.52+0.092 41.10+1.522
GG
Bifidobacterium bifidum

5.78+0.29°2 8.22+0.13% 5.37+0.13¢2 36.35+3.86°
BIOSTAR®

Promedio de tres repeticiones *+ desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna

indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (p < 0.05)
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Respecto al 4-metoxibencil isotiocianato, derivado de la glucoaubrietina, GLS mas
abundante en el tubérculo de la mashua (81.01 por ciento de GLS totales, Tabla 6), no
presento diferencias significativas en las seis bacterias (Anexo 19); ademas, se observo
valores entre 6.53 a 5.78 nmol/mL, inferiores a los otros derivados. Por otro lado, se
detectd el 4-metoxibenceno acetonitrilo y (4-metoxibencilalcohol) metil éter como
posibles productos derivados de glucoaubrietina. En la Tabla 7, se observa que existe
diferencia significativa (p < 0.05) en el contenido de 4-metoxibenceno acetonitrilo
(Anexo 20) a diferencia de (4-metoxibencilalcohol) metil éter, que no presentd
diferencias significativas (Anexo 21). Las bacterias que produjeron mayor contenido de
4-metoxibenceno acetonitrilo fueron Bifidobacterium bifidum BIOSTAR®, Lactobacillus
rhamnosus GG y Enterococcus faecium CWBI- B1430 (8.22, 8.08 y 7.04 nmol/mL,
respectivamente). Esto se podria explicar debido a que las bacterias lacticas presentan una
actividad dominante de sulfatasa y B-O-glucosidasa y, por lo tanto, metabolizan los GLS
a nitrilo en lugar de isotiocianato (Luang-In et al., 2016), explicando asi la mayor
produccién de 4-metoxibenceno acetonitrilo, a comparacion de los otros derivados de

glucoaubrietina.

Como se ha mencionado anteriormente, el 4-metoxibencil isotiocianato, 4-
metoxibenceno acetonitrilo y (4-metoxibencilalcohol) metil éter son los derivados de la
glucoaubrietina durante la fermentacion, demostrando que este GLS es el que se
transforma mas durante la fermentacion. La bacteria que degradé en mayor cantidad ese
GLS en sus derivados fue Lactobacillus rhamnosus GG obteniéndose un total de 19.44
nmol/g respecto a los tres derivados provenientes de la glucoaubrietina. Esto puede ser
relacionado con lo reportado por diversos autores (Tsangalis et al., 2002; Hyun et al.,
2006; McConnell & Tannock, 1991) que sefialan que Lactobacillus rhamnosus HN0O1

posee una gran actividad de B-glucosidasa siendo capaces de hidrolizar varios glucosidos.

En relacion a los derivados de la glucotropaeolina, el segundo GLS mas abundante en la
mashua (18.15 por ciento respecto al total promedio de GLS), sélo se detecto el benceno
acetaldehido (bencilo acetonitrilo) como su posible producto derivado, siendo este
compuesto el que mas destaco entre todos los derivados de glucosinolatos, mostrando
diferencias significativas (Anexo 22) entre las bacterias evaluadas. Las bacterias que

produjeron mayor cantidad de ese compuesto fueron Lactobacillus casei subsp casei
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NRRL B-1922 seguido de Lactobacillus rhamnosus GG, con 44.44 y 41.10 nmol/mL,
respectivamente. Ademas, se observé que los Lactobacillus presentaron mayores
cantidades de benceno acetaldehido, a diferencia de las Enterobacterias, esto se podria
deberse a diferentes enzimas y mecanismos involucrados en el metabolismo de las

bacterias.

En cuanto, a los derivados de la glucosinalbina durante la fermentacion, no se detectd
ningun derivado despues de la fermentacion, resultado similar a lo obtenido durante el
tratamiento post-cosecha de la mashua; podriamos sefialar que estos derivados debieron
ser entre otros, el 2-(4-hidroxifenil) acetonitrilo (Radojci¢ et al., 2008) y el 4-
hidroxibencil isotiocianato (Blazevi¢ et al., 2019). Sin embargo, en la Tabla 6 observamos
que no se detecta la glucosinalbina al final de la fermentacion, por lo tanto, existe la
posibilidad que este GLS con ayuda de la metil transferasa se haya transformado en

glucoaubrietina tal como lo sefiala Ortega et al. (2006).

4.3. EVALUACION DE LA FERMENTACION DE GLUCOSINOLATOS DE
MASHUA EN PRESENCIA DE Lactobacillus rhamnosus GG

En base a la evaluacion de la capacidad de utilizar los GLS provenientes de mashua por
seis bacterias lacticas (acapite 4.4.), se selecciono la bacteria que mostré mayor capacidad
de consumo de los GLS esta fue el Lactobacillus rhamnosus GG.

4.3.1. EVALUACION DEL CONSUMO GLUCOSINOLATOS CON Lactobacillus
rhamnosus GG DURANTE LA FERMENTACION

En la presente investigacion se evalué el porcentaje de consumo de los GLS de mashua a
tres concentraciones (0.01, 0.05 y 0.1 por ciento) en los medios de cultivo a diferentes
tiempos de fermentacion (6, 24, 30, 48 y 54 h) por Lactobacillus rhamnosus GG, estos

resultados son mostrados en la Tabla 8.
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Tabla 8: Porcentaje de consumo de glucosinolatos de mashua con Lactobacillus

rhamnosus GG durante la fermentacién

Consumo (%)

Tiempo (h)
0.01% GLS 0.05% GLS 0.1% GLS
6 23.30+1.18" 20.55+1.33! 14.87+1.45
24 22.69+0.42" 37.86+1.52° 27.10+1.48%"
30 29.62+1.42" 24.58+1.819" 37.61+1.52
48 30.46+1.60°f 36.53+0.40° 31.93 +0.73%f
54 41.29+3.96% 35.07+1.91°% 45.70+2.64°

Promedio de tres repeticiones *+ desviacién estandar. Letras diferentes en la misma columna

indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)

Como se mencioné anteriormente, el Lactobacillus rhamnosus GG obtuvo mayor
consumo de GLS a diferencia de las otras bacterias lacticas que se estudiaron. Los
resultados de la Tabla 8 muestran que a la concentracion de GLS maés baja evaluada (0.01
por ciento) se observo diferencias significativas (p < 0.05, Anexo 23) en los tiempos
evaluados y un comportamiento ascendente durante la fermentacion, alcanzandose 41.29
por ciento de consumo a las 54 horas. En el caso de la concentracion intermedia (0.05 por
ciento), observa valores fluctuantes en el tiempo con diferencias significativas (Anexo
23); sin embargo, el menor y mayor consumo fue a las 6 y 24 horas, con 20.55 y 37.86
por ciento, respectivamente. Respecto a la concentracion de GLS mas alta estudiada (0.1
por ciento) mostrd el menor consumo a las 6 horas, alcanzando el maximo consumo a las
54 horas. En este sentido, las variaciones de resultados en los porcentajes de consumo de
GLS durante el tiempo de fermentacion podrian atribuirse en primera instancia a la

cantidad de sustrato inicial en el medio de fermentacién, por ejemplo, a las 6 horas la
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concentracion més baja presenta el mayor consumo, es decir mayor velocidad de
consumo, en comparacion a la de mayor concentracion. La presencia de metabolitos como
los &cidos organicos (acido lactico, acido formico, &cido succinico y acido citrico, entre
otros) productos del crecimiento de bacterias acido lacticas como el Lactobacillus
rhamnosus GG, tal como lo menciona Kockové et al. (2013), pudieron influir en el
consumo de los GLS. Al respecto, algunos estudios han destacado que varias bacterias
acido lacticas presentaron mejoras en los niveles de enzimas glicoliticas bajo estrés acido,
térmico y osmotico (Di Cagno et al., 2006; Marceau et al., 2002). Ademas, Li etal. (2011)
mencionan que las bacterias pertenecientes a diferentes familias filogenéticas han
generado genes para expresar la glucosidasa, la cual es utilizada para liberar glucosa de
moléculas complejas en el entorno intestinal para la utilizacién de energia. En el caso de
la concentracion mas alta de GLS utilizada, presentd el mayor consumo, podria explicarse
al estrés debido a la presencia de GLS y sus derivados; asi como de otros metabolitos (por
ejemplo, &cidos) que ocasionaron mayores niveles de esta enzima produciendo mayor

consumo.

Respecto a los resultados mostrados en la Tabla 8, se observa a las 6 horas un consumo
similar a lo reportado por Nugon-Baudon et al. (1990) para Lactobacillus (LEM) después
de 5 dias de fermentacién, 18 a 28 por ciento. Asi mismo, a las 6 horas, fue superior a lo
obtenido para Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarumy Pedicoccus pentosaceus
con2.4ab5.4,0.6a4yb5.02all.3 por ciento, respectivamente, a 6 horas de fermentacién
(Luciano et al., 2011). En cuanto a los valores reportados en este estudio después de las
24 horas se encontr6 dentro del rango de Mullaney et al. (2013) con 30 a 33 por ciento de
consumo para Lactobacillus plantarum KW30 y Lactococcus lactis subsp lactis KF147.
Por el contrario, fue inferior a lo reportados por Lai et al (2009) para L. gasseri, L.
acidophilus, L. casei y L. plantarum, entre 36 y 49 por ciento después de 24 horas de
fermentacion. A las 48 horas de evalucion se observd mayor consumo a diferencia de
Oginsky et al. (1965) que reportd en Escherichia coli, Enterobacter aerogenes y
Staphylococcus epidermidis valores que oscilaron entre 26, 28 y 19 por ciento,
respectivamente, después de 48 horas de incubacion. En sintesis, estas variaciones con
otras bacterias, nos indican que el consumo de los GLS, es dependiente del filogenética
de la bacteria, el tiempo de fermentacion, el tipo de GLS, entre otros factores.
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4.3.2. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE Lactobacillus rhamnosus GG EN
MEDIOS DE CULTIVOS CON GLUCOSINOLATOS DURANTE LA
FERMENTACION

Respecto al crecimiento microbiano, a las diferentes concentraciones y tiempos de
fermentacion, las Figuras 9 y 10 muestran el incremento de la biomasa (DOsoo, Anexo
24) y el crecimiento logaritmico (Log UFC/mL, Anexo 25) para las tres concentraciones
de GLS de mashua (0.01, 0.05 y 0.1 por ciento) durante la fermentacion en condiciones

anaerobicas.

10.5
—+-0.01% GSL —+-0.05% GSL -+ 0.1% GSL %a

Densidad éptica (600 nm)

0 6 12 18

Figura 9: Curvas de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus GG en medios
de cultivo con glucosinolatos (0.01, 0.05 y 0.1 %) durante la fermentacion

Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma curva indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)

En la Figura 9 se observa la produccién de biomasa microbiana en presencia de diferentes
concentraciones de GLS de mashua. A las 6 horas se observd menor contenido de
biomasa, pero mayor velocidad de crecimiento excepto para la concentracion mas alta

(0.1 por ciento), después de este tiempo la velocidad de crecimiento disminuye
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gradualmente, alcanzando menor velocidad entre 24 y 48 horas. Por otro lado, se observa
incremento de biomasa hasta las 48 horas, obteniéndose 9.11, 8.85 y 8.37 de densidad

Optica maxima para 0.1, 0.05 y 0.01 por ciento, respectivamente.

Inicialmente las células crecen por el consumo de nutrientes simples como es la glucosa,
aminoacidos, entre otros y posteriormente, cuando se acaba el sustrato entran a una fase
de retraso a las 30 horas, con el fin de adaptarse para empezar a consumir los GLS de la
mashua, tal como lo explican Pyo et al. (2005) y Tan et al. (2017) que mencionan que en
los Lactobacillus y Bifidobacterium la actividad de la B-glucosidasa incrementaria en la

fase estacionaria debido a la disminucion del suministro de nutrientes.

Ademaés, Chu (2015) y Hermsen et al. (2015) reportaron que en los medios que presentan
dos fuentes de nutrientes (en este caso, carbohidratos) y uno de ellos es mas accesible a
comparacion del otro, existe una absorcion secuencial permitiendo maximizar el
crecimiento en entorno de los nutrientes duales, este comportamiento se representa en
curvas denominadas diauxica. En este caso se podria decir que hasta las 24 horas en las
tres concentraciones se consume la glucosa del medio y después de las 30 horas
comenzaria el consumo del GLS de la mashua, esto debido a la disminucion de la

velocidad de crecimiento (A DO).

Respecto a la Figura 10 (Anexo 25) durante el estudio realizado también se evaluo el
recuento microbiano, la concentracion intermedia (0.05 por ciento) fue la que presento
valores mas altos durante las 48 horas, respecto a las otras dos concentraciones evaluadas
(0.05y 0.01 por ciento). Los resultados indican que la concentracion intermedia presentd
el mayor valor después de 48 horas con 10.51 Log UFC/mL, del mismo modo que la
concentracion baja con 9.57 Log UFC/mL. Mientras que el nimero viable de células en
la concentracion alta se reportd después de las 54 horas con 10.24 Log UFC/mL,
respectivamente. Esta diferencia en los maximos de células viables, podria ser explicado
por la adaptacion de las células a la concentracion elevada de GLS. Al respecto, Begovic
et al. (2010) mencionan que, dependiendo del medio de crecimiento utilizado para el
cultivo de la bacteria, los valores finales del recuento de células variaron. En este sentido,
como consecuencia del estrés, las células disminuyen sus actividades metabolicas, lo que

disminuye la produccion de energia, generacion de una fuerza motriz de protones,
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alterando el crecimiento y la viabilidad (Even et al., 2002 y Konings et al., 1997). Estas
diferentes capacidades para metabolizar serian respuesta a los cambios fisioldgicos que

experimentan las bacterias lacticas.
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Figura 10: Recuento de Lactobacillus rhamnosus GG incubado en medios de
cultivo con glucosinolatos (0.01, 0.05 y 0.1 %) durante la fermentacion

Promedio de tres repeticiones + desviacién estandar. Letras diferentes en la misma curva indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)

4.3.3. DETERMINACION DEL pH DE MEDIOS DE CULTIVO CON
Lactobacillus rhamnosus GG EN PRESENCIA DE GLUCOSINOLATOS
DURANTE LA FERMENTACION

En la Figura 11 (Anexo 26) se observa una rapida disminucion del pH a las 6 horas, en
las concentraciones de 0.01 y 0.05 por ciento, después la disminucién se enlentece hasta
las 24 horas. En el caso de la concentracion 0.01 por ciento se observa un aumento, a
diferencia de la concentracion 0.05 por ciento que disminuye hasta las 54 horas. En
relacién a la concentracion 0.1 por ciento se observa una disminucion continua hasta las
54 horas. Respecto a la disminucion de pH, Anuradha et al (1999) nos menciona que

Lactobacillus rhamnosus es un organismo microaerofilico que produce principalmente
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lactato, acetato, diacetilo y acetoina. Si comparamos la Figura 11 y 9, se observa un
crecimiento reducido a pH bajos tal fue reportado para Lactobacillus. rhamnosus BTK

20-12 que presento crecimiento reducido a pH de 2 a 4 (Tkhruni et al., 2020).

—=-0.01% GSL 0.05% GSL 0.1% GSL

Tiempo (h)

Figura 11: Determinacion del pH durante la fermentacion de Lactobacillus
rhamnosus GG incubado en 0.01, 0.05y 0.1 % de GLS

Promedio de tres repeticiones + desviacion estdndar. Letras diferentes en la misma curva indican

diferencias significativas segln la prueba de Tukey (p < 0.05)

Por otro lado, se ha reportado que el estrés acido modifica el metabolismo de los
carbohidratos como por ejemplo en Lactobacillus reuteri, donde la fosfoglicerato mutasa,
enolasa y maltosa fosforilasa, entre otras enzimas, se adaptaron al pH &cido en
comparacion con el pH 6ptimo de crecimiento, 6.8 (Lee et al., 2008). Asi mismo, en
bacterias potencialmente probidticas (Lactobacillus casei Zhang) el repentino choque
acido (pH 2.5) provocd la induccion de varias proteinas del metabolismo de los
carbohidratos con el fin de resistir las condiciones de estrés acido (Wu et al., 2011). En
estudios de lactobacilos, varias proteinas glicoliticas, incluida la fosfogliceratomutasa,
fosfoglicerato quinasa, enolasa, piruvato quinasa y fructosa bisfosfato aldolasa, han
demostrado ser méas abundante en respuesta a condiciones de estrés acido (Lee et al.,
2008; Fernandez et al., 2008; Wu et al., 2011). Segin Koponen et al. (2012) y Zhai et al.
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(2014) el Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus. rhamnosus en
condiciones de estrés acido inducen las enzimas tales como piruvato oxidasa y fosfato
acetiltransferasa que son utilizados para sintetizar acetil-coenzima A. En el caso de
Koponen et al. (2012) sefialan que Lactobacillus rhamnosus GG en condiciones de
crecimiento &cidas presentan cantidades altas como bajas de las proteinas del
metabolismo de los carbohidratos, por ejemplo, modula el metabolismo del piruvato en
funcién del pH de crecimiento. En este caso, algunas de estas enzimas probablemente se

produjeron al disminuir el pH a generando un mejor metabolismo de los GLS.

4.3.4. EVALUACION DE LOS DERIVADOS DE LOS GLUCOSINOLATOS EN
MEDIOS DE CULTIVO CON Lactobacillus rhamnosus GG DURANTE LA
FERMENTACION

En las siguientes Figuras 12, 13, 14 y 15 se observan los productos del consumo de GLS
durante el crecimiento de la Lactobacillus rhamnosus GG, se identificaron, 4-
metoxibencil isotiocianato, 4-metoxibenceno acetonitrilo, (4-metoxibencilalcohol) metil
éter y benceno acetaldehido para cada concentracion de GLS en estudio (0.01, 0.05y 0.1

por ciento) a diferentes tiempos.

En relacién al 4-metoxibencil isotiocianato es el producto del consumo de la
glucoaubrietina. En la Figura 12 (Anexo 27) se observa el 4-metoxibencil isotiocianato,
que se obtuvo a partir del metabolismo de la Lactobacillus rhamnosus GG en presencia
de GLS de mashua a 0.01, 0.05 y 0.1 por ciento de concentracion durante el transcurso

del tiempo.

Como se puede apreciar en la Figura 12 después de las 6 horas no existen diferencias
significativas (p<0.05) en la concentracion de 0.1 por ciento. Respecto a la concentracién
0.05 y 0.01 por ciento se observa un contenido similar para todos los tiempos. La
concentracion 0.1 por ciento presentd la mayor cantidad de 4-metoxibencil isotiocianato
a las 6 horas, 22.02 nmol/mL; sin embargo, después disminuyo con el tiempo. Por lo
tanto, el 4-metoxibencil isotiocianato disminuye o se mantiene constante en el tiempo,
dependiendo la concentracion de GLS en el medio. Probablemente se deba a que los

compuestos en el medio podrian reaccionar con cualquier compuesto del medio y, por
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consiguiente, se obtendrian pérdidas del isotiocianato en los medios de cultivo (Lai et al.,
2010 y Tang et al., 1972). Esto se debe a que no contienen un carbono altamente
electrofilico, como es el caso de los isotiocianatos (-NCS) es por ello que todas las
concentraciones de isotiocianatos disminuyeron gradualmente con el tiempo (Luang-In
etal., 2014).
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Figura 12: 4-Metoxibencil isotiocianato generado a partir del metabolismo
de la Lactobacillus rhamnosus GG en presencia de glucosinolato de mashua
a 0.01, 0.05y 0.1 por ciento de concentracién durante la fermentacion

Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas para la interaccion de factores (p<0.05) entre todas las muestras.

Otro derivado de la glucoaubrietina durante la fermentacion es el 4-metoxibencil
acetonitrilo, es posible que este sean el resultado de la transformacion del 4 metoxibencil
isotiocianato; por otro lado, Luang-In et al. (2014) indicaron que la sulfatasa bacteriana
podria ser capaz de desulfatar el GLS para producir desulfo-GLS (DS-GLS), que es un
precursor del producto nitrilo. Como se puede apreciar en la Figura 13 (Anexo 28) no
existen diferencias significativas (p < 0.05) en la concentracion de 0.01 por ciento.
Respecto a la concentracion 0.05 por ciento se observa un comportamiento constante
hasta las 30 horas. Estos comportamientos coincidieron con lo reportado por Luang-In et

al. (2015) y Mays et al. (2008) que mencionan que los nitrilos son menos labiles a
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comparacion de los isotiocianatos; por lo tanto, la produccién de nitrilos se mantiene
estable. Del mismo modo Luang-In et al. (2016) afirman que la produccidon de nitrilos
aumento y se mantuvo bastante constante o disminuy0 ligeramente dependiendo de los
tipos de GLS y bacteria. En el caso de la concentracion 0.1 por ciento se observa que el
4-metoxibencil acetonitrilo aumenta hasta las 54 horas. Este comportamiento se podria
deber a que un medio de &acido tiende a formar nitrilos (Matusheski et al., 2001).
Comparando la Figura 11y 13 se observa que, durante las 48 y 54 horas, se presenta bajos
niveles de pH, a diferencia de las otras concentraciones. En sintesis, los productos

formados dependen de las condiciones de hidrolisis del medio.
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Figura 13: 4-Metoxibenceno acetonitrilo generado a partir del metabolismo
de la Lactobacillus rhamnosus GG en presencia de glucosinolato de mashua
a 0.01, 0.05y 0.1 por ciento de concentracion

Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas para la interaccion de factores (p<0.05) entre todas las muestras.

Respecto a otro producto del consumo de la glucoaubrietina probablemente es (4-
metoxibencilalcohol) metil éter. Es posible que este derivado sea el resultado de la
transformacion del 4 metoxibencil isotiocianato Al igual que los anteriores productos se
obtuvo a partir del metabolismo de la Lactobacillus rhamnosus GG en presencia de GLS
de mashua a 0.01, 0.05y 0.1 por ciento de concentracion durante un transcurso de tiempo.
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En la Figura 14 (Anexo 2) se observa que no se detectd el (4-metoxibencilalcohol) metil
éter en la concentracion 0.01 por ciento. A diferencia de las concentraciones 0.05 y 0.1

por ciento que si se detectaron, las cuales presentan diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 14: (4-Metoxibencilalcohol) metil éter generado a partir del
metabolismo de la Lactobacillus rhamnosus GG en presencia de glucosinolato
de mashua a 0.05 y 0.1 por ciento de concentracion

Promedio de tres repeticiones + desviacién estdndar. Letras diferentes indican diferencias

significativas para la interaccion de factores (p<0.05) entre todas las muestras.

Por ultimo, dentro de los productos del consumo que se detectaron tenemos el benceno
acetaldehido (Anexo 30) fue el que méas destacé en comparacién a los demas productos.
Es posible que este derivado sea el resultado de la transformacion del bencil isotiocianato.
Siendo este compuesto el producto del consumo de la glucotropaeolina, este GLS es el
segundo GLS en contenido que se identifico en la mashua (18 por ciento respecto al
contenido total de GLS).

En la Figura 15 se observa el benceno acetaldehido que se obtuvo a partir del metabolismo
de la Lactobacillus rhamnosus GG en presencia de GLS de mashua a 0.01, 0.05y 0.1 por
ciento de concentracion durante un transcurso de tiempo. En relacién a la concentracion

de 0.01 por ciento se observa un comportamiento oscilante con valores que se encuentra
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en un rango de 16.91 a 64.30 nmol/mL. Respecto a la concentracion 0.05 por ciento se
observa un incremento a las 48 horas de 147.64 nmol/mL. Mientras que en la
concentracion 0.1 por ciento se reportd mayor produccion de benceno acetaldehido a las
54 horas de 170.87 nmol/mL. En resumen, se observa que a mayor concentracion de GLS

presenta mayores cantidades de benceno acetaldehido.
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Figura 15: Benceno acetaldehido generado a partir del metabolismo de la
Lactobacillus rhamnosus GG en presencia de GLS de mashua a 0.01, 0.05y
0.1 por ciento de concentracion

Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas para la interaccion de factores (p<0.05) entre todas las muestras.

Por otro lado, durante las fermentaciones con Lactobacillus rhamnosus GG no se detectd
derivados de la glucosinalbina, tercer compuesto que se identificé en los GLS de la
mashua. Cabe resaltar que este GLS presenta bajas concentraciones, por lo que es
probable que la ausencia de ese producto no sea perceptible. Al igual que reportd Luang-
In et al. (2014) mencionaron que no se detectaron productos de hidrolisis para el

metabolismo de glucoiberina y glucorafanina por Lactobacillus agilis R16.
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En relacion a investigaciones realizadas en bacterias lacticas en Lactobacillus agilis R16
reportaron los siguientes productos del consumo de: alilisotiocianato, alilnitrilo (Palop et
al. 1995 y Luang-In et al. 2016), erucin, erucin de nitrilo (Luang-In et al. 2014), bencil
isotiocianato, bencil de nitrilo (Luang-In et al. 2016) y fenilisotiocianto (Luang-In et al.
2016). En el caso de Lactobacillus plantarum KW30 indicaron los siguientes productos
sulfarrafano de nitrilo, iberverina de nitrilo y erucina de nitrilo (Mullaney et al., 2013).
Segun Lai et al. (2009) en la Lactobacillus gasseri, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum detectaron solo el sulforrafano nitrilo
como producto del consumo. Por Gltimo, en un estudio de Mullaney et al. (2013) con
Lactococcus lactis subsp lactis KF147 reporté sulforrafano de nitrilo, iberverina de nitrilo
y erucin. Por lo que, dependiendo del GLS, bacteria y metabolismo se obtendran

diferentes productos del consumo.
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V. CONCLUSIONES

El estrés abidtico post-cosecha a condiciones controladas durante un periodo de 12
dias influyo significativamente (p < 0.05) en el contenido y perfil de glucosinolatos
de la mashua, actividad mirosinasa y derivados de glucosinolatos. Asi mismo, se

mostrd que la actividad mirosinasa no influyo en el contenido de glucosinolatos.

El metabolismo de cada bacteria lactica influy6 en el consumo de glucosinolatos de
mashua; las bacterias que fermentaron mas a los glucosinolatos (L. rhamnosus y B.
bifidum), presentaron mayor crecimiento y bajos valores de pH al final de la
fermentacion. EI género Lactobacillus, mostré mayor afinidad por los

glucosinolatos de mashua respecto a los Enterococcus.

Las concentraciones de glucosinolatos en el medio de cultivo y el tiempo de
fermentacion influyeron en el porcentaje consumido, crecimiento microbiano y en
los derivados de la fermentacion. El Lactobacillus rhamnosus alcanz6 el mayor
consumo siendo de 46 por ciento a una concentracion de 0.1 por ciento después de
54 h de fermentacion. Respecto al crecimiento microbiano y recuento microbiano,
se reportd para las tres concentraciones de glucosinolatos evaluadas un aumento
significativo hasta las 48 h. Se observo una relacion directa entre la cantidad total
de derivados de la fermentacion y la concentracion de GLS, del mismo modo para

el tiempo de fermentacion.

Las bacterias lacticas probidticas como L. rhamnosus, B. bifidum y L. casei, que
podrian estar colonizando el tracto gastrointestinal humano, serian capaces de
utilizar los GLS intactos provenientes de mashua y producir los siguientes
derivados de los glucosinolato: 4-metoxibencil isotiocianato, 4-metoxibenceno
acetonitrilo, (4-metoxibencilalcohol) metil éter y benceno acetaldehido, que serian

aprovechados en beneficio del consumidor.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar la identificacion y caracterizacion del complejo mirosinasa de la mashua y de

las enzimas tipo mirosinasa provenientes de Lactobacillus rhamnosus GG.

Evaluar el efecto de los iones metalicos durante la fermentacion de Lactobaillus

rhamnosus GG en el perfil de derivados glucosinolatos de la mashua.

Identificar y cuantificar los derivados de glucosinolatos de la mashua in vivo.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: ANALISIS ESTADISTICO HUMEDAD DE LA HARINA DE
MASHUA

Anélisis de varianza para la humedad

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Valor-f Valor-p
Cuadrados
Entre grupos 62.8944 6 10.4824 2.55 0.0703
Intra grupos 57.6514 14 4.11796
Total (Corr.) 120.546 20

Pruebas de Multiple Rangos para Humedad por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media  Grupos Homogéneos
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ANEXO 2: CROMATOGRAMA DE LOS GLUCOSINOLATOS OBTENIDO POR UPLC®-PDA (229NM) DE MASHUA
ALMACENADA A DIFERENTES TIEMPOS

Pico 1: Glucosinalbina, Pico 2: Glucotropaeolina y Pico 3: Glucoaubrietina
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ANEXO 3:ANALISIS ESTADISTICO CONTENIDO DE GLUCOSINOLATOS
TOTALES

Analisis de varianza para el contenido de glucosinolatos totales por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f ~ Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 2050.58 6 341.763 126.85 0.0000
Intra grupos 37.7182 14 2.69416
Total (Corr.) 2088.3 20

Pruebas de multiples rangos para glucosinolatos totales por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media Grupos homogéneos
12 3 26.8833 X
6 3 34.0967 X
2 3 37.6333 X
0 3 48.59 X
4 3 50.2967 X
8 3 51.7267 XX
10 3 55.5333 X
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ANEXO 4:ANALISIS ESTADISTICO CONTENIDO DE GLUCOUBRIETINA

Anélisis de varianza para el contenido de glucoubrietina por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 2080.68 6 346.78 200.97 0.0000
Intra grupos 24.1573 14 1.72552
Total (Corr.) 2104.84 20

Pruebas de multiples rangos para glucoubrietina por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media Grupos homogeéneos

12 3 19.434 X

6 3 25.841 X

2 3 29.7923 X

4 3 40.8883 X

0 3 41.38 X

8 3 44.465 X

10 3 48.3817 X

ANEXO 5:ANALISIS ESTADISTICO CONTENIDO DE GLUCOSINALBINA

Anélisis de varianza para el contenido de glucosinalbina por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 0.434781 6 0.0724635 116.16 0.0000
Intra grupos 0.00873333 14 0.00062381

Total (Corr.) 0.443514 20
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Pruebas de multiples rangos para glucosinalbina por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias  Casos Media Grupos homogéneos
12 3 0.114 X
6 3 0.241333 X
0 3 0.343667 X
4 3 0.426333 X
10 3 0.451667 X
2 3 0.461667 X
8 3 0.579667 X

ANEXO 6: ANALISIS ESTADISTICO CONTENIDO DE
GLUCOTROPAEOLINA

Anélisis de varianza para el contenido de glucotropaeolina por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
cuadrados medio

Entre grupos 12.5322 6 2.0887 1.49 0.2520
Intra grupos 19.642 14 1.403

Total (Corr.) 32.1742 20
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ANEXO 7:ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD MIROSINASA

Andlisis de varianza para la actividad mirosinasa por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 19.9193 6 3.31989 631.50 0.0000
Intra grupos 0.0736 14 0.00525714
Total (Corr.) 19.9929 20

Pruebas de multiples rangos para actividad mirosinasa por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media Grupos homogéneos
0 3 0.286667 X
2 3 0.413333 X
6 3 0.426667 X
4 3 0.476667 X
10 3 0.96667 X
12 3 1.72 X
8 3 3.16667 X
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ANEXO 8:

ANALISIS

ESTADISTICO DEL 4

ISOTIOCIANATO DE LA MASHUA

Analisis de varianza para el contenido de 4-metoxibencil isotiocianato por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos 22.7405 6 3.79008 168.41 0.0000

Intra grupos 0.315067 14 0.0225048

Total (Corr.) 23.0555 20

Pruebas de multiples rangos para 4-metoxibencil isotiocianato por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media Grupos Homogéneos
12 3 632.17 X

8 3 163436 X

2 3 1669.67 X

0 3 2892.08 X

6 3 3221.35 XX

10 3 3339.03 XX

4 3 3638.54 X
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ANEXO 9: ANALISIS ESTADISTICO DEL 4-METOXIBENCENO-
ACETONITRILO DE LA MASHUA

Analisis de varianza para el contenido de 4-metoxibenceno-acetonitrilo por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos  0.00269124 6 0.00044854 39.91 0.0000

Intra grupos ~ 0.000157333 14 0.0000112381

Total (Corr.)  0.00284857 20

Pruebas de multiples rangos para 4-metoxibenceno-acetonitrilo por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias  Casos Media Grupos Homogéneos
12 3 0.049333 X
8 3 0.054333 XX
10 3 0.055333 XX
3 0.056333 XX
4 3 0.062 X
3 0.0746667 X

2 3 0.083 X
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ANEXO 10: ANALISIS ESTADISTICO DEL (4-METOXIBENCILALCOHOL)

METIL ETER DE LA MASHUA

Analisis de varianza para el contendio de (4-metoxibencilalcohol) metil éter por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f
Cuadrados Medio

Entre grupos 0.0167716 6 0.00279527 24.09

Intra grupos 0.00162467 14 0.000116048

Total (Corr.) 0.0183963 20

Pruebas de multiples rangos para (4-metoxibencilalcohol) metil éter por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos  Media Grupos Homogéneos
4 3 0.151333 X

6 3 0.171 XX

8 3 0.173 XX

2 3 0.195 XX

12 3 0.220667 XX

0 3 0.221333 XX

10 3 0.230667 X
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ANEXO 11: ANALISIS ESTADISTICO DEL BENCIL ISOTIOCIANATO DE LA

MASHUA

Analisis de varianza para el contenido de bencil isotiocianato por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio
Entre grupos 0.00219514 6 0.000365857 120.05 0.0000

Intra grupos 0.0000426667 14 0.00000304762

Total (Corr.) 0.00223781 20

Pruebas de multiples rangos para bencil isotiocianato por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media Grupos Homogéneos

12 3 0.133333 X
0 0.0136667 X
6 0.02 X

3

3

2 3 0.02 X

10 3 0.0253333 X
3 0.032 X
3

0.0443333 X
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ANEXO 12: ANALISIS ESTADISTICO DEL BENCENO ACETALDEHIDO DE
LA MASHUA

Analisis de varianza para el contenido de benceno acetaldehido por dias

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f ~ Valor-p
Cuadrados Medio
Entre grupos 217.381 6 36.2302 20.67 0.0000
Intra grupos 24.5338 14 1.75241
Total (Corr.) 241.915 20

Pruebas de multiples rangos para benceno acetaldehido por dias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Dias Casos Media Grupos Homogéneos
8 3 4.62 X

10 3 5.26 X

2 3 7.98 X

4 3 9.03667 XX

0 3 11.3967 XX

12 3 13.03 X

6 3 13.0667 X
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ANEXO 13: CROMATOGRAMA Y ESPECTROS DE MASA OBTENIDOS POR CG-MS DE LOS DERIVADOS DE
GLUCOSINOLATOS DE MASHUA

Benceno acetaldehido (TR: 15.22) (4-Metoxibencil alcohol) metil éter (TR:  |4-Metoxibenceno acetonitrilo (TR: 25.20) |4-Metoxibencil isotiocianato (TR: 28.73) |Bencil isotiocianato (TR: 29.93)
21.78)
Benzeneacetaldehyde 4-Methoxybenzyl alcohol, methyl ether Benzeneacetonitrile. 4-methoxy- 4-Methoxybenzvl isothiocvanate Benzene, (isothiocyanatomethyl}-
Formula CEHBO, MW 120 ‘Formula CIH1202, MWV 152, Formula COHINO, MW 147, C Formula CIHINOS, MW 179 ' Formula CBH7NS, MW 149,
Acetaldehyde, phenyl- Acetonitrile, (p-methoxyphenyl)- TH{lsothiocyanatomethyl)-4-methoxybenzene Isothiocyanic acid, benzyl ester
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ANEXO 14: ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DEL CONSUMO
DE GLUCOAUBRIETINA DESPUES DE LA FERMENTACION DE
BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza porcentaje del consumo de glucoaubrietina después de la

fermentacién de bacterias lacticas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Valor-f Valor-p
Cuadrados
Entre grupos 2758.27 5 551.655 267.48 0.0000
Intra grupos  24.7493 12 2.06244
Total (Corr.) 2783.02 17

Pruebas de mdultiples rangos para porcentaje del consumo de glucoaubrietina

después de la fermentacion de bacterias lacticas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Bacteria Casos Media Grupos Homogéneos

Enterococus mundtii CWBI-B1431 3 8.53667 X
Enterococcus faecium CWBI- B1430 3 17.1167 X
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 3 22.1233 X
Lactobacillus casei subsp casei NRRL B- 3 26.9567 X
1922C

Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® 3 35.59 X
Lactobacillus rhamnosus GG 3 46.6833 X

117



ANEXO 15: ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DEL CONSUMO
DE GLUCOSINOLATOS TOTALES DESPUES DE LA FERMENTACION DE
BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza porcentaje del consumo de glucosinolatos totales después de la

fermentacién de bacterias lacticas

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos  2703.81 5 540.763 256.32 0.0000

Intra grupos  25.3164 12 2.1097

Total (Corr.)  2729.13 17

Pruebas de multiples rangos para porcentaje del consumovde glucosinolatos totales

después de la fermentacion de bacterias lacticas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Bacteria Casos Media Grupos Homogéneos
Enterococus mundtii CWBI-B1431 3 9.5 X

Enterococcus faecium CWBI- B1430 3 18.04 X

Lactobacillus plantarum NRRL B- 3 22.9933 X

4496

Lactobacillus casei subsp casei NRRL 3 27.7733 X

B-1922

Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® 3 36.31 X

Lactobacillus rhamnosus GG 3 47.2833 X
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ANEXO 16: ANALISIS ESTADISTICO DEL RECUENTO MICROBIANO
OBTENIDO DESPUES DE LA FERMENTACION DE GLUCOSINOLATOS POR
BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza para el recuento microbiano después de la fermentacion

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio
Entre grupos 1.6444 5 0.328889 2.20 0.1221

Intra grupos  1.79333 12 0.149444
Total (Corr.) 3.43778 17

ANEXO 17: ANALISIS ESTADISTICO DE pH DESPUES DE LA
FERMENTACION DE GLUCOSINOLATOS POR BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza para pH después de la fermentacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos  4.11111 5 0.822222 59.20 0.0000

Intra grupos  0.166667 12 0.0138889

Total (Corr.) 4.27778 17

Pruebas de multiples rangos para pH después de la fermentacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Bacteria Casos Media Grupos
Homogéneos

Lactobacillus rhamnosus GG 3 333333 X
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 3 35 X
Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® 3 3.5 X
Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922 3 4.0 X
Enterococus mundtii CWBI-B1431 3 4.5 X
Enterococcus faecium CWBI- B1430 3 4.5 X
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ANEXO 18: CROMATOGRAMA Y ESPECTROS DE MASA OBTENIDOS POR CG-MS DESPUES DE LA FERMENTACION DE
GLUCOSINOLATOS POR BACTERIAS LACTICAS

|Bencen0 acetaldehido (TR: 15.22) |(4—Metoxibenci| alcohol) metil éter (TR: 21.78) 4-Metoxibenceno acetonitrilo (TR: 25.20) 4-Metoxibencil isotiocianato (TR: 28.73)
Benzeneacetaldehyde 4-Methoxybenzyl alcohol, methyl ether Benzeneacetonitrile, 4-methoxy- 4-Methoxybenzyl isothiocyanate
Formula CBH8O, MW 120 Formula C9H1202, MW 152 " Formula CIHINO, MV 147, Formula CIHINOS, MW 179
Acetaldehyde. phenyl- Acetonitrile, (p-methoxyphenyl)- 1-{lsothiocyanatomethyl)-4-methoxybenzene
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ANEXO  19: ANALISIS ESTADISTICO DE 4-METOXIBENCIL
ISOTIOCIANATO PRODUCIDO POR BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza para 4-metoxibencil isotiocianato producido por bacterias

lacticas
Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio
Entre grupos 1.46278 5 0.292556 1.59 0.2366
Intra grupos 2.21 12 0.184167
Total (Corr.) 3.67278 17

ANEXO 20: ANALISIS ESTADISTICO DEL 4-METOXIBENCENO
ACETONITRILO PRODUCIDO POR BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza para 4-metoxibenceno acetonitrilo producido por bacterias

lacticas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos 10.914 5 2.18281 8.69 0.0011

Intra grupos 3.0128 12 0.251067

Total (Corr.) 13.9268 17
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Pruebas de multiples rangos para para 4-metoxibenceno acetonitrilo producido por
bacterias

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Bacteria Casos Media  Grupos
Homogéneos

Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 3 6.10667 X

Enterococus mundtii CWBI-B1431 3 6.53333 X

Lactobacillus casei subsp casei NRRL B- 3 6.76 XX

1922

Enterococcus faecium CWBI- B1430 3 7.04333 XXX

Lactobacillus rhamnosus GG 3 8.08 XX

Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® 3 8.22 X

ANEXO 21. ANALISIS ESTADISTICO DEL (4-METOXIBENCILALCOHOL)
METIL ETER PRODUCIDO POR BACTERIAS LACTICAS

Anélisis de varianza para (4-metoxibencilalcohol) metil éter producido por bacterias

lacticas
Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Valor-f Valor-p
Cuadrados
Entre grupos 0.211378 5 0.0422756 0.78 0.5799
Intra grupos 0.646467 12 0.0538722

Total (Corr.) 0.857844 17
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ANEXO 22: ANALISIS ESTADISTICO DEL BENCENO ACETALDEHIDO

PRODUCIDO POR BACTERIAS LACTICAS

Analisis de varianza para benceno acetaldehido producido por bacterias lacticas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos 2404.05 5 480.811 56.62 0.0000

Intra grupos 101.896 12 8.49134

Total (Corr.) 2505.95 17

Pruebas de multiples rangos para para benceno acetaldehido producido por

bacterias lacticas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Bacteria Casos  Media Grupos
Homogéneos
Enterococcus faecium CWBI- B1430 3 10.53 X
Enterococcus mundtii CWBI- B1431 3 23.11 X
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 3 27.8367 X
Bifidobacterium bifidum BIOSTAR® 3 36.3467 X
Lactobacillus rhamnosus GG 3 41.1 XX
Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922 3 44.44 X
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ANEXO 23: ANALISIS ESTADISTICO PORCENTAJE DEL CONSUMO DE
GLUCOSINOLATO DE LA MASHUA A PARTIR DEL Lactobacillus rhamnosus
GG

Analisis de varianza para porcentaje del consumo de glucosinolatos por

Lactobacillus rhamnosus GG

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Efectos principales

A: concentracion de GLS  31.30 2 15.649 4.98 0.014
B: tiempo de 2077.41 4 519.353  165.27 0.000
Fermentacion

interacciones

AB 934.90 8 116.863  37.19 0.000
Residuos 676.97 30 3.142

Total (corregido) 3137.88 44

Pruebas de multiples rangos para el consumo de glucosinolatos por Lactobacillus

rhamnosus GG a tiempos de fermentacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo de Casos Media Grupos Homogéneos

fermentacién

6 9 19.5778 X
24 9 29.2222 X
30 9 30.5889 XX
48 9 32.9667 X
54 9 40.7 X
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Pruebas de multiples rangos para el consumo de glucosinolatos por Lactobacillus

rhamnosus GG a diferentes concentraciones

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion de GLS Casos Media Grupos Homogéneos
0.01 15 31.4441 X

0.05 15 30.9198 XX

0.1 15 29.4720 X

Pruebas de multiples rangos para productos del consumo de GLS totales de

Lactobacillus rhamnosus GG por interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Interaccion Casos  Media Grupos Homogéneos
0.016 3 213.593

0.056 3 200.991 X

0.01 54 3 157.899 XX

0.016 3 150.262 XX

0.05 30 3 135.122 XXX

0.1024 3 117.296 XXX

0.01 30 3 104.519 XX

0.0148 3 98.392 XX

0.10 48 3 73.651 XXX
0.0554 3 73.150 XXX
0.05 48 3 72.464 XXX
0.10 30 3 66.213 XX
0.05 48 3 58.397 XX
0.10 48 3 38.819 XX
0.1054 3 28.124 X
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ANEXO 24: ANALISIS ESTADISTICO DE LA DENSIDAD OPTICA DE
Lactobacillus rhamnosus GG EN MEDIO DE CULTIVOS CON
GLUCOSINOLATOS

Analisis de varianza para la densidad dptica de Lactobacillus rhamnosus GG a una

concentracion de 0.01% durante la fermentacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre 75.6353 4 18.9088 44.15 0.0000

grupos

Intra 4.28248 10 0.428248

grupos

Total 79.9178 14

(Corr.)

Pruebas de multiples rangos para la densidad dptica de Lactobacillus rhamnosus GG

a una concentracion 0.01%o en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 2.03 X

24 3 6.56 X

30 3 6.94 XX

54 3 7.78667 XX

48 3 8.37333 X

126



Anélisis de varianza para la densidad optica de Lactobacillus rhamnosus GG a una

concentracion 0.05% en el tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre 90.548 4 22.637 41.85 0.0000

grupos

Intra grupos  5.40877 10 0.540877

Total 95.9568 14

(Corr.)

Pruebas de multiples rangos para la densidad 6ptica de Lactobacillus rhamnosus GG

a una concentracion 0.05% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 1.73167 X

24 3 6.665 X

30 3 7.22667 XX

54 3 7.67333 XX

48 3 8.85333 X
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Anélisis de varianza para la densidad optica de Lactobacillus rhamnosus GG a una

concentracion 0.1% en el tiempo

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre 151.754 4 37.9386 168.39 0.0000

grupos

Intra 2.25298 10 0.225298

grupos

Total 154.007 14

(Corr.)

Pruebas de multiples rangos para la densidad 6ptica de Lactobacillus rhamnosus GG

a una concentracion 0.1% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 0.205 X

24 3 6.14 X

30 3 7.14667 X

54 3 8.49333 X

48 3 9.11333 X
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ANEXO 25: ANALISIS ESTADISTICO DE RECUENTO MICROBIANO DE

Lactobacillus  rhamnosus

GLUCOSINOLATOS

EN MEDIO DE CULTIVOS CON

Analisis de varianza para el recuento microbiano (Log UFC/mL) de Lactobacillus

rhamnosus GG durante la fermentacion de glucosinolatos (0.01%b)

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre 6.72916 4 1.68229 59.80 0.0000

grupos

Intra grupos  0.281333

Total 7.01049

10 0.0281333

14

(Corr.)

Pruebas de multiples rangos para el recuento microbiano de Lactobacillus

rhamnosus GG a una concentracion 0.01% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 7.43 X

54 3 8.69667 X

30 3 8.70667 X

24 3 9.2 X

48 3 9.32 X
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Analisis de varianza para el recuento de Lactobacillus rhamnosus GG a una

concentracion 0.05% en el tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos  14.2448 4 356121 14.08 0.0004

Intra grupos 2.52947 10 0.252947

Total (Corr.)  16.7743 14

Pruebas de multiples rangos para el recuento microbiano de Lactobacillus

rhamnosus GG a una concentracion 0.05% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 7.56333 X

24 3 8.58333 XX

54 3 8.91667 X

30 3 9.47333 XX

48 3 10.51 X

Andlisis de varianza para el recuento microbiano de Lactobacillus rhamnosus GG a

una concentracion 0.1% en el tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos  14.2021 4  3.55052 115.13 0.0000

Intra grupos  0.3084 10 0.03084

Total (Corr.) 14.5105 14
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Pruebas de multiples rangos para el recuento microbiano de Lactobacillus

rhamnosus GG a una concentracion 0.1% durante el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
6 3 7.57 X

30 3 9.28333 X

24 3 9.40667 X

48 3 9.67667 X

54 3 10.56 X

ANEXO 26: ANALISIS ESTADISTICO DEL PH DEL MEDIO DE CULTIVO DE
Lactobacillus rhamnosus GG EN PRESENCIA DE GLUCOSINOLATOS

Analisis de varianza para pH obtenido después de la fermentacidn de Lactobacillus

rhamnosus GG a una concentracion 0.01% en el tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre 19.0778 5 3.81556 73.85 0.0000

grupos

Intra 0.62 12 0.0516667

grupos

Total 19.6978 17

(Corr.)
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Pruebas de multiples rangos para pH obtenido después de la fermentacion de
Lactobacillus rhamnosus GG a una concentracion 0.01% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
54 3 2.56667 X

48 3 3.13333 XX

24 3 3.53333 X

30 3 3.6 X

6 3 5.0 X

0 3 55 X

Andlisis de varianza para pH obtenido después de la fermentacion de Lactobacillus

rhamnosus GG a una concentracion 0.05% en el tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre grupos 23.0628 5 4.61256 46.13 0.0000

Intra grupos 1.2 12 0.1

Total (Corr.) 24.2628 17
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Pruebas de multiples rangos para pH obtenido después de la fermentacion de
Lactobacillus rhamnosus GG a una concentracion 0.05% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
54 3 2.2 X

48 3 2.8 XX

30 3 3.36667 XX

24 3 3.73333 X

6 3 4.83333 X

0 3 5.5 X

Analisis de varianza para pH obtenido después de la fermentacidn de Lactobacillus

rhamnosus GG a una concentracion 0.1% en el tiempo

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

Entre 34.9467 5 6.98933 546.99 0.0000

grupos

Intra 0.153333 12 0.0127778

grupos

Total 35.1 17

(Corr.)
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Pruebas de multiples rangos para pH obtenido después de la fermentacion de

Lactobacillus rhamnosus GG a una concentracion 0.1% en el tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos Media Grupos Homogéneos
54 3 2.2 X

48 3 2.2 X

30 3 2.8 X

24 3 3.63333 X

6 3 5.46667 X

0 3 55 X

ANEXO 27: ANALISIS ESTADISTICO
ISOTIOCIANATO PRODUCIDO POR Lactobacillus rhnamnosus GG

DEL

4-METOXIBENCIL

Anélisis de varianza multifactorial para el producto 4-metoxibencil isotiocianato

por Lactobacillus rhamnosus GG

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: 938.39 2 469.194 927.13 0.000

CONCENTRACION

DE GLS

B: TIEMPO DE 63.31 4 15.827 31.27 0.000

FERMENTACION

INTERACCIONES

AB 63.34 8 7.918 15.65 0.000

RESIDUQOS 15.18 30 0.506

TOTAL (CORR) 1080.22 44
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Pruebas de multiples rangos por 4-metoxibencil isotiocianato por tiempo de

fermentacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo de fermentacion Casos Media Grupos Homogéneos
54 9 9.1825 X

24 9 9.4896 XX

48 9 9.5182 XX

30 9 10.1631 X

6 9 12.4442 X

Pruebas de multiples rangos 4-metoxibencil isotiocianato por concentracion de

glucosinolatos concentracion de glucosinolatos

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion de GLS Casos Media Grupos Homogéneos
0.10 15 5.8243 X

0.05 15 8.1818 X

0.1 15 16.4725 X
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Pruebas de multiples rangos para 4-metoxibencil isotiocianato por interaccion

Metodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Interaccion Casos Media Grupos Homogéneos
0.0154 3 55127 X

0.01 30 3 55481 X
0.0124 3 5.6979 XX
0.0148 3 5.6997 XX
0.016 3 6.6631 XXX
0.0554 3 7.5827 XXX
0.0524 3 7.7673 XX
0.0530 3 8.3194 X
0.05 48 3 8.5925 X
0.056 3 8.6469 X
0.1054 3 14.4520 X
0.10 30 3 14.6013 X
0.1024 3 15.0894 X
0.10 48 3 16.1973 X
0.106 3 22.0225 X
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ANEXO 28: ANALISIS ESTADISTICO DEL 4-METOXIBENCENO
ACETONITRILO PRODUCIDO POR Lactobacillus rhamnosus GG

Analisis de varianza multifactorial para el producto 4-metoxibenceno acetonitrilo

por Lactobacillus rhamnosus GG

Fuente Suma de Gl Cuadrado Valor-f  Valor-p
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Concentracion de GLS  4230.01 2  2115.00 1286.27 0.000

B: Tiempo de 1169.15 4  292.29 177.76  0.000

fermentacién
INTERACCIONES

AB 789.17 8  98.65 59.99  0.000
RESIDUOS 49.33 30 1.64
TOTAL (CORREGIDO)  6237.66 44

Pruebas de multiples rangos para 4-metoxibenceno acetonitrilo por tiempo de

fermentacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo de fermentacion Casos Media Grupos Homogéneos
6 9 8.19889 X

24 9 14.9067 X

30 9 18.1033 X

54 9 24.1722 X

48 9 25.5278 X
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Pruebas de multiples rangos para 4-metoxibenceno acetonitrilo por concentracién

de glucosinolato

Metodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion de GLS Casos MediaLS  Grupos Homogéneos
0.01 15 5.8382 X

0.05 15 14.5272 X

0.1 15 29.3236 X

Pruebas de multiples rangos para 4-metoxibenceno acetonitrilo por interaccién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Interaccion Casos  Media Grupos Homogéneos
0.016 3 5.2693 X

0.01 30 3 57732 X

0.0124 3 5.7929 X

0.0154 3 6.1102 X

0.01 48 3 6.2452 X

0.056 3 7.7492 X

0.0524 3 124101 X

0.106 3 13.0376 X

0.05 30 3 13.2752 X

0.05 48 3 17.9154 X

0.0554 3 21.2863 XX

0.10 30 3 24.7481 XX
0.1024 3 27.6447 X
0.1054 3 40.4753 X
0.10 48 3 40.7124 X
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ANEXO 29: ANALISIS ESTADISTICO DEL (4-METOXIBENCILALCOHOL)
METIL ETER PRODUCIDO POR Lactobacillus rhamnosus GG

Analisis de varianza multifactorial para el producto (4-metoxibencilalcohol) metil

éter producido por Lactobacillus rhamnosus GG

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Valor-f Valor-p
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Concentracion de 3.9641 1 3.96408 126.66 0.000

GLS

B: Tiempo de 4.7517 4 1.18792 37.96 0.000

fermentacion

INTERACCIONES 0.000

AB 1.1611 4 0.29028 9.28

RESIDUOS 0.6259 20 0.03130

TOTAL 10.5028 29

(CORREGIDO)

Pruebas de multiples rangos (4-metoxibencilalcohol) metil éter producido por

tiempo de fermentacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo de fermentacion Casos Media Grupos Homogéneos
54 6 5.01538 X

48 6 5.10534 X

24 6 5.22982 XX

30 6 5.45696 X

6 6 6.12518 X
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Pruebas de mdultiples rangos para (4-metoxibencilalcohol) metil éter por

concentracion de glucosinolato

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion de GLS Casos Media Grupos homogéneos
0.05 15 5.02303 X
0.1 15 5.75004 X

Pruebas de multiples rangos para (4-metoxibencilalcohol) metil éter por interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Interaccion Casos  Media Grupos homogéneos
0.05 54 3 484026 X

0.05 48 3 491420 X

0.05 24 3 494895 XX

0.05 30 3 497948 XX

0.10 54 3 5.19050 XXX
0.10 48 3 5.29649 XXX
0.056 3 543228 XXX
0.10 24 3 5.51069 XX
0.10 30 3  5.93445 X
0.106 3 6.81808 X
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ANEXO 30: ANALISIS ESTADISTICO DEL BENCENO ACETALDEHIDO
PRODUCIDO POR Lactobacillus rhamnosus GG

Analisis de varianza multifactorial para el producto benceno acetaldehido producto

de Lactobacillus rhamnosus GG

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Valor-f Valor-p
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: 23351.2 2 11675.6 383.59 0.000

CONCENTRACION

DE GLS

B: TIEMPO DE 48134.2 4 12033.5 395.35 0.000

FERMENTACION
INTERACCIONES

AB 19438.6 8 2429.8 79.83 0.000
RESIDUOS 913.1 30 30.4
TOTAL 91837.2 44

(CORREGIDO)

Pruebas de multiples rangos para benceno acetaldehido por tiempo de fermentacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo de fermentacion Casos Media Grupos homogéneos
6 9 23.875 X

30 9 61.393 X

24 9 82.012 X

54 9 100.311 X

48 9 118.401 X
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Pruebas de multiples rangos para benceno acetaldehido por concentracion de
glucosinolato

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion de GLS Casos  Media Grupos homogéneos
0.01 15 51.504 X

0.05 15 73.217 X

0.1 15 106.875 X

Pruebas de multiples rangos para benceno acetaldehido por interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Interaccion Casos Media Grupos homogéneos
0.056 3 13.801 X

0.016 3 16.909 X

0.106 3 40916 X

0.01 30 3 48.360 XX

0.01 54 3 52.886 XXX

0.0524 3 59.676 XXX

0.01 48 3 64.303 XXXX

0.05 30 3 67.794 XXX

0.10 30 3 68.025 XXX
0.0124 3 75.061 XX
0.0554 3 77.175 X
0.1024 3 111.300 X
0.10 48 3 143.259 X
0.05 48 3 147.642 X
0.1054 3 170.873 X
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