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“EFECTO DE LEVADURAS Y BACTERIAS PROBIOTICAS EN FERMENTACION EN
ESTADO SEMISOLIDO DE HARINAS DE CHOCHO (LUPINUS MUTABILIS)”

RESUMEN

El chocho (Lupinus mutabilis) es una leguminosa rica en nutrientes originaria de los Andes. Sin
embargo, su consumo es limitado por la presencia de factores antinutricionales. El proceso de
fermentacion en estado semisolido de harinas de chocho integral, cuando se usaron en conjunto
bacterias probidticas y dos levaduras del género Saccharomyces, favorecié la mayor
degradacion de oligosacaridos (96,3%) y acido fitico (67,7%); asi como mejord los valores del
indice de absorcion de agua (76,3%) y de dispersabilidad proteica (65,3%), cuando fueron

comparadas al control.

Palabras claves: Lupinus mutabilis, fermentacion, oligosacaridos, acido fitico.
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EFFECT OF YEASTS AND PROBIOTIC BACTERIA IN FERMENTATION IN
THE SEMI-SOLID STATE OF CHOCHO FLOUR (LUPINUS MUTABILIS)

ABSTRACT

Chocho (Lupinus mutabilis) is a nutrient-rich legume native to the Andes. However, its
consumption is limited by the presence of anti-nutritional factors. When probiotic bacteria
and two yeasts of Saccharomyces genus were used together, the process of fermentation in
the semisolid state of whole-grain flours favored greater degradation of oligosaccharides
(96.3%) and of phytic acid (67.7%); and also improved the values of water absorption
index (76.3%) and protein dispersibility (65.3%), when compared to the control.

Keywords: Lupinus mutabilis, fermentation, oligosaccharides, phytic acid.
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Efecto de levaduras y bacterias probioticas en fermentacion en estado semisélido de

harinas de chocho (Lupinus mutabilis)
INTRODUCCION

El chocho (Lupinus mutabilis) es una leguminosa originaria de los Andes, cultivada en
paises como Venezuela, Peru, Ecuador, Colombia, Bolivia, Argentina y Chile (Apunte y
Ledn). Esta leguminosa cuando est4d desamargada puede ser empleada para cubrir las
deficiencias por malnutricion debido a que presenta contenidos importantes de proteina,
54,05%, vy lipidos, 21,22% (Allauca Chavez). Sin embargo el consumo de chocho se ve
disminuido por la presencia de algunos factores antinutrimentales como azucares

flatulentas, alcaloides, acido fitico (Fritsch, Vogel y Toelstede).

El proceso de desamargado es un método muy utilizado para la eliminacién de alcaloides y
de otros factores antinutrimentales asociados al chocho como los oligosacaridos no
hidrolizables (azucares flatulentas) (Villacreses Freire; Jul et, al.). Para éste proceso se
requiere elevadas cantidades de agua y mucho tiempo de trabajo, lo que industrialmente lo
convierte en un proceso deficiente, poco amigable con el medio ambiente y pérdida de
nutrientes en el grano (Villacreses Freire). Este sistema artesanal consta de tres etapas que
son hidratacion, coccién y lavado, requiriéndose aproximadamente 50 litros de agua por

cada kilo de chocho (Villacreses Freire).

Los oligosacaridos no hidrolizables en el intestino, a-galactésidos estan conformados por
rafinosa, estaquiosa y verbascosa (Ulloa, et al.) Son azucares que no pueden ser digeridos
en la mucosa intestinal de los mamiferos debido a la ausencia de la enzima a-
galactosidasa. A estos azucares se les atribuye las flatulencias y responsables de reducir la
digestibilidad de la proteina (Fritsch, Vogel y Toelstede). En el chocho se encuentra la
estaquiosa (62,5%), seguida de la verbascosa (22,5%) y finalmente la rafinosa (15%)

(Karnpanit, et al.).

Por otro lado, los alcaloides, son amargos y toxicos para los seres vivos (Villacreses Freire).
Los principales que estan en ésta leguminosa son los tipo quinolizidinicos como la lupanina,
esparteina, 13-hidroxi lupanina. De los cuales, los dos primeros mencionados son mas
téxicos, y el hidroxi lupanina es 10 veces menos toxico (Schoeneberger, et al.). Ademas,

son responsables de producir algunos efectos fisiolégicos en el cuerpo debido a su
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complejidad molecular (Allauca Chavez). Su toxicidad es de 30 mg/kg de peso en adultos y
10-15 mg/kg de peso en nifios. Sin embargo, su peligro se ve disminuido debido a la pobre
digestibilidad de los alcaloides (5%) y un bajo efecto acumulativo en el organismo (Allauca

Chavez).

El acido fitico es una forma de tener en reserva el fésforo en ciertos organismos vegetales,
pero se puede ir acumulando en las semillas de algunas especies en la maduracion; es
conocido como un antinutriente debido a la capacidad quelante que presenta frente a ciertos
iones metalicos di- y ftrivalentes (Camean y Repetto). Ademas, por la capacidad de
formacién de complejos produce una biodisponibilidad reducida de minerales, vitaminas y

proteina (Fritsch, Vogel y Toelstede).

Por otro lado, la fermentacién es un proceso metabdlico de levaduras y varias bacterias que
sirve para la obtencion de energia por parte de microorganismos fermentativos a través de
compuestos organicos, principalmente azicares simples (Puerta Quintero). La fermentacion
de las harinas mejora el contenido de azucares libres, proteinas, asi como la
biodisponibilidad de vitaminas, minerales, aminoacidos esenciales. Ademas, favorece las
propiedades funcionales y la degradacién de compuestos antinutricionales (ljarotimi
Oluwole). Los procesos tecnologicos de fermentacion mas usados son: a) fermentacion
sumergida, en la cual los microorganismos son adicionados en un medio liquido que
contiene nutrientes y; b) la fermentacion en estado sélido o semi-solido (FES), proceso
donde el crecimiento microbiano se realiza en particulas solidas en ausencia (o cerca de
ausencia) de agua; de las cuales varios estudios han demostrado que la FES da mayores
rendimientos y mejores caracteristicas a los productos (Barkiene, et al.; Martins, et al.). Este
ultimo tipo de fermentacion es utilizado para elaborar masas madres de uso en panificacion

(Torres, et al.).

Las levaduras son los microorganismos mas utilizados en fermentacion gracias a su alta
capacidad para transformar la glucosa y otras azucares simples en anhidrido carbdnico y
alcohol (Garcia Olmedo). Por otro lado, las bacterias lacticas, muchas de ellas consideradas
como microorganismos probiéticos, tienen la capacidad de utilizar los carbohidratos como
sustrato para producir acido lactico responsable de la acidez y bajo pH de las masas

fermentadas (Garcia Olmedo; Olagnero, et al.).

El animo de ésta investigacion se centré en comparar la variaciéon en la composicion
quimica proximal, la reduccién de factores antinutricionales y caracteristicas funcionales
entre una harina integral (HIC) y una harina desamargada de chocho (HLC), ésta ultima
usada como control, cuando fueron sometidas a un proceso de fermentacién en estado
semisdlido (FES) con la mejor combinaciéon de dos tipos de levaduras del género
Saccharomyces y una mezcla de bacterias probidticas (MBP). La mejor combinacion de
microorganismos con capacidad para variar la composicion proximal y la degradacion de
factores antinutricionales fue determinada a partir de un disefio factorial 2* donde fueron

evaluadas la presencia o ausencia de MBP y de dos levaduras en la HIC.
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CAPITULO |
MATERIALES Y METODOS

1.1.Materia prima.

Granos de Lupinus mutabilis var. Bola (L) fueron adquiridos en LaVerde (Machachi,
Ecuador). Los granos de chocho fueron clasificados, limpiados, enfundados, pesados y

congelados a -20°C (Arctiko S.A., Esbjerg, Dinamarca).
1.2.Microorganismos.

Para los diferentes ensayos de fermentacion realizados en éste trabajo se usaron una
mezcla de bacterias probidticas (MBP): Lactobacillus acidophilus (1000 millones de UFC),
Lactobacillus casei (1000 millones de UFC), Lactobacillus rhamnosus (440 millones de
UFC), Lactobacillus plantarum (176 millones de UFC), Bifidobacterium infantis (27,6
millones de UFC), Streptococcus thermophilus (667 mil UFC) (Lactipan, ITALMEX S.A,,
Calzada de Tlalpan, México) y dos cepas de levaduras liofilizadas listas para usar: a) una
levadura comercial para panificacién Saccharomyces cerevisiae (Saf-instantant, FERMEX
S.A., Toluca, México) y una levadura grado farmacoldgico Saccharomyces boulardii (Floratil,

Biocodex, Beauvais, Francia).

1.3.Capacidad microbiana para variar la composiciéon proximal y la degradacién de

factores antinutricionales de una HIC.

La capacidad microbiana para variar la composicién proximal y la degradaciéon de factores
antinutricionales durante la FES de una HIC fue determinada a partir de un disefio factorial
2! (Tabla 1). Donde fueron evaluadas la presencia o ausencia de MBP y de dos levaduras

del género Saccharomyces cerevisiae.

Tabla 1. Disefio factorial 2* para la fermentacion de HIC con dos tipos levaduras y MBP

Muestra Mix de MBP' Levaduras®
11 Sin Sin
12 Sin L1
13 Sin L2
14 Sin L1/L2
21 Con Sin
22 Con L1
23 Con L2

24 Con L1/L2
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'Mezcla de bacterias probidticas: Lactobacillus acidophilus (1000 millones de UFC), Lactobacillus
casei (1000 millones de UFC), Lactobacillus rhamnosus (440 millones de UFC), Lactobacillus
plantarum (176 millones de UFC), Bifidobacterium infantis (27,6 millones de UFC), Streptococcus
thermophilus (667 mil UFC).

%1 es levadura Saccharomyces cerevisiae y L2 es levadura Saccharomyces boulardii.

Para la obtencién de harina integral-cruda (HIC), los granos de chocho se remojaron en una
solucién de hipoclorito de sodio al 0.3% durante 3 min, seguido se realiz6 tres lavadas
consecutivas con agua destilada. El exceso de agua fue eliminado con papel secante.
Luego, se molieron hasta obtener un tamafio de particula de 0 — 5 mm en un molino para
café (Krups, Solingen, Alemania). Este proceso fue realizado en 100g de granos de chocho

para cada muestra establecida en el disefio de experimentos planteado (Figura 1).

Granos de chocho

v

Recepcion

v

Limpieza y seleccion

v

Pesado 100 g
v
Desinfeccion |Hipoclorito de sodio
* 0.3% 3 min
Limpieza
7 3 veces con agua
destilada
Molienda
0-5mm

Tamizado

v

HARINA INTEGRAL
DE CHOCHO

Figura 1. Elaboracién de harina integral de chocho

La HIC fue resuspendida en agua destilada en proporcion 1:1.19 p/v, esta mezcla se
homogeniz6 hasta obtener una masa. Terminado el proceso de mezclado se midi6 el pH.
Estandarizado el método, se inoculd bacterias y levaduras acorde al disefio experimental
(Anexo 1), se homogenizd para luego iniciar con la fermentacion. Las muestras pasaron a la
fermentacion en una camara climatica (Binder, Tuttlingen, Alemania) durante 24 h a una

temperatura de 37°C y una humedad relativa de 70% HR. Se midié el pH nuevamente.
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Sacadas las muestras de la camara climatica, fueron colocadas a -80°C en el ultra
congelador (VWR, Radnor, EEUU). Las harinas fermentadas fueron colocadas en un
liofilizador de frascos (Labconco, Kansas City, EEUU) durante cuatro dias a -50°C y 0.032
milibares, salidas las muestras del liofilizador se molieron nuevamente. Finalmente, las

muestras se conservaron a una temperatura de -20°C con una duracion de seis meses.
1.4. Andlisis quimico proximal.

Los analisis de humedad, grasa, fibra, asi como los de cenizas y proteina fueron obtenidos
de acuerdo a las normas AOAC 925:09, 920:39, 962:09, y norma INEN NTE 520:2013,
519:2012, respectivamente. El extracto libre de nitrégeno (carbohidratos) se determiné por

diferencia.
1.5.Determinacién de alcaloides, acido fitico y aziuicares reductoras

La determinacion de alcaloides se realizd segun la norma INEN NTE 2390:2004. La
presencia de acido fitico y azucares reductoras se determinaron mediante métodos
colorimétricos, Kit Phytic acid y Kit Raffinose/Sucrose/D-Glucose Assay, respectivamente.
Ambos de Megazyme (Megazyme International Ireland, Bray, Irlanda). El total de azucares
flatulentos (RSO) fueron expresados en g de estaquiosa/100g de harina, considerando que
esta azucar representa la mayor concentracion (62,5%) en los granos de chocho (Karnpanit,

etal.).
1.6.Propiedades funcionales.

Las propiedades funcionales se evaluaron en tres lotes diferentes de harinas de chocho,
tanto integral y desamargada, fermentadas con la mezcla microbiana que observé un mejor
desempefio en el disefio experimental ensayado. El indice de absorcidon de agua (I1AA), el
indice de solubilidad de agua (ISA) y el poder de hinchamiento (PH) se realizaron de
acuerdo a (Rodriguez-Sandoval, Lascano y Sandoval). El indice de absorcién de grasa
(IAG), indice de actividad emulsionante (IAE) e indice de dispersabilidad de proteina (PDI)
se analizaron con los métodos propuestos por (Granados, et al.), (Chaparro, et al.) y (Tahay

Ibrahim), respectivamente.

Por otro lado, el proceso de elaboracion de la harina lavada-cocida (HLC) fue de acuerdo a
(Caicedo y Peralta). Brevemente, consistié en dejar en remojo el grano de chocho por 24
horas, seguido se cocind por una hora, se puso en remojo durante 5 dias cambiando el
agua tres veces al dia lavando los granos, se les retird la cascara y se los cocind
nuevamente a 65°C + 5 por 3 min en proporcion 2:1 p/v, se dejé enfriar a 25°C, se licug,
tamiz6 con la ayuda de un lienzo y se puso a secar el bagazo en una camara de secado
(Tecnopast, Trento, Italia) durante 24 horas. Finalmente, el bagazo se moli6é hasta obtener
un tamafo de particula de 0 — 5 mm en un molino para café (Krups, Solingen, Alemania) y

se tamizo (Figura 2).
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Las harinas integrales fueron elaboradas de la misma forma detallada en el inciso 1.3. Para
ello se prepararon 3 lotes de 0,25 Kg fermentados en un incubador orbital con movimiento
(ES-20 Grant bio, Cambridge, Reino Unido), luego fueron secadas y reducidas a particula

de 0 — 5 mm de tamaiio y almacenadas a -20°C.

Todas las harinas fueron analizadas para proximales, degradacion de factores

antinutrimentales y funcionales.

Chocho crudo

|

Recepcion

A\ 4

Limpieza y seleccion

y

Sale agua | Hidratacion | 24 horas

\ 4

Sale agua Coccidén 60 min

v

3 veces al dia

Sale agua (5 dias)
Desamargado
Descascarado

. 2:1 plv
Sale agua Coccioén 65°C — 3 min

|

Enfriado 25°C

<

Licuado y tamizado

'

45°C —
Se(iado 24 horas
Molienda

{

Tamizado | 0—-5mm

v

HARINA DE CHOCHO
LAVADA-COCIDA

Figura 2. Elaboracion de harina de chocho lavada-cocida

1.7.Analisis estadistico
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Los datos se analizaron utilizando el software estadistico JMP-12 (SAS Corporation, Long
Beach, CA, USA) y Minitab-16 (Quality Companion, State College, Pensilvania). Todos los
anadlisis se expresaron como desviacion estandar media de minimo tres replicas
independientes (n = 3), a menos que se indique lo contrario. Cuando fue apropiado, se
realizé el analisis de varianza (ANOVA) seguido por un analisis de Tukey HSD o {-Student

para evaluar las diferencias entre las muestras, a un nivel de significacion de p <0.05.
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CAPITULO I
RESULTADOS

2.1.Capacidad microbiana para variar la composicion proximal durante la FES de HIC.

La variacion en la composicion quimica proximal de la HIC fermentada en estado semisélido

con MBP y/o levaduras se pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Variacién en la composicion proximal de HIC fermentadas con MBP y/o levaduras'

) Humedad Proteina Fibra Grasa Cenizas Carbohidratos

Muestra
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

11 6,81+0,61%  39,87+1,23°  7,05+0,10° 15,51+0,92° 3,40+0,23° 33,85+1,91°
12 7,23+0,13°  45,32+0,42°° 6,15+0,32° 17,44+0,76° 3,50+0,07°°  27,99+0,32"
13 8,43+0,36™ 43,91+0,65° 6,73+0,17* 17,34+0,17* 3,56+0,05%°  28,51+0,62"°
14 7,21+0,49°  45,93+0,04*° 7,23+0,16° 17,53+0,75° 3,44+0,31°°  25,28+0,60%
21 7,73+0,31°°  43,15+0,01"  6,16+£0,20° 17,42+0,65° 3,43+0,10°  30,10+0,98°
22 8,80+0,37° 46,22+0,19%  7,19+0,59° 17,12+0,96° 3,68+0,07*®  25,99+2 15
23 8,58+0,57° 45,60+0,51°° 7,14+0,18* 16,96+0,12° 3,41+0,05°  26,92+0,20%
24 7,41+0,71°  47,82+2,01*° 7,28+0,09° 16,91+0,17° 3,79+0,06° 24,14+1,80°

'Los datos son media + desviacion estandar de minimo tres réplicas expresadas en % de base seca.

Los valores con la misma letra dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p <0,05.

211: HIC control; 12: HIC con levadura S. cerevisiae; 13: HIC con S. boulardii; 14: HIC con levadura S.
cerevisiae y S. boulardii; 21: HIC con mix de MBP; 22: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae;
23: HIC con mix de MBP y levadura S. boulardii; 24: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae y
S. boulardii.

En el contenido de proteinas, interesantemente, las harinas fermentadas presentaron un
incremento promedio de 13,9% en comparacion a la muestra control (11). Siendo la muestra
de harina fermentada con el mix de levaduras y MBP (24) la que presentd el mayor
contenido (47,8%).

Por otro lado, el contenido de fibra de la muestra control (11) no presenta diferencias
significativas con las muestras de harinas fermentadas con la mezcla de levaduras y las
fermentadas con la mezcla de levaduras/MBP. Sin embargo, el menor contenido (p <0.05)
fue para las muestras fermentadas por cada una de las dos levaduras (12, 13) o por MBP
(21).
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También se observd una tendencia en el incremento (11%) de la grasa en las harinas de
masas fermentadas que contenian cualquiera de los microorganismos estudiados, cuando
éstas fueron comparadas con la harina control (11) que presentd el menor contenido
(15,5%). Sin embargo, no se observo una diferencia significativa entre las muestras
fermentadas variando de 16,96% a 17,44%.

De las harinas de masas fermentadas, la muestra con MBP (21) fue la que mayor cantidad
de carbohidratos presenté (p <0.05), seguida por las muestras fermentadas con las
levaduras por separado, incrementando 6%. Ademas, se observé que el menor contenido (p
<0.05) fue para las harinas fermentadas con MBP/levaduras, con una mayor significancia
cuando se utilizé las dos levaduras en conjunto (25,3%) y estas con MBP (24,1%).
Finalmente, los contenidos de cenizas se encontraron en un rango de 3,4 a 3,8% las cuales
presentaron una diferencia significativa entre las muestras de harinas de masas

fermentadas.

En el caso de las azucares reductoras (Tabla 3), las harinas que presentaron la mayor
cantidad de D-Glucosa fueron las fermentadas con las levaduras por separado (12 'y 13) y
con MBP/S. cerevisiae (22), con un porcentaje de incremento en promedio del 8%. Las
muestras restantes no presentaron diferencia estadisticamente significativa entre si. En
cuanto a la sucrosa, la muestra control (11) es la que presenté mayor cantidad, seguida por
la muestra fermentada con las MBP (21) con una disminucion del 64%. En las demas
muestras de harinas de masas fermentadas no hubo diferencia significativa (p <0.05),

presentando una disminucion del 99%.

Tabla 3. Variacién de las azucares reductoras de HIC fermentadas con MBP y/o levaduras'

Azucares reductores

Muestra’ (g/100g)
D-Glucosa Sucrosa
11 0,12+0,01*°  2,86+0,23°
12 0,1540,01*  0,02+0,05°
13 0,12+0,05®  0,00+0,21°
14 0,06+0,01°  0,02+0,01°
21 0,08+0,04°  1,030,80"
22 0,12+0,01*  0,00+0,04°
23 0,07+0,04°  0,16%0,14°

24 0,06+0,00°  0,01%0,00°
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'Los datos son media + desviacién estandar de minimo dos réplicas expresadas en % de base seca.

Los valores con la misma letra dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p <0,05.

211: HIC control; 12: HIC con levadura S. cerevisiae; 13: HIC con S. boulardii; 14: HIC con levadura S.
cerevisiae 'y S. boulardii; 21: HIC con mix de MBP; 22: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae;
23: HIC con mix de MBP y levadura S. boulardii; 24: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae y
S. boulardii.

Finalmente, se pudo observar que los pHs finales (Tabla 4) de las diferentes muestras no
presentaron una diferencia estadistica significativa entre si (p <0.05), variando entre 4.1 a
4.6. Sin embargo, se observd una clara disminuciéon en promedio (19%) del pH final

comparado con el pH inicial de las muestras (5.35).

Tabla 4. pH final de las masas fermentadas con MBP y/o levaduras'

Muestra® pH final’
11 4.58+0.05°
12 4.37+0.06°
13 4.35+0.03°
14 4.27+0.04°
21 4.17+0.04°
22 4.25+0.04°
23 4.22+0.02%
24 4.27+0.04°

'Los datos son media + desviacion estandar de minimo tres muestras. Los valores con la misma letra

dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p <0.05.

211: HIC control; 12: HIC con levadura S. cerevisiae; 13: HIC con S. boulardii; 14: HIC con levadura S.
cerevisiae y S. boulardii; 21: HIC con mix de MBP; 22: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae;
23: HIC con mix de MBP y levadura S. boulardii; 24: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae y
S. boulardii.

3El pH inicial de todas las muestras fue de 5.35+0.08. El pH final fue medido a las 24 horas de

fermentacion.

2.2.Capacidad microbiana para degradar factores antinutricionales durante la FES de
HIC.

La capacidad de MBP y/o levaduras para degradar acido fitico, alcaloides y oligosacaridos

de la HIC fermentada en estado semisoélido se pueden observar en la Tabla 5.
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Tabla 5. Reduccion de factores antinutricionales de HIC fermentadas con MBP y/o

levaduras'

Muestra? Acido fitico Alcaloides Oligo3sacéridos
(9/100g) (%) RSO’ (g/100g)
11 1,18+0,03° 2,43+0,02° 4,80+0,08°
12 0,45+0,03" 1,63%0,01° 2,39+0,49°
13 0,41+0,02%° 1,81+0,01° 0,93+0,19%
14 0,39+0,01° 1,56+0,01° 0,57+0,04°
21 0,39+0,03° 1,71%0,05° 3,370,34°
22 0,42+0,03" 1,54+0,02° 0,21+0,07'
23 0,41+0,02%° 1,56+0,04° 1,34+0,43°
24 0,38+0,02° 1,53+0,01° 0,17+0,11'

'Los datos son media + desviacion estandar de minimo dos muestras expresados en % de base seca.

Los valores con la misma letra dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p <0,05.

211: HIC control; 12: HIC con levadura S. cerevisiae; 13: HIC con S. boulardii; 14: HIC con levadura S.
cerevisiae y S. boulardii; 21: HIC con mix de MBP; 22: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae;
23: HIC con mix de MBP y levadura S. boulardii; 24: HIC con mix de MBP y levadura S. cerevisiae y
S. boulardii.

*RSO (rafinosa, estaquiosa, verbascosa). Peso expresado como mili equivalentes de estaquiosa.

El acido fitico en las muestras de harinas de masas fermentadas no presentaron una
diferencia estadistica significativa variando de 0,38 a 0,45 g/100g. Sin embargo, hubo una
disminucion en promedio de 2.9 veces con respecto a la harina control (11), la cual tuvo el

mayor contenido de acido fitico (1,18 g/100g).

Por otro lado, en los alcaloides la harina control (11) es la que presenta mayor cantidad
(2,4%). Interesantemente, las muestras de harinas fermentadas presentaron una
disminuciéon en promedio del 67%. Habiendo una mayor reduccion en las muestras en las

que los microorganismos actuian en conjunto, entre levaduras o levaduras con MBP.

El contenido de RSO en las muestras de harinas fermentadas disminuy6. Siendo las
muestras fermentadas con MBP (21) y MBP/levaduras (24) las que presentaron la mayor y
menor cantidad (3,37 y 0,17 g/100g, respectivamente). Teniendo en cuenta que la muestra
con S. cerevisiae también present6é uno de los contenidos mas elevados (2,39 g/100g), no

obstante en conjunto con la MBP hubo una disminucién del 96%. Lo que no sucedié con la
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muestra fermentada con S. boulardii, que tuvo un valor bajo (0,93 g/100g) y en conjunto con

la MBP que disminuy6 el 72%.

2.3.Efecto de la fermentacion en la composicion quimica proximal, reduccién de
factores antinutricionales y funcionalidad de harinas integral y desamargada de

chocho.

El analisis estadistico de las variaciones en la composicién quimica proximal y la reduccién
de factores antinutricionales, determiné que las mejores caracteristicas de FES para las
HIC, se obtuvieron usando en conjunto MBP y las dos levaduras estudiadas (S. cerevisiae
s.p y S. cerevisiae var. boulardii), muestra 24 (Tabla 1). Tratamiento que de aqui en

adelante llamaremos FES-24.

2.3.1. Comparacion de la composicion quimica proximal y la reduccién de factores

antinutricionales con el tratamiento FES-24.

La variacion en la composicion quimica proximal y la reduccion de factores antinutricionales

elaborados con FES-24 pueden observarse en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto en la composicién quimica proximal y reduccion de factores antinutricionales

de las muestras procesadas con FES-24

Muestras’®

Parametros

HIC FES-24 (HIC) HLC FES-24 (HLC)
Quimica proximal
Humedad (%) 11,1340,32° 57,28+1,37°  4,29+0,25°  67,86+4,29°
Proteina (%)  38,64+1,65" 47,17+0,11° 53,25+1,24°  57,16+0,29°
Fibra (%) 9,124¢0,32°  8,63+0,05°  3,02+#0,12°  2,87+0,09°
Grasa (%) 15,20+0,44°  17,11+0,06° 23,41+1,93° 26,67+0,16°
Cenizas (%) 2,87+0,53°  2,45+0,03%  1,69+0,07°  1,66+0,09°
Carbohidratos (%)  34,17+1,63% 24,65+0,08° 18,63+1,38° 11,64+0,41°
Factores antinutricionales
Alcaloides (%) 2,47+0,06°  1,68+0,04°  0,12+0,00°  0,12+0,00°
Acido fitico (9/100g) 1,24+0,02°  0,40+0,01°  0,72+0,06°  0,26+0,01°
Oligosacaridos
no digeribles (9/100g) 5,93+0,27°  0,22+0,04° ND ND

RSO*
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'FES-24 horas de fermentacién a una temperatura de 37°C y 76% HR.

% os datos son media + desviacion estandar de mminimo tres réplicas expresados en % de base seca.

Los valores con la misma letra dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p <0.05.

®HIC: harina integral-cruda; HLC: harina lavada-cocida; FES-24 (HIC): harina integral-cruda con MBP y
levadura S. cerevisiae y S. boulardii; FES-24 (HLC): harina lavada-cocida con MBP y levadura S.

cerevisiae y S. boulardii.
‘RSO (rafinosa, estaquiosa, verbascosa). Peso expresado como mili equivalentes de estaquiosa.

La humedad vari6é de acuerdo al tratamiento dado a la harina o masa. En cuanto a la fibra,
como se esperaba, la HIC, procesada con el grano entero, presentd un 67% mas que su
contraparte elaborada solo con el cotiledén (HLC), mientras que en cada una de sus harinas
fermentadas disminuyeron aproximadamente en un 1%. Un efecto contrario fue observado
con respecto a las grasas que aumentaron en un 1% en cada harina fermentada en relacion
a sus contrapartes no fermentadas (Tabla 6). Finalmente, los proximales mostraron que
tanto la HIC como la HLC, una vez fermentadas, redujeron sus contenidos de CHO en

promedio de 1.4 veces.

Los procesos de FES-24 favorecio la degradacion de los factores antinutricionales, la
cantidad de acido fitico disminuy6 en 3.1 veces en la HIC y 2.8 veces en HLC. Por otro lado,
las muestras de HLC no fueron afectadas (0,12%) en su contenido ya bajo de alcaloides,
confirmandose la que la HIC presentd una disminucion del 32%. Finalmente, en relacién a la
degradacion de RSO, estas no fueron detectables en las HLC y su harina fermentada,
mientras que la harina fermentada de HIC verific6 una pérdida del 96% de RSO con

respecto a ésta.

Tabla 7. Variacion de las azlcares reductoras en harinas de chocho fermentadas con el
tratamiento FES-24"2

Muestra’®
Azucares reductores
(g/100g) HIC FES- 24 (HIC) HLC FES-24 (HLC)
D-Glucosa 0,09+0,01*  0,06+0,00°  0,02+0,00°  0,01+0,00°
Sucrosa 0,79+0,08°  0,01+0,00°  0,01£0,01®  0,00+0,00°

'FES-24 tuvieron 24 horas de fermentacion a una temperatura de 37°C y 76% HR.

%L os datos son media + desviacion estandar con minimo dos muestras expresados en % de base
seca. Los valores con la misma letra dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p
<0.05.
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®HIC: harina integral-cruda; HLC: harina lavada-cocida; FES-24 (HIC): harina integral-cruda con MBP y
levadura S. cerevisiae y S. boulardii; FES-24 (HLC): harina lavada-cocida con mix de MBP y levadura

S. cerevisiae 'y S. boulardii.

La variacion de las azucares reductoras en las harinas fermentadas con el tratamiento FES-
24 se puede apreciar en la tabla 7. Tanto la D-Glucosa y sucrosa disminuyeron durante la
FES-24 de las harinas. Cabe sefialar que la HLC presentaron valores de sucrosa cercanos
a cero; sin embargo, el proceso de fermentacién logré que la HIC iguale los valores de esta

azucar presentes en la HLC, con una disminucién de 0,79 a 0,01 g/100g.

Tabla 8. Variacion del pH de las masas fermentadas con el tratamiento FES-24"7

Muestra“ pH inicial  pH final®

FES-24 (HIC) 5,10£0,03°  4,55+0,01°

FES-24 (HLC) 5,35+0,08°  4,14+0,01°

'Los datos son media + desviacion estandar de minimo tres muestras.

’FES-24 (HIC): harina integral-cruda con MBP vy levadura S. cerevisiae y S. boulardii; FES-24 (HLC):

harina-lavada cocida con MBP y levadura S. cerevisiae y S. boulardii.
3El pH final fue medido a las 24 horas de fermentacion.

Los pHs finales de las masas fermentadas con el tratamiento FES-24 (Tabla 8) con
cualquiera de las dos harinas, disminuyeron. HLC fueron menores con respecto a las HIC,

confirmando el desarrollo de un proceso de fermentacion en las masas.
2.4.Determinacion de la funcionalidad.

Las caracteristicas funcionales de las harinas fermentadas de chocho (Tabla 9) mostraron
que el IAA, ISA y PH fueron afectados positivamente por FES-24 en los dos tipos de harinas
tratadas, resultados especialmente significativos en la HIC. Por otra parte, el FES-24
decrecio el IAG en un 12% en HLC y 17% en HIC, mientras que el IAE en la harina integral
disminuyé 8 puntos su actividad, sin registrarse una variacion significativa en la HLC.
Finalmente, FES-24 mejor6 el IDP tanto de las harinas integrales y desamargadas, siendo la

harina fermentada de la HLC la de mejor actividad (12%).
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Tabla 9. Caracteristicas funcionales de las harinas de chocho integral y desamargada

fermentadas con MBP, S. cerevisiae sp y S. cerevisiae var. boulardii?

Propiedades funcionales*
IAA ISA PH IAG IAE IDP
(9/9) (%) (9/9) (%) (%) (%)

Muestra®

HIC 5,98+0,13° 8,39+0,27° 2,21+0,15° 168,5+2,3° 458+1,6° 65,5+2,3°
HLC 3,27+0,04° 0,61+0,06° 3,28+0,02° 174,0+1,9° 39,0+1,2° 24,9+0,9°

FES-24  3,49+0,03% 0,76%£0,01° 2,77+0,04° 139,9+4,6° 38,00,6° 22,740,1°
(HIC)
FES-24  3,48:0,03° 0,79+0,04° 3,61x0,07° 153,2¢+2,0° 38,8+0,8° 12,0£0,1°
(HLC)

'FES-24 (HIC) tuvieron 24 horas de fermentacion a una temperatura de 37°C y 76% HR.

% os datos son media + desviacion estandar minimo de tres réplicas expresados en % de base seca.

Los valores con la misma letra dentro de las columnas no son significativamente diferentes a p <0.05.

®HIC: harina integral-cruda; HLC: harina lavada-cocida; FES-24 (HIC): harina integral-cruda con MBP y
levadura S. cerevisiae y S. boulardii; FES-24 (HLC): harina lavada-cocida con mix de MBP y levadura

S. cerevisiae 'y S. boulardii.

4IAA indice de absorcién de agua; ISA indice de solubilidad de agua; PH Poder de hinchamiento; IAG
indice de absorcion de grasa; IAE indice de actividad emulsionante; IDP indice de dispersabilidad de

proteinas.
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CAPITULO Il
DISCUSION

Una vez realizados los analisis se determinaron que la harina fermentada con las bacterias
probidticas y las dos levaduras (muestra 24), fue la que presenté los mejores parametros en
cuanto a lo nutricional y reduccién de factores antinutrimentales. Esta mezcla de
microrganismos se inocul6 en harina integral-cruda (HIC) y en la harina lavada-cocida (HLC)

con el fin de ver cual harina tiene mejores resultados.

Al finalizar los andlisis proximales de las diferentes harinas fermentadas de chocho, asi
como de la muestra control se pudo observar de manera general que los resultados
obtenidos tienen relacién a los reportados por otros autores. De acuerdo a Caicedo y
Peralta, reportan valores de 41,2% para proteina y 17,54% para grasa, esto en el grano de
chocho amargo; sin embargo, en el chocho desamargado estos valores se elevan
presentando 51,06% de proteina y 20,37% grasa. Esto esta en concordancia con las
muestras de harinas fermentadas que fueron analizadas en el presente estudio, teniendo en
promedio 45,4% de proteina y 17,2% de grasa en las muestras fermentadas. El incremento
de la proteina se puede deber a la sintetizacién de una nueva proteina gracias a que las
enzimas de la microflora hidrolizaron los enlaces entre el nutriente y las enzimas para liberar
aminoacidos (Onoja y Obizoba), y en el caso de las muestras que fueron desamargadas por
el proceso tradicional porque se eliminan los carbohidratos solubles en agua
(Schoeneberger, et al.), pasa lo mismo de acuerdo a Caicedo y Peralta, ya que se pierden
los carbohidratos solubles y ciertos minerales, produciéndose una concentracion de otros
componentes como proteina. En el caso del incremento de las grasas no se pudo encontrar
una posible causa ya que los autores Igbabul, Hiikyaa y Amove reportan que la grasa puede
verse incrementada por una descomposicidon de las moléculas grandes de grasa en acidos
grasos simples. Sin embargo, en el estudio realizado no se puede decir que se debe al
namero de enlaces rotos ya que la técnica utilizada mide el total de grasas, ademas no se

encontro en bibliografia que las bacterias o levaduras utilizadas sean productoras de grasa.

Se observé que hubo una diferencia significativa en cuanto al contenido de fibra entre la HIC
y la HLC. Esto se puede atribuir al proceso de elaboracion de las harinas, ya que la HLC es
descascarada. Sin embargo, la disminucion de fibra entre las harinas integrales se le puede
atribuir a un ablandamiento de los tejidos fibrosos en el proceso de fermentacién (Igbabul,
Amove y Twadue). En la muestra HLC se pudo observar una pérdida en las cenizas,
Carvajal-Larenas, Van Boekel y Koziol reportan que es por la lixiviaciéon de minerales
solubles en agua. Asi mismo, hubo una disminucién de carbohidratos, esto puede ser por la
conversion de oligosacaridos en azucares simples o a la utilizaciéon del nutriente como
fuente de energia por los microorganismos para su crecimiento y metabolismo (Igbabul,

Hiikyaa y Amove).

Segun (Fajardo y Sarmiento) las levaduras rompen las moléculas de sucrosa produciendo

glucosa para poder alimentarse. Esto ultimo se pudo observar de manera clara, ya que en
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todas las muestras de harinas fermentadas con una o dos levaduras hay una clara
disminuciéon de sucrosa. Ademas, se ha demostrado que en la fermentacién con S.
cerevisiae se incrementa la presencia de glucosa. Camacho, et al. reportan que el
Lactobacillus acidophilus es una bacteria que fermenta la sucrosa y glucosa a compuestos
de acido lactico y de sabor. Segun Fritsh, Vogel y Toelstede, el Lactobacillus plantarum
puede llegar a degradar el contenido total de galactosa y sacarosa en 24 horas, lo que
indica que los mono y disacaridos son la fuente de alimento principal de este

microorganismo.

En cuanto a los resultados obtenidos en el pH se puede apreciar que tuvieron una tendencia
acida. Este cambio ocurre gracias a que las MBP generan acido lactico de manera rapida,
Camacho, et al. indica que la bacteria L. acidophilus es una de las que mas rapido genera
acido lactico. Por otro lado, las levaduras también intervienen en el pH, el nitrégeno soluble
que la levadura incorpora a su metabolismo suele ser administrado en forma de sales
amonicas de acido fuerte; la asimilacion del amonio por la levadura deja en libertad los

acidos que afectan grandemente al pH, disminuyéndolo de 6 a 5 unidades (Garcia Olmedo).

De manera interesante la fermentacion ayudé en la disminucion de alcaloides. En un estudio
realizado en harina de cocoyam (Colocasia esculenta) se reporté que con la ayuda de la
fermentacion disminuyeron los valores iniciales de alcaloides en un 18% a las 24 horas de
fermentacion, sin embargo, el contenido inicial es de 0,11% (Igbabul, Hiikyaa y Amove). Por
otro lado, Camacho et al. reportan la disminucién de alcaloides en la fermentacion realizada
por el Lactobacillus acidophilus. Su eliminacion en la muestra HLC se debi6 a los lavados
que se le aplicaron, esto gracias a que los alcaloides en su estado natural se encuentran en
forma de sales, los cuales son solubles en soluciones de acidos en agua o hidroalcohdlicas
(Caiza Ayala; Carvajal-Larenas, Van Boekel y Koziol). Carvajal-Larenas, Van Boekel y
Koziol también sefialan que la lixiviacion tiene efectos positivos sobre su eliminacion gracias
a la adicion de agua en la desamargado tradicional. No obstante, se recomienda darle una

mejora ecoldgica al proceso tradicional en términos de ahorro de agua y tiempo.

La disminucién de acido fitico encontrada en las muestras analizadas son en promedio de
65% en las muestras fermentadas y de 68% en las muestras lavadas, los cuales son bajos
en comparacion a lo reportado por (Riera Sanchez) de 82%. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que su metodologia se basa en que el chocho esta cocido. Segun (Riera Sanchez) el
acido fitico disminuye gracias al aumento de la actividad fitasa, la cual cataliza la hidrolisis
del acido fitico en myo-inositol, fosfatos y fosfatos inorganicos. Ademas, las sales de Mg y
Ca presentes en el acido fitico tienden a ser solubles cuando se encuentran en un medio
acido como el que se presentdé en nuestras masas que tuvieron un pH en promedio de 4.31
(Camacho, et al.). De acuerdo a Fritsh, Vogel y Toelstede, una fermentacion realizada a
semillas de Lupinus, luego de remojo y pasteurizado, con Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus buchneri dio como resultado la reduccién de fitatos, por otro lado Fritsh, Vogel
y Toelstede reporta que el Lactobacillus plantarum disminuyé el acido fitico en 54,8% en un
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caldo MRS y del 14% en la harina de chocho, esto gracias a que el Lactobacillus tiene una

actividad fitasa que cataliza la hidrdlisis de acido fitico a fosfatos miositol mas bajos.

En cuanto al contenido de RSO, la levadura S. cerevisiae es la que menos actua sobre
estos oligosacaridos; sin embargo en unidén con las bacterias probidticas logra mejores
resultados, ya que estas disminuyen estos azucares no digeribles un 30% actuando solas.
Fritsh, Vogel y Toelstede reportaron que el Lactobacillus acidophilus y Lactubacillus
fermentum consumen de manera mas facil los oligosacaridos como estaquiosa y rafinosa
(Camacho, et al.); no obstante se debe tener en cuenta que en el estudio de Fritsh, Vogel y
Toelstede no se realiz6é control sin microorganismos adicionados, ya que la degradacién de
estas sustancias también se puede deber a enzimas enddégenas vegetales como la a-
galactosidasa o a la fitasa. Ademas, el Bifidobacterium degrada la rafinosa y estaquiosa, el
crecimiento de este microorganismo es estimulado por la presencia de oligosacaridos no

digeribles, degradando un 23% de estaquiosa (Fritsh, Vogel y Toelstede).

El tratamiento térmico no es favorable cuando hay presencia de oligosacaridos no digeribles
y azucares, como es el caso del autoclavado ya que se pueden formar compuestos de
Maillard (Jul, et al.). Una de las razones por la cual la muestra lavada como su fermentada
presentaron ausencia de oligosacaridos no digeribles en su composicién puede ser porque

parte de estos compuestos estan ubicados en la cascara (Jul, et al.)
Efecto en las caracteristicas funcionales.

El indice de absorcion de agua (IAA) esta relacionado con algunos factores como el perfil de
aminoacidos, pH, tratamiento térmico, cantidad de proteina, presencia de grasa, entre otros;
ademas, el remojo, fermentacion o germinacién aumentan la absorcién de agua debido a la
desnaturalizacion de las proteinas que conduce a una mayor hidrofilicidad (Carvajal-
Larenas, Linnemann y Nout). Gracias a estos factores se observé un incremento en
promedio del 72% en el IAA en las muestras analizadas (Tabla 9) en el presente trabajo de

investigacion.

En la harina de papa se reporta 7,45% de indice de solubilidad de agua (ISA), el cual se
atribuye al alto contenido de grupos fosfato en la amilopectina, los cuales generan una
repulsion en las cadenas adyacentes, incrementando la hidratacion por el debilitamiento de
los enlaces dentro de la parte cristalina del granulo (Rodriguez-Sandoval, Lascano y
Sandoval). Teniendo en cuenta que la papa cruda presenta 0,54% de fosforo (Granito, et

al.) y el chocho crudo tiene en su composicion 0,60% (Caicedo y Peralta).

El poder de hinchamiento (PH) se vio mejorado por el proceso de fermentacion, este
incremento se puede deber a una gelatinizacion, en la cual el granulo del almidén se hincha,
sufre ruptura y simultineamente se libera al exterior la amilosa, formando una red
tridimensional (Arriciaga y Prieto). Por lo que se puede deducir que la ruptura de las
cadenas de amilopectina, en este caso, producen un aumento del pH. Rodriguez-Sandoval,

Lascano y Sandoval reportan valores de 2,43 g/g para la quinua y 1,96 g/g para el trigo,
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siendo estos valores analizados en los productos crudos. En el presente estudio la muestra

de harina integral cruda de chocho presenté 2,2 g/g.

El indice de absorcion de grasa puede disminuir luego del proceso de fermentacién debido
al aumento de grasa durante el mismo, lo que probablemente disminuye la hidrofobicidad

del sistema (Igbabul, Bello y Ani).

Las propiedades emulsificantes estan relacionadas con la cantidad de proteina soluble e
insoluble y de otros componentes; la capacidad de formar emulsiones depende del balance
de los grupos hidrofilicos y lipofilicos presentes en la harina (Chaparro, et al.). En la harina
de guanabana se reportan un 48% del IAE y luego del tratamiento una disminucion del 21%

(Chaparro, et al.); en las muestras analizadas hay una disminucidn promedio del 17%.

Luna Jiménez reporta que una harina con minimo tratamiento tendra valores altos de indice
de dispersabilidad de proteina, mientras que una muestra completamente cocida presentara
valores entre 10 — 20. Estos valores bajos indican una mejor calidad nutricional segun (lwe,
Zuilichem y Ngoddy). Mientras valores mas elevados presente, menos dispersabilidad

proteica tendra.
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CONCLUSION

El chocho (Lupinus mutabilis) es una leguminosa conocida por su elevada cantidad de
proteina (37%) y grasa (15%). Luego de realizar la fermentacion, los respectivos analisis
quimicos y de degradacion de factores antinutrimentales se puede concluir que la muestra
fermentada con la mezcla de bacterias probidticas y las dos levaduras tiene las mejores
caracteristicas. No obstante, la muestra realizada mediante el proceso tradicional, luego de
ser analizada presenté muy buenos resultados en su composicion y degradacion de
compuestos antinutricionales, a excepcion de las cenizas, la cual disminuyé
significativamente. Ambas muestras mostraron la capacidad de degradar el acido fitico y los

oligosacaridos.

Ademas, se pudo observar que gracias a la fermentacion si es posible reducir el nivel de
alcaloides que presenta el chocho; sin embargo, no se disminuyeron hasta estar dentro de
los parametros que permite la norma, 0.02 — 0.07 % (INEN NTE 2390:2004), se recomienda
realizar estudios variando los parametros de fermentacién y tiempo para determinar si es

posible una mayor disminucién de estos fitoquimicos.

Luego de realizar la funcionalidad de las muestras seleccionadas, se pudieron obtener
resultados favorables gracias a la fermentacién aumentando su absorcion de agua, poder

de hinchamiento y dispersabilidad proteica.

Gracias a esto se puede concluir que estas harinas de masas fermentadas daran buenos
resultados en su futuro uso en panificacion. Para lo cual se utilizara el método propuesto
con su respectiva inoculacién de microorganismos para elaborar masas esponja de harina

fermentada de chocho.
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ANEXOS

Anexo 1. Inoculacion de MBP vy las levaduras
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Muestra Mix de MBP' Levadura1? Levadura 2°
1 n/a n/a n/a
12 n/a 1.25x10° UFC/g n/a
13 n/a n/a 1.25x10° UFC/g
14 n/a 1.25x10° UFC/lg  1.25x10° UFC/g
21 10x10° UFC/g n/a n/a
22 10x10° UFC/g 1.25x10° UFC/g n/a
23 10x10° UFC/g n/a 1.25x10° UFC/g
24 10x10° UFC/g 1.25x10° UFC/g  1.25x10° UFC/g

'Mezcla de bacterias probidticas: Lactobacillus acidophilus (1000 millones de UFC), Lactobacillus
casei (1000 millones de UFC), Lactobacillus rhamnosus (440 millones de UFC), Lactobacillus
plantarum (176 millones de UFC), Bifidobacterium infantis (27,6 millones de UFC), Streptococcus
thermophilus (667 mil UFC).

% evadura1: Saccharomyces cerevisiae.

3Levadura2: Saccharomyces boulardii.
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Anexo 2. Composicién proximal y la degradacién de factores antinutricionales de harina

integral de chocho autoclavada

Tabla 10. Variacién en la composicién proximal de harina integral de chocho autoclavada'?

Humedad Proteina Fibra Grasa Cenizas Carbohidratos
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

6,33+0.34 38,83+0.31 7,16+0.04 16,14+0.69 3,10+0.28 43,77+1.21

'Para la harina control integral autoclavada, luego de obtener la HIC se adicion6 agua destilada en

relacion 1:2.3 y se colocé en un autoclave (Tuttnauer, New York, EEUU) a 115°C durante 10 min.

?| os datos son media + desviacion estandar de mminimo tres réplicas expresados en % de base seca.

Tabla 11. Reduccién de factores antinutricionales de harina integral de chocho
autoclavada'”?

Acido fitico Alcaloides  Oligosacaridos RSO’
(9/1009) (%) (9/1009)
1,19+0.02 2,43+0.02 6,49+0.46

'Para la harina control integral autoclavada, luego de obtener la HIC se adicion6 agua destilada en

relacion 1:2.3 y se colocé en un autoclave (Tuttnauer, New York, EEUU) a 115°C durante 10 min.
?| os datos son media + desviacion estandar de mminimo tres réplicas expresados en % de base seca.

’RSO (rafinosa, estaquiosa, verbascosa). Peso expresado como mili equivalentes de estaquiosa.



