2

P LR
(AUR AN KN g g,

) S UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

[ j:&x**’ D

) COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALY
POSGRADO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

APROVECHAMIENTO DE GARBANZO DE BAJA
CALIDAD COMERCIAL
MEDIANTE FERMENTACION EN EL £8TADO SOLIDO

TEss CON
TESIS faiih b OUGEK
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRIA EN BIOTECNOLC G4

PRESENTA !

JAQUELINA GONZALEZ CASTANEDA

MEXICO D F. 1332




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE GENERAL

I. RESUMEN
Il. INTRODUCCION

A. Generalidades

B. Alimenlos fermentados
Hl. OBJETIVOS
V. MATERIALES Y METODOS

A, Materia prima

B. Preparacién del sustrato

,C. Indculo

D. Procadimiento de fermenlacion

E. Andlisis microbieiégico

1. Dilyciones microbianas

2. Delerminacidn de bacterias mesotilicas

3.

4,

5.

asiobias
Determinacion de baclerias coliformes
Aisiamiento de Salmonsiia

Determinacion de hongos y levaduras

F. Aclividad de agua (Aw)

G. Composicién proximal

1.

Humedad

. Proteina cruda
. Grasa eruda

2
3
4
5

Fibra cruda

. Cenizas

Pagina

viii

19
20
20
20

22
23
23

24

25
25

26
26
27
27
23
28



Pagina

H. Anélisis de homogenizados 28
L. pH y acidez litulable 30
J. Proleina verdadera 3t

K. Solubilidad de proteina en dilerentes soluciones

de exiraucién 31

L. Carbohidratos solubles en elanol 32
M. Actividad de proleasas en pH acido y alcalino 32
N. Actividad de peroxidasas 35
0. Acidos grasos lolales 36
P. Valor de peroxidos 36
Q. Tanines 37
R. Digestibilidad /n vitro 37
8. Color 38
1. Estudios de microscopia eleclréonica de barrido 39
U. Analisis estadistico ' 39
V. RESULTADOS Y DISCUSION 40

A, Desarrolio de un pracedimienio mediante

fermentasién sélida empleando garbanzo

de baja calidad comercial como susirato 40
1. Trituracién, remojo, descascarillado y coccién 40
1. Densidad del indculo 43
3. Recipienles para la lermentacion 44
4. Condiciones para la fermentacién 45

B. Desarrollo microbhioldgico a lo largo de la

fermentacién 46



vi.

3.
4.
5.

. Diluciones microbianas

. Determinacion de bacterias mesolilicas

aergbias
Delerminacion de bacterias coliformes
Aislamiento de Sa/monella

Delerminaciéon de hongos y levaduras

C. Actividad de agua (Aw)

D. Efeclo de la fermentacion sobre la composicion

y el valor nutritivo del garbanzo

1.

WO N e N e W N

10.

E. Efecto de ia fermentacion sobre el color del

Corposicion proximal

. pHy acidez litulable

. Proteina verdadera

. Componenles solubles

. Aclividad de proteasas

. Actividad de peroxidasas
. Acidos grasos totales

. Valor de pardzido

. Taninos

Digestibitidad /a viiro

garbanzo

F. Estudios microscdpicos del crecimienlo del

hongo sobre el suclralo

COMCLUSIONES GENERALES

Pagina

46

48
51
52
53
54

56
60
62
64
69
71
73
73
76
79

a1

84
29



A. procedimiento mediante fermenlacion sélida

VI

Vil

que permife el aprovechamicento de garbanzo
de baja calidad cemercial
B. Efeclo de la fermentacion en el crecimiento
microbianc
C. Efeclo de la fermeniacién sobre la composicion
y et valer puirilivo del garbanzo
D. Electo de la lermentacion sobre el color del
garbanzo
E. Estudios microzcopicos del crecimiento del
hengo sobre ¢l sustralo
APORTACIONES ORIGINALES DE ESTE TRABAJO
AL CONOCIMIENTO CIENTIFICO '
BIBLIOGRAFIA

iv

Pagina

89

90

90

91

91

93
94



INDICE DE FIGURAS

Figura

1
2

Distribucién del garbanzo a nivel raundial
Principales estados produclores de garbanzo

en México

Proceso de oblencion de dosa

Diagrama de flujo del proceso de fermentacion
Método propuesto para la oblencién de garbanzo
fermentado

Crecimienlo microbiano de baclerias mesolilicas
aecrobias yhongos

Microfotfografia eleclrénica de barrido (MEE)

del crecimiento del hongo sobre el sustralo
Microfolografia electrénica de barrido (MEB)

de cortes lransversales de muesiras de garbanzo
fermenlado

Micrololografia eleclronica de barrido [MEB) de

caracleristicas eslructurales de Rhizopus oligosporus

Pagina
3

13

21

41

50

85

86

88



INDICE DE TABLAS

Tabila

i
z

10
11

12

13

14

Produccién nacional anual de garbanzo en México

Variedades de garbanzo (Cilcer arfelinuml.)

‘sembradas en México

Compesicidn proximal de garbanzo

Calidad nutricional del garbanzo

Resumen de las diversas condiciones empleadas en

la fermentacién

Cambios microbioldgicos durante la fermentacidn
de garbanzo

Cambios en la aclividad de agua duranie el
crecimienlo microbiane en garbanze fermentado
Cambios en la composicién proximal de garbanzo
fermentado

Cambios de pH y acidez tilulable en garbanzo
fermentado

Cambilos en la proleina durante la fermentacién
Cambios en la solubilidad de sélidos, proteinay
carbehidratos durante ia lermeniacion de garbanzo
Extraccion de proteinas con diferentes solucionesy
pH de garbanzo anles y después de la fermenlacion
Actividad de proteacas duranie la fermentaciéon de
garbanzo
Comportamiento de peroxidasas durante ia

fermentacion

vi

Piagina

47

49

55

57

61

65

67

70

72



Tabla Péagina

15  Cambics cnlos dcides grasos de garbanzo

fermentado 74
16 Comportamiento del valor de peréxidos en

garbanzo fermentado 75

17 Conlenido de {aninos en muesiras de garbanzo

fermentado 77
18 Digestibilidad /in wifro de garbanzo termentado 80
19 Cambios en el color Hunler durante Ia

fermentacion de garbanzo g2

vii



1. RESUMEN

Con el {in de aplicar ta lermentacidn en el eslado sdlido se desarrolld un
procedimienlo usando comeo suciralo garbanzo de baja calidad coiuercial,
inoculando con Rhizopus oligesporus ¥ fermentando en belsas de plaslico
con perleracienes; esic produjo  imporlanter  czmblios  cualilatives vy
cuantitalivos en el mualeriai original, Se obsgervd un incremenlo en el
crecimiento del hongo a partir de las 12 hs de incubacidn. La actividad de

agua {Aw) fue pricticamenle conslante a lo largo de la lermeniacion. El

ligeras fluctuzciones, no se detecid crecimiento de colilormes, ni de
Salmonella o levaduras. En el producto final aumentaron: el conlenido de
proleina letal, la proteina verdadera, la proteina soluble en agua y en olras
soluciones extraclanles, los sdlidos soilubles en agua, los carbohidralos
solubles en etanol y la acidez lilulable; y disminuyeron el conlenido de fibra,
cenizas y pH. La aclividad de proleasas en pH acido y alcalino aumentd
sensiblemente durante la fermentacidn. El contenido de &cidos grasos también
aumenlo y se observé una disminucion en el indice de perdxidos, actividad de
peroxidasas y taninos. Esta disminucion en el indice de perdxidos puede ser
un indicador de la presencia de antioxidantes en ¢i produclo. El color del
producto fermenlade no se deterioré por electo de la fermenlacién. Los
estudios de microscopia electronica de barrido durante la termentacién
mostraron como el hongo penetrd en el sustrato y como ésle se modificé. A

artir de estas investigaciones preliminares es posible sugerir el empleo de
P



garbanzo porquero de baja calidad comercial el cual es susceplible de ser
fransiormado mediante fermentacién en el estado sélide en un producto con
caracteristicas basicas adecuadas para ser empleado principalmente en la

alimentacion humana.



ii. INTRODUCCION

A. Generalidades

Existen problemas para fa produccién de alimentos a nivel mundial la baja
disponibilidad de proteinas s un problema que se vive dia con dia. Actualmente los
alimentos de origen vegetal se presentan corno una opcidn debido a su disponibilidad,
contenido de proleinas, carbohidialos, minerales y vilaminas; adicionalimente tienen
poca grasa, sodio y nu contiznien colesterol, Las cantidades elevadas de fibra soluble
en agua son patisularmends efectivas para disminuir los niveles de colesterol en
sangre {Uebersax y ¢ol.. 1994 Una de las maneras gus se sugiere para realizarlo es
mediante la reduccion en &l sonsume de arasas saturadas y el aumento de ejercicio
(Motrow. 1991}, Algunas ventajas de lac proteinas vegelales son las siguientes:
comparativamente log costos de la proteina vegetal son méas bajos que los costos de
las proteinas provenientes del ganado vacuno, bovino o del pescado; son relativamente
faciles de manejar, se pueden deshidratar y almacenar con facitidad: con ellas se

elaboran desds platillos sencillos hasta comidas efaboradas.

Las leguminesas han sido eonsideradas como una importante fuente de proteinas a
nivel mundial y come una alternativa para [os paises con problemas de¢ nutricion;
aproxinradamente el 50 % de fa proteina que se consurne en los paises en desarrollo
proviene de las leguminosas (Mossé y Pernollel, 1953 Deshpande y Cheryan, 1954).

Ademds contienen carbohidratos, fibra, ciertos mineralzs y vitaminas del complejo B.

Las leguminosas forman vaina, fijan grandes cantidades de nitrégeno atmosiérico,

pueden sintetizar aminodcidos y acumular cantidades rmuy elevadas de proteinas sin




recesidad de tettilizantes (Thorapson y col., 1986}, China e india son los mayores
productores de lequiminosas, su produccion constituye ef 50 % de la produscidn

global (Uebersaxy col., 1991).

A nivel mundial la produccidn de granos de legurminosas se encuerndra en el ordern
siguientz en priv 1 migar lasoya, le sigue el casahuate, el frijol, el chicharo y en quinto
ugar el garbanze, Esta dlima leguminosa es importante en paises o regiones como
China, India, El Meditertaneo, Eliopia. México, Argentina, Chile, Per y algunos otros
paises europecs cormao se muestra en a Figura 1 (Chavan y col, 1936 Cheny Ho,

1939).

El garbanzo (Ceer arfetinum L) se encuerdra clasiticado en la famnilia Fabaceae, Ei
género  Cleer comprende 38 especies conocidas y distribuidas principaimente en

Asia.

Es una planta anual, semivertical con un tronco medio y solamente ¢on pocas ramas o
semipropagada con muchas ramas. Las semillas son de color crema. amarillas, calés,
negras o verdes, ligeramente aplastadas y lobuladas por un tado, depritaido en el
dpice y supetficie de tegumento ligeramente rugoso. Tiene un tamafio de 0.4 - 1.4 om

de diametro por 0.4 - 1.0 cm de ancho (Andrade, 1931).

Laproduceién nacional en 1939 se muestra en la Tabla 1. En México se siembran dos
lipos de garbanzo: uno de semilla pequefia, de color anaranjado obscuto y olro de

semilla mas gande. de color amarillo claro.



Figura 1. Distribucionde! garbanzo a nive! mundial.
Fuente : Chavan y col., {1986)y Chen y Ho (1989),



Tabla 1. Produccidn nacional anual

de garbanzo en México

Distribucién Ton X 10

Consumo Humano 75
Consumo Animal 104
Exportacidn 45

Andrade, E. (1989).



La Figwra 2 aviestia s principales eotados productores de garbanze en México: en
este pais el grano pequetio se destina al consumo animal mienlias que fa semilta
grande &l consurno humano. La Tabla 2 muesha fas principales varfedades
sembradas «n el pais tardo bxs dirigidas al consumo humano como  animal, Es
pertinente hacer notar que durarde o cosecha mecdnica del garbanzo se generan
voldrgnes itnpottantes de grano quebrado: material que Gene un valor comercial y

estabilidad inferiores al aranoe integral,

Las coliledones contienen cerca del 95 % de tas proteinas, 94 % de la grasa, 81 % de
las cenizas, 25 % de los carbohidralos, 94 % del tastoro y 70 % det fietro: la Tabla 3

muestra la composicion proximal reportada para garb:anzo.

La cascara de la semilta conliene muchos de los carbohidratos no digeribles y una
proporcion relativamente alta de calcio. Los cotiledones son la mayor fuente de
nutrientes para los consumidores. El contenido de profeina cruda del garbanzo en
promedio es de 21.5 7! el cual esld constiluido principalmente por globulinas y en
menor proporcion por glutelinas y albdminas., Es una rica fuente de lisina, leucina,

isofeusina y friptofano {Chavan y col., 1926: Fernindezy Berry, 1933,

Aparte de la composicidn de aminodcidos y de la compaosicidn quimica general, una
evaluacién bioldgica es esencial dado que el andlisis quimico no siempre revela
cuanta proteina es disponible y aprovechable.

Para este propdsito se recorienda ulilizar los siguientes méltodos: relacidn de
eficiencia proteica (PER). relacion nela de proteina (NFF) y valor relativo de proteina

[RPV), asi como métados de balance de nitrdgena camo: valor bioldgico (BV],

5
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Figura 2. Principales estados productores de garbonzo en México.
Fuente : Andrade ( 1981, 1989 ).



Tabla 2. Varicdades dec garbanzo (Cicer

arietinum L) sembradas en México

Dirigido al Dirigido al
consumo humano consumo animal
Unidn Col grande
Culiacancito 860 Grande 12
Macarena Carrecta 145

Surutato 77

Andrade, E. (1981, 1989).



Tabla 3. Composicidn proximal de garbanzo

Nutrienteg/ Cascara Cotileddn Embridn
Proporcidn 14.5 84.0 1.5
Proteina

(NX 6.25) 3.0 25.0 37.0
Grasa % 0.2 5.0 13.0
Cenizas % 2.8 2.6 5.0
Fibra cruda % 48.0 1.2 -
Carbohidratos % 46.0 66.0 42.0
Fierro mg % 8.0 5.5 11.0
Calcio mg % 1000 70 110
Fosforo mg % 24 290 740
a/

-’ base seca.

Chavan y col., 1986.



utitizacion neta de proteina (NFU) y digestibilidad - verdadera - (TD). - Los valores
reportados para el garbanzo con respecto a los mélodos anteriores se encuentran en

la Tabla 4.
B. Alimentos fermentados

La termentacién en estado sélido (FES) es un proceso mediante el cual ocurren
eambing mictobioldgicos en las particutas del sustrato con la cantidad minima de
liquido libre para que ococurran las reacciones mctabdlicas de las células y exista la
actividad de agua necesaria para que se desarrollen los misroorganisimos (Tendergy,

1945; Paredes-Lopez y col., 1990 ).

Los volimenes de trabajo (sélido-liguido) que se manegjan en la FES en comparacion
con el cultivo sumergido son menores, 1os riesgos de conlaminacién son bajos y los
efluentes son pocos (Cochel y col, 198§). Cuando se ulilizan leguminosas como
sustralo en FES se han obssrvado cambios en la tlextura y caracleristicas
organolépticas coro: sabor, aroma, color y apariencia. Se ha observado que
mediante esle procesn se elitninan alqunos olores indeseables. se incrementa la
digestibilidad. se manifiestan mejoras nutricionales y reduccion en el liempo de

coccidn, lo que hace alractivo su consumo.

La FES se aplica a varios sustratos para produccion indusirial de hongos, quesos,
yogurt, &cido lctico, dcido ciirico, penicilina o alimentos fermentados a partir de
leguminosas y cereales como: vinos y cervezas, vinagre, koji, idli, injera, miso, ogi,

salsa de soya, soyu y tlempe (Beuchat, 1978 Eubine, 1989: Fukushima, 1989;



0T

" Tabla 4. Calidad nutricional del garbanzo

Parimetro Intervalo Caseina
Coeficiente de digestibilidad 76-93 -
Digestibilidad aparente B6-88 98
Digestibilidad in vitro 48-53 90
Relacidn de eficiencia proteica 1.2-2.6 4.43/
Utilizacidn neta de proteina 87-92 913/
Valor bioldgico 52-85 938/

a/ 10¢ de caseina.

Fuente: Chavan y col., 1986; Fernandez y Berry, 1988; Ordorica,
1988; Jood y col., 1989; Gonzdlez, 1990.



Onyekwerey col., 1959). También la FES e emplea para eliminar melabolitos toxicos
en casava haeciéndola disponitile para o consumo, usande chicharo para €l

ctecimniento y altuacenatuiento dy bacleial (a0icas spropiadas par fa produceién de

salchichas en el Catibe y como fuente de aistamiento e identificacién  de

rnfcroorqanisr. o de interéds industial a patic de loz sustratos como e el caso de

Lactebacilizs &0 X0 productor de un polisacdtido formadaor de un gel: presentando
una alternativa cormo en el cato de aginalos o carragenina para la iranovilizacién de

raicroorganismmos (Fidoux, 1959 Thambirajab, 1984 Lucas y Donawa, 1991),

Las culturas asidticas elaboran sus alimentos a base de soya y en raenor praporcion

emplsande ofras lequminocsas, coroales, ol STl (H

57 algunes ejemplos
sonarroz, igo, nuez y casava, Estos son femmentados por levaduras y hongos de los
qéneros Aspesqgilus, Bhizopus, Mucor, Actaomucon Amptomyees, Neuwrospora
Moenaseus. Algunas baclerias invelucradas también en la fermentacion pertenecen a

los géneros Leuconoséae, Laclebacilus, Sieplococens, Bacillus y Fedivoovcys.

Estos alimentos puedes ser consurnidos inrmediatamsnte después de ta termentacidn
como en el caso del tempe, tolin, y oncom, utilizados como condimentos como es el
caso del soyu y miso o pueden ser almacenados por targo tiempo y posleriormente
adicionarse a otros alirmentos para mejorar su sabor. Algunos condimentos obtenidos
mediante la fermentacton de pescado por hongos son ¢l katsoubushi y el bagoong
(Djien y Hesselline, 1679: Chavan y Kadam. 1999; Odibo y Umel, 1929: Soni y Sandhu,
1939: Thambirajah, 1939: Leistner, 1990: Mitaly Garg. 1990; Ashenaliy Busse, 1991 ).

El nato es un alimento termentado de origen japonés y es preparado a pattir de soya e

inoculado  con  Bacillus sublitis en 1972 la produccion japonesa fue de

11




aproximadarmenia § X 109 g, Fara su elaboracian los granas son remojados en agua,
cocidas & inoculados con el cullivo de bacterias, Bl reaterial es eolocado en bolzas de
plasticy o pupet @ incubado a 40 - 439C duwranle 14 - 18 hs, El producto es

acompaiiadn de arroz cocido y shoyu (Ko y Heseelline, 1979).

En Indonecia se denomina tempe aun conjunio de alimentos termentados utilizando
varias especies de Rbizopus para sutermentacion, Estos alimenlos pusden elaborarse
a partir de soya, cacahuate, ciertos tipes de frijol o algunos otros sustralos como
lupina, garbanze, haba o mezolas de legurninesas y cerealss (Wang y col, 1963 Ko y
col., 1979; Steinkraus, 1953 Supramo y Markakis, 1957). El producto find tiene una
lextura compacta debida a que jos granos han sido cublettos y penetrados por el

micelio blanco del hongo [Beuchat, 1976: Ko y Hesseltine, 1979 Rasyid, 1988 .

Enindia airmentos fermentados come idliy dosa se preparan a partir de arroz y frijol (

Phaseolus munge), y el dhokla y kharman con garbanzo  (Ramakrishnan, 1977,

Chavan y col., 1988 ; Uebersax y col,, 1991}, Este lipo de alimenios se preparan con los
granos lavados, remojades y biturados. pudiendo combinarse con cersales yfo
leguminosas, agregindoles sal después del remojo y olros ingredientes como chite,

azaear, bicarbonato de sodio y mantequitla,

Como ejemplo en la Figura 3 se muestra el procese de obtencisn de  daosa, los
microorganismeos involucrados en la fermentacién son de tipo heterofermentativo
comu: Lewconestoc mesenferoides. Lactobacillus fermenti. Strepfococous faecalls,
Lactobaviltus delbrueckil, Bacvillus  sp.,  FPediveoccus avidifacties y levaduras; el
periodo de incubacion es de una noche o menos. El alimenlo puede ser consumido

directamente o como ingrediente en la preparacién de galletas. trito con semillas.

[
12



MUESTRA

\/

REMOJO EN AGUA, 5hs
TEMPERATURA AMBIENTE

MOLIENDA

N

ESPECIAS, CHILES VERDES
SAL, AJO, JENGIBRE Y
CURCUMA

NV

BATIDO Y HORNEADO EN MOLDES
PLANOS CON ACEITE EN FORMAS
CIRCULARES Y DELGADAS

ENROLLADO CON O SIN
VEGETALES coclibos

DOSA

Figura 3. Proceso de obtencicn de dosa
Chavan y Col.,, (i986).
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sopas u olros vegelales. Este producto lisns una gran aceptaciin en el sur de la India;

debido a su acidez la presencia de organismns paldgenos as fimitada,

En China algunos productos termentados radicionales son el jiu (o shaojiv) - blanco,
una bebida aloohdlica destilada, jin - cmarillo, una bebida aeohdlica amarilla
preparada & patlin de anoz, fa salsa de scya, e vinage, ¢ qu - 10jo que es un
fermentado rojo preparade & partir de arez erapleando qu como iniciador de la
fermentacidn y denomitiado  koji en Japdén y ol doutury  empleando Irijol para la
fermentacidn (Clren y Ho, 1939). B jiu en China significa bebida alcohdlica incluyendo

espiritus deslilados y no deslilados, vino y cerveza,

El  jiu - dulce se produce por Io exticooidn de sullancias sciubles de granos
germinados sequida de una fermentacion natural de las extractos obtenidos. Ei qu es
elaborado a parlir de cereales germinados, sin qu 1o se puede preparar jiu; en el
norte de China se prepara frio y en el sur caliente. El qu-grande es hecho a partir de
cebada o trigo y frijol y el qu-pequeiio a partir de arroz o arroz pulide adicienado de
hierbas de olor.  Adspergitlus es el microorganisrao que se encuentra en mayor
proporcidn en el qu - grande mientras que Afucer y Rivzopus en el qu-pequefio. Se
requiere de mayor canlidad de sustralo para preparar el qu - grande que ¢l qu -
peygueiio. Se ha reportado que alqunas hierbas medicinales como la ¢asecara de
naranja seca y el licor de raiz inducen el crecimiento de levaduras favoreciendo la
produceion de alcohol. Algunas olras sustancias como a raiz de China inhiben el
crecimienlo de levaduras y disminuysn la produccién alcohédlicar en el caso de
Rhizopus las hierbas medicinales tavorecen su ciecimiento e inactivan e inhiben el

crecimiento de otros microorganisinos que puedan existir .

14



En Nigeria e ugba ez ampliamente consumido por gentes de todas las clases
sociales y es producids por la fermentacion de unz oleaginosa (Fenlacielind

macrophylidy, Diversos grupos de bacterias de los géneros Baciflus. Staphylococeus,

Mivtovooouy p Legconestor patlicipan en la fermeniacion , siendo Saeillus el
microorganisme predominante y & que mds cambios produce en el sustralo.
Actuaimente es producids a escala casera mediants los métodos tradicionales. El

mélodo varia de un produclor a otro, resultando una produccion de caracteristicas

heterogéneas perc muy similares.

Fara su preparacién  las seraillas son hervidas hasta que se puedan quitar las
cascaras. se enirian y lavan los cotiledones para posteriormente coriarios, se vuelven a
hervir Jos coliledones, se enfrinn y remojall 20 QEUU pOT UL perivdo de 10 - 12 hs, se
dejan drenando en una canasta con heojas de plitano (Musa sapietum L), se hacen
porciones de 40-50 ¢ las cuales se colocan en hcjas de "ororormpo”™ (Mallotus
apposigeiis Mull) y se incuban a tetaperalura ambiente (239C) durante 72 hs (Njoku

y Okernaduy, 1959 ).

En Efiopia recienternente se han hecho estudios para preparar tempe a parlir de
algunas legurainosas consumidas en la region como Irijol, chicharo y garbanzo
siguiendo la inslodelvdia empleada por Steinkraus y col. (1965] con algunas
modificaciones,  Los productos oblenidos mostraron cambios nulricionales y
sensoriales lo cual implicx que pueds ser susceplible de ser consurnido en eslas

regiones (Ashenafiy Busse, 1991 7.

EnLos Andes ecuatoriancs se elaboraun producto fermentado a base de arroz ¢l cual

se denormina siera o aioz seco. Duramte la fermentacidn los granos adqulieren un
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color que va ded amarilio al calé, permaneciendo aln dezpués de 1a molienda, El
producto iens un sabor caractaristioo después de ta coccidn. Para su elaboracidn el
aited Beie gques sstar precocido o predigstido ya que la temperatura de feimentacion
aleanzx valores de 700C, El producte fermentado muestra una alla solubilidad en su
cordenide de niirdgeno y el producto requicte menos tiempe de cocclén qus la materia
prirz este oo duportanie ya que en Los Andes el agua hierve por debajo de los

1000C.

Latermentacion de cereales no afecta la textura, decrece la digestibilidad aparente y se

incremerntan los contenidos de riboflavina (Chavan y Kadarn, 1959).

dyUnas regiones de México se consumen alimentos fermentados a partir de maiz.
por €jernplo: agua agria, stele agrio, peozsl y lesgliino, EN colonche se obliene por
lermentacion de jugo de tunas de varias especies de nopales, es una bebida dulce y de
bajo contenido de alcohiol. El pozol es una masa fermentada, presenta una flora
microbiana muy corapleja; ce han desorite varias espeacies de mohos y levaduras por
gjernplo:  Geolrichum candidum, Trichosporin culansum . Candida, Cladesporium
oladosporoides, Cladospocum herbaruny. Monflia sitophila . Mucor rouxianus , Mucor
racemosus, Rbizopus stolonitsr, Trichodsima viridas | Penicifium, Sacharomyess
ceveyisiae, Enlie las bacterias aisladas se encuentran  Bacilus cereus, Aqrebacterium
azefophilum.  Pseudomonas  mexicana variags  especies de Lactobaciflus,
Streptococeus y Levvonostoe  [Herrera y Ulloa., 19700 Ulloa. 1974: Ulloa-Sosa y

Herrera, 1930).

Los productos termentados juegan un papel muy importante en platillos tipicos

populares en todo el mundo. For gjemply ingredienles como la salsa de soya, el vino
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de cacina, el vinagre, el zao elaborado a putir de cereates, enlre otros, contribuyen
grandernente a darle el sabor éspaciar a 13 eomida China. El dodlin, con un sabor
sitnilar 3l queso en los paises r_xcc:ic:em:x':e& es empleado como condimento en log
caldos. el gu - rojo es utilizado amplicrnente como un colorante natural para los
alimeniog, Sin embarge cabe hiacer nolar que los productos fermentados han sido
elaborados por mélodos tradicionales en los gque varios microorganismos han sido

seleccionados y ulilizados naturddments (Cheny Ho, 1989

Se puede concldir que la leraenlacién mictobiana de lequminesas y mezelas de
feguminosas con cereales mejora rafativamente el valer nudritive, 1a disponibilidad de
proteinas, amincdcidos, cubobidralos, vituminas del giupo B y ininerales. También
rogjera el vator bioldgico, 1a digestibilidad verdadera y la witizacion neia de proteina,
La termentacion disminuye o eliming algunoz factores antinulricionales como fitatos,
inhibidores de proteasas. tactores de latutencia y lectinaz. Sin embargo se requieren
estudios para mejorar las condiciones de fermentacion con regpecte a la molienda,
retacion de aguasdlido. tismpo y temperatuid, para que de raanera natural se oblenga
un beneticio maximo en los cambios nutricionales y un minirmo de pérdida a partir de la

maleria pritna.

La microflora involucrada de manera natural por lo general es muy compleja. Esla
incluye bacterias, levaduras v hongos. En la practica se emplean mezelas de cultivos
durante la fermenlacién observindose que én condiciones deidas algunas actividades
profeciiticas se favorecen, Las bacterias acido lacticas lienen un bajo costo, son
elicientes energélicamente, conservart y mejoran nulricionalmente los  alimentos.
Debido al pH &cido el crecimiento de rmicioorganismos patdgenos e ve limitado, Es

posible aplicar fa biotecnologia para purificar [os cultivos, optimar el tempo de
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fermmentacién; . pudiéndose producir algunos colorantes, sazonadores o saborizantes

que estén disponibles a nivel comerciat y con caracterisiicas homogéneac,

Actualments alimentos fermentados como e {empe se estdn adicionando a olros

alirientos pro

asados para mejerar las caracteristieas tensoriales o alargar ¢l periodo
de congervaei . Vallejo-Cordoba y col. (1386 emplearon hidrolizados proteicos de
soya para disminui o aclividad de agua en productos cérnicos pudiendo reemplazar
parcialmente e} clorure de sodio en alimentos de humedad intenmedia cin allerar sus
caracteristicas enscoriales. Kue y coll (1009 reportaren que al adiclenar lempe a
jamones se incremend el valor nuliicionat, s& retardd la oxidacidn y aurmentd el
periodo  de anagquel en of producto, Tambidn los alimenios fermentades podrian ger

ulilizados enda elaboracion de alimentos pala constino animal,
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II1. OBJETIVOS

A. Objetivos generales

1. Desartrollar un procedimiento mediante termentacion solida empleando garbanzo de
baja calidad comercial como suslrato. Este producto estaria dirigide primordialmente

ala alirmenlacion humana,

2. Estudiar ¢l efecto de ta tetmentacion generada por el hongo Ahzopus oligosporus
sobre las caracleristicas wicrobloldgicas, fisicoquimicas, anlioxidantes, nulricionales y
microscopicas que ocurren ¢n el sustrato empleado.

B. Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones bajo fas cuales se pueda oblener un producto con
caracteristicas homogéneas y reproducibles mediante fermentacién sélida ulilizando
como sustrato garbanzo de baja calidad comercial.

2. Determinar los cambios microbiolégicos y sanitarios a lo largo de la fermernitasion.

3. Evaluar los cambios en algunos compuestos quirmicos del garbanzo de baja calidad

comercial debidos al proceso de leimenlaciéon asi como la produccion de

antioxidantes.
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1IV. MATERIALES Y METODOS
La Fiqura 4 muesira el praceso general de termentacion,
A. Materia prima

Se ulilizéd garbanzo porquera {consumo animal) variedad Carrela-145 oblenido del
Campo Experirnental Bajio (INIFAP Celaya, Glo.). Esta es una variedad cuyo periodo
vegelalivo es coito y de allo rendimiento. Una vez que se elimind el material
contarninante del grano (¢como hojas. tallo, piedras) se alinncend a 49C en recipientes
cefrados hermélicamente hasta su uso, Para tas detenainaciones analiticas las
muestras de garbanzo sin lermentar se molicton en un molino cicltén (UD Cyclone

Sarapte Mill, UD Corp, Boulder, CO) y se pasaron alravés de una malla de 0.5 mm.

B. Preparacion del sustrato

Los granas fueron trituradoes en un molino casero Moulinex (Vistar, S.A., Toluca, Edo.
de México.) durante 30 seg. Las parliculas obtenidas por el lriturado de tamafio mayor,
menor o igual a3 mm se inlrodujeron en agua acidificada en una relacién de 1:3 (peso
tnilestra secavolumen de agua acidificada) a un pH de 3.1 durante 16 hs y termporalura
de 259C; el pH se ajusté con dcido acélice glacial. Una vez ranscurridas las 16 hs la
rmueslra se drend, se eliminaron las c¢ascaras mediante friccién manual y
posteriormente por flotacion en agua.

Los granos descascarillados se introdujeron en agua desionizada en una relacién de

1:3 (peso muesira himeda : volumen agua). Se cocieron a 90 + 20C durante 15, 20,
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30,45y 60 min. posteriormente se eliminé el agua mediante et drenado de los granos y
se colocaton en recipiendes rectangulares de plastico para que se enfriaran. La
muestra en estas condiciones se denorind sustrato; en este mormento se procedid a la

inoculacion,

C. Indculo

La cepa de Rhizopus olignsporus H-311 tue proporcinada por el Departamento de
Biotecniologia del CIEA-IPN, México procedente de fa coteccion de la misma institucion
y propagada en agar inclinado de papa glucosa (Merck, Méxicc) en lubos de ersayo a
310C durante 5-7 dias hasta oblener la esporulacién del hongo. Los cultivos se
alrnacenaron en refrigeracion de 1-49C y se resembraron cada mes para su

conservacion.

D. Procedimiento de fermentacidn

El cullivo de un tubo con agar inclinado se suspendidé en agua desionizada estéril
(aproximadamente 10 ml) para oblener las esporas del hongo ajustindolas a una
concentracién de 1X109 esporas/ml de suspensién; este mélodo ha sido descrilo para

la fermenlacion de (rijol comin por Paredes-Lépez y col. (1987).

Para la fermentacién se adicionaron 2.5, 3.5, 5.0, 7.5 y 10 ! de suspension de
esporas por cada 200 g de susirato, se mezcld con una espdlula de acero inoxidable

haciendo surcos verlicales, lratando de que la distribucién de las esporas fuera
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homogénea. Unavez hecha la mezcla sustrato-indeulo se colacd en bolsas de plastico
de 15 x 25 cm y 45 x 55 cm perforadas con una aguja de coser, la distancia entre cada

perforacién fue de | cm (Martinelliy Hesseltine, 196 4).

La rmuestra se colocd en porciones de 30, 45, 60. 100, 120 y 1,600 g introduciéndose
las bolsas en unua incubadora FELISA (Fabricantes de Equipos para Laboratorio e
industria, S.A., México} 1 75, 28, 35y 40°C por 0-72 hs. las mus=shras fueron reliradas

alas0,24. 48y 72 hs.

Una parle de la muesira fue liofilizada, molida y se pasé a través de una malla de 0.5
ram, se guardd en recipientes corrados hermélicanents y s¢ alima ent a 40C hasta su
uso. Olra parte de fa mueslra se mezold con agua desionizada para hacer
homogenizados para algunas delerminaciones como se indica mas adelante. Una
tercera parle se destind al andlisis microbiolégico. Las muestras se tomaron de tres
cotridas de fermentacién y los andlisis se hicieron por triplicado incluyendo los
controles (crudo, remojado y remojado-descascarillado-cocido).  Los resultados

reportados sen los promedios oblenidos.

E. Analisis microbiolégico

1. Diluciones microbianas

Serealizaron siguiendo el método 46.005 del AOAC (1984) y siguieron las indicaciones
recomendadas por la SECOFI (1977d) para la preparacién y dilucién de muestras de

alimentos para andlisis microbioldgicos., Se prepard una solucién concentrada de
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regulador de foslatos, se disolvieron 34 g de KHzPO4 en 500 il de agua destiiada, se
ajusté el pH a 7.2 cen NaOR 1 N (aproximadarente 175 mf) y se alord a tlitro con

agua destilada.

Parala solucion de trabajo se lormnaren 1.25 mil de la solucion concentiada y se diluyé a
1 liro con aqua destilada hervida y fria. Se eslerilizd durante 15 min a 1219C,

Posteriorniente con esta solucién se hicieron las diluciones de las muestras.

2. Determinacidén de bacteriazs mesofilicas aerobias

Esta determiniacidn se realizd siguiendo 11 metodologia empleada por Shieh y Beuchat
{1982} y el mélodo 46.005 del AOAC (1984) con algunas modificaciones; el medio de
cuitivo fue agar para mélodos estandar a pH de 7.0 + 0.1 (Bioxon, Cuatillan Izcalli, Edo.
de México). Se siguid 1a técnica de vaciado en placa; una vez inoculadas las cajas con
ta dilucion, se incubaron a 37 + 0.2°C en una incubadora FELISA y el crecimiento de
colonias se leyd a las 24-48 hs de incubacién en un contador de colonias marca
Quebec. Los resultados se reporlaron como unidades lormadoras de ¢olonia/g de

muestra (ufe/g de muesira).

3. Determinacidén de bacterias coliformes

Se siguid la metodologia reportada en el AOAC (1924) rmélodo 46.009 y por
Fernandez-Escarlin(1981). Los medios de cultive utilizados fueron agar bilis rojo violeta

a pH de 7.4 + 0.1 (Bioxon) y en agar eosina azul de melileno a pH de 7.1 + 0.1
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(Bioxon) . Para la inoculacion se siguid la técnica de vaciado en placa. Las cajas
inoeuladas se incubaren 2 25 + 2.70C en una incubadora FELISA v & crecimiento
rictobiano de colenias tipicas en cada medio s& examnind a las 24 hs de incubacion,
Los resultados se reportaron come unidades totmadoras de colonia/g de rauestra

(ufe/g de muestra).

4. Aislamiento de Salmcnella.

Re siquieron los mélodos 46,115 y 46,118 dol AOAC (1934) y por Fernandez-Escartir
£19u1). Se enriquecid la muestra con ~alde selenito y cistina a pH de 6.9 (Merck.
Nauscalpan de Judrez, Edo. de Méxice) y caldo telationato verde brillante a pH de 6.9
(Merck); se introdujeron las muestras en los tubos respectivos y se incubaron a 35 +
0.20C durante 24 hs en una insubadora FELISA. Una vez que la mueslra se enriquecié
se procedié a la Inoculacién de los medios de cultive selectivos (el agar sulfito de
bisrnulo y agar verde brillante) a parlir de cada uno de los caldos de enriquecimiento
siguiendo la técnica de vaciado en placa. Las cajas se incubaron a 37 + 0.20Cy el
crecimiento de colonias lipicas se leyd a las 24-45 hs. Los resullados se reporlaron

como unidades formadoras de colonia/g de muestra (ulc/q de muestra).

5. Determinacidén de hongos y levaduras

Para esta delerminacion se siguieron los métodos 46.006 y 46.011 del AOAC (1984)
con ligeras variaciones. Se usé agar de papay glucosa, a pH de 5.6 como medio de

cullivo; la inoculacién del medio se hizo mediante la técnica de vaciado de placa. Las
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cajas inoculadas se incubaron a 28 + 0.29Cy se comaron las colanias después de 3-5
dias de incubacion; el tecuento de ievaduras sé hizo incubando lac placas a2 380Cy
haciendo las lecluras después de 24-48 hs. Los resultados se reportaron como

unidades formadoras de colonia/g de muestia (ule/q de muestra).

F. Actividad de agua (Aw)

Se determind en un aparato Retrenic Hygroscopie DT (Reltronic. Instr. Co., Huntington,
N.Y.} siguiendo las recomendacioner del fabricante y del AOAC (1934) mélodo 32.004.
El equipo se calibrd con una solucity sclurada de KCLH(Aw = 0.84 ) a una temperatura
de 25 + 0.19C: para esta determinacion se emplearon 2 g de muestra de cada una de
las fases asi como de las muestras fermentadas alas 0, 24, 48 y 72 hs; después de que
las mueslras se liofilizaron también se les midié la actividad de agua. El tiempo en el
que las muestias alcanzaron el equilibrio e de 30 min aproximadamente. Los

resullados se reportaron como actividad de agua.

G. Composgsicién proximal

1. Humedad

La determinacidn se realizéd siguiendo las indicaciones del AACC (1983) método 44.15,
Una estufa con recirculacion de aiie (Aparalos de Laboratorio BG, México, D.F.) se
ajusté a 1300C, se introdujeron las muestras durante 1 hy los caleulos se hicieron par

diferencia de peso antes y después de introducir la muesira en la estufa.
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2. Proteina cruda

Se determiné siguiendo el método Kjeldahl reporfado en el AACC [1983) mélodo
46.12. En nuestro caso se emples el equipo Kjeltec (Modelos 1007 y 1002, Tecalor,
Higahds, Suecia). La muestra se colocd en los tubos de digestion, se agregd acido
sullirico concentrado (Merck) y como calalizador se empled mezcla reactiva de
selenio (Merck}. Se calentd a 600°C hasta que la muestia alcanzd  color azul-verde y
aspecto lWransparerte. Una vez que la muestta se digirtd se llevdé a la unidad de
destilacion y el des!"=io serecibld en una solucion de deido bdrivo al 4% ulilizando
¢omo indicador verde de melilo-rojo de bromocresol, Eb destitado se tituidé con una
solucion de HCI vaivrada. Los caiculos para obtener la proteina cruda se hicieron

miultiplicando el cortenido de nittdgeno total de Ia mueslra por el factar 6.25.

3. Grasa cruda

El mélodo sequido fue el reportado por el AACC (1983) mélodo 30.25. Se utilizé el
equipo Soxtec (Modelo 1043, Tecalot}. El disolvente para fa extraccidn fue éler de
peliéleo con un punto de ebullicion de 30-600C, Se emplearon 2 g de muestra y fa
exitraccion se efectud durante 60 min. El porciento de grasa contenido en la muestra se

caleuld por diferencia del peso antes y después de la extraccidn,
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4. Fibra cruda

El método sequido fue el reportado por el AACC (19373 método 32.10. Se ulilizaron 0.5
g de muestra. se colocaron a ebullicion con acido sultdrico al 1.25% durante 30 min, se
drend el dcido , la rnuestra se enjuagd lres veces con agua desionizada a ebutlicion,
se agregd hidréxido de polasio al 1.25% oddicnte y se dejd a ebullicion durante 30 min,
Después se drend el hidréxido, se enjuagd tres veces con agua desionizada hirviendo,
se drend el agua, se le agregd acelona al residuo y éste se colocod en una estufa a
1300C durante 1 h; se obtuvo su peso y posleriormente el residuo se colocd en una
rufla 2 800°C hasta que se observé un color blanco o vris en el residuo, La diferencia
del peso oblenido en la muestra a *30°C y la mue.ira a 660°C correspondié al

contenido de fibra eruda.

5. Cenizas.

Se siguieron las indicaciones del AACC (1983} método 32.10. La cantidad de muestra
empleada lue de 7 g. se llevd a incineracién a 6000C hasta que ésta presenté una
coloracion blanquizea o grisacea, Por diferencia de peso de la muestra anfes y

después de la incineracion se abluvo el contenido de cenizas.

H. Andlisis de homogenizados

Se homogenizaran 20 g de muestra fresca con 80 mil de agua desionizada en una

licuadora de dos velocidades (Osterizer, Tlanepantla, Edo. de México.), aplicando la

28



velocidad maxima durante un tiermpo de Z min siquiendo la melodologia reportada por
Steinkraus y ¢ol. (1960). A las muestras homogenizadas se les delermind directamente
el pH con un potencidmetio [Cornin, México, D.F.). El haomogenizands se calenld a
800C corn agila~idn para lirminar la actividad enzimatica. £ con umo de malernia seca
durante la fermerntacion se determind haciendo lo siquiente: Pritnero se detetmind la
hmedad a patic de pesos conocidos de los homaogenizados de gatbanzo inoculado
en el tiernpo cero de termentacion colocandolos a nna ternperatura de 70°C hasia
peso constante, El consumo e materia seca se calculd por fa diterencia en el peso de
la muestra inoculada y fermentada en &l tiempo ceio con respeclo al peso de las

mueslias fermentadas alas de 24, 45y 72 ts de fermenlacion.

La proteina cruda se detenmind por of meétodo de microKjeldahl a partir de pesos

exaclos de homogenizados siguiendo el mélode del AACC (1983).

A los homogenizados centrifugados se les delermind en el sobrenadante sélidos
solubles en agua, proleina soluble en agua, siguiendo la metodologia de Steinkraus y
col. (1960). La proteina verdadera se delermind por diterencia enlre nilrégeno no
proteico y proteico delerrninado por el método de Kjeldahl siguiendo la melodologia
de Naczk y col. (1986).

Se pesaron 0.5 g de muestra con un conlenido de nilrdgeno conocido, se agiegaron
20 ml de solucidén de dcido triclorcacélico {ATC) al 10% (p/v) y se agitd a temperatura
arnbiente durante 1 h. Se cenlrifugd y el sobrenadante se llevd a 50 ml usando agua

destitada y se tomd una alicuola para la determinacién de nitrégeno no proteico.
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Para la delerrninacion de carbohidratos solubles en elanol se pesaron 0.25 g de
migestra, se agrega 1ml de etanol caliente y se exlrajo con agitacién a bafio Maria
durante § min, Se esperd a que sedimentara la ruestra y al residuo se le hizo otra
extraccion. Se juntaron arnbos sobrenadantes, se aford a 5 ml con etanol y se
cuanlificé utilizando el método de acido sulfirico-tenol de Dubois y col. (1956)

ulilizando glicosa como estandar.

I. pH y acidesz titulable

El pH se determind pesando 10 g de ruestra fiofitizada y mezclandolos con 40 mi de
agua desionizada en una licuadora de dos velocidades (Oslerizer), aplicando la
velocidad maxima durante un tiermpo de 2 min y midiéndolo con un potencidmetro
{Cornin).

Fara determinar la acidez titulable se siguié el método 02-31 del AACC [ 1983 ) y el
método 16.023 del AOAC ( 1984 ). Se pesaron 2 g de rnuestra, se adicionaron 100 ml
de agua libre de COg, se agregaron 0.5 mi defenoltaleina al 1 % (p/v) y se tituld con

una solucidn valorada de NaOH 0.1 N hasta que persistié ef color rosa. Los resultados

se reportaron como por ciento de dcido laclico basandose en la siguiente relacién:

1 ml de NaOH 0.1 N = 0,0090 g de acido Iactico
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J. Proteina verdadera

Setoraron 0.5 g de muestra liofifizada y molida que se pasa a lravés d-- una fmalla de
0.5 mm. se agitd con 20 m! de ATC al 10°%4 (p/v) durante t h a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 28,000 x g y 109 durante 30 miny se (avd lres veces el precipitado con
ATC. Serecuperaron los sobienadantes, se aforaron a 50 ml con agua desionizada y
se utilizaron 3 ml de esta dilncidn parala delenminacion de proteina por ¢l método de
mictaKjeldahl (Naczk y col.. 1986). El destilado se lituld ulililizando dcido sulfdrico al

0.001 N.

K. Solubilidad de proteinas en diferentes

soluciones de extraccién

Se emplearon diferentes soluciones para la extraccién de proteina de las muestras a
diterente pH siguiendo las técnicas empleadas por Sathe y Salunkhe (1981), Sathe y
col. (1934), y Snow y Brokes (1929). Las soluciones empleadas fueron las siguientes:
agua alcalinizada a un pH de 10.15; NapCOz al 0.5% (p/v) + Tris-HC1 0.01 M a pH de
5.3y 10.15 NazCO3 al 0.5% (p/v) a pH 10.15, reguiador de boratos 0.1 M a un pH de
8.3, NaCl al 10% (p/v) + Tris-HC1 0.0t M apH de 3.13y 7.3 y Tris-HCI 0.01 M a pH de
5.3y 7.3. A1 g de muestra se le adicionaron 10 ul de fluoruro de lenil metil sulfonit
(PMSF, Sigma Chemical Co. , Sl Louis, MO} 0.2 M y 10 ml de la solucién de
extraccion. Posleriormente se ajustd el pH, se exirajo durante Z s a una temperalura
de 309C, con agitacién circular a 225 rpm en una cadmara con agitacion y temperatura
controlada (New Brunswick Sciendtific Co. inc., Edison. N.J.}. Transcurrido el tiempo de

exlraccién la muestra se centrifugé a 15,000 X g duranle 20 min a 4°C y al

31



sabrenadante se le delermind nitrdégeno total en una alicuola por e mélodo de

microKjeldhal,

Al resto del sobrenadante se le agregaron 4 ml de ATC al 10 % para precipitar la
proteina, se cenlrifugd  con las condiciones anleriores, se tomd upa alicuota del
sobrenadante y se le detennind nitdégeno total por el métado de ricroKjeldahl (AACC,

1953).

L. Carbohidratos solubles en etanol

Para la determinacion de carbohidratos en harinas se usaron 0.25 g de mueslra y se
exirajeron con solucién acuosa de etanol al 80% en caliente (Hassid y Neufled, 1964).
A los edraclos se les cuantificd carbohidratos totales seqin el mélodo de Dubois y col.
{1956). En este mélodo los carbohidratos se hacen reaccionar con fenol al 5 % en
presencia de &cido sulfdrico concenlrado para dar compuestos coloridos que
absorben a 490 nm. La absorbancia se delermind en un espectrofotémeto SP6-550
UVIVIS (Pye Unicam Lid, Cambridge, Inglaterra). Como ocurva estandar se ulilizd

glucosa en una concentracion de 0 a 75 ul/mil.

M. Actividad de proteasas en pH aAcido y alcalino

Parala determinacién de aclividad de proleasas a un pH &cido y alcalino se siguié la

melodologia reportada por Anson (1981). La aclividad proleslitica a pH acido se
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delerminé midiendo el incremento de fa absorbancia a 280 nm provocado pot ia
libetacidn de péptidos solubles en ATC. Se incubaron alicuofas de 100 ul de extracto
con 1.3 tul de ta solucion de babajo de hemogiobina (2% p/p ) en 200 ul de requlador
de citratos 0.2 M a un pH de 2.5 a temperatura de 209C durante 2 hs, La reaccibn se
pard afadiendo 2.5 ml de ATC 0.34 N. Las mue lras fueron colocadas en un bafio de
hielo raolido por lo menos 10 min para facilitar la sedimientacion del precipitado. Los
precipitados se centtifugaron a 15,000 X g durante 5 min y ta absorbancia de los
sobrenadantes libres de particulas fue leida a 280 nm. Se hizo una correcciéon restando
a la solucidén problema el blanco el cual ‘we preparado adicionando a los tubos los
reaclivos que a conlinuacion se mencionan y en ese misro orden: solucidn reguladera
ae cilratos, ATC y la alicuota de la muestra. Al final del tiempo de incubacién se
adiciond la solucidn de hemoglobina, La actividad preleclitica a pH acido se expresé
en unidades de aclividad hernoglobinolitica. Una unidad de actividad se considerd

como el aumento de 0.01 unidades de absorbancia a 230 nm por min,

El cdlculo de unidades totales de aclividad se hizo empleando la siguiente ecuacion:

UTHD = ( Apyagt) (1 unidad /0.0t UA x minuto -1) [ 1/V) (VT)

donde:

UTHD = Unidades tolales de actividad
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AAUA = incremento en unidades de absorbancla caloulado al restar

A problema - A blanco

t = tiemipo de incubacion

V = volurnen de la aliciota

VT = volumen olal del extracto

La aclividad proteoiitica a un pH basico se determind ulilizando como sustralo caseina
a pH 7.6. Este método al igual que el descrito consisten en medir el incremento de
absorbancia a 280 nrm causada por péplidos solubles en ATC y liberados durante la
protedlisis. Para la delerminacion de aclividad caseinolitica se incubaron alicuotas de
100 a1l de extracto con 1 mil de la solucién al 2 %4 ( p/v) de caseina en 900 ul de una
solycién requladora de tris - HCI 0.2 M a pH de 7.6 a unalemnp eratura de 30°C duranle
2 hs; el volurnen (otal de trabajo tue de 1 mil. La reaccién se paré agregando 3 i de
ATC al 5 %. Las rmusestras se& dejaron reposar en hielo molido durante 60 min;
posteriormente las muestras se centrifugaron a 15000 X g durante 5 min. La
absorbancia de los sobrenadantes se leyd a 280 nm. Los blancos fueron preparados
de manera similar a los mencionados, con pequefias variaciones ya que la caseina fue
adicionada al finalizar el tiempo de incubacion. Una canlidad de aclividad caseinolitica
fue equivalenle al aumentd de 0.01 unidades de absorbancia a 230 nm por min; las

unidades fotales se calcularon empleando la ecuacion anterior.
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N. Actividad de peroxidasas

La determinacion de pefoxidasas se hizo siguiendo la metodologia reportada por Fiiter
{1974} con algunas modificacicnies (Hemeda y Klein, 1990t La actividad d« peroxidasa
puede ser determinada por el decremento de HpQqp  [como donador Jde hididgeno),
durante la tormacion de compuestos oxidados como praducto de deshidrogenacion
del guayacol (GDFH). cuando se usa guayacol como suchiato a una absorbancia de

470 nm.

La mezcia sustialo ¢ ontenia 10 ml de quayacot al 1 %, 10 mi de perdxido de hidrogeno
al 0.3 % y 100 mi de tegulador de fostato de sodio 0.05 M a pH ds 6.5. La cubela de
reaccién contenia 2.87 il de ta mezola sustrato y 0.12 mi del extracto crudo de las
muestras en un volumen total de 3 ml. E! control contenia 0.13 mil de etanol en lugar
del extracto de la muestra. Una unidad de actividad es definida como el cambio en
absorbancia a 470 nra de 0.001 por min. El caloulo de unidades totales de actividad se

hizo aplicando la siguiente ecuacién:

Unidades totales (U/l) =500/ At

donde:

500 = constante de las condiciones de reaccién

A t=tiempo de incubacion
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0. Acidos grasos totales

Semezclaon X g delas muestras lictilizadas y molidas a una matla de 0.5 mut con | mi
de dcido heptadecancico (Sigma) al Z % en éter etilico  (Merck) afiadido como
estandar inferno, La grasa se exti jjo con 50 mi de una mezola de cloroformo - metanol
(2.1 v/v). Se evapord fa mezela de disolvenles después de fa extraccion calentando a
600C y agitacidn magnética. Se electuu ta hidrolisis de los biglicéridos con 3 ml de
KOH 0.25 N en mitanol bajo condicione: de reflujo y calor, La saponificacion siguiente
se electud con 3 ml de trifluorure de boro al 14 % (pV) en metanol (Sigma). Se
afiadieron # mt de una solucién salurada de NaCl para vrecipilar las imputezas en el
exiracto y se suspendieron los acidos grises detivados «i 2 mil de isoctano (Bannon y

col, 1982 a,b, 1985).

P. Valor de perdéxidos

El valor de perdxidos se determind siguiendo el mélodo 2.144 desciilo en el AOAC
(1984) y utilizado por Hwang y Regenstein (1958). Se pesaron 5 g de muestira liofilizada
y se colocaron en un matraz Ertenmeyer de 250 ml. Se adicionaron 30 ml de una
solucién de dcido acético - clorotormo (3 : 2 vfv ). Se adicionaron 0.5 mi de una
solucidn saturada de yoduro de polasio. Se dejd reaccionar durante 1 min con ligeras
agitaciones. Posleriormente se adicionaron 30 mil de agua y se tituld lentamente con
una solucién valorada de tiosulfatn de sodio 0.1 N agitando vigorosamente el matraz,
hasta que el color arnarilio casi desaparecid. En ese momento se adicionaron 0.5 rml
de una solucién de almidén al 1 % (p/v) y se conlinud la titulacidn agitando

vigorosarnente para liberar todo el yodo contenido en el cloroformo hasta que
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desaparecio el color azul. Se corrigié la leclura preparande un blancoe de reactivos el

cual gastd 0.1 ml ¢ menos de liosullato de sodio 0.1 N enia itutaion,

Q. Taninos

A parlir de 200 mg de rmuestra liofilizada y molida recientemnente se hizo 1a extraccién
de taninos agregando 10 ml de HCH al 1 % en metanol. Se agitd durante 20 min a
lemperalura arnbienfe y se cenlritugé a £0,000X g. La cuantiticacién se hizo mediante
una reaccion colorirnélrica con vainillin a. leyendao la absaorbancia a 500 nra 2 300C . Se

expresarofn los datos corno equivalente de calequina [ Price y col., 1978 ],

R. Digestibilidad in vitro

Se prepard la solucion enzirndlica con tripsina lipo IX al 0.16 %, quimoltripsina tipo Il al
0.31 % y peptidasaal 0.12 % ( Sigma ), el pH se ajusté a 8.0 y se mantuvo en hielo. Se
molié la muestra. se pasd a fravés de una malla de 0.5 mm y se determind la cantidad
de proteina verdadera seqiin ¢l mélodo mencionado con anterioridad. Se suspendid lx
muestra conteniendo 312.5 mg de proteina en 50 ml de agua y se ajustd e pH a 8.0, Se
afiadieron 5 mi de solucién enzimdtica y se leyé el cambio de pH de la muestra
después de 10 min de digestion a 379C; esto es una medida de [z liberacion de

arninodcidos. Se calculé la digestibilidad mediante la couacién:

Y =210.464-18.103X

donde:
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Y = digestibilidad en porciento

X = pHdespués de 10 min

Esla ecuacion describe la relacidén entie la digestibilidad 7z viro y 1a digestibilidad in

vivo determinado enralas (Hsuy col.. 1977).

$. Color

El color se delemmnind ulilizando el equipo Hunler Lab [ Modelo D25L, Hunter
Associales, Reston, VA] empleando como estandar el mosaico de olor blanco {L=
91.21, a= -0.1; b= -1.7}. Se colocs una canlidad de muesira suficiente paru cuorir bien
la superficie de una caja petri y se hizo 1a lectura cualro veces girando la caja 909
entre cada leclura para compensar las nreqularidades en [a muesira, Se caloularon la

diferencia de cromaticidad y color total por diterencias entre el estindar y la muestra

mediante la ecuacion:

DC= ((3g-am)? + (be-dm)2)) 1/2

AE= ((Lg - Lm)? + (2g-am}? + (be- b2 )12

donde:
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DC= diferencia de cromaticidad

DE = diterencia de color total

L = lurinosidad

a = valor en la escala del verde al fojo

b = valor en la escala del azul al amarillo

eym = estandar y mueslira, respectivainente,

T. Estudios de microscopia electrénica de barrido

Las muestras fueron fijadas en un requlador de fosfulos [0.1 M, pH de 7.4) y
glutaraldehido al 3% por 5 hs a 40C, Las muestras fijadas fueron lavadas durante la
noche en sucrosa 0.25 M solubilizada en regulador de fosfatos 0.1 M. Las postijacion
fue hecha con tetrdxido de osmio al 2% en requtador de fosfatos 0.1 M a 49C y lavados
durante la noche, Después de la deshidratacion en series ascendentes de elanol, las
muestras fueron secadas al punta eritico con CO3 liquido, montadas en recipientes de
alurninio y cubierlas con 40-60 nimi de carbén y posteriermente con 60 nin de oro. Las
mueslras fueron observadas en un micrascopio electrénico de barrido JEOL 35CX

(JEOL Lid., Japon) a una aceleraciéon de vollaje de 10 Kv,

U. Analisis egstadistico

Todas tas determinaciones incluyendo tos andlisis microbiolégicas fueron resuitado de
tres lermentaciones y cada una de ellas por Uriplicado. Los dalos fueron analizados
para la significancia estadistica mediante la diferencia minima significativa (DMS) y

prueba de Tukey utilizando un nivel de significancia del 95% .
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A, Desarrollo de un procedimiento mediante
fermentacién sélida empleando garbanzo de baja

calidad comercial como sustrato.

En ta Fiqura 5 se muestra el mélodo propuesto para la oblencidén de garbanzo
fermentad-, el cual consla de seis etapas principales: trituracion, remojo, elirminacion
de ¢cascars, coccidn, inccoulacion y lermentacion, £n cada una de elllas se esludiaron
las condiciones oplimas asi como los carbios que ocurrieron en el sustrato por efeclo

de latermentacion.

1. Trituracidén, remojo, descascarillado y cocecidn.

La lrituracién con un molino casero fue sulicienle para partir el grano; cuando la
mueslra se lrituré a un tamanio de parlicula menor de 3 mm el crecimiento bacleriano
se incrementd y el crecimiento del hongo se inhibid, EIf producto oblenido despedia un
olor amoniacal desagradable. Se obluvieron resultados similares al anterior cuando la

mueslra no se tamizaba y se dejaban particulas menores e iguales a 3 mm.

Cuando el tamafio de particula fue mayor de 3 mim se observd un desprendimiento de
agua durante la termentacién y proliferaron las baclerias pulrefaclivas inhibiéndose el

crecimiento del hongo. Se obluvo un producto con color, olor y aspecto desagradable.
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Cuando la muestra se triturd y tamizd con una malla de 3 mm para eliminar las
particulas menores el crecimiento del hongo sobre el sustralo se favorecié, se limild el
crecimiento bacteriano y se abluvo un producto de color, olor y aspecto agradable, Se
observag que el tamano de particula es importante para que el hongo cltezea sobte el
sustrato dado que tequiere de una aereacién adecuada que suministre suficiente
cantidad de oxigeno para su crecimiento: esto coincide con lo reportado por Wangy
col. (1975}, Robinson y col. (1977}, Sinckey (1978). Odibo y Umeh (1939), Andrews
{1990} y Mitchell y col. (1991).

El rerejo del sustralo en medis acido favorecié el desarrolio del hongo y limité el
crecirniento bacieriano, Alguno« autores como Blakemany col. (1988). Nwankwo y col.
(1989}, Soniy Sandhu (1959), Mital y Steinkraus (1990), y Ashenafi y Busse (1991} han

reportado resullados similares.

La eliminacién de la cascara se hizo de forma manual por friccidn de cada cotileddn y
posteriormente por flolacién en agua desionizada; esta metologia ha sido reportada

por Paredes-Lépezy col. (1987) y Mital y Steinkraus (1990).

Cuando el tiempa de coenidn fue de 15 y 20 min la texdura del cotileddn lire dura y la
eliminacion de la cascara se dificuitd. El crecimiento del hongo se vid muy limitado
mientras que el de las bacterias fue muy abundante y el producto obtenido tenia un olor
desagradable. Cuando el liempo de coccion fue de 45 y 60 min la lextura del cotileddn
fue blanda y al eliminar la cdscara se eliminaba parte del cotitedén; hubo una mayor
absorcion de agua por los coliledones y durante la ferrmentacién el hongo no crecid en

tanto que las bacterias crecieron abundantemente produciendo un olor a putrefaccion.
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La coccion durante 30 min permilié que al frotar los cotiledones se eliminara de una
rmanera relativamente sencifta {3 cascara sin que se eliminara parte del cotiteddn. El
hongo crecid adecuadamente. el crecimiento de bacterias fue limitado y el producto
presento un olor agradable. L a ebullicion quiza permitié que por un lado se elitinaran
o modificaran algunos inhibidures del crecimienlo del hongo y por el olro se redujeran

los microorganismos contaminantes que puederncinterter 1 con la termentacion.

2. Denszidad del indéculo

Se decidio ufilizar a densidad de indeulo empleada por Wang y col. (1975a) y por
Paredes-Lépez y col. {1987) siendo de 1 X 106 esporas/mi. Para poder inocular el
sustrato fue necesario drenar Ta muestra  durante 20 min y después se probaron
diferentes volirnenes de suspension, observandose que con 7.5y 10 ml de indculo por
cada 200 g de sustralo la humedad se incrementé favoreciendo el crecimiento
bacleriano y la produccion de ameniaco. £n esas condiciones se obluve un producto
con caracleristicas poco deseables. La produceidn de amoniaco aumentd el pH y
cuando Ja concentracion es suficiente para Hevar al sustrate a un pH de 7.0 es muy

probable que el hongo se inactive (Ashenaliy Busse, 1991).

Cuando se adicionaron volimenes de 2.5 y 3.5 mi de indculo la humedad del medio
limitd el crecimiento del hango favoreciendo reacciones degradativas en el susirato tal
vez debidas a reacciones enzimdlicas o per favorecer el crecimiento de bacterias
indeseables; el produclo oblenido presentd olor a putrefaccién y por consiguiente tanto

el color como la apariencia fueron desagradables.
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Cuande se adicionaren 5 mi de lx suspensidén e crecimiento del hongo cobre el

sustrato fue adecuado y el producto obtenido presentd caracteristicas acepltables,

3. Recipientes para la fermentacién

Se ulilizaron bolsas de plastico petforadas en 1as cuales se colecaron  dilerentes
cantidades de sustralo. Cuando en las bolsas de 15 por 25 em se colocaron 30 & 45 ¢
de suslrato inoculado no se obtuvo un crecimiento homogéneo del hongo pues en
unas zZonas se favorecid el creciiniento <2l hongo y en olras el de las badlerias, La
disttibucién del alre fan:bidn luo holer ginea pues en algunas porciones hubo
espaorulaciéon y en ofras no. El producto oblenide mostd aspecto helerogéneo en

color, olor, textura y apariencia.

Cuando la cantidad de sustrato inoculado fue de 100y 120 g. usando el mismo tipo de
bolsas, no se permilid el intercambio de aire adecuado en el suslrato lo cual se
manifestd por un crecimiento bacteriano  abundante, olor a pulrefaccion,
ablandanidenlo en la textura, obteniéndose finalmente un producto con caracteristicas

poco deseables.

Cuando se colocaron 60 g de sustrato inoculado se observd un crecimento adecuado
del hongo sobre el sustralo. A las 72 hs de fermentacion se presenld  abundante
micelio blanco o grisiceo debido a la esporulacién y que entrelazéd los coliledones

proporcionando una textura cornpacta. De eslo se dedujo que es muy importante el
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grosor del sustrato { aproximadamente | ¢m j para que permita un intercarnbio de

oxigeno y temnperatura adecuados para ta fettmentacion,

Enlas bolsas de 45 X 55 ern se utilizaron 1 600 g de sustrate inoculado, en esle ¢aso
no se hicieron expetimentos adicionales pues con las condicions=s establecidas para el
larnafio de bolsa rmds pequ2fio se obsevd que independienlemente de la cantidad de
sustrato inoculado st el grosor del sustrato era de 1 ¢m aproxiradamente, se oblenia
un produclo hormaogéneo y con caracteristicas reproducibles adecuadas para esle

esludio.

4. Condiciones de la fermentacidn

Las ternperaturas empleadas para las fermentaciones fueron de 25, 28, 35, 38 y 40°0C.
La temperatura es un factor que afecta directamnente el crecimiento de los
microorganismos: cuando se emplearon ternperaluras de 25y 28°C se observé que el
crecimiento del hongo se inhibid y el sustralo inoculado adquirid un olor a

putrefaccién.

Cuando se incubd a 409C se observd una mayor condensacién de agua en el interior
de la bolsa favoreciéndose el crecimiento bacteriano. EI producto presenté
caracteristicas de apatiencia, color y olor poco deseables, Martinelli y Hesselline
(1964) reportaron que al elevarse la temperalura y evaporarse ¢l agua se permite el
crecimiento de baclerias lermatilicas cuyas espaoras resisiten el tratamiento de coceidn
limitando el crecimiento del hongo. Cuando la fermentacion se realizé a 35 y 380C

{Paredes-Lépez y col., 1937), el hongo crecié sobre el suslrato, los coliledones se
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tueron compactando y presentando un color blanco a las 24 y 4% hs de fermentacion
mientras que a las 72 hs se observd una coloracion grisdcea debido a [a esporulacion
del hongo, El producto oblenido presentd caracteristicas de aparencia. color y olor
adecuados  Ashenall y Bugse (1991} reportacon que la temperatura de ferrmentacion se

incrernenta en el sustrato hasta que se inivia el crecimiento miceliar,

La humedad relaliva cortespondio a la mardenida dentre de la bolsa de plastico
perforada pues no se ernpled un sislerna de conliol de hurmedad adicivnal, dado que
bajo estas condiciones el producto obtenido tuvo las ¢ .acteristicas deseadas. La

Tabla 5 resumie las condiciones empleadas en la fermentacion.

B. Desarrollo microbiolégico a lo 1largo de 1la

fermentacién

Las determinaciones microbioldgicas se hicieron a partir de muestras fermentadas

bajo las condiciones de la Figura 4.

1. Diluciones microbianas

El regulador de fostatos empleado como solucién diluyente sirvié para que los
microorganismos no se estresaran al cambiar de sustrato, evitando de esta manera que

se colapsaran o esfallaran debido a la presién osmdtica del medio y de esta manera

oblener resultados confiables.
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Tabla 5. Resumen de las diversas condiciones empleadas en la fermentacidn

Condicidn

Valor

Tamaiio de particula
Remojo en medio acido
Tiempo de remojo
Tiempo de coccidn
Densidad del indculo

Inéculo (ml) por cada
2009 de sustrato

Recipientes

Porciones de sustrato

Temperatura
Tiempo

3mm, >3 mm, << 3 mm
pH = 3.1

16 hs

15, 20, 30, 45 y 60 min

1 x 108 esporas/ml de suspension

2.5, 3.5, 5.0, 7.5y 10 ml

Bolsas de plastico 15 X 25cm y 45 X 55 cm,
con perforaciones J¢ aproximadamente 1 cm
entre cada una de e¢stas perforaciones

30, 40, 60, 100, 120 y 1,600 g
25, 28, 35 y 40°C
0, 24, 48 y 72 hs




Las diluciones microbianas permitieron hacer las delerminaciones microbiologicas
con una confiabilidad adecuada. pues se leyeron aquelias cajas donde el crecimiento
bacteriano se enconlrd entre 30 y 300 unidades formadoras de colonia (ufc): para la
determinacion de hongos se leyeton aquellas cajas donde el crecimiento de ufc no tue

mayor de 5 (Shieh y Eeuchal. 19582; Jideaniy Okeke. 1991,

2. Determinacién de bacterias mesofilicas aerobias

Los resultados del ctocimiento de las baclerias mesofilicas aeroblas se encuenlran en
ia Tabla 6. El crecimiento de eslas bacterias no presentd cambi:s de 0 a 12 he de
fermenlacidn, pero a las 24 hs se observd un aumento en la poblacién alcanzando
valores de 270 X 102 ufc/g de muestra (cuyo logaritmo decirnal equivale a 4.43);
posterioimente no hubo fuctuaciones, alcanzando valores de 120 X 102 ulc/g de
muestra (el valor del logaritmo decimal equivale a 4.1}, Los valores se representan
grificarnente en la Figura 6. Es pertinente sefialar que muchas materias primas
confienen cientos de miles de baclerias mesofilicas aerobias/g de muestra y son
considerados de buena calidad. por ejemplo en Estados Unidos de Norlearnérica la
leche como maleria prima es acepiable si conliene 65 X 102 ulc/g de muestra, mientras
que en Europa se acepta 1 X 108 ufe/g de mueslra, Es deoir que cuentas de bacterias
mesofilicas aerobias de 106-107 ufe/g de muestra pueden no representar un problema
sanitario dado que son produclos «ue se van a procesar (SECOFI, 1977a; Jelen, 1985;
Samison y col. 1937; Bulgarelli y Beuchal. 1990). En México la Direccién General de
Normas establece que los alimertos fermentados lipo yoghurl o leche bllgara deberan
contener 2 X 108 col/g de baclerias lacticas vivas como minimo { SECOFI, 1977). En

esle caso se compard con un alimento fermentado tipo yoghurl o leche bidlgara por no
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Tabla 6. Cambios microbioldgicos durante la fermentacidn de garbanzoy

Muestra BMAE/ Coliformes Salmonella Hongos  Levaduras
o nr3/ 70 nod/ ND 2 ND

12 HF 70 ND ND 2 ND

24 HF 270 ND ND 4 ND

36 HF 130 ND ND 10 ND

48 HF 220 ND ND 40 ND

60 HF 170 ND ND 40 ND

72 HP 120 ND ND 100 ND

1/

2/
kY
4/

Expresado como unidades formadoras de colonia (UFC) X 102/9 de muestra
himeda, son el promedio de tres fermentaciones por duplicado.

BMA
HF
ND

"

Bacterias mesofilicas aerobias.

Horas de fermentacidn.

No detectable.



Log UFC/¢ muestra

Bacterias mesofilicas acrobias

O 24 48 2

Tiempo (h)

Figura 6. Crecimiento microbiano de bacterias mesofilicas
aerobias y hongos.
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haber denlro de ta Direccién General de Norras un producto similar al estudiado,
aclarando que la cuenta de bacterias mesotilicas aerobias pueden o no coincidir con
la cuenta de baclerias laclicas. Sin embargo, estes datos pueden dar un punto de

comparacion.

3

3. Determinacidn de bacterias coliformes

Lairterpretacion del hallazgo y abundancia de {os organisinos coliformes no tiens un
caracter universal, En tanto que en el agua, & terminos generales, s¢ considera que su
pravenciarevelauna exposicisn recients a la contaminacion tecal, su signiticado no es
el mismo en el caso de la leche, sustrato en el cual son capaces de desarrollarse rmuy
activamente. En los alimentos la presencia y el recuento de fos ricroorganismos
coliformes son utilizados tarbién como indicadores de practicas sanitarias objelables
en el manejo o fabricacién de un alimento: asi, expresan la calidad microbiotogica de
un producto y revelan la eficiencia de un proceso descontaminanle o germicida

{Desrasier, 1977, SECOFI, 1977h: Jelen, 1985; Bulgarelliy Beuchat. 1990).

La demostraciony el recuento de organismos coliformes pueden realizarse mediante el
empleo de medios solidos que los favorecen seleclivarnenle y los diferencian de los
microorganismos con los que suelen enconlrarse asociados en los alimentos. En
general, se puede afirmar que son muy abundardes y siempre presentes en la materia

fecatl del hombre, animales superiores, suelo yvegelales.

SECOFI (19771} especilica que en alimentos tipo yoghurt o leche bllgara la canlidad de

organismos coliformes como maximo deberdn ser 10 col/g. La Tabla 6 muestra la
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ausencia de microorganismos coliformes en 10 q de rmuesira hurneda en ouyo caso se

puede decir que el maneje de la muwstra tue adecuado.

4. Aizlamiento de Salmonella

Es perlinenle sefialar aqui que se decidido determinar la po:ible presencia de
Safmonefla de los maletiales en estudio en virtud de la importancia sanilaria de esla

bacteriay de que su sola presencia sugeriria practicas sanitarias inadecuadas.

El aislamiento de Salaonela requicte ¢l emplea de {écnicas que difieren segiin seala
composicion del alimento, el tratumiento al que ha estado sujelo durante su
procesamiento y la carga microbiana del producto final, ya que la cortaminacion de
estos microorganismos va acompafiada del ingreso de olras enterobacterias que
pueden llegar ainhibirlas. Estas son las razones por las que no es posible recomendar
exclusivarnente un medio de cullive para el aistarnienlo de este tipo de
microorganismos. La literatura registta una gran diversidad de medios de cultivo,
técnicas de pre-enriquecimiento y enriquecimienlo. Ademdas se sugieren diversos
volimenes de rauestra para realizar el analisis. EI crecimiento de Salmonella en una
gran variedad de alimentos ha sido motivo de muchos estudios, sobre lodo en aquellos
que mas se asocian a casos de gastroenteritis o que potencialmente pueden serlo.
Crecen en loda la superficie de los afimentos sin signos de alteracion adn cuando fas
citras aleanzadas llequen a ser mas de 10 X 100 ulc/g de muestra (SECOFI, 1977e;
Fernandez-Escarlin, 1981; Tanaka y col. 1985; Samson y col. 1987}, La Tabla 6 raueslra

que durante las fermentaciones de este estudio el crecimiento de Salmonella fue
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menor al limile de sensibilidad de la tdonica, 1o cual indica que es un produclo de

calidad sanitaria adecuada para su consurno.

5. Determinacidén de hongos y levaduras

El melodo empleado muestra solarnente resultades cualitativos pues el desarrolio de
colonias estard directamente relacionado con el fraccionamiento el micelio. Sin

embargo puede dar unaidea de la densidad de dicha poblacidn,

En la Tabla 6 ge cbsova que la poblacidn iniviai de hongos de 2 X 102 uto/g de
muestra (equivalente al logaritmo decimal de 2.3) permanecidé constante hasta las 12
hs de tetmentacton y posteriormente se abservé un incremento en la poblacién a las 24
hs: a las 72 hs la pobiacién de hongos alcanzé valores de 100 X 102 (con una valor
equivalente a 4 en logarilmo decimal]. Los valores reportados aqui {Figura 6) son
menores alos observados por Shieh y col. (1992} en la preparacién de miso en donde

wlilizaron como indculo kojis preparados.

El periodo maéximo de lennentacion fue de 72 hs, dado que en previos andlisis
sensoriales los jueces manifestaron que con este liempo de fermentacién el producto
tenia mejores caracleristicas  sensoriales, por ejemplo: color, sabor, olor y
aceplabilidad. Bulgarelli y Beuchat (1990) y Paredes-Lépez y col. (1990} reportaron un

comportamiento similar al obtenido en este estudio.

No se deleclaron medianle esla técnica desarrollo de levaduras durante la

ferrentacion, R. ofigosporusno presenta la founa levaduritorme durante su desarrollo
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osiblemente no hubo contaminacién por olro hongo que presentara este lipa de
yp 9

crecirniento.

C. Actividad de agua (Aw)

La actividad de agua [Aw) de la mueslia riturada fue de 0.430 mienltras que la Aw de
las muestras fermentada. rernojada y rermojada-descascarillada-cocida fue de 0.925
(Tabla 7). Esto se debid a que la muestra riturada estaba deshidralada en tanto que las
muestras remojada y remojada-descascariflada-coci .a fueron sumergidas en agua
acidificada durante 16 hs. 1o cual indicd el qrade de kidiatacion de los coliledones.
Esla Aw en la rmuestra friturada limité el crecimiento de microorganismos fo cual
favorecié la conservacion de la matetia prima, Valores de Aw de 0.925 en la muestra
remojada y remojada-descascarillada-cocida favorecieron la implantacion de los

microorganismos, 1o cual fue benético para la fermentacian,

La Aw durante la fermentacién de 0-72 hs fue de 0.922 a 0.924 (Tabla 7). Uno de los
factores imporlartes para el crecimiento de los rnicroorganismos es el agua: la
respuesta individual de bacterias, levaduras y hongos a ios cambios en la Aw es
variable y en general se puede decir que no hay crecimiento microbiano a Aw menor
de 0.600 (Fernandez-Escarlin, 1981; Jelen, 1985; Paredes-Lopez y ¢ol.,1991). Sin
embargo, se ha reportado que hongos xerofiticos pueden deleriorar alimentos con Aw
de 0.650 (Desrosier, 1977). Corry (1978) y Scorza y col. {1981) reportaron que la
mayoria de los hongos ciecen a Aw cercanas a 0.930 y Glenn y Rogers (1989)

sefialaron que en la elaboracién de tempe con A. ofigosporus, el hongo no germiné a
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Tabla 7. Cambios en la actividad de agua durante

el crecimiento microbiano en garbanzo

fermentadol/
sz/

Muestra Fermentada Liofilizada
Triturada 0.430° 0.430°
Remojada 0.925° 0.431%
roc3/ 0.925° 0.432°

24 ne¥/ 0.922P 0.3

48 HF 0.922° 0.429%

72 HF 0.925° 0.430°
pMS (0.05)2/ 0.007 0.009

1/

~’Promedio de tres fermentaciones por triplicado,
los valores con la misma letra no gon significa
tivamente diferentes a p<0.05.

z/Aw = Actividad de aqua.

3/RDC = Remojada, descascarillada y cocida.

4/

~'HF = Horas de fermentacidn

E/DMS = Diferencia minima significativa.



Aw menores a 0.310. Lo mencionado catresponde aon los resultados obtenidos en la

fermentacion, La Aw de las muestras liofilizadas fue aproximadarnente 0.430 (Tabla 7).

Olros tactares limitantes del crecimiento de mictoarganismos son el pHy ta presencia
de compuestos organicos en combinacidn con la Aw. Webster y col. (1985)
observaron que la Aw. la naturateza de los solutos | el pH y la presencia de citrato o
benzoalo de sodio tuvieron un el -cto inhibilorio o limitante en el crecimiento de una
mezola de  microorganismos  corno  Slaphylococceus  aureus, Bacillus  sublilis,
Fseudomona aetuginosa, Streplococeus fecalls. Lactobacilius casel y Closiridium
pertringens, Ellos proponen que mezelas de compuesios organicos como citrato-
benzoalo reducen la adividad de agua en o, alirmentos pudiende ser una alternativa

como mélodo de conservacion.

=

D. Efecto de la fermentacién sobre la composicidén

y el valor nutritivo del garbanszzo

1. Composicidén proximal

En la Tabla 8 se muestran los cambios que ocurrieron duranle la fermenlacion de
garbanzo. El contenido de humedad de la muesira titurada fue de 7.8% mienlras que
las muestras remojada, y rernojada-descascarillada-cocida aleanzaron valores de 58%
y 58.4% respectivamente. Este incremento en el porciento de hurnedad se debid a que

durante el remojo en medio dcido los coliledones absorbieron agua. Chavan y col.
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Tabla 8. Cambios en la composicién proximal de garbanzo fermentadol

Contenido de % en base seca

Muestra hum7g?d Proteinag/ Grasa Cenizas Fibra cruda Carbohidratosil CHSi/

Triturada 7.82 16.0°2 9.12 3.0° 6.2° 65.7 -

Remojada 58.0° 17.5° 9.1% 1.8° 4.1° 68.5

roc/ 58.4P 17.5%P 9.52 1.8P 3.9%¢ 68.3

24nr®/ 59.1P¢ 19.1°¢ 11.0¢ 1.7° 3.5 65.7 10.0°

s8HP 59.9¢ 19.5°¢  11.0° 1.8° 3.5° 65.2 11.2"
.~T2HF 60.8% 21.3° 11.0° 1.9P 3.6 € 63.2 11.9°

72uF Bsc?/ - 19.0P¢ 9.8° 0.8 3.29 - -

pMs (0.05)%/ 0.7 1.4 0.4 0.2° 0.2

l/Promedio de tres fermentaciones por triplicado, los valores con la misma letra no son significativa-
mente diferentes a p <0.05

Z/Proteina = % Nitrdgeno total X 6.25

-3-/Ca1cu1ados por diferencia.

i/CMS = Consumo de materia seca. .
2/RDC = Remojada, descascarillada y cocida a 90°C + 2°, por 30 minutos.

s; HF = Horas de fermentacidn.

BSC = Base seca corregida.

8/

DMS = Diferencia minima significativa.



(1986) reportaron que con el temojo se disminuye el liempo de coccidn y se
incremerta la dispetsion de sofidos. Nnahinay eol. (1990) reportaron que a través del
remojo en las legurninosas, se induce la germinacion produciéndose una sintesis de
enzimas hidroliticas que reducen los niveles de oligosaciridos inductores. de la
flatulencia. asi coma la modificacian de la funcionalidad de las proleinas y del almidén,
En esle estudio el remojo disminuyd el liempo de coccion, La humedad varié
ligeramente durante la termentacion ya que las bolsas de plistico al estar perforadas
perrilen el intercarnbio de gases pero la evaporacién del agua es minima, En la
muestra fermentada durante 24 hs se alcanzaron valores de hurnedad de 59.1%
mientras que en las de 48 y 72 hs se alcanzaton valores de 59.9% y 60.8%

respectiva nenle,

Duranle la fermentacion los microorganisntos lienen una gran aclividad metabdlica y
algunos de los productos liberados son: agua, desprendimiento de CQ3, produccion
de algurios compuestos organicos como acido lietico, &cido succinico, compuestos
volatiles derivados de la piridina. enzimas proteoliticas y antioxidantes como
isoflovonas (Shieh y col., 1982; Mital y Garg, 1990). Tanlo los acidos orgdnicos como
los compuesto voldtiles enlre ofras caracteriticas le confieren un sabor y olor

agradables.

El contenido de proleina tolal (Tabla 8) se incrementd significalivamente durante el
remojo y ¢l remojo, descascatiiiado y cocido siendo de 17.5% para ambos. Esle
aumento se debe a que durante el remojo existe el tendmeno de lixiviacién y rediante
el cual algunos compuestos solubles son liberados al medio {Steinkraus y col. 1960).
El proceso de fermentacidn incrementd significalivamente el conlenido de proteina;

esle incremento puede ser el resullado del consurno de carbohidralos y produccidn de
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COy por el hongo, ya que éste no es capaz de incorporar nitrtégeno a través de la
fijacién (Djien y Hesseltine, 1979; Blakeman y col. 1938: Paredes-Lopez y Harry, 1938)

alcanzandose valotes de 21.3% a las 77 hs.

No se observaron cambios significatives en el conlenido de grasa duranle el remojo, y
rernojo-descascarillado-cocido de las muestras con respecto a la triturada. Cuando las
muestras se fermentaron se incrementd el contenido alcanzanido valores de 11.0 %
siendo significativarnente diterentes a la muestra original; resultados similares fueron
enconlrados por Shieh y col. (1982): Blakeman y col. (1988); Khetarpaul y Chauhan
(1989).

Ei contenido de cenizas disminuyd tanlo en las muestras remojada, remojada-
descascariizda-cocida, como en las mueslras fermentadas siendo los valores
oblenidos para lodos los casos diferentes significalivamente en relacién a la muestra
lrilurada. Tal vez las limitaciones en 1a sensibilidad del método impidié que se pudieran
cuantificar con precisién el incremenlo en el contenido de cenizas duranle la
fermentacién. Minerales corno tosforo, calcio, magnesio, fierro, cobre, zing, sodio y
potasio se encuentran en concenlraciones similares tanto en la cascara como en el
coliledén a excepcién del calcio que se encuenira en una rmayor concentracion en ia
cascara que en el cotileddon (Sankar y Singh, 1981 y Jambunathan y Singh, 1981). Al
eliminarse ia cascara se estan eliminando eslos componentes; tesultados simiiares han

sido reportados por Paredes-L.opez y Harry (1988) y Chavan y Kadarn (1989).

La fibra cruda contenida en la muesira Iriturada disminuyd signiticalivamente duranle
las etapas de remojo, remojo-descascarillado-cocido y durante la lermentacion. La

concenlracién inicial de 6.2% disminuyd a 3.9% en el remojo-descascarillado-cocido y
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y en las mueslras fermentadas 24, 45y 72 hs hasta 3.5%. La cascara esta conslituida
principalmente por celulosa y hemicelulosa y en rnenor proporcion por lignina y
sustancias péoticas: a ¢slus compuestos se fes denomina flibra cruda y constituyen los
carbohidratos no digeribles (Singhy col.. 1980: Singh, 1984: Chavan y col.. 1986). Por
lo tanlo al eliminar fa cascara se disminuyo el conlenido de fibra. Durante la
fermentacion el desarrollo del hongo no mostro una diterencia  significativa
directamente relacionada con la fibra cruda tal vez debido a las limiaciones

mielodoldgicas.

El consumo de matcria seca debida a la fermenlacion fue del 10% a las 24 hs, de
11.2% y 11.9% alas 43y 72 b~ respeclivamente. Bl hongo requiere de nultientes para
su crecirniento tos cuales son preporcionados por el sustrato y converlidos en
compuestos voldliles lo que se refleja en una disrminucion de la materiainicial, Van der
Riet y col. (1987) obtuvieron pérdidas del 10% en un periodo de 72 hs de fermenlacién;
Blackeman y col. (19&8) obluvieron hasla un 30% de pérdida de materia seca. Chavany
Kadam (1969) reporlaron que la pérdida de rmateria seca durante la fermentacion

depende de larelacién sélidos:agua y de la nafuraleza de los microorganismos.

2. pH y acidez titulable

La Tabla 9 muesira que el pH inicial de la muestra fue de 5.6 y el de las mueslras
remojada, y remojada-descascariilada-cocida de 5.9. Debido al remojo dcido era de
esperarse que las mueslras lueran mas acidas que la muestra original; para explicar lo

anterior cabe recordar que después del remojo la muesira es lavada con agua
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y en las muestras fermenladas 24, 48y 72 hs hasla 3.5%. La cascara esld constituida
principaltnente por celulosa y hemicelulosa y en rmenor proporcion por lignina y
sustancias pécticas: a estos compuestos se fes denoming fibra cruda y constiluyen los
carbohidratos no digeribles (Singhy col.. 1980: Sinah, 1934: Chavan y col.. 1986). For
lo tanto al eliminar la cdscara se disminuyd el contenido de fibra. Durarde la
ferrmentacion el desarrollo  def hongo no mostro una diterencia significativa
directaments relacionada con fa fibra cruda tal vez debido a las limitaciones

melodolégicas.

El consumo de maderia seca debida a la termentacién fue del 10% a las 24 hs, de
11.2%y 11.9% alas 48 y 72 b~ respectivamente, E) hongo requiere de nulrientes para
su crecimiento los cuales son proporcionados por el suslrato y converlidos en
cormpuestos voldliles o que se refleja en una disrminucion de la maleria inicial, Van der
Riet y col. (1987) obtuvieron pérdidas del 10% en un periodo de 72 hs de termentacién;
Blackerman y col. (1982) obluvieron hasta un 30% de pérdida de materia seca. Chavan y
Kadar (19%9) reporlaron que la pérdida de maleria seca durante la fermentacién

depende delarelacién sélidos:aguay de la naturaleza de los microorganismos.

2. pH y acidez titulable

La Tabla 9 muestra que el pH inicial de la muesira fue de 5.6 y el de las mueslras
remojada, y remojada-descascarillada-cocida de 5.9, Debido al remojo dcido era de
esperarse que las muestras fueran mas acidas que ta muestra original; para explicar lo

anterior cabe recordar que después del remojo la muestra es lavada con agua
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Tabla 9 . Cambios de pH y acidez titulable

en garbanzo fermentadoi/

Muestras pH % Acidez titulable
(como Acido lactico)

Triturada 5.6 0.07°

Remoijada 5.92 0.03b

roc?/ 5.99 0.022

24nF3/ 3.12 0.44°

48HF 3.4P 0.429

728F 3.4P 0.44%

1/

~"Promedio de tres fermentaciones por tripli
cado, los valores con la misma letra no
son significativamente diferentes a p{0.05.

E/RDC = Remojada, descascarillada y cocida

a 90°C + 2° por 30 min.
2/EF = Horas de fermentacidn.
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desionizada o cuat va elininando et acido de fa muestta, Ef pH a fas z4 hs de

fermentacién fue de 3.1y alas 43y 72 hs de 3.4 decrementos que fueron significatives.

La acidez titulable de las muesiras trilurada, remojada y remojada-descascarillada-
cocida fue menor que ta de las muestras fermentadas, también fueron significativas
eslas diterencias. Tanlo la disminucion de pH como el aurnento ¢n la acidez lilulable
pueden ser explicados como un resulfado de la hidrélisis de carbohidratos
principalmente, la presencia de acidos organicos, acidos grasos libres, aminoécidos y
péplidos conteriendo exiremos carboxilicos. 1o~ cuales contribuyen a incrementar la
concentracion de los jones hidrdgeno. Los res.ltados anteriores coinciden con los

reportados pot Hesselline y Wang. (1967) y Shieh y col, (1982).

3. Proteina verdadera

La Tabla 10 muestra los cambios de proteina verdadera duranle la fermentacion, Se
enconlré un 15.3% en la muestra triturada y un 16.3% para la mueslra remojada, y
remojada-descascarillada-cocida; esta diterencia no fue significativa. Para la muestra
ferrnentada por 24 hs se enconlré un valor de 18.5% mientras que para la fermentada a
72 hs un valor de 21.0% leniendo diferencias signiticalivas con respeclo 2 1a muestra
remojada-descascarillada-cocida. El incremento en la proteina verdadera durante la

fermentacién se debié probablemente a la aclividad metabélica del hongo como a
produccién de CO2, compuestos volatiles e hidrélisis del almidon entre ofros.

62



Tabla l10. Cambios en la proteina durante la

fermentaciénl/ d

Muestra Proteina total Proteina verdadera
g/100g de muestra seca

Triturada 16.0% 15,32

Remojada 17.5P 16.32

roc2/ 17.5° 16.32

24ur’/ 19.1° 18.5°

48uF 19.5° 18.8P

72HF 21.39 21.0°

DMS (0.05) 1.3 1.3

1/

=’pPromedio de tres fermentaciones por triplicado,
los valores con la misma letra no son significa
tivamente diferentes a p€0.05.

g/RDC = Remojada, descascarillada y cocida a 90°C
+ 2°, por 30 min.

3/4F = Horas de fermentacidn.

4/

DMS = Diferencia minima significativa.
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4. Componentes solubles

Los carmbios en la solubilidad de algunos cormponentes de las muwesiras durante la
fermentacion se encuentran en la Tablia 11, Los sotidos solubles en agua en la mueslia
riturada fueron de 19.2%, para la muestra remojada de 16.6% y para la muestra
ternojada-descascarilada-cocida de 13.2%. siendo significativas estas  diferencias.
Steinkraus y col. (1980) y Djien y Hesseltine (1979) reporlaron que en las legurinosas
existen compueslos que evitan que se efectle una buena ferrmentacidn, compuestos
que pueden ser disminuidos o eliminados durante los  procesos de remojo y coccién
debide al fendmeno de lixiviacién que se presenta. Durante la ‘ermentacién se
incrementd la solubilidad aleanzando concentracicnes de 62.0% - ics 72 hs de
terrentacion siendo significaliva esta diterencia con respecto ata muestia original, La
hidrdlisis de raoléculas  grandes en compuestos mas peqguefios durante la
fermentacion causa el incremento de los sdlidos solubles en agua, Resullados

similares tueron encontrados por Soni y Sandhu (1989).

La proteina soluble en agua de las mueslras remojada y remojada- descascarillada-
cocida fue de 2.7% siendo este valor significativamente diferente con respecto a la
muestra triturada. A las 24 hs de termentacion se encontré un valor de 6,.1% y alas 48 y
72 hs un 9.7% y 13.1% respectivamente, siendo estos valores diferentes
significativarnente con respecto a la muestra remojada-descascarillada-cocida. Esto
signilica que la solubilidad de la proteina se incrementd 2.3, 3.6 y 4.9 veces por efecto
de la fermentacion durante fas 24, 48 y 72 hs respeclivamente, R oligosporus produce
proteasas que digieren tas proteinas durante fa fermentacion manifestindose como

una acumulacién de péptidos y aminodcidos libres (Beuchal, 1978). Resultados
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Tabla 1ll. Cambios en la solubilidad de sdlidos, proteina y carbohidratos

durante la fermentacidén de garbanzol/

Sdlidos solubles Proteina soluble Carbohidratos solubles
Muestra en __agqua en__agua en etanol

g/100 <. muestra seca

Triturada 19.2¢ 1.32 13.82
Remojada 16.8b 2.7° -
roc2/ 13.22 2.72 -
24583/ 47.69 6.1 16.5°
48HF 57.5% 9.7° 17.2°
72HF 62.0f 13.19 18.4%¢
pHs (0.05)3/ 0.2 1.7 1.5
17,

=/pPromedio de tres fermentaciones por triplicado, los valores con la misma letra
no son significativamente diferentes a p (0.05.

EIRDC = Remojada, descascarillada y cocida a 90°C + 2°C, por 30 min. *

3/ HF
i/DHS

Horas de fermentacion.

Diferencia minima significativa.



similares a los obtenidos fueron repertados por Njoku y Okemady {1989} y Paredes-
Lépez y Harry (1988).

El andlisis de carbohidratos solubles en etanol presentd un 13.6% en la muestta
rriturada, 16.5%, 17.2% y 18.4% para las muestras fermentada a 24, 48 y 72 hs
respectivamente;  siendo  significativarmente  diterentes.  Los  carbohidialos
particulairmente el almidon y los azicares solubles son los principales sustratos parala
fermentacion. Una degradacién en el almidan debido a las amilasas producidas por
R. vligosporus incrementa la solubilidad de los carbohidratos durante la fetmentacion.
Berullados simitares fueron enconlrados por Garg y Daoelle (1989) y Njoku y Okernadu

(1676} .

En la proteina verdadera también se observé un incremento significativo por efeclo de
la fermertacidon, lo que de alguna manera coresponde con los incrementos
observados en el conlenido de proteina lofal. La Tabla 12 muestra las diferenles
soluciones a diferentes pH utilizadas para la exiraccién de proteinas durante las

diferentes etapas de la fermentacion.

Las proteinas del garbanzo al igual que las de olras leguminosas estan formadas por
globulinas principalmente (56%) sequidas de glutelinas (187%) y albdrinas (12%) con
muy pequefias cantidades de pralaminas (Chavan y col.. 1986). La mueslra triturada
mostré una mayor solubilidad de profeina a pH alcalino (10.15) encontrandose valores
de 93%. a pH ligeramente alcalino (8.3 y 7.3) la solubilidad disminuyd y a pH dcidos la
solubilidad tue minima alcanzando eficiencias del 20 al 40%. Lo anterior corresponde
con lo reportado por Sathe y Salunkhe (1981) y Mohamed y col. {1989) pués ellos

observaron que a pH 4cido la solubilidad de la proteina era minirna y conforme se
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Tabla 12. Extraccidén de proteinas con diferentes soluciones y pH de

garbanzo antes y después de la fermentaciénl/.

(g Proteina/100g proteina verdadera)

Solucion pH Muestras
Triturada RDCE/ 24HF3/ 48HP
Agua alcalinizada 10.15 8 17 33 52
Na2C03 + Tris - HC1 10.15 93 58 36 39
Na,CO, 10.15 82 62 42 32
Regulador de boratos 8.30 69 46 38 -
NaCl + Tris - HCl 7.30 75 52 26 -
Tris - HC1 7.30 70 58 27 16
Tris - HC1 5.30 33 8 6 10
Na2c03 + Tris - ACl 5.30 40 14 10 16
NaCl + Tris - HCl 3.13 20 8 6 5
4%; Promedio de tres fermentaciones por triplicado.

=/ Remojada, descascarillada y cocida a 90°C + 2°, por 30 min.
£ HF = Roras de fermentacion.



neutralizaba o alcalinizaba el pH la solubilidad se incrementaba. La muestra lilurada

mostré poca solubilidad cuando las proleinas se extrajeron con agua alcalinizada, sin

emb:argo cuando la extraccion se realizé con solucioner acuosas de NazCOz+Tris-
HCIL NazCO 3. reguiador de boratos, NaCl+Tris-HGH y Tris-HGH a pH alcaling o casi
neutio (10.15 a 7.3 respeclivamente] la eficiencia en la extraccion mejord

significativarnente.

El garbanzo contiene en mayor proporcion globulinas las cuales son mds solubles en

presenciade sales (Chavan y col., 1986).

Sathe y Salunkhie (1951). Show y Brooks (1889) y Sathe y col. (1984) recomiendan el
uso de las sales empleadas en este estudio para la exlraccidn de proleinas en varias
legurminosas y cereales, En la muestra triturada se observd la rmayor eficiencia de
exiraceién de la proleina en presencia de NazCOz+Tris-HCl a pH 10.15; una menor
eficiencia cuando se emplearon regulador de boratos a pH 8.3 y Tris-HCI a pH de 7.3;

la minima eficiencia de extraccion se observéd con NaCl+Tris-HCl a pH de 3.13,

La mueslra remojada-descasearillada-cocida al igual que la muestra triturada mostréd
muy baja solubilidad en agua alcalinizada a pH de 10.15, Con NaCOz a pH de 10,15
se obtuvo la maxima eficiencia de exfraceion, Con NazCO3+Tris-HCI a 10.15 y Tris-HCI
a pH 7.3 se obluvo 58% de eficiencia de edraccion; la extraccién mas baja se obluvo

con NaCl+Tris-HCl a pH de 3.13. Las mejores condiciones de exlracciéon para la
muestra remojada-descascarillada-cocida fue utilizando NazCO3 a pH de 10.15, Para

la mueslra fermentada 24 hs se enconiré una mayor solubilidad a pH de 10.15 con una
solucion de NazCO3; a pH menores (2,13 y 5.3) la eliciencia en la exiraccién

disminuy6. Las condiciones de extraccion éplimas corresponden con las de Ia muestra
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remojada-descascarillada-cocida. La rmueslra fermenlada 48 hs moslré una maxima
extraccion de 52% con agua alcalinizzda a gH 10,15, A pH carcane ata neutralidad
(7.3) o francamnente acidos {313y 5.3) la eliciencia fue minima de 5%. En general se
pudo observar que la maxima eficiencia de extraccidon se logré a pH de 10.15, Sin
embargo,. no se observo una lendencia pata todas las muestras debido a la presencia
de una sal en particular. Kurnat y Venkalaraman. (1980) reportaron que a pH muy acido
o muy alcalino (2 y 10} se facilitaba la exiraccidn de proleinas en garbanzo. En este
estudio el comportamiento e diferenle pues la rmuestra trilurada presenté una alla
exiraccidn con respecto a las mueslras lermentadas. Es evidente que durante los
procesos de femojo, cocido y lerrentado las proteinas sufien cambios en sus

propiedades de solubilizacion.

5. Actividad de proteasas

La Tabla 13 muestra los resullados de la actividad proteolitica durante ia
fermentacién. A un pH acido se encontrd que las muestras se comportaban de la
siguienle manera: en la muestra triturada con 2.7 unidades totales de actividad, en la
remojada y en la remojada-descascarillada-cocida con 1.0 unidades tolales de
actividad, pressnlaron Jditerencia significaliva; mientras que en la fermentacion a las 24,
48y 72 hs con 4.2, 4.8 y 6.7 unidades tolales de actividad respectivamente, fueron
significativamente diferentes con respeclo alas anleriores. A un pH basico se enconlré
que las mueslras se comporlaban de la siguiente manera: en la muestra triturada con
10.2 unidades folales de aclividad, en la remojada y en la remojada-descascarillada-
cocida 3.0 y 2.5 unidades fotales de aclividad respectivamente, presentando diferencia

significaliva con respeclo a la triturada; mientras que en la ferrmentacion a las 24, 48y
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Tabla 13, Actividad de proteasas durante la

fermentacidn de garbanzol/ .

Muestras Unidades totales de actividad
pH Acido pH Alcalino

(2.5) (8.0)

Triturada 2.7° 10.2°

Remojada 1.02 3.0%

roc2/ 1.02 2.52

2anr3/ 4.2 8.4°

48HF 4.8 17.7°

728F 6.7% 22.49

1/

=‘Promedio de tres fermentaciones por triplica
do, los valores con la misma letra no son
significativamente diferentes a p ¢ 0.05.

Z/Remojada, descascarillada y cocida a 90°C +
2°C por 30 min.

2/HF = Horas de fermentacidn.
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7z hs presentaron 2.4, 17.7 y 22.4 unidades lolaler de adclividad respectivamente,
siendo significativaments  diferentes con respecto a la remojada-descascarillada-
coclda. La actividad de profeasas se incrementd durante la fetmentacion obsevandose
raayor actividad a pH alealino que a pH acide. Actualin=nte se tiene poca inlormacion
acerca de las enzirmas degradalivas e hidroliticas responsables del mejoramiento
rutricional en tos alirenlos fermentados. Los resultadoes coinciden con lo reportado

pot Njokuy Okermadu (1959).

6. Actividad de peroxidasas

La Tabla 14 muesira el comportamiento de peroxidasas durante la fermentacién. A 1a
muestra triturada correspondié un 100% de actividad relativa, la muestra remojada y
remojada-descascarillada y cocida conservaron un 0.57% de aclividad relativa siendo
significativamente diferenles con respecto a la lriturada; esto puede ser un indicador de
la termolabilidad de las peroxidasas presentes en el sustrato. Hemoda y Klein (1990)
reportaron la aclividad original de peroxidasas en ires extraclos crudos de vegetales lo
que coincide con la aclividad enconlrada en la muestra lriturada. En las muestras
fermentadas 24, 48y 72 hs se encontraron valores de actividad relativa de 9.77, 15.52 y
21.26 respectivamente. lo que indicd la posible sintesis de peroxidasas por el hongo .
Piifler (1974) reportd la presencia de peroxidasas en lefidos animales, planlas
superiores (rabano, pifia. papas, leguminosas, maizy planlas de labaco ), levaduras,

hongos y baclerias.
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Tabla 14. Comportamiento de peroxidasas

1V4

durante la fermentacidn=

Muestra Actividad% relativa
Triturada 100€
Remojada 0.57%
roc2/ c.572
24ur3/ 9.771"
48HF 15.52°
728F 21.269

E/Promedio de tres fermentaciones por
triplicado, los valores con la misma
letra no son significativamente dife
rentes a p €0.05.

E/RDC = Remojada, descascarillada y co

cida a 90°C + 2°C, por 30 min.

E/HF = Horas de fermentacidn.
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7. Acidos grasos totales

El perlil de los principales acidos grases del garbanzo variedad Carrela-145 fue
esludiado  bajo  las  siguientes  condiciones: muestta  titurada,  remojada-
descascarillada-cocida, y fermetifada por 24,48y 72 hs. Como se observa en la Tabla
15, para la muestra tritutada tos &cidos linoleico y oleico son los principales dcidos
grasos insaturados, miertras que el paimitico es el principal deido graso saturado. Los
dcidos patmilico, estedrico, oleico ylinoleico mostraron lres fases muy catacteristicas
durante ta fermentacion. En la muestia termentada a 24 hs se presenld la primera fase
que correspondio al crecimienio microbiano presentando lipdlisis y por lo lanto una
disrninucion en 1vs acidos palmi'.uo, estedrico, eleico y linoleico con respecto a la
muesira remojada-descasoaillad x-cocidas resullando un produclo cen caracterislicas
aceplables, A las 48 hs de fermentacion se presento la segunda fase (de lransicién) en
donde se observd un crecimiento en los acidos grasos mencionados anteriormente
con respecto a la muestra fermentada 24 hs coincidiendo con un crecimiento
microbiano y conservando las caracteristicas organoléplicas al producto. Finalmente a
tas 72 hs de fermentacidn se presentd una lercera etapa observandose nuevamente la
disminucién en la concentragidn de los dcidos a que se esld haciendo referencia.

Este comportamiento fue sirnilar al reportado por Sudarradji y Markakis {1978).

8. Valor de perédxido

Para conocer ¢l grado de rancidez de las diterentes mueslras de garbanzo, se realizé
la determinacién de valor de peréxido y cuyos resullados se presentan en la Tabla 16.

La muestra triturada mosiré un vator de 1.0 meq/Kg de muestra seca y un valor de 20.0
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Tabla 15. Cambios en los acidos grasos de garbanzo fermentado=

Acido graso MUESTRAS Dnsil

Triturada RDCZ/ 24HF2/ 48HP 72HF (0.05)
mg/100g de muestra seca

YL

Palmitico C)¢ 52.5° 63.3° 27.2% 123.5% 90.49 4.2
Estedrico C)q 5.8° 10.3° 7.4° 23.49 13.6° 1.3
oleico Cyg,, 110.2° 127.2° 28.0° 287.8° 193.39 8.6
Linoleico Cpq , 232.7° 215.87 120.9% 773.5° s70.69  49.3
Linolénico C g 13.0%¢ 4.82 11.7° 12.4°¢ 15.2° 1.8
Araquidico C20 Trazas Trazas Trazas Trazas Trazas -
Behénico C,, 1.0° 1.7% 1.3% 5.1° 4.2° 1.1

17

Promedio de tres fermentaciones por triplicado, los valores con la misma letra no son
significativamente diferentes a p ¢0.05.

Z/RDC = Remojada, descascarillada y cocida a 90°C + 2°C, por 30 min.

3/ HF = Horas de fermentacidn. N

i/DMS = Diferencia minima significativa.
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Tabla 16, Comportamiento del valor de

peréxidos en garbanzo fermentadol/

Muestra valor de perdxido
{meq/Kg muestra seca)

Triturada 81.0¢®
roc?/ 20.09
2a0¢2/ 18.0°
48HF 7.8°
720F 1.0%
DMS (0.05) 3.3
7

Promedio de tres fermentaciones por

triplicado, los valores -~oa la misma
letra no son significativamente dife
rentes a p ¢0.05. -

E/RDC = Remojada, descascarillada y co

cida a 90°C + 2°, por 30 min.

E/DHS = Diferencia minima significativa.



meq/Kg de rmueslra seca para la muestia remojada-descascarillada-cocida; las
mueslras fermentadas 24, 48 y 72 hs mosltaron valores de 18.0, 7.8 y 1.0 meq/Kg de
muestra  seca, respectivamerte.  £stos  valores  reflejan Jas  cardoleristicas
organoléplicas  de las muesbas. Fara 1o mueslra liturada no se percibié
sensotialmente un olor & rancidez. La muestia remojada-descascarilfada-cocida
presento un alte a1 ado de rancidez: posiblernente por ta tanstosmasion de fos acidos
grasos insalurados a cornpuestos mas sencillos coma rmetil-oxon nanoato y propanal
enlre otros: debido o la aplicacion de teraperatura, sin emnbarao, a medida que fue
avanzando lalermentasidn, el grado de rancidez ue distninuyendo.  coincidiendo con
lo reportado por Fraskel (1931). Esto sugigre que R[hizopus oligosporus  podria
producit un antioxi® whe que relarda la  interaccidn: sin embargo  se requiere de
mayotes invesligaciones acerea de la actividad antioxidante de praductos termentados.
Cabe mencionar que 1os tocoferoles son antioxidantes naturales efectivos en muchos
alimentos y han sido probados en jaman, mantequilla, locino y manteca de cerdo,

enlre olros (Kannery col., 1986).

9. Taninos

Enla Tabla 17 se observa que la muestra triturada tuvo una mayor concentracién de
taninos que el resto de las muestras, siendo de 400 mg/100 g de muesira seca. Las
muestras remojada, remojada-descascarilada-cocida asi como las fermentadas
mostraron un valor de 20 mg/100 g de mueslra seca. Las leguminosas normalmente
contienen faninos los cuales interaccionan ¢on las proteinas formando complejos y

disminuyendo la digestibilidad y su solubilidad. También se ha reporlado que los
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Tabla 17. Contenido de taninos en muestras

de garbanzo fermentadol/

Muestra mg/100g de muestra seca
Triturada 400b
Remojada 202

roc2/ 202

2anr2/ 202

48uF 202

720P 20?

DMs (0.05) 12

1/

~’Promedio de tres fermentaciones por
triplicado, los valores con la misma
letra no son significativamente dife
rentes a p<0.05.

z/RDC = Remojada, descascrrillada vy
cocida a 90°C + 2°, por 30 min.
3/ HF = Horas de fermentacion.

i/DMS = Diferencia minima significativa.



taninos disminuyen la disponititiad de vitaminas y minerales (Reddy y col., 1935;
Prasad, 19905, La semilla complela conliecne de 78 a 272 mq. mienlras que los
coliledones ccitienen de 16 a 22 mg/100 g de muestra seca (Chavany col., 1986). La
mayor cantidad de taninos se encuentran localizados en la ¢ascara. Las diterencias en
el color de 1 cdscara patece estar relacionada con ta variacion en el contenido de
politenoles, Procesos como: temojo, descascarilado, cocido y germinado reducen
considerablemente ta canlidad de laninos: el aparerde doectemento en polifenoles
puede deberse al «ndmeno de liviviacidn y solubilidad de éstos, ya que a ternperaturas
etevadas fa solubilidad es mayoer  (Feddy v col, 1985). Barroga y col. (198%)
reportaton que dutanle ~ temoejs en 39, 2sta puede proveer un medio ambiente
favorable para que 1as interacciones proleina-taning se incrementen promoviendo fa
formacion de complejos insolubles. Prasad (1990) observd que con solventes
ofganicos la extraccidn de politenoles era muy pobre y que con mezclas de solvenles
organicos con agua se mejoraba. Posiblemente el debilitariento de los puentes de
hiddgeno asi como el incremento en 1a alcalinidad del medio y la lonizacién de los
compuestos polifendlicos faciliataban este tendmeno. Los resultados oblenidos en esle
estudio corresponden con la disminucion observada durante el remojo y remojo
descascarillado y cocido. Kheterpaul y Chauhan (1991 encontraron que la
fermentacién nalural de mijo perfado a 309C no redujo el conteriido de polifenoles.
Resultados similares fueron oblenidos en este estudio ya que durante 1a fermentacién
no hiubo disminucion en el contenido de laninos: el decremento de estos compueslos
se presentd, como se indicd antes. en la parte del procedimienlo previa la
fermentacion. Probablemente 1a tormacion de complejos insolubles y una baja

reactividad de los taninos impidan al hongo acluar sobre ellos.
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10. Digestibilidad in vitro

Existe mucha variacién en jos valores de digestibilidad reportados (o que quiza
sugiere, enlre vlros aspectos, una diversidad genética en cuanto a la calidad de la
proteina existente en el garbanzo (Chavan y col. 1956). Los resultados ciiconttados en
este estudio se encuentran reportados en la Tabla 18, La digestibilidad de todas las
ruestras fue significalivan-nle diferente. La muestra titurada mostré un 73% de
digestibilidad. Jood y vol. (1989) 1 epoitaron digestibilidades /n vifro de 48 a 53% para
diterentes variedades de garbanzo. Laurenay col. {1991) reportaron digestibilidades /n
vifro - 70.12 a 72.57% para algunas lequminosas de Filipinas, las cuales son muy

semejantes a las obtenidas en este estudio,

En general la proteina de las teguminosas es dificil de digerir y causa desérdenes
estornacales cuando se consurmern; s¢ desconoce si los efectos son debidos a una
rapida descarga de las proteinas en el inteslino o a wna resistencia a la hidrélisis
proteica por las enzimas qastrointestinates. Otfros faclores implicados en la baja
digestibilidad de las proteinas son la presencia de laclores antinutricionales como
polifenoles e inhibidores de proteasas. En las muestras remojada y rernojada-
descascarillada-cocida se enconlraron valores de digeslibilidad de 82 y §5%
respeclivamente. Esto sugisre que lanlo el remojo como la coccidn eliminan algunos
faclores antinutricionales pudiendo influir en la digestibilidad de las proteinas de
legurninesas (Jood y col, 19539 Khelarpaul y Chauhan, 1999; Laurena y col., 1991),
Durante la lerrnentacion se obtuvieron valores de digestibilidad de 74 2 71%  enlre las
24y 72 hs. Estos valores posiblernente se oxplican debido a que el hongo tuvo una
gran actividad proteolitica durante la ferrentacion, por lo lanto las proteinas ya

alcanzaron los niveles rmaximos de degradaciéon no observandose un incremento muy
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Tabla 18. Digestibilidad "in vitro" . de
1y =

garbanzo fermentado~’.

Muestras % Digestibilidad
Triturada 73¢
Remojada 82°¢

RDCZ/ 85f
24n¢3/ 749

a8uF 72P

720F n?

1/

Promedio de tres fermentaciones por

triplicado, los valores con 1la misma
letra no son significativamente dife
rentes a p ¢ 0.05. -
2/

~’Remojada, descascarillada y cocida a
90°C + 2°, por 30 min.

HF = Horas de fermentaciém.

3/



marcado con respeclo a la trilurada.  Fernandez y Eerry (192%) encontraren una
disminucion enla digestibilidad /n vito  de garbanzo contorme ttanscurrio el iempo
de qerminacion. sin etbatgo fos valores de retaion de eliciencia prot-ica y la
ulilizaciéon neta de proleina se incrementaron. Frasad (1990) encontré diterencias
cuando agregaba una enzima o una mezcla de dos enzimas en los valores de
digestibilidad /n viro  para la misma muestta de girasol. En cualquier caso, seria
deseable elecluar pruebas J/n vfvo para conocer mejor las razones del

comportamiento observado.

E. Efecto de la fermentacidn szobre el color del

garbanzo

Durante la fermentacion se observaron cambios de color Hunter en las rmuestras, lo
anterior se presenta numéricamnente en la Tabla 19. La muestra lriturada no mostrd
diferencia significativa con respecto al resto de las demas en el valor Hunter "L"
(lurainosidad), es decir tuvieron tendencia al blanco y al valor det estandar de 91.2, El
valor Hunter "a" de la triturada fue diferente significativamente con respecto a las ofras.
Lo anterior se debe a que la muestra triturada presentd pigmentos en la cdscara que
oscilaban del anaranjado al caté dando corno resultado un obscurecimiento en ella, y

también presentd una ligeratendencia al color verde,

En el remojo y remojo-descascarillado-cocido se elimind la ¢dscara por lo que ambas
muestras fueron diferentes significalivamente con respecto a la Wilurada. Eslas
muestras presentaron una lendencia mayor respeclo a la anlerior al color verde, La

mueslra fermenlada 24 hs moslrd diferencia signiticativa con respecto a las tres
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Tabla 19. Cambios en el color Hunter durante la fermentacion de garbanzo-

1/

Muestra LZ/ ag/ bz/ Acg/ ABZ/

Triturada 77.82 -0.55%P 22.29 23.9% 2747
Remojada 80.02 -1.26° 12.82 14.5° 18.3%
roc3/ 80.22 -1.3° 13.3%P 15.0° 18.6°
2anrd/ 78.82 -1.02°¢ 16.8° 18.59 22.3¢
4BHF 78.7% -0.532 16.52¢ 18.2° 22.1°
720F 75.42 -0.502 19.7%4 21.4% 26.6°
oMs (0.05)3/ 5.0 0.1 0.2 0.1 0.1

17

no son significativamente diferentes a p(O ()5.
+ (be~bm) : AE =

2/L = 91, 21- a=20.1; b = -1.7;

(ae-am) + (be-bm)%]&

I
X
=
3
[}

Horas de fermentacién.

§/DHS = Diferencia minima significativa.

Remojada, descascarillada y cocida a 90°C + 2°

por 30 min.

Promedio de tres fermentaciones por triplicado, los valores con la misma letra

+



mueshias antetiores y con respecto a las fermentadas 4% y 72 hs, La lendencia para
eflas twe un ligero deplazamisnto hacta e cotor rojo. Ef valer Huniter "b” de {a muestra
rituradatue diferente con respecto alas demis: presentd una fuerte tendencia hacia el
color amarillo. La muestra remojaday remojada- descascariflada-cocida al eliminarles
la cacara presentaron valores con lendencia hacia el azul siendo  diterentes
signilicativamente ¢on respects a las muesttas fermentadas. Durante fa termentacion
las muestras presentuon diferencias significativas enlie si pero con una lendencia
raayor hacia el color wnatillo. La diterencia de cromalicidad (AC) presentd diferencias
significativas entre las muestras: la muestta tibirada presento la  diterencia mayor,
seguida de la lermentada 72 hs. Tanly 1o rmevsslra tritweda comoe lermentada
presentaron coloraciones obocutas debido 2 la presencia de cdscara o inicio de
espaorulacién del hongo por lo que fa diterencia en el color fue mayor, Las mueslras
remojada y remojada-descascarilada-cocida presentaron valores menores en la
diferencia de color que las mueslras fermentadas 24 y 48 hs: duranie la termentacion el
orecimiento del hongo se manifiestd por la presencia de color blanco sobre la
superlicie de los cotiledones lo que incrementd 1a diferencia en el color con respeclo a
las muestras remojada y remojada-descascarillada-cocida pues éslas preseniaron una
mayor tendencia hacia el color amarillo. En general se pudo observai que las mueslras
presentaron colores con lendencia hacia el arnarilto. El cambio de cromaticidad es
importante ya que el consumidor, en el primer cordaclo con los alimenlos, juzga
primeramente por su apariencia y después por su texturay sabor. El valor AE refleja la
relacion entre los valores de luminosidad y color; 1as muestras mosiraron diterencias
significativas enlre si con valores ligeramenie superiores al AC pero con tendencia muy
similar, 1o que indica que el cambio en el color total de la muestira triturada y
fermentada a las 72 hs tue mayor que el que presentaron las muestras fermentadas 24 y

43 hs. Las muesiras remojada y remojada-descascariflada-cocida mostraron los

83



valores mds bzjos que el reste de las muestras pudidmiose observar que la
lurninosidad tuvo un ligero etecto en el valor AE. Las muestras fermentadas
presentaron colores ligeramente mas olaros que la rmuestra original sin que se
afectaran las caracteristicas de aceplabilidad del consuridor puesto que la mayoria
de los alimentos, lanto en forma natural como procesada, Gene un color caracteristico y

bien definido por el cual o consumidor los identifica y acepta.

F. Estudios microscépicos del crecimiento del

hongo =sobre el sustrato

Enla Figura 7 e presenta el crecimiento del hongao sobre el susirato enla superticie de
la mueslralermentada por 24 hs y el entrectuzarniento de las hifas con los cotiledones,

lo que le da a la muestra un aspecto compacto y blanquecino.

Como ha reportado Jurus y Sundberg (1976). la penelracidn del hongo es de la
superficie hacia el centro del cotileddn explicando parcialmente los cambios
lisicoquimicos que ocurren durante la ferrmenlacion, En la Figura 8 se observan cortes
ransversales en dilerenles etapas de la fenmentacion. €n (a Figura Ba se fiene la
muestra triturada en ta cual sus estrucluras aparecen integras cbservandose la parte
almidonosa rodeada de proteinas. En la Figura 8b se muestra un corte ransversal de
una muestra remojada-descascarillada-cocida, pudiéndose observar un cambio en la
textura de la rueslra y una organizacién diferente. En la Figura 8¢ se frata de un corte
transversal de una muestra termentada por 48 hs; aqui se pudo observar el crecimiento

del hongo entre los cotiledones asi como su penelracién en el sustrato formando una

masa compacta de lextura agradable y color blanco, En la Figura 2d se rmuesira el
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Microfotografia electrdnica de barrido (MEB)

Figura 7.
del crecimiento del hongo sobre el sustrato
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crecimiento del hongo sobre ta supetficie de los coliledones y el crecimiento de fas

hitas intracelutarmente.

Enla Figuia 9 se aprecia el ¢recimiento del hongo sobre el sustrato  observandose
algunas de las eslrucluras microscépicas caracteristicas como son fas hifas y el
cuerpo reproductor con esporas. Esta estruclura correspondié con la eslructura
observada en el ind-ulo comprobandose que ta termentacion se realizé6 con hongo

Rhizopus oligospoius .
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eligosporus.
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V1. CONCLUSIONES GENERALES

A. Frocedimierto mediante fermentacidn =6lida que
permite el aprovechamiento de garbanzo de baja
calidad comercial.

La rmuestra triturada se remojo durante 16 hs er un medio acido, ka eliminacion de 1a
casvara se hizo friccionands (os danos manialmente y separando fas cdscaras por
flolacién en agua. El descatcarillado elitning 1o coloracion obsoura e irreqular de la
muestra otiginal obteniendo un sustrato mas claro y accesible al ataque del hongo,
Los produectes ‘epmentadios 74 y 49 hs presentaron  Goictaciones mas claras con

respecto a ka muestra original,

El pH del agua de remojo debe de ser lo suficierternente Goido (3.1) para evitar la
conlaminacion bacleriana y penwitie el crecimiento del hongo a partir de un sustrato
ligerarnente dcideo,

La cocaion a 90+29C por 30 min permilio un crecimiento adecuado del hongo lo cual

produjo cambios importantes en la composicion y solubilidad del sustrato.

La densidad def indculo fue de 1 X 108 esporas/mi de suspensién y se adicionaron 5
ml de esta suspension por cada 200 g de sustralo,El volumen de indculo asi como el
grosor de aproxinmadamente 1 cm del sustralo permitio el crecimiento adecuado del
hongo y litnité el crecirsionto bacturiano (o cual favorecio fa vblencion de un produclo

fermentado con caracleristicas hornogéneas y reproducibles para este estudio,
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Las bolsas de plastico con perforaciones resullaron adecuadas para preparar
diferentes cantidades de produclo con caracteristicas deseables, ademds se frata de

un material de bajo costo y disponible en el mercadto,

Después de probar con diterentes temperaturas y tiempos para que se llevara a cabo la
fermentacion. se encontréd que la tempetaluta de crecimiento mas conveniente, tue de

379Cycon un periodo de termentacion de 48 hs,

Este sustrato resuita ser win medio de cultivo de bajo costo relativo al =ual no hay que

adicionarle ningan ofro tactor de credimiento.

B. Efecto de la fermentacidén en el crecimiento

microbiano

Las condiciones aséplicas en las cuales se prepard el sustrato y la inoculacidn
permilieron el crecimienlo adecuado del hongo y limitaron el desarrollo bacteriano. El
producto oblenido no presentd crecirniento bacteriano con riesgos sanitarios dado
que fue un produclo con cuenta de bacterias mesofilicas bajas y no se deteclaron

bacterias coliforrnes ni Salmonella de donde se deduce una buena calidad sanitaria.,

C. EBfecto de la fermentacién sobre la «omposicidn

y el valor nutritivo del garban:zzo

La fermentacidn produjo un aurnento en las concenlraciones de proteina total, proteina

verdadera y grasa, mientras que redujo las concenlraciones de carbehidralos, cenizay
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fibra cruda. La solubilidad de proteina en agua y agua alcalinizada, sclubilidad de
carbohidralos en efano! y acidez titulable aumentaron signilicativaniente durante 1a

fermentacion.

E!l hongo durante su crecimiento consumié &cidos grasos no saturados. Sin embarge.
a fas 48 hs de fetmentacion se incrementaron los niveles de jcides grasos comc el

behénico, palriitico, estedrico, oleico. linoleico y en cantidades menores el linolénico.

El remojado-descascarilado- cocido disminuyad los niveles de laninos lo que implica un
mejoramiento del valor nulriciona! La digestibilidad de la proleina in vilro aumentd en
las primeras elap s del proceso ¢ »ietmentacion sir embargo, durante L fermenlacién

se mantuviernn 10 niveles criginales.

D. Efecto de la fermentacidédn s=sobre el color del

garbanzo

Se observé que durante el remojo y remojo-descascarillado-cocido el color de la
mueslia se hizo un poco mas claro; a lo largo de la fermentacién los valores de DC y

DE disminuyeron ligeramente pero el color se rnantuvo con caracleriticas deseables,

E. Estudios microscépicos del c¢crecimiento del

hongo sobre el sustrato

Se observé que el garbanzo s un susttalo adecuado para el crecirniento y
esporulacién del hongo dado que las estructuras microscopicas del hongo inoculado

corresponden con la esfructura observada sobre ¢l suslrato.
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A partir de estas investigaciones preliminares es posible sugerir el ernplea de garbanzo
porquero de baja calidad comercial el cual es susceplible de cer fransformado
mediante termentacion en el estado salido en un producto con caacleristicas basicas
adecuadas pata set etnpleado prncipahinente en la aimentacion humana.,  Sin
embargo, debe erdalizarse que estas investigaciones preliminares deben  ser
conlinuadas a objeto de conocer con mayor delddle los aspectes que no fueron

cubiertos «n este frabajo.
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VII. APORTACIONES ORIGINALES DE ESTE TRABAJO AL
CONOCIMIENTO CIENTIFICO

- Se elaboro un producte fermentado a partir de garbanzo de baja calidad comercial,

- Se decarntolld un método sencillo para la eliminacion del color obsouro de la cascara,

- Se evalud el electo de la terraentacidn por Alizopus ofigosporys sobre la proteina,

sciidos totales. grasay taninos.

- Se observaron aunenios en la cotcenhracion de p oteina y grasa en el garbanzo

debido al consurno de carbohidralos por of hongo asi como por 1z ¢liminacién de la

cascara.
- Se investigaron los carnbios en carbohidratos solubles en elanol, actividad acuosa,

valor de perdxidos, aclividad de proteasas y solubilidad de proteinas: factores que no

habian sido evaluados anteriormente en este lipo de fermentacidn.
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