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RESUMEN

1. RESUMEN

La fermentacién sélida es una alternativa para el mejoramiento de la calidad nutricia
de las leguminosas, ya que se ha reportado que ocurre una disminucion de factores
antinutricionales como los inhibidores de proteasas, fitatos, etc. Uno de éstos es el tempe,
que es una torta que resulta de la fermentacion solida de leguminosas por hongos. Uno de
los mas conocidos es el que se elabora con una matriz de soya, y se conoce como Tempe
kedele. Es consumido en Indonesia y actualmente se consume en Canada, Holanda, el

oeste de India, Estados Unidos y Japon.

En México el cultivo de las leguminosas es muy antiguo. En algunos casos existen
evidencias de uso en la alimentacién entre las culturas prehispanicas por mas de 4,000
afos, como es el caso del frijol; y en otras mas, como el garbanzo, su cultivo va intimamente

ligado con la llegada de los espafioles.

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una buena fuente de carbohidratos y proteinas;
contiene una buena cantidad de tiamina y niacina, minerales (calcio, fésforo, hierro,
magnesio, potasio) y una cantidad de acidos grasos (oleico, linoleico), sin embargo, es
deficiente en aminoécidos que contienen azufre. Asimismo tienen atributos indeseables
como por ejemplo fitatos, inhibidores de proteasas, y compuestos polifenélicos, los cuales
pueden ser reducidos o eliminados antes de su utilizacion.

Requiere de un tiempo de coccion largo para su consumo.

En México se cultivan dos variedades de garbanzo segun el tamafio y el color: a) el
garbanzo café y pequefio, denominado porquero o forrajero, destinado casi en su totalidad a
la alimentacion de cerdos, ganado lechero y pollos, b) el garbanzo blanco y grande para

consumo humano, destinado en su mayoria a la exportacion.
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La variedad del garbanzo porquero presenta un gran contenido de grasa (3.0%) y de
fibra (9.2%) y por esto se utiliza en la alimentacion animal.

Es importante aumentar el consumo de leguminosas, especificamente del garbanzo

(Cicer arietinum), ya que es una alternativa al consumo de leguminosas en México.

El objetivo de este trabajo es establecer las condiciones para el acondicionamiento
de la variedad porquero, para la elaboracién de un alimento fermentado similar al tempe,
igualmente, determinar el efecto de la fermentacion sobre la reduccion en la concentracion
de los oligosacaridos antinutricionales (rafinosa y estaquiosa) en esta matriz, ya que estos

oligosacaridos son responsables de la flatulencia, que afecta la digestion humana y animal.
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2. INTRODUCCION

Los alimentos fermentados son aquéllos en los que se involucra el crecimiento y
actividad de un microorganismo, éstos pueden ser bacterias, levaduras, mohos, mezclas de
mohos y levaduras asi como un cultivo mixto de bacterias y levaduras. En particular, en la
elaboracion de tempe se utiliza un moho (Rhizopus oligosporus) como microorganismo

responsable de la fermentacion sobre una leguminosa (garbanzo, soya, haba, etc.).

La fermentacion de las leguminosas ocasiona cambios benéficos y nutricionales muy
importantes, debido a que se producen enzimas que modifican la materia prima y sintetizan
otros compuestos responsables de nuevas caracteristicas organolépticas. Asimismo, se
asocia una diferencia en el valor nutricional ya que se producen algunos aminoacidos y con
ello aumenta su disponibilidad; se ha reportado también que durante la fermentacion
aumenta el contenido de algunas vitaminas, se facilita la digestibilidad del producto final y
hay disminucion de compuestos antinutricionales. Existen compuestos como la rafinosa y
estaquiosa que son los responsables de las flatulencias, por lo que su presencia disminuye

el consumo de estas leguminosas en la dieta humana y animal (Garcia, 1993).

El garbanzo (Cicer arieinum L.) es una leguminosa, cuya produccion en México
ocupa actualmente el quinto lugar a nivel mundial, esta produccion ha disminucién en los
altimos dos afos. Esta leguminosa es una buena fuente de proteina (proteina cruda 20.9%),
carbohidratos (69.8 %), lipidos (6.1 %) y algunas vitaminas (tiamina, niacina, acido
ascorbico), sin embargo no es utilizado ampliamente para alimentacion humana y animal
debido a sus propiedades antinutricionales, como son los fitatos, los oligosacaridos

(responsables de la flatulencia). Se requiere ademas un tiempo largo de coccion.
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Dichos oligosacaridos pertenecen a la familia de la rafinosa y en el garbanzo estan
presentes rafinosa y estaquiosa y son los responsables de la flatulencia en animales y

humanos (Van Buren, 1994 y Sanchez et al., 1998).

En este trabajo se estudiara el destino que tienen los oligosacaridos que estan
presentes en el garbanzo, y que son responsables de la flatulencia, durante la produccion y
fermentacién del tempe hecho a base de esta leguminosa, ofreciendo como una alternativa
para un aumento en el consumo de esta leguminosa en nuestro pais, como alimento

fermentado.

Vi
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1. ANTECEDENTES

Los alimentos fermentados de origen animal o vegetal estan distribuidos en todo el
mundo y son objeto de estudio. El objetivo primordial de la fermentacién en cereales y
leguminosas no es soOlo su preservaciéon sino que ademas la modificacion de sus
propiedades organolépticas y nutricionales (Nout and Kiers, 2005). EIl tempe es uno de

estos productos, que es una alternativa para el consumo de leguminosas.

1.1. ALIMENTOS FERMENTADOS

Los alimentos producidos por accién de microorganismos han existido desde tiempos
muy antiguos, existe referencia en bibliografia que data en el libro chino del afio 2838 a.C.
en donde se menciona que la leguminosa mas utilizada es el frijol de soya, de las cuales se
obtienen una gran variedad de alimentos fermentados orientales. Del gran namero de
fermentaciones autéctonas, solo se tiene informaciéon de unas cuantas, pero a fines del siglo
XIX se comienza a reportar sobre la descripcién del producto, la accién del microorganismo
sobre el sustrato y el aislamiento del microorganismo involucrado en los alimentos y
bebidas fermentadas (Garcia, 1993).

Los alimentos fermentados de origen animal o vegetal estan distribuidos
ampliamente en el mundo y actualmente se ha incrementado el interés en el estudio de
estos productos. Se tiene una clasificacion de los alimentos fermentados autoctonos de
acuerdo al microorganismo involucrado en el proceso y existe otra clasificacion de acuerdo

al sustrato utilizado.
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En los alimentos fermentados de acuerdo al microorganismo utilizado en el proceso se tiene:

* Alimentos fermentados por mohos, como el kecap y el sufu, donde se utilizan géneros
de Rhizopus, Mucor, Aspergillus y Neurospora.

* Alimentos fermentados por bacterias, en las que predominan las bacterias lacticas y
las del género Bacillus. En este caso existe una amplia aplicaciébn de este género
como lo es en verduras, pescados, lacteos y granos, algunos ejemplos son el kecap,
el natto, el thua-nao, el ogi, el gari, el pulgue mexicano, el buttermilk y el yakult entre
otros.

e Alimentos fermentados por mezcla de mohos y levaduras, dentro de este grupo
encontramos, el inoculo, el ragi en donde se encuentran especies de los géneros de
Rhizopus y Mucor, combinado con levaduras del género Candida, Encomycopsis y
Saccharomyces.

* Alimentos fermentados por cultivos mixtos, como el kéfir y el koumiss, siendo
producto de la fermentacion de levaduras y bacterias lacticas. En México se preparan

el vinagre y el tepache a partir de frutas (Garcia, 1993).

Existe otra manera de clasificar a los alimentos fermentados tradicionales la cual se basa en

estudio del sustrato utilizado, de esta manera también se tiene los siguientes casos:

* Alimentos elaborados a base de cereales, como el maiz, sorgo, mijo, arroz y trigo,
con los que se elabora el pozol, kenkey y ogi entre otros.

* Alimentos a base de nueces y otras semillas como el oncom.

* Alimentos elaborados de tubérculos como el gari.

* Alimentos a base de frutas y verduras, como el tepache y el kimchi, respectivamente.
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Dependiendo de la manera de clasificar a los alimentos fermentados, la mayor parte
de éstos se preparan por procesos de fermentacién en estado sélido y dentro de los
alimentos fermentados por mohos se encuentran el kecap, el tempe y el oncom de origen
indonesio y se utiliza principalmente a Rhizopus oligosporus como el responsable de la

fermentacion sobre granos de soya y cacahuate (Mathews, 1989 y Steinkraus, 1995).

1.2. TEMPE

Los alimentos fermentados son elementos esenciales de dietas en todas las partes
del mundo. Nosotros conocemos la gran contribucion de los quesos, otros productos lacteos
fermentados, encurtidos, salsas fermentadas, vinos y cerveza que han formado parte de la

dieta del occidente al mundo.

Del gran numero de fermentaciones autoctonas se tiene informaciéon completa solo
de unas cuantas. Afines del siglo XIX comenzaron a reportar alimentos y bebidas
fermentados. Estos estudios solo consistian en la descripcién del producto, el aislamiento
del microorganismo asociado y la accion de dicho microorganismo sobre el sustrato, hoy en
dia los estudios son mas avanzados y especificos, dando lugar a productos fermentados

sofisticados.

En los alimentos fermentados autdctonos mas tradicionales se encuentran el oncom
y el tempe de origen indonesio, donde la matriz es de cacahuate y granos de soya,
respectivamente; el miso y el hamanatto de origen japonés, alimentos fermentados a partir

de una matriz de cereales con indculos de hongos, levaduras y bacterias.

El tempe, es una torta que resulta de la fermentacion sdélida de leguminosas por
hongos. De los mas conocidos es el que se elabora con una matriz de soya, se conoce
como Tempe kedele y es originario de Indonesia, donde se elabora a nivel casero (Garcia,
1993).
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El producto fermentado es una torta compacta blanca y de olor fresco y limpio, esto
es por que el micelio del hongo no sélo crece sobre la superficie de las leguminosas si no
gue también crece sobre los cotiledones del grano, sin embargo, este alimento no se

consume crudo.

La fermentacion del tempe es similar a la de un queso, es una fermentacion en la
gue existe una hidrolisis de proteinas y lipidos, teniendo como consecuencia que el sabor
llega a fortalecerse por la presencia de los acidos grasos libres y el color blanco inicial de la
torta comienza a desaparecer debido a las esporas producidas por el hongo, cuando se

acerca el final de la fermentacion.

El tempe constituye una fuente importante de proteinas que se consume actualmente
en Indonesia, Malasia, Holanda, Canada, Oeste de India y en algunos estados de Estados
Unidos, producido por inmigrantes de Indonesia (Steinkraus, 1995). Actualmente se ha
incrementado su produccion comercial en otros paises. La torta es cortada en rebanadas de
diferentes tamafos, son colocadas en salmuera para posteriormente ser horneadas, asadas
o fritas, acompafiando ensaladas con otras verduras, sustituyendo en algunos casos la

proteina de origen animal.

Este alimento autéctono es consumido y producido en todas las partes de Indonesia,
actualmente se produce comercialmente en Canada, Holanda, el oeste de India, Estados
Unidos y Japon (Steinkraus, 1995 y Nout and Kiers, 2005). En Indonesia el tempe es

consumido como un sustituto de carne.

En Meéxico existe una amplia variedad de alimentos tradicionales fermentados
indigenas que aun no han sido estudiados con detalle, a diferencia de los alimentos

fermentados orientales como el tempe, pero no debemos olvidar que estos alimentos
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fermentados son con una base de cereal en este caso es el maiz, o que no impide la
utilizacién de nuestras leguminosas como el frijol, el garbanzo, etc., leguminosas que en
nuestro pais también se producen y que se pueden utilizar como matriz de alimentos

fermentados.

1.3. FERMENTACION SOLIDA POR HONGO: TEMPE

Los alimentos fermentados de origen animal o vegetal estan distribuidos en el mundo

y son objeto de estudios detallados.

El objetivo primordial de la fermentacion de cereales y granos, no es su
conservacion, si no mas bien es la modificacion de sus propiedades organolépticas y
nutricionales. La fermentacion del tempe se lleva a cabo por la accion de un hongo que en

este caso se trata de Rhizopus oligosporus.

Los hongos son organismos multicelulares filamentosos, que pueden tener un cuerpo
carnoso en el caso de los hongos macroscopicos y en el caso de hongos microscéopicos
estan los mohos y hongos filamentosos. Todos los hongos son quimioheterétrofos, requieren
de compuestos organicos como fuente de energia y de carbono. La mayoria de ellos son
aerobicos o facultativamente anaerdbicos, contribuyendo significativamente a la

descomposicion y reciclaje de nutrientes (Nout and Kiers, 2005 y Tortora, 1995).

Los hongos filamentosos pueden reproducirse asexualmente por fragmentacion de
sus hifas, ademas se pueden reproducir sexual y asexualmente por la formacion de esporas,
de esta manera los hongos filamentosos pueden ser clasificados e identificados por el tipo

de espora que producen, como en el caso de Rhizopus oligosporus que produce
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esporangiosporas. El crecimiento de los hongos es comun en ciertas condiciones, crecen en
un pH de 2.0 a 5.0, en presencia de oxigeno, sobre cualquier superficie con azucares, son
capaces de metabolizar carbohidratos complejos, crecen a baja actividad acuosa (Ay 0.7), a
diferencia de las bacterias no necesita grandes cantidades de nitrdgeno, es por esto que los
hongos pueden desarrollarse en condiciones criticas de pH, presion osmotica, humedad y

ciertos nutrientes (Owen, 1989 y Tortora, 1995).

En particular se ha reportado que la adicion de potasio estimula el crecimiento de R.
oligosporus, (Pefialoza et al, 1991); también que es capaz de crecer a concentraciones muy
bajas de O, (0.2%), (Lin and Wang, 1991); requiere de una temperatura Optima de
crecimiento de 37°C y su crecimiento se ve inhibido por 5-10% v/v de dioxido de carbono
(Nout and Kiers, 2005).

Diferentes especies de hongos han sido reportadas en la literatura como
responsables de la fermentacién sélida en leguminosas, algunas de estas especies son del
genero Rhizopus, dentro de ellas tenemos a R. oryzae, R. stolonifer, R. arrhizus, R.
formosaensis, R. achlamydosporus y R. oligosporus Saito, siendo ésta ultima la principal
especie utilizada en Indonesia en la preparacion de tempe y ésta no depende del lugar de
donde es producido.

El hongo utiliza diferentes fuentes de nitrogeno y carbono, los azlUcares mas
comunes son glucosa, fructosa, galactosa y maltosa, con los cuales se obtiene un
crecimiento excelente. Varios aceites vegetales pueden ser sustituidos por azucares como
fuente de carbono. Principalmente los acidos grasos son la fuente primaria de energia para

llevar a cabo la fermentacion sélida.



ANTECEDENTES

Rhizopus oligosporus es un hongo altamente proteolitico, por lo que se han
observado dos sistemas enzimaticos: uno tiene un pH 6ptimo a 3.0 y el otro a 5.5, tienen
una actividad maxima a 50 — 55° C y son bastante estables a pH de 3.0 — 6.0, pero
rapidamente desnaturalizados a pH de 2.0 o cerca de 7.0. Ademéas de esta actividad
proteolitica se suma la fuerte actividad de la lipasa, pero baja la actividad de amilasas (Ruiz,
1996). Tampoco requiere de mucha aireacion como muchos otros hongos, de tal manera
que si no se cuida ésta y por el contrario se favorece un exceso, tendremos una

esporulacion temprana por el metabolismo del hongo.

El objetivo de la fermentacion soélida no solo es representar una alternativa
tecnoldgica para conservar una gran variedad de leguminosas o cereales, principalmente, es
obtener una calidad nutricional y productos comestibles con caracteristicas sensoriales

palatables.

Durante la fermentacion sélida ocurren muchos cambios en los granos de las
leguminosas. Aumenta la concentracién de nitrdgeno soluble de 0.5 a 2%, los lipidos son
reducidos en un 22.5%. Aumenta la riboflavina, niacina y biotina aumentan mientras que la

tiamina disminuye (Mathews, 1989).

También se han llevado a cabo muchos cambios quimicos incluyendo la destruccion
de la textura de los granos y la produccién de uno de los compuestos antibacterianos.
Ademas disminuyen los factores antinutricionales de dichas leguminosas, tales como el
contendido de fitatos, asi mismo, el tiempo de coccion disminuye. La digestibilidad de los
granos fermentados aumenta, el contenido de la vitamina Bi, puede aumentar cuando en la
fermentacién hay contaminacién con la bacteria Klebsiella pneumoniae, ya que R.

oligosporus no produce dicha vitamina.
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Finalmente el inéculo puede ser obtenido de diferentes fuentes como lo es un
fragmento de tempe con una fermentacion avanzada y que presenta esporulacion, otra
manera es deshidratar y moler el fragmento de tempe con esporas del hongo y rociarlo
sobre la matriz, generalmente 1 a 3 g de esta masa deshidratada son usadas para inocular
1,000 g de cotiledones de la matriz. De esta manera se realiza la elaboraciéon de tempe
tradicionalmente ya que las personas guardan rebanadas de producto fermentado

anteriormente para elaborar nuevo tempe.

1.3.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FERMENTACION

Asi como el tipo de microorganismo y el tipo de carbohidrato que es fermentado
intervienen en el proceso de fermentacion en sistemas de alimentos, existen otros factores

como el pH y la temperatura.

El pH: la mayoria de los sustratos de alimentos fermentados tienen un pH de 7 como se
indica en la Tabla I, en la mayoria de estos sistemas el pH esta en un intervalo de 4 - 7y la
mayoria de los microorganismos se encuentran viables para crecer en este intervalo. Por
ejemplo, un intervalo de pH, en los jugos de frutas, es de 3 — 4, de tal modo que favorece el
crecimiento de levaduras y hongos en la elaboracion de vinos. Debido a que muchos de los
productos de fermentacion son acidos, durante la fermentacion el pH puede cambiar, al igual
gue las condiciones que son favorables para otro tipo de microorganismos y pueden cambiar

las condiciones de crecimiento.
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TABLA I Intervalo de pH de diferentes sistemas de alimentos en los

gue puede llevarse acabo una fermentacion (Koivistoinen, 1980).

SISTEMA pH
Leche 6.5-7.0
Carne 55-6.5

Verduras 55-6.5
Fruta 29-45
Pastas 4.5-6.0

TEMPERATURA: debido a que la fermentacién es una combinacion de reacciones quimicas
esto depende fuertemente de la temperatura. Normalmente el proceso de fermentacion se

lleva a cabo a temperaturas cercanas a los 37° C, dependiendo en la duracién del proceso.

OXIGENO: el metabolismo de los carbohidratos es fuertemente dependiente de la presencia
de oxigeno. Sin embargo la solubilidad de oxigeno en sistemas acuosos es extremadamente

baja y normalmente éste no se adiciona a los sistemas de fermentacion tradicionales.

POTENCIAL REDOX: el potencial redox de la fermentacién influencia el medio de
metabolismo especialmente en la llamada fermentacion parcialmente aerdbica, donde esta
presente una pequefia cantidad de oxigeno y consecuentemente la concentracion residual

de oxigeno puede tener un efecto indirecto en la fermentacion.

TIPOS DE CARBOHIDRATOS CONVENCIONALES : tradicionalmente las fermentaciones
en alimentos incluyen la degradacion microbiana del carbohidrato que este presente, por
ejemplo: lactosa en leche; glucosa, fructosa y sacarosa en verduras y frutas; glucosa y

maltosa en pastas.
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De esta manera se provee de una fuente de carbohidrato que no representa un costo en la
fermentacion. Existen algunas otras fermentaciones que utilizan carbohidratos no
convencionales como los oligosacéaridos o bien, lactosa que se obtiene del suero de la leche
(Koivistoinen, 1980).

Por otro lado, la inoculacion puede ser con esporas de R. oligosporus se utiliza una
concentracién de 1*10” o 1*10°(esporas/L) donde las esporas estan resuspendidas en agua
estéril, este inéculo se obtiene de las universidades y de los institutos donde se tiene esta
especie perfectamente identificada. El tempe comercial es elaborado con este tipo de
in6culo, ademas se presentan diferentes alternativas para el mejoramiento de la calidad
nutricional como lo es la adicidon de la bacteria que produce la vitamina Bj,, Klebsiella
pneumoniae, (Ko et al., 1979; Nout et al., 2005; Reyes et al., 2004; Mathews, 1989;
Steinkraus, 1995).

1.4. ELABORACION DE TEMPE

Tradicionalmente para elaborar el tempe se remojan los granos en agua hasta que
es facil remover las cascarillas, manualmente. Algunos prefieren el uso de agua caliente
para realizar el remojo. Después de descascarillar los granos son calentados en un exceso
de agua, son drenados y enfriados. Se mezclan pequefias piezas de tempe previamente
fermentado, un cultivo comercial, son mezclados con los granos de las leguminosas los
cuales son guardados, en hojas de platano y la fermentacion se lleva a cabo en un cuarto a
temperatura ambiente por 24 a 48 h hasta que los granos son cubiertos con el micelio
blanco y forman una torta blanca. La torta es deshidratada y colocada en una solucion
salina, finalmente se frien y se cortan en pequefias piezas se afladen a sopas 0 se

consumen solas.
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En industria el tempe se elabora utilizando los avances en la tecnologia y la
informacion de investigaciones en los laboratorios de universidades, de esta manera se
realiza un remojo en agua acidificada (acido lactico), se elimina el agua y se descascaran los
granos de forma mecanica, se realiza una coccion de 20-30 min en agua, los granos son

drenados y se enfrian a temperatura ambiente.

Posteriormente los granos se rocian y se mezclan con la suspension de esporas del
indculo R. oligosporus NRRL2710 en una concentracién de (1*10° esporas/L) después se
colocan en un cuarto a temperatura de 37°C por 48 h sobre mallas. Finalmente detienen la
fermentacion con calentamiento a 52° C. Las rebanad as son empacadas en bolsas de

polietileno y finalmente se comercializan.

En la actualidad se han realizado muchos cambios en la forma de elaborar tempe
ya que se han hecho innovaciones tecnologicas a nivel casero. El primer paso es el
descascarillado de forma mecanica y no manual, la fermentacion se lleva a cabo en bolsas
de polietileno y no en hojas de platano. No es comun encontrar de un cepa pura, Sino que
ahora, realizan la deshidratacion de los fragmentos de tempe con la fermentacion
avanzada, en donde el hongo ha formado esporas, estas son molidas, hidratadas y
posteriormente los granos son rociados con esta agua que contiene el indculo de esporas y

las bacterias que hacen una primera fermentacién acida.

En la industria no hay fermentacion acida producida por bacterias, ya que el in6culo es una
cepa pura, en donde unicamente las esporas de R. oligosporus NRRL 2710 estan

resuspendidas en agua estéril.
Ademas se ha estudiado que R. oligosporus produce un agente antibacteriano que inhibe el

crecimiento de bacterias como E. coli, Pseudomonas pyocyanea, entre otros géeneros (Ko
and Hesseltine, 1979).
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Gracias a estos estudios ahora, en la industria se ha llegado a la biomasa que es
una representacion tedrica del crecimiento del hongo representado en cambios en los
niveles de oxigeno. Se tiene asi que el oxigeno disminuye 2% y comunmente las

concentraciones de CO», aumentan a niveles de 5-10%.

De tal forma que la fermentacion puede ser monitoreada por la produccion de ATP,
el consumo de O, o bien la produccion de CO,. Estos datos han implicado ser un gran reto
en laboratorio ya que es muy dificil tener una reproducibilidad por las dificultades que se
tienen en reproducir las condiciones en las que el hongo crece, intervienen factores como el
aumento de temperatura, el tiempo de fermentacion, las condiciones de aireacion y el tipo de

matriz que se utilizé (Nout and Kiers, 2005).

1.5. LEGUMINOSAS

La utilizacion de las leguminosas en la alimentacién, para humanos y animales, se
remonta a tiempos inmemoriales. Por su alto contenido proteico se convierten en una fuente
de proteinas vegetales importante y econdmica que adquieren una gran relevancia en
aguellos paises en donde la ingesta proteica es baja y en donde se les llega a considerar
como la “carne de los pobres”. También destacan por su alto contenido de carbohidratos y

en algunos minerales y vitaminas, asi como su bajo contenido de grasa.
Son de distribucién universal y en cada region existe una, por ejemplo, en América

del Sur encontramos cacahuates y ejotes, en extremo oriente soya y garbanzo y en Africa

haba gruesa, por mencionar algunos ejemplos.
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Las leguminosas son semillas secas, limpias, sanas y separadas de la vaina,
procedentes de la familia Fabaceae dentro de las cuales se encuentran: la judia comun,
lenteja, garbanzo, soja, cacahuate y algarroba entre otros. Las leguminosas secas que se
han cultivado tradicionalmente para el consumo humano son el garbanzo, la lenteja, la
alubia, haba y soya. De acuerdo con su composicion existen basicamente dos grupos de
leguminosas las que contienen un alto nivel de proteina y grasa, entre las que se encuentran
la soya, cacahuate y la judia. Presentan un contenido de proteina del 35% y el contenido de
grasa oscila entre el 5y el 45%.

Por otro lado tenemos un segundo grupo que comprende a las leguminosas con
contenido medio de proteina y bajo en grasa. En este grupo encontramos las leguminosas
representativas para el consumo humano, tal es el caso de el frijol, el garbanzo y las habas,
entre otros. Presentan un contenido de proteina del 17-30% Yy de 1% de grasa y contienen

con frecuencia almidon (Norman, 1986 y Astiasaran et al., 2000).

Las leguminosas son ricas en aminoacidos esenciales como lisina y contienen una
importante cantidad de fito-quimicos como el fitosterol, el cual ha sido asociado con la

prevencion de cancer.

La acumulacion de carbohidratos y proteinas durante la maduracién de los granos ha
sido estudiada con mucho detalle, se ha observado que la acumulacion de nitrégeno soluble
disminuye durante el periodo de maduracion del garbanzo (Sing, 1981). Asi mismo se ha
encontrado que hay un aumento en aminoacidos esenciales como histidina, lisina y arginina,;
en la maduracién, los azlucares solubles aumentan continuamente hasta alcanzar una

madurez de 28 dias y en discrepancia comienzan a disminuir a los 35 dias.
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Por otra parte el tiempo de coccion es un aspecto muy relevante, dicha caracteristica
es herencia genética y una de las muchas causas que limitan la utilizacién de leguminosas
en la alimentacion, dicha caracteristica se atribuye a la presencia de fibra dietaria, lignina,
celulosa y hemicelulosa (Singh, 1992). El contenido de humedad varia entre el 5-10%,

facilitando entonces su almacenamiento.

Los procesos de maduracién y recoleccién determinan la textura de los granos, en
este sentido, el contenido en carbohidratos desempefia un papel importante, ya que el
comportamiento en la coccion depende del contenido de almiddn, que determina el grado de

hinchamiento del grano por absorcion del agua y la textura del producto cocido.

Los componentes de las paredes celulares, especialmente las pectinas, condicionan
la elasticidad y por consiguiente la resistencia de la piel (Kaur, 2005) Un aspecto adicional
es que albergan bacterias simbidticas que fijan el nitrégeno del aire, debido a que las raices
poseen unos noédulos tipicos, que contienen bacterias como Rhizobium leguminosarum
(Muller, 1989).

El valor nutritivo de las leguminosas se atribuye fundamentalmente a su elevado
contenido de proteinas y también son fuentes de carbohidratos, lipidos, minerales y

vitaminas, como se muestra en la Tabla Il la composicién quimica de algunas leguminosas.

Son pobres en los aminoacidos azufrados como metionina y cistina, pero ricas en
lisina. Esto no es frecuente en las proteinas vegetales, por lo que este grupo es el
complemento ideal de las dietas de cereales en el que el contenido de lisina es bajo. La
calificacion quimica de la proteina en las leguminosas esta en un intervalo de 18.5 a 21.90

g/100g en granos crudos y un intervalo de 21.3 a 23.7 g/100g en leguminosas cocidas.
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TABLA Il : Composicion quimica de las leguminosas mas consumidas en México (g/100g)
(Hernandez et al., 1987).

HIDRATOS

GRANO PORCION | ENERGIA | PROTEINA [ | oo o e FIBRA
SECO | COMESTIBLE | (Kcallg) CRUDA CARBONG | CRUDA
Alubia 100 330 203 28 586 40

Chicharo 100 345 220 20 64.0 47

Frijol 100 337 14.2 17 67.1 45
amarillo

Frijol 100 320 224 27 52.0 3.9
blanco

Frijol 100 322 218 25 554 41
negro

Garbanzo 96 370 19.0 6.2 61.0 34
Haba 80 345 229 22 615 59
Haba 100 331 254 1,3 57,1 4,9
blanca
Lenteja 100 335 231 14 597 32

El contenido de proteina esta en un intervalo de 14% a 17%, contrastando con 7%-
13% de los cereales, pero es similar al contenido de proteina de la carne 18%-25%, sin
embargo el bajo valor nutricional de la proteina de las leguminosas representa el problema

mas grande de este grupo de alimento.

La fibra dietética causa diferentes efectos fisiolégicos como lo son: alteracién del
transito gastrointestinal, interviene en la disminucion de los niveles de colesterol en el
cuerpo, disminuye los valores de glucosa y lisina, causa flatulencia y alteracion en la
biodisponibilidad de los nutrientes y todo depende de las propiedades y estructuras quimicas

que los diferentes componentes de las leguminosas presentan (Ermetice et al., 2006).
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El garbanzo presenta un alto contenido de lipidos, bajos valores de fibra insoluble y
fibra dietética no se detecta. Cerca de 20 leguminosas son usadas como granos Secos e
inapreciables para la nutricion humana, como las lentejas, frijol y garbanzo se consumen en
poca cantidad y la produccién nacional disminuye cada afio. Se importan anualmente de
México y Chile cerca de 3,000 TM de garbanzo. (Morrow, 1991 y Nielse, 1991).

El garbanzo es la leguminosa que presenta el mas alto valor de proteina y lipidos
totales, aproximadamente 3 veces mas que frijol comun y las lentejas, no se detecta en él
fibra dietaria, asi también influye el proceso de cocinado ya que este proceso puede cambiar

caracteristicas fisico-quimicas de las leguminosas.

Pese a estas ventajas las leguminosas han dejado de formar parte de los habitos

alimenticios debido a aspectos socioecondémicos y a la presencia en su composicion de una
serie de factores antinutricionales, los cuales estan clasificados como termolabiles y
termoestables, que en algunos casos pueden afectar la digestidn, absorcion y metabolismo
de los nutrientes.
Dentro de los termoestables se encuentran los taninos, las isoflavonas, los factores de
flatulencia, los fitatos y las saponinas; los termolabiles son las lectinas, los inhibidores de
proteasas y los compuestos cianogénicos. Sumandose la susceptibilidad a la contaminacién
por hongos productores de aflatoxinas, especialmente en cacahuate y soya.
Afortunadamente las toxinas presentes en este grupo se destruyen tras un remojo durante
12-24 horas seguidas de un proceso de coccion (Sotelo, 1987; Alarcon, 2005 y Astiasaran
et al., 2000).

Las lectinas o fitohemaglutininas presentes en algunas leguminosas son glucoproteinas
capaces de unirse a azucares o proteinas, que disminuyen el transporte de nutrientes a

través de la pared intestinal, precipitacion de eritrocitos y alteracién en el sistema inmune.
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Los inhibidores de las proteasas son sustancias que se encuentran en la fraccion proteica de
las leguminosas y se caracterizan por su capacidad de inhibir la accién de enzimas
digestivas como la tripsina y quimotripsina y como consecuencia las proteinas no son

digeridas adecuadamente y disminuye la biodisponibilidad de los aminoacidos.

Los taninos son compuestos fendlicos capaces de unirse a enzimas y a otras proteinas
mediante puentes de hidrégeno, dando lugar a compuestos insolubles disminuyendo la

utilizacién de los aminoéacidos azufrados y la absorcion de azlcares en el intestino.

Las saponinas, por su parte, estan formadas por un grupo triterpeno (aglicona) unido a una o
mas moléculas de azucar, las cuales producen la hemdlisis y la alteracion de la

permeabilizacién del intestino.

En general las leguminosas tienen de 14 a 17% de proteina; pero la soya y el
cacahuate contienen 30 a 45%. El contenido de lipidos esta entre 1 a 7%, con excepcion de
soya Yy del cacahuate los cuales contienen de 18 a 20% y de 48 a 50% respectivamente, los
cuales constituyen una buena fuente de fibra dietaria y minerales. En cuanto al contenido de
minerales esta en un intervalo de 2 a 5%, siendo buenas fuentes de calcio, hierro y
vitaminas hidrosolubles como la tiamina, la riboflavina y el acido nicético. La composicién
guimica de las leguminosas depende totalmente del cultivo, lugar geografico y sobre todo de

las condiciones de crecimiento.

1.5.1. PROTEINAS

Las proteinas de las leguminosas son principalmente de dos tipos: enzimaticas y
estructurales, los cuales son responsables de las actividades celulares normales, incluyendo

la sintesis de proteinas de almacenamiento y de estructura.
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El contenido de proteina en granos de garbanzo varia de 15 a 29.6%, cabe
mencionar que estos valores incluyen la mezcla de diferentes compuestos de nitrégeno,
incluyendo asi compuestos como aminoacidos libres, aminas, lipidos complejos, bases
purinas y pirimidinas, acidos nucleicos y alcaloides. La composicién de aminoécidos en las
proteinas de leguminosas ha sido estudiada, mostrando que son deficientes en aminoacidos
con azufre y triptofano, pero son ricas en lisina, aminoacido en la cual los cereales presentan
deficiencia (Igbal, 2006).

1.5.2. LIPIDOS

Las leguminosas contienen de 1 a 7% de lipidos, pero también existen casos
especiales como la soya, el cacahuate que presentan del 20 al 40%. La mayoria de las
leguminosas contienen acidos grasos esenciales como los acidos linoleico y linolénico,
acidos grasos esenciales mas importantes, que son requeridos para el crecimiento,
funciones fisiologicas y sostén del cuerpo. El &cido oleico y linoleico son los acidos que se

encuentran en mayor proporcion en cacahuates, soya, garbanzo y lentejas.

1.5.3. MINERALES

Las leguminosas son una buena fuente de minerales como el calcio, hierro, cobre,
zinc, potasio y magnesio, en la mayoria de las leguminosas el potasio aporta del 25-30% del
total del contenido de minerales. Este puede ser utilizado en personas que toman diuréticos
para el control del agua en el organismo y para quienes sufren de excesiva excrecion de
potasio. Las leguminosas también contienen grandes cantidades de fosforo, expresado
como acido fitico, pero sus niveles de presencia pueden ser disminuidos en el proceso de
preparacion. El acido fitico afecta la absorcion y utilizacion de calcio ya que éste precipita

como sales insolubles en el estomago y en el duodeno.
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1.5.4. VITAMINAS

En las leguminosas se encuentran presentes la tiamina, riboflavina y niacina, la
mayoria de las especies contienen uUnicamente pequefias cantidades de caroteno. Sin
embargo esto no contribuye mucho como precursor de la vitamina A para la dieta. El acido
ascorbico desaparece después de un largo proceso de coccién, se sugiere que la presencia
de polisacaridos no digeribles y la lignina, compuestos de fibra dietaria, puede reducir la
viabilidad de Bg para la absorcion intestinal. En comparacion con otros alimentos comunes,

las leguminosas son una buena fuente de acido félico.

1.6. CULTIVO Y PRODUCCION DEL GARBANZO (Cicer arietinum  L.)

El garbanzo (Cicer arietinum L.) pertenece a la familia Fabaceae de las leguminosas
y es una planta de ciclo anual diploide. Se conocen tres variedades que se distinguen por el
color de la semilla: la amarilla, la rojiza y la negra. La variedad amarilla es la semilla mas
grande y es utilizada basicamente en la alimentacion del hombre. Es una planta que se

adapta a climas templados-frios e incluso en climas calido-secos.

En México se cultiva en el noroeste del pais, los principales productores son Sinaloa,
Sonora y Baja California Sur (Reyes et al., 2000). En la actualidad nuestro pais ocupa el
noveno lugar en la produccién mundial de garbanzo y compite en el mercado internacional
con un tipo “extra”, considerado por muchos como el mejor garbanzo del mundo.
Actualmente México produce 165,000 toneladas y exporta 79, 199 toneladas, cerca del 48
% de su produccion (FAO, 2007).
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La India produce el 80 % del total de la produccién mundial de garbanzo, entre otros
paises se encuentran Pakistan, Turquia, Australia y México que contribuyen fuertemente con
la produccién mundial. India ademas de la semilla normal, cultivan hibridos como la variedad

Kabuli y Desi, aunque su produccién aun no es muy notoria.

La produccion comercial del garbanzo lleva mas de 50 afios en nuestro pais. A pesar
de ser un cultivo que no utiliza grandes superficies, su importancia radica en que es un
producto que se destina en mayor medida al mercado internacional. El garbanzo mexicano
se ha ubicado como el mejor del mundo, no solo por su alta calidad, sino también por la
capacidad que ha tenido para introducir diversas variedades al mercado lo que le ha
permitido llegar a mas de 18 paises (INFOASERCA, 1997).

En México se cultivan dos variedades de garbanzo segun el tamafio y el color: a) el
garbanzo café y pequefio, denominado porquero o forrajero, destinado casi en su totalidad a
la alimentacion de cerdos, ganado lechero y pollos, b) el garbanzo blanco y grande para
consumo humano, destinado en su mayoria a la exportacién, como son Surutato, Surutato
77, Sonora, Sonora 80, Macarena y Breve Duro entre otros. La variedad del garbanzo
porquero presenta un gran contenido de grasa (3.0%) y de fibra (9.2%) por esto se utiliza en

la alimentacion animal (Sotelo et al., 1987).

Por su valor proteico, llega a ser utilizado en la elaboracion de formulas lacteas para
infantes en el caso de las variedades Surutato y Breve Duro (Sotelo, 1986 y Alarcon, 2005),
ademas de su utilizacion en la alimentacion animal, en el caso de la variedad “Porquero”, en
los alimentos fermentados tradicionales como lo es la elaboracion de tempe, en los paises

asiaticos.

Los granos de garbanzo son una excelente fuente de proteinas, sin embargo tienden

a acumular cantidades de metales toxicos que forman parte de la planta.
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Las plantas acumulan adecuadas cantidades de metales esenciales como el Fe, Cu,
Zn en los granos, mientras que los metales téxicos como Cd y Cr estdn presentes en
pequefias cantidades, su acumulacién depende de la variedad de garbanzo, esta es una
posible razén de que estas plantas exhiben mecanismos de destoxificacion, como la sintesis
de fitoquelatina. Los estudios de los efectos de residuos de contaminantes con metales
pesados en trazas producen varios efectos fitotoxicos en plantas disminuyendo las
actividades enziméaticas (Gupta, 2006).

El garbanzo es la quinta leguminosa del mundo en términos de produccion total
después de la soya, cacahuate y frijol. En México es una de las leguminosas mas
importantes, actualmente se exporta hasta un 90% de la produccion nacional y el resto es

usado para el consumo animal.

El tamafio y el color dependen del tipo de cultivo. La forma puede ser redonda,
semiredonda, ovalada o semiovalada. La capa exterior contribuye con el 14.5-16.5 % del
peso del grano, los dos cotiledones y el germen contribuyen con el 83-84 %. El color de los
cotiledones es amarillo a café, amarillo, rojizo-café y granos negros, el contenido de proteina
estd en un intervalo de 15-30 % posee una de las mejores calidades nutricionales en la
familia de las leguminosas (Paredes, 1991).

Presenta un indice glucémico bajo, marcando la importancia de este alimento para
personas diabéticas y vegetarianas como una buena fuente de proteinas. El agua que se
absorbe en el proceso de coccion facilita las reacciones quimicas como la gelatinizacion del
almidon y desnaturalizacion de las proteinas, esto gracias a que durante la coccion el agua
penetra los cotiledones y llega hasta el centro de cada grano, afectando directamente sus
propiedades de textura (Gowen, 2007). Se ha reportado que a 37° C se tiene la maxima
absorcién de agua, asi también el aumento de vitaminas como la tiamina y la niacina
(Williams, 1983).
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Es un suplemento adecuado de proteina cruda, aporta energia, proteina y
aminoacidos que pueden soportar con eficiencia el crecimiento de cerdos (Zamora et al.,
1975; Cazarin et al., 1976 y Vladimiros et al., 2006). Desarrollaron un proceso basico para
obtener un producto fermentado por medio de la fermentacion soélida, utilizando Rhizopus
oligosporus y garbanzo como sustrato, en donde la actividad del agua disminuy6 a 0.92
durante el proceso. Durante la fermentacion aumento el total de la proteina soluble, los
sélidos solubles y carbohidratos solubles, no obstante disminuy6 el contenido de fibra y el
pH.

En Latinoamérica el garbanzo no es usado significativamente en el consumo
humano, pero en su mayoria se destina a la alimentacion animal y tal vez se deba a dos de

sus particulares propiedades el sabor y aroma (Paredes, 1991).

1.7. CARBOHIDRATOS EN LEGUMINOSAS

El total de carbohidratos de las leguminosas esta en un intervalo de 24 a 60%, este

grupo incluye mono y oligosacéaridos, fibra y otros polisacaridos.

Del total de azucares presentes los oligosacéaridos llega a ocupar hasta un alto
porcentaje del total de carbohidratos en leguminosa deshidratadas, representado en su

mayoria por los azucares de la familia de la rafinosa.

La predominancia de un oligosacarido en particular depende del tipo de leguminosa.
La verbascosa es el oligosacarido que predomina en frijol negro, mientras que la estaquiosa
lo es en soya, lentejas y judias. La rafinosa esta presente en cantidades moderadas en una
minoria de leguminosas. Muchos reportes han sugerido que los oligosacaridos estan ligados

directamente a la produccién de flatulencia tanto en el hombre como en animales.
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La fibra cruda esta compuesta por celulosa y hemicelulosa, predominando el grupo
de pentosas como la lignina y acido peptinico. El papel de la fibra dietética es bajar los
niveles de colesterol en sangre. La celulosa tiene efecto directo en la utilizacion de
nutrientes. La utilizacion de ingesta de proteina disminuye cuando la ingesta de celulosa

aumenta, la cual esta presente en la fibra dietética.

1.7.1. AZUCARES EN EL PROCESO DE LA FERMENTACION DE ALIMENTOS

El uso de microorganismos para proveer la calidad de alimentos ha sido conocido
por muchos afios. El propédsito del crecimiento microbiano es el convertir algunos de los
compuestos, especialmente los carbohidratos, durante la fermentacion; dichos productos
son los azucares ya conocidos y otros compuestos como: acido lactico, acido acético, acido
propionico, acido butirico, acido piravico y etanol, entre otros. Estos procesos han sido
usados en la produccion de diferentes alimentos como productos lacteos, sauerkraut,

salmueras, salsas y cerveza.

Los productos de la fermentaciéon pueden prolongar la vida de anaquel y mejorar la
textura. En este trabajo se discutira como algunos carbohidratos son metabolizados durante

la fermentacion solida, en presencia de oxigeno.

Durante la fermentacion el microorganismo inoculado convierte algunos de los
compuestos organicos en productos de fermentacion. La primera parte de esta conversion
se relaciona con la produccion de energia, normalmente en la forma de adenosin trifosfato.
La energia producida por la degradacion de compuestos organicos es usada para la sintesis

de los compuestos, como proteinas y lipidos.

23



ANTECEDENTES

El tipo de producto principal formado en la fermentacion depende de los compuestos
organicos que se comienzan a degradar y de la conversién de los microorganismos sobre
estos. Sin embargo esto depende de diversos factores como el pH, temperatura, contenido
de oxigeno, contenido de agua, fuerza ionica, el potencial de reduccion del sistema y su

estructura.

1.7.2. SUSTRATOS

Los microorganismos tienen algunas preferencias con respecto a la fuente de
carbono. Esta preferencia puede ser utilizando en primer orden a los monosacaridos, luego
los disacéridos, oligosacaridos, alcoholes, acidos organicos y compuestos nitrogenados. La
mayoria de los sistemas en los cuales los procesos de fermentaciéon toman lugar contienen
carbohidratos de forma natural o bien en ocasiones esta fuente de carbono es adicionada
en el proceso de fermentacién. Entre los sustratos mas comunes se encuentran la glucosa y

la sacarosa.

1.7.3. MONOSACARIDOS

Los monosacaridos mas importantes en la fermentacion de alimentos son glucosa y
fructosa, ellos son metabolizados a la par por los microorganismos, provocando reacciones
muy diferentes. Existen diferentes tipos de fermentacion para las hexosas entre ellas se
encuentran: respiracion aerobica en donde la hexosa es oxidada completamente a CO,, en

su mayoria no es utilizada en los sistemas de fermentacion.
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Metabolismo homofermentativo: este es el proceso de fermentacién responsable de la
mayoria de las producciones de acido lactico, ya que se produce al 100% este producto,
ésta es realizada por bacterias lacticas.

Metabolismo heterofermentativo: una de las fermentaciones de este tipo es cuando se
produce acido acético o etanol, acido lactico y CO,, esta conversion se puede llevar con
diferentes tipos de bacterias lacticas heterofermentativas.

Formacion anaerdbica de acido butirico: finalmente una de las reacciones anaerdbicas que
no son deseadas ya que producen un olor desagradable y por que ademas indica la

presencia de algunas especies de Clostridium sp que puede producir toxinas.

1.7.4. DI Y OLIGOSACARIDOS

Estos productos son hidrolizados a monosacaridos y después metabolizados,
algunos disacaridos unicamente pueden ser hidrolizados por pocos microorganismos, Como
el caso de la lactosa. Lo mismo ocurre con algunos oligo- y polisacaridos (Koivistoinen,
1980).

1.8. OLIGOSACARIDOS

Polimeros que son carbohidratos compuestos por menos de diez monosacaridos
unidos se designan oligosacaridos. Son cristalinos y generalmente poseen sabor dulce,
aunque el grado de dulzor es variable. Se pueden subdividir con base en el numero de
monosacaridos. En la Tabla 1l se muestran algunos oligosacaridos importantes

nutricionalmente (Muller, 1989).
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TABLA 11l : Algunos oligosacaridos importantes, sus monosacaridos constituyentes y sus enlaces.

R CONSTITl:JYENTES ENLACES (EN
MONOSACARIDOS EN ORDEN)
ORDEN DE UNION.
Disacéaridos:

Sacarosa Glucosa — fructosa al2
Maltosa Glucosa — glucosa ald
Lactosa Glucosa — galactosa 14

Isomaltosa Glucosa — glucosa al,6

Trisacaridos:
Rafinosa Galactosa — glucosa — al,6

fructosa al?

Tetrasacaridos:

Estaquiosa Galactosa — galactosa — al,6
glucosa - fructosa al,6
al?2

Oligosacaridos que dan de 2 a 8 unidades de monosacaridos cuando se hidrolizan.
Los mas conocidos son los disacaridos, dimeros que constan de dos monosacaridos y estos
pueden ser iguales o distintos. Los disacaridos se unen por medio de un enlace de

glucosidico del grupo -OH de un monosacarido con el carbono anomerico del otro.

Se han realizado muchos estudios tratando de encontrar las causas y los
componentes que originan las flatulencias y todos ellos han concluido que los oligosacaridos
tales como la rafinosa y la estaquiosa son altamente responsables de la flatulencia. Las
flatulencias han sido asociadas en especial con las leguminosas, debido a su alto contenido
de oligosacaridos, en especial los de la familia de la rafinosa, a la cual se le atribuye dicho
efecto con ayuda de la microbiota microbiana nativa que se encuentra en la parte baja del

ileon y en el colon.
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El efecto flatulento es debido a la ausencia, en la mucosa intestinal, de la enzima a-
1,6 galactosidasa en el hombre y en los animales monogastricos. Esta se sintetiza en el
reino vegetal y por algunos microorganismos, principalmente anaerobios. Existen otros
alimentos que también se les asocia con la formacion de gases como algunos tubérculos,
papa, cebolla y calabaza, algunas frutas como manzana, naranja, fresas y tomates. La leche
y el huevo han sido incluidos dentro de la lista de alimentos flatulentos ya que se cree que
los alimentos con un alto contenido de grasa y lactosa 6 elaborados con éstos también

pueden formar gases.

Al igual que otras caracteristicas de las leguminosas la concentracién y composicion
de oligosacaridos de rafinosa difieren dependiendo de la especie de la planta y estas
variedades presentan diferentes potenciales en la produccién de flatulencias. La fraccion de
carbohidratos de las leguminosas incluye monosacaridos (ribosa, glucosa, galactosa y
fructosa), disacaridos (sacarosa y maltosa) y oligosacaridos de la familia de la rafinosa
(rafinosa, estaquiosa y verbascosa) en las cuales la galactosa esta presente en las uniones
a-D-1,6, estos oligosacaridos son bien conocidos por producir flatulencia en humanos y

animales.

Por lo tanto para utilizar leguminosas como fuente aceptable y econdémica de
proteinas, es deseable reducir el nivel de compuestos productores de flatulencia. La
presencia de los oligosacaridos es mayor en las leguminosas que en los cereales, siendo los

principales sacarosa, estaquiosa y verbascosa (Fennema, 2000).

Estos también son llamados como a — Galactdsidos, tienen una funcién importante
en los granos de muchas plantas. En un reporte por Muzquiz, (2005) y Bernal, (1992),
algunos de estas funciones son iniciar un almacenamiento y mecanismo de transporte para
carbohidratos, asi mismo la autoproteccién de efectos toxicos de lectinas y otras toxinas y

finalmente favorecen la rehidratacion de la semilla durante la germinacion.
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1.9. RAFINOSA'Y ESTAQUIOSA
1.9.1. RAFINOSA

C1gH32016 * 5 H20; tiene un peso molecular de 504.44 g/mol. Es un trisacarido conformado
por un mol de D-galactosa, D-glucosa y D-fructosa. En su forma pentahidratada forma
cristales, con una densidad de 1.465 g/ml, un punto de fusion de 80<C; un gramo de rafinosa
se disuelve en 7ml de agua, en 10ml de metanol. Tiene una rotacion éptica +104,5 grados.
Ademas es soluble en piridina y ligeramente soluble en alcohol. De esta manera no es un

azucar reductor y no forma una osazona.

o}
H, CH,OH
CH,OH ¢
o HO| CH,OH
o o o)
OH OH
OH OH
o)
OH
OH

Figura 1 : Estructura de la rafinosa.

1.9.2. ESTAQUIOSA

C24H4207;, tiene un peso molecular de 666.583 g/mol. Es un tetrasacarido, B-D
fructofuranosil-O-a-galactopiranosil-(1-6)-O-a-D-galactopiranosil-(1-6)-a-D-glucopirandsido.
En su forma hidratada se encuentra en cristales con un punto de fusién de 101-105 °C;
indice de refraccién de 131.3; un gramo se disuelve en 4.5 ml de agua y en 3.8ml de etanol.
Se a aislado del vastago de jazmin blanco, semillas de lupino amarillo, soya, lentejas y
fresno mana (Van Buren, 1994 y Ruiz Teran, 1999).
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Figura 2 : Estructura de la estaquiosa.

Estos azucares no pueden ser hidrolizados y absorbidos por animales monogastricos
porque esta ausente la enzima a- galactosidasa en el intestino delgado. Existen
microorganismos en el intestino largo que utilizan estos azucares, provocando la produccion
de flatulencias (Hz, CO, y pequeiias cantidades de CH,), provocando dolor abdominal,

diarrea y otras molestias.

Extensos estudios han concurrido en la determinacion del contenido de los factores
que causan flatulencia, se han estudiado los procesos post-cosecha asi como otros métodos
como el remojo, la coccion, la germinacion, la irradiacion y el tratamiento con la enzima a-

galactosidasa en los niveles de factores de flatulencia.

Se ha encontrado que el efecto de remojo y de coccion y la adicion de la enzima
cruda (a-galactosidasa) son tratamientos que han reducido significativamente los factores de
flatulencia asi como la eliminacion o reduccion de los niveles de oligosacaridos (Pugalenthi,
2006). Por otra parte existen una serie de estudios enfocados al analisis de estos
oligosacaridos como sustancias que proveen efectos benéficos a la salud y como medios de

sobrevivencia de probiéticos en productos lacteos (Martinez, 2006).
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1.10. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) es también conocida como de alta
eficiencia, es una de las técnicas mas utiles y en la actualidad la mas utilizada para la
identificacion y determinacidén cuantitativa de los azucares de los alimentos. Debido a que
los azucares no absorben la luz a las longitudes de onda del ultravioleta, por lo tanto el Gnico
método directo es el indice de refraccion (IR). Sin embargo existen otros métodos como el
detector de masas y es aproximadamente 40 veces mas sensible que el IR, sin embargo su

uso es muy limitado por utilizar estandares en un intervalo de concentracion corto.

La separaciéon por HPLC se efectlia en su mayoria por cromatografia de intercambio
de cationes fuertes o mediante columnas de silice modificado con aminas y la separacion en
éstas se realiza en un orden creciente del peso molecular, utilizando fase movil de

acetonitrilo-agua normalmente en una proporcion de 80:20 o 75:25.

El HPLC de fase invertida donde se usa un gel de silice modificado de C18 con agua
como fase movil parece ser una técnica factible para la determinacion de oligosacaridos, en

donde las cadenas laterales mas cortas disminuyen la resolucion y los tiempos de retencion.

También se han reportado estudios con resinas de intercambio catidénico, como por
ejemplo la forma calcica desarrolladas sobre poliestireno o silice, usando agua o CacCl,
:2H,0 al 0.01% como fase movil y se opera a 85° C. De e sta manera los azucares son
eluidos en orden descendente del peso molecular con la fructosa después de la glucosa, de
tal forma que si en las columnas se corren a temperaturas mas bajas se puede causar un
ensanchamiento de los picos. Esto se debe a separaciones de la forma anomérica del

azucar.
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1.11. ANALISIS DE AZUCARES EN HPLC

Los primeros analisis de azUcares que se han realizado fueron por medio de la
cromatografia en papel. La primera columna usada para la separacion de estos compuestos
fue la filtracibn en gel y después fueron remplazados por el intercambio idnico, pero
presentaban la desventaja de poseer largos tiempos de analisis y requerir altas
temperaturas. Después de estos se comenzaron a utilizar las fases polares gquimicamente
enlazadas, principalmente el amino como fase normal y a su vez debe ser una fase
compatible con una gran variedad de fases modviles polares en donde el agua es el

componente mayoritario, para lograr la solubilidad de los azucares.

En la mayoria de los reportes en donde se utiliza una columna de este tipo para
realizar la separacion de los azucares se utiliza una como fase movil una mezcla de
acetonitrilo-agua en una proporcion de 80:20 6 75: 20 para azlcares simples y hasta una

proporcion de 60:40 para oligosacaridos (Muzquiz, 1992 y Yin, 2006).

Los carbohidratos también se pueden separar por intercambio i6nico ya que es un
meétodo bien establecido que se ha visto favorecido por el desarrollo y la tecnologia de

nuevas técnicas de separacion.

Por otra parte se tiene la separacion de mezclas de carbohidratos por intercambio de
ligantes usando resinas de intercambio i6nico poliméricas cargadas con iones metalicos
como calcio para alcoholes de azucares y de plata para los polimeros de los carbohidratos,
utilizando en ambos casos agua desionizada o soluciones de disolventes organicos como

fase movil.
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La retencion en este caso se lleva a cabo por una combinacién de exclusion estérica
y atraccion electrostética entre el &tomo de oxigeno electronegativo y los cationes del metal
electropositivos. Por otro lado los carbohidratos son acidos débiles (pKa 11.9-12.5) por lo
tanto pueden ser separados por cromatografia de intercambio aniénico utilizando empaques
con un pH mayor de 12 y soluciones acuosas de hidroxido de sodio como eluyente. En los
carbohidratos se espera una carga negativa singular por unidad de sacéarido y eluyen en

orden al incremento en su tamafio y al grado de ionizacion efectiva.

Ademas existe otra manera de separar azlucares para su identificacion. Tal es el
caso del uso de columnas con silices aminadas en donde los principales azucares en
alimentos se lleva a cabo utilizando agua y acetonitriio como eluyente. En estos casos al

aumentar la polaridad de la fase movil disminuyen los tiempos de retencion.

Se ha reportado que en las columnas aminadas: los azlcares son retenidos porque
sus grupos hidroxilos reaccionan con los grupos amino de la columna; la retencion aumenta
con el tamafio molecular del azucar en donde hay mas retencién para las aldosas que para
las cetosas, finalmente la fuerza de la fase movil se incrementa con el aumento en la

proporcion de agua el componente mas polar de la mezcla.

Sin embargo la diversidad de tipos de carbohidratos como los monosacaridos que
comprenden aldosas y cetosas, asi como la combinacion de estos monosacaridos para
tener di, tri y oligosacaridos ha llevado al desarrollo de metodologias y de la tecnologia para

la identificacion de cada uno de los mismos.
A pesar de la gran cantidad de estudios realizados no se han establecido las

condiciones adecuadas para el andlisis simultaneo de los diferentes azucares en una mezcla

tan compleja como lo son los alimentos.
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Pero existen lineamentos generales para el andlisis de azlUcares en alimentos por
cromatografia de liquidos, no existe un método universal por lo que dependiendo del
alimento o producto a analizar se deben seleccionar cuidadosamente la columna y las

condiciones a emplear asi como el tratamiento de la muestra.

Las leguminosas se han utilizado en funcion de su composicién de forma directa
como ingredientes de las dietas 0 como compuestos para animales y en otras ocasiones en
la obtencidon de aceites vegetales y en la preparacion de concentrados de proteina y como
ya se ha mencionado su contenido de compuestos antinutricionales dificultan su utilizacion.
El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una de las principales leguminosas con grandes

propiedades proteicas y en nuestro pais el consumo de esta leguminosa se a reducido.

Es por esto que actualmente se busca la aplicacion de tecnologias, como la
fermentacion sélida con Rhizopus oligosporus, que permitan obtener productos con un
mayor contenido de proteinas y en donde se destruyan o disminuyan dichos factores
antinutricionales, como la rafinosa y estaquiosa, asi mismo fomentar su acompafamiento en
las dietas mas comunes. De tal modo que se favorezca el aprovechamiento nutritivo del

garbanzo porquero, satisfaciendo las necesidades del consumidor.

33



OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

» Estudiar el efecto de la fermentacion sobre los oligosacéridos antinutricionales

(rafinosa y estaquiosa) en garbanzo, durante la fermentacion de tempe.

1.2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar el efecto del remojo de garbanzo sobre la disminucion de los

oligosacaridos (rafinosa y estaquiosa).

» Establecer el efecto de la fermentacion, utilizando Rhizopus oligosporus sobre la

disminucioén de los azUcares.

» Establecer las condiciones para la fermentacion solida con garbanzo y Rhizopus

oligosporus.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1. DIAGRAMA GENERAL

Diagrama general para la evaluacion del contenido de oligosacéridos antinutricionales en la

fermentacién soélida del garbanzo.

Figura 3: DIAGRAMA GENERAL

Garbanzo Tempe de
porquero. ::> [ Garbanzo cocido. ]
@ Analisis
proximal.

Extraccion de
oligosacaridos.

{

Cuantificacion
de oligosacaridos
por HPLC.
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Figura 4: DIAGRAMA PARA LA ELABORACION DE TEMPE

Garbanzo Remojo (0.1M de Drenado y eliminacién
porquero crudo. |::> acido l4ctico; 12 h). de la cascarilla.

Incubacion a Coccion (30min a 90° C).
30° C por 48 h. <:| Enfria y se inocula (1x109

esporas / mL).
Secado.

1.2. DATOS DE LA MUESTRA

El garbanzo utilizado en este experimento es garbanzo de la variedad porquero,

destinado en su totalidad al consumo animal esta variedad. Se obtuvo directamente de la

Central de Abastos en la ciudad de México, DF., bajo condiciones de almacenamiento en

bodega para su venta al consumidor. Esta variedad proviene de la region de Sinaloa,
México.

1.3. MICROORGANISMOS

La cepa de esporas de Rhizopus oligosporus, fue proporcionada por el cepario de

la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional Auténoma de México.
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1.4. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE ESPORAS

Se tomaron 100 ul de esta suspension, los cuales fueron sembrados en cajas petri
gue contenian agar papa dextrosa. Las cajas fueron incubadas a 30° C durante cinco dias.
Después de este tiempo el microorganismo produce cantidades importantes de esporas
como se muestra en el Anexo I, las cuales fueron colectadas, con agua estéril y con perlas
de ebullicién para lograr la separacion total de las esporas del micelio. Las cajas se agitaron
con movimientos circulares y los sobrenadantes se colectaron en microtubos; éstos se
centrifugaron durante 5 min a 10,000 rpm, en una centrifuga IEC CENTRA-M, el
sobrenadante se retird las esporas y se resuspendieron en agua estéril. Las esporas se

almacenaron a 4° C en refrigeracion hasta su uso.

1.5. MEDICION DEL CRECIMIENTO DE R. oligosporus SOBRE LOS GRANOS DE
GARBANZO.

Para la evaluacion del crecimiento de Rhizopus oligosporus sobre los cotiledones de
garbanzo se realizé una comparacion con el crecimiento de éste sobre los granos de soya,
debido a que esta fermentacion ha sido ampliamente estudiada.

No se realiz6 la medicion de biomasa por lo que se elaboré una escala heddnica, dentro de
la cual se evaluo el crecimiento del hongo sobre la matriz.

De esta manera se establecié que un crecimiento optimo de R. oligosporus, se alcanza
cuando los cotiledones son totalmente cubiertos por el micelio del hongo y forman una torta
blanca y compacta, sin olores desagradables; un crecimiento no O6ptimo de éste sobre
garbanzo es cuando no se forma una torta compacta y hay existencia de olores

desagradables que no son caracteristicos de una fermentacion por R. oligosporus.
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1.6. ACONDICIONAMIENTO DEL SUSTRATO

A partir del grano de garbanzo porquero, se procedio a realizar la limpieza del grano,
posteriormente se pesaron lotes de 150 g y fueron almacenados en bolsas de polietileno a
temperatura ambiente hasta su utilizacion. Se realizaron diferentes pruebas para la
determinacion de las condiciones Optimas de crecimiento del hongo sobre la matriz de
garbanzo. De la misma manera se procedié con los granos de soya, a la limpieza y

separacién en lotes de 150 g y almacenados en bolsas de polietileno.

1.6.1. EFECTO DE LA COCCION Y ESCALDADO SOBRRE EL C RECIMIENTO DE R.
oligosporus .

La coccion es importante para destruir microorganismos indeseables, el inhibidor de

tripsina y liberar nutrimentos requeridos por el moho. Se utilizé6 un lote de 150 g de
garbanzo. Se realiz6 el remojo en 450 mL de la solucién de acido lactico 0.1M, por 12 h, se
elimino la cascarilla manualmente.
Posteriormente se realizd6 un escaldado a 90° C por 10 min, en 300 mL de agua
desionizada, se dejaron enfriar y se inocularon con 1 x 10° esporas/mL, finalmente se
colocaron en bolsas de polietileno y se incubaron a 30° C por 48 h. Por otro lado se coloco
otro lote de 150 g de garbanzo en 450 mL de solucién de acido lactico, posteriormente
fueron drenados y se colocaron en 300 mL de agua desionizada a 90° C por 30 minutos. Por
separado, se realizé un lote con un escaldado a 90° C por 20 min, enseguida se dreno el
agua, se eliminé la cascarilla de los cotiledones de manera manual, se inoculé con 1 mL de
la suspension en agua desionizada de 1 x 10° esporas/mL, se colocé el lote en bolsa de
polietileno y se incubo6 a 30° C por 48 h.
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1.6.2. EFECTO DE LA ADICION DE FUENTE DE NITROGENO SOBRE EL CRECIMIENTO
DE R. oligosporus .

En esta etapa se utilizaron diferentes fuentes de nitrdgeno considerando la
posibilidad de la falta de este nutriente en la matriz de garbanzo porquero, para favorecer el
crecimiento del moho. Se utilizaron como fuentes de nitrdgeno sulfato de amonio, extracto
de levadura y peptona en una concentracion del 0.1% (p/p). En esta etapa se tomaron lotes
de 150 g, estos lotes fueron remojados en 350 mL de solucion de acido lactico 0.1M por 12
h, se eliminé la cascarilla de los granos manualmente, ademas se utilizé un escaldado a 90°
C por 10 minutos, sustituyendo la coccion del garbanzo. Se inocularon con la misma
concentracion de esporas que en los casos anteriores, se colocaron en una bolsa de

polietileno y asi mismo se realizé la incubacién a 30° C.

1.6.3. EFECTO DE LA MEZCLA CON SOYA Y GARBANZO (50- 50) SOBRE EL
CRECIMIENTO DE R. oligosporus .

Se realizé una mezcla de soya-garbanzo al 50% para favorecer el crecimiento del
micelio sobre el garbanzo.
Se eligieron los granos de soya debido a que en esta matriz se ha estudiado y observado el
crecimiento adecuado. Por separado, ambas matrices se remojaron en un volumen de 450
mL de solucién de acido lactico 0.1M durante 12 h, se les eliminé la cascarilla manualmente
y se sometieron a coccion en dos volimenes de agua a 90° C por 30 minutos, se dejaron
enfriar y posteriormente se mezclaron en un vaso de precipitados al 50%, es decir, se
mezclaron 75 g de cada leguminosa, la mezcla se inoculé con 1 mL de de la suspension de
esporas en agua desionizada, con una concentracién de 1x10° esporas / mL e incubé a 30°
C por 48 h.
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1.6.4. EFECTO DEL REMOJO DEL GARBANZO EN ACIDO LACT ICO Y ACIDO
ACETICO, SOBRE EL CRECIMIENTO DE R. oligosporus

El remojo en solucién acida a temperatura ambiente se realizdé con la finalidad de
gue los granos absorbieran agua, la acidez se alcanza a un intervalo de pH 4.0-5.0 con el
cual se inhibe el crecimiento de bacterias indeseables, favoreciendo a la vez el crecimiento
del hongo sobre la matriz.

De acuerdo con Steinkraus (1995) el remojo de granos de soya se realiza con una solucion
de acido lactico 0.1M, de acuerdo con esto, en esta etapa se realizd la fermentacion de un
lote de soya (150 g) y un lote de garbanzo (150 g), por separado. El remojo se realiz6 en 3
volimenes con respecto al peso del lote, es decir, se remojé en 450 mL de acido lactico
0.1M, por 12 h. Por otro lado se colocaron dos lotes mas, uno de soya y otro de garbanzo,

en 3 voliumenes de la solucién de acido acético 0.1M durante 12 h.

Posteriormente se drenaron los granos, se elimind de manera manual la cascarilla,
en seguida se colocaron en 2 volimenes de agua destilada a 90° C por 30 min, se enfriaron
los cotiledones y se inocularon con 1 mL de la suspensién en agua desionizada de 1 x 10°
esporas / mL. Se incubaron a 30° C por 48 h.

1.7. ELABORACION DE TEMPE DE GARBANZO

Una vez establecidas las condiciones Optimas para el crecimiento del hongo; la
elaboracion del tempe se realiz6 segun el procedimiento presentado en la figural. El lote de
los granos enteros de garbanzo (150 g) se remojaron durante 12 h en un volumen de 450
mL de solucion de acido lactico 0.1M a 25° C, los granos fueron drenados y se elimind la

epidermis manualmente.
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Los cotiledones se colocaron en un volumen de agua destilada de 300 mL a 90° C
durante 30 min. Se enfriaron a temperatura ambiente (25° C) y se inocularon con 1 mL de la
suspensiéon en agua desionizada con 1 x 10° esporas/mL de Rhizopus oligosporus,
posteriormente se colocaron en bolsas de polietileno. La fermentacion en estado solido se
realizd a 30° C por 48 h. Al finalizar la fermentacion las muestras se secaron por medio de la
liofilizacién (LABCONCO).

1.8. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL

El analisis proximal se realizé siguiendo las técnicas en el AOAC (1995). Las
determinaciones realizadas fueron humedad, cenizas, proteina cruda y grasa cruda, los
carbohidratos totales fueron determinados por diferencia. Todas las determinaciones se
hicieron por triplicado. Los oligosacaridos (rafinosa y estaquiosa) fueron extraidos de

acuerdo con la técnica de Sanchez-Mata, 1998.

1.8.1. DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA

La determinacién se basa en el Método de Kjeldahl y consiste en una oxidacién de la
materia organica por la accion del H,SO4, H3PO,4 Y H,O, y como resultado de ésta se forma
CO,, H2O Y N3 el cual se transforma en NH4HSO,4. La reaccion es catalizada por el
Cu(CuSO, . 5H,0). Para liberar el NH3; se usa alcali fuerte (NaOH al 60 %), el NH;3 es
recibido en &cido borico y mediante una titulacion con HCI 0.01 N se determina la cantidad

gue reacciono con el &cido borico formando el borato de amonio.
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Se peso en una balanza analitica (OHAUS, AP1105) de 100 —500 mg de muestra en
un papel delgado (libre de nitrdgeno). Se coloc6 la muestra en los tubos de digestion, se
agregaron el catalizador y 5 mL de H,SO,. Digestion: Se coloco el tubo en el digestor a la
temperatura de 420° C, se trabajé en la campana encendida, se calentd hasta total
destruccion de la materia organica, es decir hasta tener coloracion azul-verdosa. Se enfrié a
temperatura ambiente. Destilacién: Se conect6 el tubo al equipo de destilacion y se agregdé
50 mL de NaOH al 40 %. Se recolect6 un volumen de 100 mL en 50 mL de &cido bdrico al

4% con indicadores. Finalmente se titul6 con solucién valorada de HCI 0.1N.

Calculos:

% Nitrogeno = (mL gastados — mL blanco) (Nyg) (0.014) * 100
peso de muestra

El nitrégeno obtenido se multiplicé por el factor 6.25 para obtener el contenido de proteina
cruda de las muestras.
% Proteina =% N x 6.25

1.8.2. DETERMINACION DE GRASA

La determinacion se basa en la solubilidad de la grasa cruda en éter, la cantidad de
material extraido de una muestra mediante reflujo con éter se denomina extracto etéreo o
grasa cruda. Existe una gran cantidad de compuestos organicos que se encuentran en el
extracto etéreo y solo algunos tienen interés nutricional, como los acidos grasos y sus

ésteres, vitaminas liposolubles y pro vitaminas tales como los carotenos.
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Se coloc6 a peso constante un matraz de bola de fondo plano con perlas de
ebullicién en la estufa (RIOSSA) a 100° C aproximadamente 2 h. Todo el material y el
equipo se pesaron en una balanza analitica (OHAUS, AP1105). Por separado se pesaron
de 4 — 5 g de muestra en una balanza sobre un papel poroso enrollado y se colocd en un
cartucho de celulosa, éste fue tapado con un algodén y finalmente se colocé en el equipo

del extractor.

Se conectd el matraz al extractor y éste al refrigerante. Se agregaron dos cargas de
disolvente (éter etilico) por el refrigerante y se calentd al matraz con parrilla a ebullicion
suave. Para verificar que se ha extraido toda la grasa se dejo caer una gota de la descarga
sobre papel filtro y al evaporarse el disolvente no se observé residuo de grasa. Una vez que
se extrajo toda la grasa se quitd el cartucho con la muestra desengrasada y se continud
calentando hasta casi la total eliminacion del disolvente recuperandolo antes de que se
descargue. Por ultimo se quité el matraz y se secé el extracto a 100° C por 30 min, se

dejaron secar las muestras para finalmente pesar cada muestra.

Calculos:

% de grasa cruda = [(A -B) x 100] / M
Donde:
A = peso del matraz con residuo lipidico (g)

B = peso constante del matraz (g)

M = peso de la muestra (g)
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1.8.3. DETERMINACION DE CENIZAS

La determinacion se basa en la incineraciobn de la materia organica a una
temperatura de 500 - 550° C, obteniéndose asi las cenizas que comprenden el material
inorganico (minerales). Se colocaron a peso constante los crisoles, para lo cual se colocaron
en una mufla (Neyo M-525, series IlI) a una temperatura de 500 — 550° C, se marcaron con
lapiz o cualquier marcador que no se elimine durante el proceso de incineracion. El crisol se
peso inicialmente en una balanza (marca OHAUS, AP1105), enseguida se colocaron de 2-5
g de muestra, se colocaron en la campana y con la ayuda de una estufa eléctrica. Se
carboniza, hasta entonces se coloca dentro de la mufla.

El tiempo de permanencia en la mufla es variable, en este caso el tiempo fue de 5 a 6 horas.
Se considerd que la determinacién ha terminado cuando se observd unas cenizas de color
homogéneo (grises o blancas) sin puntos negros, ademas de estar a peso constante. Si se
observaron puntos negros es recomendable agregar unas gotas de agua a las cenizas frias

y nuevamente colocarlas en la mufla hasta observar homogeneidad en el color.

Calculos:

% Cenizas = [(Ps— P;) / m] x 100

Donde:

P:= peso del crisol con las cenizas

Pi = peso del crisol a peso constante

m = peso de la muestra en gramos
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1.8.4. DETERMINACION DE HUMEDAD

La determinacion se basa en el material perdido (por evaporacion de agua) por la
muestra durante el calentamiento a una temperatura no mayor a la de ebulliciéon del agua, o
al ponerlo en contacto con un agente deshidratante.

Se colocaron a peso constante los pesa filtros, en una estufa a una temperatura de 65 —110°
C (marca RIOSSA) por dos horas. Se pesaron aproximadamente 2 g de las muestras en una
balanza analitica (marca OHAUS, AP1105), se colocaron por 2 h en la estufa a 100 — 105°
C, después se retiraron de la estufa y se colocaron en un desecador durante 15 minutos,

finalmente se pesaron las muestras secas.
Céalculos :
% humedad = [(Pf — Pi) / m ]x 100
Donde:
Pi = peso del pesa filtro a peso constante con muestra antes de secar

Pf = peso del pesa filtro con muestra después de secar

m = peso de muestra.

Las determinaciones se realizaron por triplicado, los calculos del andlisis proximal se
realizaron como se muestra en cada una de las determinaciones y en el Anexo I, se

muestra el cuadro de resultados por cada determinacion.
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1.9. EXTRACCION DE LOS AZUCARES

La extraccion de los azucares (rafinosa, estaquiosa y fructosa) se llevd a cabo
teniendo en cuenta las siguientes recomendaciones: los azucares son higroscépicos y los
estandares deben secarse antes de ser utilizados, la temperatura de las muestras no debe
exceder los 80° C para evitar hidrélisis durante la extraccion. Una vez elegido el método a

utilizar es necesario determinar el porcentaje de recuperacion.

Los azucares fueron extraidos de la siguiente manera: se tomo cerca de 1.5 g de
muestra, tanto para garbanzo porquero como para muestra de tempe, previamente molidas,
se colocaron en matraces elermeyer de 100 mL, se agregaron 40 mL de la mezcla de
etanol-agua (80:20); se colocaron en bafio maria a una temperatura de 55-60° C y se

mantuvieron con agitacion magnética por 45 minutos.

Se colectaron los remanentes de cada extraccion por muestra, cada una de ellas se llevé a
centrifugacion a 1,900 g (3000 rpm) durante 30 min; nuevamente los sobrenadantes se
colectaron por muestra y se filtraron, finalmente se elimind el etanol con la ayuda de un
rotavapor (Blichi Rotavapor R-205). En dltimo lugar los residuos en el matraz se llevaron a
un aforo de 5 mL en una mezcla de acetonitrilo-agua-metanol (25:20:55). Se tom6 1 mL de
esta solucion para inyectar la muestra en el cromatégrafo (Waters 1525, binary HPLC pump,
Perkinelmer LC-30 RI detector).

La extraccion se realizé por triplicado, los calculos para obtener los resultados se presentan

en el Anexo llI.
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1.10. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS AZUCARES (R AFINOSA Y

ESTAQUIOSA), POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

El desarrollo de la metodologia y la eleccion de una columna para la cuantificacion de

estos azucares requirieron de utilizar diferentes columnas, se realizaron una serie de

meétodos y se probaron:

Columna aminada -NH,, con esta columna se corrieron una serie de inyecciones con

un flujo de 1.0 ml / min.; Temperatura de 30° C; fase movil acetonitrilo:agua (30:70).

Columna aminex 87H, con esta columna se utiliz6 como fase moévil H,SO4 al 0.1%:
acetonitrilo, en diferentes concentraciones desde 95:5, 90:10, 85:15, con un pH de
2.2, en un flujo constante de 1 mL / min a una temperatura ambiente y una

temperatura de 80°C.

Columna Nova-Pack en este caso se utilizo un gradiente de flujo de fase movil, se
probaron corridas con 0.5 a 1.0 mL / min, usando agua a temperatura ambiente.

Se utilizd otra fase movil que fue metanol:acetonitrilo y también se probd con
metanol:agua, se realizaron en proporciones de 20:80; 75:25; 70:30 a temperatura
ambiente. Al igual que se utilizd6 una fase movil en este caso es agua y usando

gradientes del flujo desde 0.9 hasta 0.7 mL / min.

Columna simetric empacada con C18 b5um, utlizando una fase moévil de
acetonitrilo:agua en una proporcion de 20:80, en esta columna se probd con
gradientes de tiempo y de la proporcion en un tiempo de 1-6 minutos comenzando de

50:50 hasta terminar en 80:30 de acetonitrilo:agua; flujo de 0.8mL / min.
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Con base en los resultados de estas pruebas y la revision de la bibliografia de afios
recientes, finalmente se decidi6 utilizar una columna aminada, con base a la referencia de
(Yin J., et al., 2006) se probé como alternativa la columna Bondapack- NH; (300mm x 3.9
mm) utilizando una fase movil acetonitrilo-agua-metanol (25:20:55) a un flujo de 1.0 mL / min

a temperatura ambiente.

Finalmente con esta columna aminada se lograron identificar la fructosa, la rafinosa y
la estaquiosa. Las soluciones de los estandares fueron preparadas en 1000 uL de la fase
movil (acetonitrilo: agua: metanol), en la misma proporcion 25:20:55; posterior a esto, se
inyectaron 100 uL de las soluciones de fructosa, rafinosa y estaquiosa por separado y por

triplicado de cada concentracion.

Las concentraciones se muestran en la tabla IV, de acuerdo con los reportes de Sanchez-
Mata, 1998; se procedio a realizar las curvas de calibracién usando el método de estandar

externo.

TABLA IV : Concentraciones para la curva patron de los estandares.

AZUCARES
ESTAQUIOSA RAFINOSA FRUCTOSA
(g/ml) (g/ml) (g/ml)
0.0016 0.0018 0.0026
0.0047 0.0033 0.0103
0.0268 0.011 0.0734
0.0402 0.0203 0.1118

Para determinar la eficiencia del método de extraccién de los oligosacaridos se
procedié a realizar los ensayos de recuperacion, para lo cual se agregaron cantidades
conocidas del estandar de fructosa (0.0578, 0.0587 y 0.0576 g) a tres muestras de garbanzo
(1.5 g). Las curvas de calibracion de los estdndares se muestran en el Anexo IV, asi como

un ejemplo de célculo para determinar la concentracion de estos azlcares.
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La fructosa fue considerada en este caso ya que se ha reportado que es el azlcar en
mayor concentracion en garbanzo y esta presente en un intervalo de 0.200 — 0.280 ¢g/100g
(Sanchez, 1998). Las imagenes de los cromatogramas se muestran en el Anexo |ll.

Después de la adicion de este estandar el método de extraccion se llevo a cabo bajo
las mismas condiciones de extraccion del resto de los azlcares, asi mismo se inyectaron en
el cromatégrafo de liquidos (Waters 1525, binary HPLC pump, Perkinelmer LC-30 RI
detector) 100 pl de estas extracciones bajo las mismas condiciones cromatograficas de los
estandares y el resto de las muestras de garbanzo sin fructosa, se analizaron en una
columna Bondapack- NH, (300mm x 3.9 mm) utilizando una fase mavil acetonitrilo-agua-
metanol (25:20:55) a un flujo de 1.0 mL / min a temperatura ambiente.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. CRECIMIENTO DE R. oligosporus _ SOBRE GARBANZO

Durante esta primera etapa se determinaron las mejores condiciones para el
crecimiento del hongo sobre la matriz de garbanzo. De acuerdo con escala heddnica que se
realizo: la figura 5 representa una fermentacién sélida con éptimo crecimiento del micelio
sobre la matriz. En esta fermentacion se observa una torta blanca, compacta y presenta olor
caracteristico de la fermentacién con R. oligosporus, este fue el primer punto establecido en
la escala hedonica; en este caso hablamos de la fermentacién de la matriz de garbanzo,

realizado bajo las condiciones indicadas en la figura 5.

Figura 5 : Apariencia del crecimiento optimo de R. oligosporus,
sobre los cotiledones de garbanzo, remojo por 12h con
acido acético 0.1M e incubacién a 30°C por 48h.

El segundo punto en la escala heddnica es que existe el crecimiento del micelio

sobre la matriz, pero en este caso la esporulacion del hongo se hace presente, este punto
se establecié como el 50% del crecimiento no optimo del hongo.
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El desarrollo de esporas indica el crecimiento acelerado del microorganismo, la torta

es compacta, es ligeramente blanca pero el producto presenta olor no caracteristico.

La figura 6 muestra el 50% del crecimiento no 6ptimo del hongo sobre los granos de
garbanzo; se observan pequefias zonas con un ligero color negro, que indican el
crecimiento del hongo hasta la esporulaciéon; por otro lado se observa el micelio blanco del
hongo pero no cubre en su totalidad a los cotiledones, lo que conlleva a que la torta sea
parcialmente blanca y no es compacta, es decir, hay desprendimiento de los cotiledones
entre si. En este punto se encuentran los lotes que se adicionaron con fuente de nitrégeno,
ademas fueron remojados en solucién de acido lactico 0.1M por 12 h y cocidos por 30 min a
90°C.

Figura 6 : Apariencia del 50 % del crecimiento no 6ptimo
sobre los granos de garbanzo, incubacion a 30°C p or 48h.

Finalmente se tiene el dltimo punto de la escala hedodnica, donde se observé nuevamente el
crecimiento no optimo del hongo sobre la matriz de garbanzo. A diferencia de los puntos

anteriores, la textura del producto fermentado no es caracteristica de la fermentacion.
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La figura 7 muestra como es el crecimiento de R. oligosporus sobre la matriz; dentro
de la cual se aprecia que el micelio no cubre el total de los cotiledones causando que la torta
no sea compacta y no es blanca en su totalidad, por el contrario los granos son blandos y se
desarrollan olores no caracteristicos de la fermentacién sélida, tal es el caso de los lotes que
fueron remojados en solucion de acido lactico 0.1M y que solo fueron escaldados a 90°C

por 1 min.

Figura 7 : Apariencia del crecimiento no éptimo de R. oligosporus
sobre los granos de garbanzo, adicionados con fuente de
nitrégeno e incubacion a 30°C por 48h.

6.1.1. INFLUENCIA DEL REMOJO DE GARBANZO Y SOYA EN ACIDO LACTICO Y ACIDO
ACETICO, SOBRE EL CRECIMIENTO DE R. oligosporus

Con el remojo de los granos de soya en la solucién de acido lactico y acido acético
se observo que el crecimiento del hongo es del 100% en cambio en los granos de garbanzo
porquero se observé que en la solucion de acido lactico hay un crecimiento del hongo de
menos del 50% a las 48 h de incubacién, a diferencia del lote que se remojé en la solucion
con acido acético, que presenta el crecimiento del 100%, esta apariencia se observé como

la figura 7.
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El pH de los granos de garbanzo del remojo en la solucidon de acido acético fue de
4.5, en cambio el pH de los granos de garbanzo del remojo en la solucién de &cido lactico
es de 4.0, por lo que esta diferencia contribuye a la actividad proteolitica del hongo,
causando asi el desarrollo del micelio sobre la leguminosa a las 48 h de incubacion,
aprovechando las fuentes de proteinas y de lipidos de cada matriz. Lo que indica que a un
pH de 4.5 se favorece el crecimiento del hongo sobre los granos de garbanzo. En el caso de
la soya se observo un excelente crecimiento de R. oligosporus cuando los granos de soya

fueron remojados en solucién de acido lactico 0.1M.

Esto se puede deber a que exista una contaminacion de algunas bacterias que
inhiben el crecimiento de R. oligosporus sobre los granos de garbanzo. Sin embargo se ha
investigado y reportado que el uso de un acido (lactico y acético) en el agua de remojo y de
coccion es un tratamiento que facilita el aumento del pH de los granos en un intervalo de
4.0-5.0, ya que en este intervalo el crecimiento de las bacterias que contaminan la
fermentacioén, puede ser inhibidas y no se inhibe el crecimiento del hongo de la fermentacién
en el tempe (Steinkraus, 1995).

6.1.2. INFLUENCIA DE LA COCCION Y ESCALDADO SOBRE EL CRECIMIENTO DE R.
oligosporus = SOBRE LOS GRANOS DE GARBANZO.

El crecimiento del hongo en el lote que fue escaldado, fue no 6ptimo y menor del
50%, en comparaciéon con el lote que fue cocido que tiene un crecimiento mayor del 50% del
micelio sobre los granos de garbanzo, estos lotes fueron remojados en acido lactico. En el
lote que fue remojado y escaldado se observo que los lotes presentan una textura blanda de
los granos y posterior a las 48 h de incubacion aparecen olores desagradables, el

crecimiento del hongo es muy limitado y es menor al 50% de crecimiento.
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No obstante en la muestra que fue sometida a remojo y a una coccién, el lote muestra el
crecimiento del hongo pero, después de las 48 h se observé que el crecimiento del hongo
fue limitado, como es el caso de la figura 5.

6.1.3. INFLUENCIA DE LA ADICION DE FUENTE DE NITROG ENO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE R. oligosporus .

Debido a la variabilidad de la concentracién de proteina presente en el garbanzo y
a las variables ya hechas en el proceso se decidi6 incorporar, sulfato de amonio, peptona y
extracto de levadura como fuentes de nitrdgeno, con la finalidad de favorecer el crecimiento
de hongo. El lote al que incorporamos sulfato de amonio, presentd un crecimiento menor del
50%, presentando la produccion de esporas por el hongo, metabolitos que no son deseados

en este producto, por su toxicidad, el crecimiento es como se mostré en la figura 6.

El lote que contiene peptona presenta un crecimiento del 50% no obstante requiere de 60h
de incubacion, la textura del producto se ve afectada ya que es muy blanda, en comparacion
con un lote de crecimiento del 100% y de 48 h de incubacion.

Finalmente la muestra con extracto de levadura también presenta un crecimiento del 50%
del micelio sobre la matriz, pero a diferencia del lote con peptona, el crecimiento se alcanza
a las 48 h de incubacion con la textura y olores caracteristicos de la fermentacion por el

hongo.

Estos resultados sugieren que la fuente de nitrdgeno no es responsable de que el micelio

tenga un crecimiento no optimo sobre la matriz.
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6.1.4. INFLUENCIA DE LA ADICION DEL 50% DE SOYA AL GARBANZO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE R. oligosporus .

La mezcla con los granos de soya fue realizada con la finalidad de complementar los
nutrimentos requeridos por el hongo para su Optimo crecimiento. De esta manera se
observé un crecimiento mayor del 50%, ya que los granos de soya estaban completamente
cubiertos por el micelio mientras que en los granos de garbanzo no se observd lo mismo,

estos granos tenian un crecimiento similar al de la figura 6.

Asimismo se diferenciaban los granos de garbanzo y los granos de soya. También
es importante lograr la mezcla de estas dos leguminosas para complementar un crecimiento

Optimo sobre los cotiledones de garbanzo.

6.2.  ANALISIS PROXIMAL

Al realizar el andlisis proximal se tiene que la cantidad de proteina y de grasa
aumentan, después de la fermentacién, en comparacién con la materia prima. Esto es
debido a la actividad proteolica y lipolitica de Rhizopus oligosporus responsable de la
fermentacion. Para el caso de las cenizas y de la humedad ambos disminuyen en el
producto fermentado (tempe), debido al proceso de remojo y de coccion, que ayudan a
eliminar las cantidades de sustancias toxicas, pero no de los microcomponentes propios de
los granos de garbanzo como los minerales y en el caso de la humedad disminuye por el

procedimiento de secado posterior a la fermentacion, usada para detener la misma.
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O GARBANZO PORQUERO | 22.60% | 5.71% 3.33% 8.30% | 59.58%
O TEMPEDEGARBANZO | 31.37% | 10.72% | 1.85% 5.88% | 51.75%

* Por diferencia.

FIGURA 8: Andlisis proximal de garbanzo variedad porquero y Tempe de garbanzo porquero.
El andlisis quimico se realiz6 por triplicado.

Los carbohidratos se obtuvieron por diferencia para harina de garbanzo y tempe de
garbanzo. Para los cuales podemos observar en la misma figura 8, que existe una
disminucién de carbohidratos en el producto fermentado, esto nos indica una vez mas que
existe una disminucion por efecto de la fermentacién del hongo y por procedimiento de la

preparacion de tempe.

La disminucién de carbohidratos en el producto fermentado se debe a muchos
factores tanto a la elaboracion de tempe como a la utilizacion de alguno de estos
carbohidratos por el microorganismo responsable de la fermentacion. Dentro de la
elaboracion del tempe es por la remocion de la epidermis, la posibilidad de la solubilidad de
alguno de estos componentes en el agua de remojo y coccidon de los granos. Y finalmente
en la utilizaciébn de algunos de estos componentes del garbanzo por R. oligosporus

mediante la fermentacion sélida.
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6.3. CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE LOS AZUCARES DE L GARBANZO DURANTE
LA FERMENTACION.

El objetivo de la fermentacibn en granos de garbanzo es el estudio de los
oligosacaridos principalmente de rafinosa y estaquiosa, ya que son los carbohidratos
responsables de la flatulencia y producciéon de gases en el intestino, tanto en animales como
seres humanos. Asi mismo estan presentes en la matriz y son considerados como

antinutrientes.

Para estudiar los cambios que existen en el proceso de elaboracién de tempe de
garbanzo se estudiaron las tres etapas de elaboracion: agua de remojo de los granos de
garbanzo con acido acético; agua de coccién la cual se llevo a cabo con agua destilada y

finalmente harina de tempe de garbanzo, en las condiciones ya establecidas y estudiadas.

25.00%
20.00% T
15.00% L
10.00% I =
5.00% i
=
1T
0.00% t in
FRUCTOSA RAFINOSA ESTAQUIOSA
O GARBANZO PORQUERO 18.01% 10.32% 7.44%
O TEM PE DE GARBANZO 3.52% 1.32% 1.02%

FIGURA 9: Efecto de la fermentacion de R. oligosporus sobre la concentracién
de rafinosa, estaquiosa y fructosa en garbanzo porquero.
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Los resultados muestran que fructosa, estaquiosa y rafinosa disminuyen por efecto
de la fermentacion sélida realizada con R. oligosporus, se observa una disminucion en el
producto fermentado de los oligosacaridos en estudio, rafinosa y estaquiosa como se
muestra en la figura 9, se observa que cerca del 90% de estos oligosacaridos disminuye

considerablemente entre la matriz sin fermentar y el producto fermentado.

No obstante a estas concentraciones aun se puede presentar el problema de la flatulencia
ya que no podemos olvidar que los animales monogastricos incluyendo al hombre, carecen

de la enzima que puede ayudarnos a desdoblarlos y absorberlos en el intestino.

En la fermentacion sélida se favorece la disminucidén de fructosa el azucar que se
tiene en mayor proporcién en la matriz, y que es el principal monosacarido que se encuentra

en la misma.

De la misma manera se estudio el procedimiento de elaboracion de tempe de
garbanzo, se sometid a estudio el agua de remojo con acido acético y el agua de coccion, a
lo cual se tiene que también existe una disminucion de estos oligosacaridos por efecto de
remojo y coccion de la matriz, no solo por el consumo de rafinosa y estaquiosa por parte del

hongo.

En este caso se observo que la fructosa es el carbohidrato que se retiene en mayor cantidad
en el agua de remojo en un 36.0 %, (figura 10) no obstante rafinosa y estaquiosa se
encuentran presentes en esta agua en un 13%, debido a que los tres azucares son solubles

en agua.
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13.00%

13.32%

O AGUA DE COCCION

20.25%

8.54%

29.55%

FIGURA 10: Efecto del proceso de remojo y coccion de los granos de
garbanzo sobre la concentracion de rafinosa, estaquiosa y fructosa.

Para el agua de coccion se observdé que los azucares fructosa y rafinosa se

disolvieron en menor proporcion que la estaquiosa este se disolvidé en un 29 %, la diferencia

es por sus propiedades quimicas como lo es el punto de fusion, siendo la estaquiosa quien

presenta el punto de fusién mas alto arriba de 100° C, y el procedimiento de coccion se llevo

a cabo a 90°C, lo que puede indicar que fructosa y rafinosa fusionaron a esta temperatura

disminuyendo su solubilidad, mientras que la estaquiosa conserva su estructura original

facilitando su solubilidad en agua a temperatura de 90°C.

Finalmente se observé que los azucares disminuyen mayoritariamente por el

procedimiento de elaboracién de tempe que por el efecto y accion de fermentacion de R.

oligosporus, figura 11, no Obstate las dos partes contribuyen a la disminucion de estos

compuestos antinutricionales.
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70.00%
60.00%

50.00% -

40.00%

30.00% T

20.00%

10.00% -

-10.00%

FRUCTOSA RAFINOSA ESTAQUIOSA

0O PROCEDIMIENTO* 56.25% 21.54% 42.87%
O FERMENTACION 3.52% 1.32% 1.02%

*Condiciones del procedimiento: 150 g de garbanzo porquero fueron remojados en 450 ml de solucién de
acido acético 0.1M por 12h, posteriormente fueron cocidos en 300 ml de agua desionizada por 30min a 90°C.

FIGURA 11: Efecto del procedimiento y de la fermentacién sobre la concentracion
de rafinosa, estaquiosa y fructosa en la elaboracién de Tempe de garbanzo porquero.

La fructosa se elimind por accién del remojo y coccién de los granos de garbanzo y
no por la preferencia del hongo por este nutriente no olvidemos que R. oligosporus es un
hongo que prefiere en primer término el consumo de nutrientes proteicos y no de

carbohidratos.
La rafinosa y estaquiosa son los oligosacaridos que disminuyen, al igual que la

fructosa, sus concentraciones en el proceso de elaboracion de tempe, sin embargo, la

rafinosa es capaz de desdoblarse en la fermentacién por R. oligosporus.
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El tempe de garbanzo puede ser comparado con el tempe de soya debido a que en
ambos casos la fermentacion se lleva a cabo por Rhizopus oligosporus, provocando el
beneficio del aumento de proteina y grasa para ambas materias primas, cabe sefialar que la
soya es una leguminosa que se encuentra en el grupo de las leguminosas con alto
contenido de proteina y grasa, mientras que el garbanzo pertenece al grupo de leguminosas

con valor medio de proteina y valor bajo en grasa.

La fermentacion sélida mejora las condiciones nutricionales del garbanzo (Cicer
arietinum L.) no solo eliminando y disminuyendo los factores antinutricionales como los
oligosacaridos, si no que también, ofrece la alternativa de consumo humano de la variedad

porquero.

México puede tener a la fermentacion sélida como una alternativa de mejoramiento
de sus leguminosas a un bajo costo, alta calidad y abastecimiento de fuente de proteina y
grasa a la poblacién, como lo vienen realizando los paises asiaticos. Sin embargo, también
puede ser una principal fuente de produccién para alimento animal y complementarse a la

dieta animal con otro cereal como el maiz, sorgo, etc.,
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el acondicionamiento de garbanzo
porquero para la fermentacion con Rhizopus oligosporus y el efecto de ésta sobre los

oligosacaridos se concluye que:

» El remojo de garbanzo por 12h en solucién 0.1M de &cido acético favorece el
desarrollo de Rhizopus oligosporus durante la fermentacion; el remojo por 12h en
solucion 0.1M de é&cido lactico favorece el crecimiento de Rhizopus oligosporus

durante la fermentacién, en granos de soya.

» El escaldado de garbanzo porquero, en agua a 90 °C por 10min como tratamiento

térmico, no favorece el crecimiento del hongo sobre la matriz de garbanzo.

» El garbanzo es una de las leguminosas que contiene un valor medio de proteina y un
valor bajo en grasa, comparado con la soya. Las concentraciones de proteina y de
grasa, aumentan durante la fermentacion de garbanzo porquero, gracias a la

fermentacion de esta matriz con Rhizopus oligosporus.
» La fructosa es el principal azlicar que se encuentra en el garbanzo porquero y es el

principal monosacarido cuya concentracion disminuye por efecto de remojo en acido

acético de estos cotiledones.
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» La estaquiosa es uno de los oligosacéaridos antinutricionales que disminuye en un 29

%, por efecto de coccidn.

» La rafinosa es el trisacarido que disminuye, por efecto de remojo y por efecto de la

fermentacion soélida, en un 13y 10 %, respectivamente.
» Mediante la fermentacion solida se disminuye la concentracion de los oligosacaridos

que causan la flatulencia, por este motivo el tempe de garbanzo puede ser utilizado

para el consumo humano o animal.
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9. ANEXO |: CRECIMIENTO DE Rhizopus oligosporus.

El crecimiento de Rhizopus oligosporus en las cajas petri, se llevé a acabo con agar

papa dextrosa y se colocaron durante 5 dias a 30°C..

Después de este tiempo el hongo se ha desarrollado lo suficiente para producir esporas, en

este momento se procedié a la colecta de estas esporas, con agua desionizada estéril.

Figura 12: Formacion de esporas por Rhizopus oligosporus

a 30°C durante cinco dias.

10. ANEXO II: RESULTADOS DE PROTEINA, GRASA, HUMEDA D Y CENIZAS.

Tabla V: resultados de cada determinacion de grasa, humedad, cenizas, proteinas y carbohidratos,

para cada analisis proximal de tempe de garbanzo y garbanzo porquero:

GARBANZO PORQUERO

TEMPE DE GARBANZO PORQUERO

PROTEINA** 22.81 % 21.98 % 23.01 % 31.90 % 314 % 30.83 %
GRASA 6.33 % 5.16 % 5.64 % 10.73 % 10.71 % 10.72 %
CENIZAS 3.28% 3.36 % 3.34 % 1.88 % 1.83% 1.83 %
HUMEDAD 8.98 % 8.05 % 7.87 % 5.28 % 5.35% 7.02 %
CARBOHIDRATOS* 58.60 % 61.45 % 60.14 % 50.21 % 50.71 % 49.60 %

* Obtenidos por diferencia.

** \alores en base secay sin grasa.
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11. ANEXO lIl: CROMATOGRAMAS DE LOS AZUCARES EN EST UDIO.

a) Cromatograma que muestra los azlcares extraidos de la muestra de la matriz sin

ningun tratamiento.

b) Cromatograma del agua de remojo de los granos de garbanzo en solucion de acido
acético 0.1M durante 12 h.
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c) Cromatograma de los azUcares extraidos de la muestra de tempe de garbanzo, con
remojo de 12 h en 350 mL de solucién de acido acético 0.1M y coccién de los granos
en 300 mL de agua desionizada a 90°C por 30 min, fermentacion con esporas de R.

oligosporus por 48 h a 27°C.
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12. ANEXO IV: ANALISIS DE LA CUANTIFICACION DE FRUC TOSA, RAFINOSA Y
ESTAQUIOSA POR HPLC.

Para realizar el analisis cromatografico, el primer paso que se realizdé fueron las
inyecciones de los estandares, cada muestra fue inyectada 4 veces y se obtuvieron los

correspondientes promedios y graficos. De estos graficos obtenemos los siguientes datos:

Tabla VI: Estandares inyectados en el HPLC en concentraciones conocidas para

la elaboracidn de los gréaficos lineales y obtencién de las ecuaciones.

e RAFINOSA FRUCTOSA
g/ml | TIEMPO | AREA g/mL | TIEMPO | AREA g/mL | TIEMPO | AREA
0.0016 | 7.315 | 2627475 | 0.0018 | 5321 | 4228843 | 00026 | 3.946 646.3
0.0047 | 7.245 | 9438328 | 0.0033 | 5310 | 5957128 | 00103 | 3.944 | 1961666.0
0.0268 | 6881 | 54538130 | 0011 | 5290 | 21999305 | 00734 | 3.865 | 125237753
0.0402 | 6789 | 77077868 | 0.0203 | 5262 | 34965100 | 0.1118 | 3.839 | 17921313.0

Con estos datos se obtuvieron las siguientes ecuaciones lineales:

EQUACION LINEAL R2
RAFINOSA y = 2E + 08x 0.987
ESTAQUIOSA y = 2E + 08x 0.998

Las muestras fueron preparadas de la siguiente manera (este es solo un ejemplo de los

calculos realizados):

Para la muestra de garbanzo porquero se peso 1.5003 g de harina de garbanzo sin grasa.
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Se agregaron 40 mL de la mezcla (etanol-agua, 80:20); se agitaron las mezclas por
45 min en dos ocasiones (vol. Total obtenido 80 mL) después de la centrifugacion y
filtracion, quedo6 un vol. aproximado de 50 mL; de esta mezcla se evaporaron cerca del
100% de agua y alcohol, qguedando un volumen de 500 pL, los cuales fueron llevados a un
aforo de 5 mL con la mezcla de acetonitrilo-agua-metanol (25:20:55); de esta muestra se
tomaron 100 pL para finalmente ser inyectados 20 pL al HPLC.
Esta muestra fue inyectada 4 veces, de donde se obtuvo el promedio del area bajo la curva
es:

TABLA VIl : Tiempo de retencion y area bajo la curva para fructosa, rafinosa y estaquiosa,

del cromatograma de una muestra de garbanzo porquero, sin ningan tratamiento.

MUESTRA DE GARBANZO M1
FRUCTOSA RAFINOSA ESTAQUIOSA
TIEMPO | AREA | TIEMPO | AREA | TIEMPO AREA
4.056 559 4.836 245 6.243 262
4.030 500 4.917 333 6.341 312
3.935 1034 4.865 180 6.177 398
4.047 761 4.895 515 6.281 503
PROMEDIO
4.017 | 7135 | 4.878 | 318.3 | 6.261 368.8

Con la informacién generada hasta el momento, tomaremos el caso de la rafinosa:
De la curva patrén para rafinosa tengo que es:
Y= 2E+08X

R? = 0.987

De donde:
X (g/mL)=Y / 2*10®
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Después de haber inyectado cada muestra y obtener el area bajo la curva se
obtuvieron los siguientes datos, para cada azlcar:

Tabla VIII: Areas bajo la curva de las muestras inyectadas en el HPLC.

MUESTRA DE GARBANZO (PRIMERA EXTRACCION) M1
FRUCTOSA RAFINOSA ESTAQUIOSA
TIEMPO | AREA | TIEMPO | AREA | TIEMPO AREA
4.056 559 4.836 245 6.243 262
4.03 500 4.917 333 6.341 312
3.935 1034 4.865 180 6.177 398
4.047 761 4.895 515 6.281 503
PROMEDIO
4.017 ‘ 713.5 ‘ 4.878 ‘ 318.3 ‘ 6.261 ‘ 368.8

En donde Y= 318.3 que es el area bajo la curva del promedio de inyecciones hechas de

esta muestra, por tanto:

X = 318.3/2 *10° = 0.000001592 g de rafinosa / mL de Extracto de Garbanzo (Ext. G.)
Se peso 1.5003 g de harina de garbanzo (g HG) para realizar la primera extraccion:

1.5003g HG / 80mL = 0.01875 g HG/ mL /0.5 mL de Ext.G = 0.0375 g HG / 5mL (aforo)=
0.0075015 g HG / mL

Entonces:

1.5952*10°° g de rafinosa /mL Ext.G / 0.020 mL Ext. G = 7.9575*10° g de rafinosa * 5 mL
(aforo) =0.000397875 g de rafinosa / mL Ext.G / 0.0075015 g HG / mL Ext.G = 0.0530 g
rafinosa. / g HG = 5.30 % rafinosa en Harina de Garbanzo. = 0.3979 mg de rafinosa / mL
Ext.G

Esta ecuacion se repite para cada muestra en la que se extrajeron cada uno de los azUcares

de interés.
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Para determinar la concentracion de azucares en las muestras en porcentajes se
utilizo la siguiente ecuacion:
0.0003979 g de rafinosa/ 0.0075 g de HG = 0.0530 g de rafinosa / g de HG * 100 = 5.30 %

de rafinosa.

De ésta manera se tiene la siguiente tabla:

TABLA IX: Concentracion de fructosa, rafinosa y estaquiosa en las muestras

de garbanzo porquero y tempe de garbanzo porquero (%).

MUESTRA DE GARBANZO MUESTRA DE TEMPE
FRUCTOSA | RAFINOSA | ESTAQUIOSA | FRUCTOSA | RAFINOSA | ESTAQUIOSA
10,11% 5,30% 6,14% 0,63% 0,37% 1,05%
22,89% 12,33% 6,58% 0,69% 0,47% 0,33%
13,25% 8,86% 6,39% 7.71% 2,57% 1,28%
PROMEDIO
15.41% | 8.83% | 6.37% | 3.01% | 1.13% | 0.88%

Para tener resultados en base seca y sin grasa se utilizo la siguiente ecuacion:

(8.83 g de rafinosa * 100 g de harina humeda) / (100g de harina humeda — 8.30 g de harina
sin humedad) = 9.63 g de rafinosa / 100 g de harina de garbanzo sin humedad * 100 g de
harina de garbanzo con grasa sin humedad / (100 g de harina con grasa sin humedad — 5.71
g de grasa) = 10.21 g de rafinosa / 100 g de harina de garbanzo sin grasa y sin humedad.

De esta manera, se tienen los resultados finales:

TABLA X : Concentracion de fructosa, rafinosa y estaquiosa

en garbanzo porquero y tempe de garbanzo (%) , base secay sin grasa.

MUESTRA DE GARBANZO MUESTRA DE TEMPE
FRUCTOSA | RAFINOSA | ESTAQUIOSA | FRUCTOSA | RAFINOSA | ESTAQUIOSA
17.82% 10.21% 7.36% 3.58% 1.34% 1.04%
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Para determinar la eficiencia del método de extraccion de los oligosacaridos se
procedié a realizar los ensayos de recuperacion, para lo cual se agregaron cantidades
conocidas del estandar de fructosa (0.0578, 0.0587 y 0.0576 g) a tres muestras de garbanzo

(1.5 g). El analisis se realizo por triplicado.

TABLA Xl : Cantidades de garbanzo porquero y fructosa afiadida para

comprobar la eficiencia del método de extraccion de los azucares.

GARBANZO FRUCTOSA FRUCTOSA
PORQUERDO (g) ANADIDA (g) ANADIDA (%)
1,5931 0,0578 3.61
1,5898 0,0587 3.69
1,5672 0,0576 3.67

En promedio, la cantidad de fructosa que se afadio es de 3.65%, con respecto al peso de la

muestra de harina de garbanzo.

Como ejemplo tomaremos la primera cantidad de fructosa afiadida en la siguiente ecuacion:

0.0578 g de fruc / 80 mL = (0.0007225 g fruc / mL) /0.5 mL de Ext. G =0.001445 g Fruc /
mL de Ext. G /5 mL (aforo) = 0.000289 g fruc / mL de Ext. G

En donde:
Fruc = fructosa
Ext. G = extracto de harina de garbanzo porquero

HG = harina de garbanzo porquero

Se realizo el mismo analisis de tal forma que se tiene: fructosa afiadida mas la cantidad de
harina de garbanzo porquero (0.0578 g de Fruc + 1.593 g de HG), de esta manera se

tienen los valores que se indican en la tabla XII.
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TABLA XlI : Concentracién de fructosa afiadida en el extracto de harina de garbanzo porquero.

GARBANZO FRUCTOSA g de Fru afiadida / g de Fru+g de HG /
(9) ANADIDA (g) mL Ext.G mL Ext.G
1,5931 0,0578 0,000289 0,0082545
1,5898 0,0587 0,0002935 0,0082425

1,5672 0,0576 0,000288 0,008124

en las siguientes inyecciones:

Ahora tenemos las lecturas del area bajo la curva de la fructosa mas la harina de garbanzo

TABLA XIII : Areas bajo la curva y tiempos de retencion de fructosa

adicionada en harina de garbanzo porquero.

MUESTRA DE GARBANZO CON FRUCTOSA
FRUCTOSA
FRUCTOSA RAFINOSA ESTAQUIOSA
ADDICIONADA. (g)
TIEMPO | AREA | TIEMPO | AREA | TIEMPO | AREA
0,0578 3,043 767,7 4,893 391,7 6,168 291
0,0587 3,009 | 16723 | 4,893 769,3 6,197 693,3
0,0576 3,914 1017 4,889 383,5 6,175 | 288,75

Con los datos anteriores se obtuvo la siguiente curva patron para la fructosa adicionada:

y = 2E+08x
R? =0,997

/
/
=

FRUCTOSA

20000000,0
18000000,0
16000000,0
14000000,0
12000000,0
10000000,0 -
8000000,0 -
6000000,0 -
4000000,0 -
2000000,0 -
0,0

AREA BAJO LA CURVA

0,04 0,06 0,08 0,1

CONCENTRACION (g/rm)

0 0,02 0,12

FIGURA 13:

Ecuacion lineal del estandar de fructosa adicionada a la harina de garbanzo porquero.
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De la curva patrén para la fructosa adicionada se obtuvo la siguiente ecuacion:

De donde:

Entonces:

X = 767.7 /2 *10° = 0.0000038385 g de Fruc / mL de Ext.G

Y= 2E+08X
R? = 0.997

X (g/mL)=Y / 2*10®

3.8385*10° g de Fruc / 0.020 mL Ext.G = 1.9193*10* g de Fruc / mL ExtG X 5 mL =
0.0009596 g Fruc / 0.0082545 g de HG = 0.1163 g de Fruc / g de HG = 11.62 % de Fruc

TABLA XIV: Concentracion final de fructosa (fructosa del garbanzo

porquero mas fructosa adicionada).

FRUCTOSA g de Fruc/g
GARBANZO (g) . FRUCTOSA
ANADIDA (g) de HG+Fruc
1,5931 0,0578 0,0009596 11,62%
1,5898 0,0587 0,0020905 25,63%
1,5672 0,0576 0,00127125 15,64%
PROMEDIO 17.63%

La concentracion de fructosa adicionada y la de la harina de garbanzo porquero es de

17.63% y la concentracion de fructosa en garbanzo porquero es de 15.42%; se obtuvo la

diferencia de 2.21% correspondiente a la concentracion de fructosa que se recupero con

respecto al 3.65% de fructosa que se adiciono.

Finalmente, la eficiencia del método de extraccion de los azucares en estudio es de 60.55%.

79



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Antecedentes
	4. Objetivos
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	9. Anexos



