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RESUMEN

La necesidad de ingredientes y alimentos funcionales en el mundo actual es clara, debido
a que los consumidores cada vez méas buscan productos alimenticios que contribuyan a su
salud y bienestar, lo que aunado al envejecimiento de la poblacion y al incremento de las
enfermedades crénico degenerativas, hace de este nicho de mercado uno de los de mayor
potencial de crecimiento mundial. Por lo que la industria alimentaria se ha enfocado en el
desarrollo de ingredientes y alimentos que proporcionen beneficios nutricionales y de
salud a los consumidores. El objetivo de la presente investigacion, fue elaborar una harina
rica en proteinas de buena calidad bioldgica utilizando leguminosas, cereales y
tratamientos de fermentacion con Pleurotus ostreatus para su potencial utilizacion como
ingrediente funcional en la elaboracion, fortificacion y/o enriquecimiento de productos
para nutricion humana. Se trabajo con frijol negro, frijol bayo y avena, por su tradicional
uso en la dieta, caracteristicas nutricias-funcionales y disponibilidad. Los ingredientes
mencionados se caracterizaron quimica y nutricionalmente, antes y después de la
fermentacion con P. ostretaus, a fin de evaluar el efecto de la actividad y presencia del
hongo en el frijol y la avena, esto bajo la siguiente hipdtesis: Los productos de la
fermentacion con cereales y leguminosas con Pleurotus ostreatus son mas ricos en
proteina de buena calidad biolégica y alto valor nutricio que los granos nativos y pueden
ser utilizados como ingrediente funcional. Utilizando la mejor seleccion de las harinas
fermentadas y sin fermentar, se calcularon formulaciones y se evaluaron quimica y
funcionalmente, obteniendo asi la harina o ingrediente funcional, objetivo de esta

investigacion.
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ABSTRACT

Actually, there is a clear need for functional foods in the world, because consumers look
for food products that contribute to their health and well-being, which together with the
aging of the population and the increase of chronic degenerative diseases, makes this
market niche one of the greatest potential for global growth. So the food industry has
focused on the development of ingredients and foods that provide nutritional and health
benefits to consumers. The objective of this research was to make a flour rich in proteins
of good biological quality using beans, oats and fermentation treatments with Pleurotus
ostreatus for its potential use as a functional ingredient in the preparation, fortification
and / or enrichment of products for human nutrition. Beans and oats, were used for their
traditional use in the diet, nutritional-functional characteristics and availability. These
ingredients were characterized chemically and nutritionally, before and after fermentation
with P. ostretaus and to evaluate the effect of the activity and presence of fungus in the
beans and the oats, this under the following hypothesis: fermentation with cereals and
legumes with Pleurotus ostreatus are more rich in protein of good biological quality and
high nutritional value than native grains and can be used as a functional ingredient. Using
the best selection of fermented and unfermented flours, formulations were calculated and
evaluated chemically and functionally, obtaining the flour or objective functional

ingredient of this research.

X1



1. INTRODUCCION

Actualmente, los alimentos no solo pretenden satisfacer el hambre y proporcionar los
nutrientes necesarios para los seres humanos, sino también prevenir enfermedades
relacionadas con la nutricion y el bienestar mental y fisico (Betoret et al. 2011). Cada vez
mas consumidores saben que los alimentos contribuyen directamente a su salud, por lo
que en las Ultimas décadas, las demandas de los consumidores en el campo de la
produccion de alimentos han cambiado considerablemente (Mollet y Rowland, 2002) por
lo tanto, los alimentos funcionales se han definido como "alimentos modificados o que
contienen ingredientes que beneficia y aumenta el bienestar del individuo o disminuyen
el riesgo de enfermedad, méas alld de la funcidn tradicional de los ingredientes que
contienen (Caballero et al. 2013; Hasler et al. 2009). Las leguminosas, en particular
Phaseolus vulgaris, son una de las principales fuentes de proteinas vegetales disponibles
en los paises en desarrollo (Caballero et al. 2013). P. vulgaris también se ha asociado con
diversos beneficios para la salud, reduccion del riesgo de diabetes y enfermedades
cardiovasculares, atribuido a la presencia de polifenoles y compuestos bioactivos (Xu et
al. 2007; Herrera et al. 2014). Sin embargo, P. vulgaris contiene factores antinutricionales
como inhibidores de tripsina, quimotripsina, amilasa, lectinas, fitatos y taninos. (Yu-Wei
y Wei-Hua, 2012), que disminuyen la digestibilidad de la proteina. Las combinaciones de
cereales y leguminosas ofrecen proteinas de alta calidad debido a la compensacion de sus
aminoéacidos esenciales, por lo que el desarrollo de formulaciones es una buena alternativa

para suplementacion nutricional.

La avena es un cariopse herbaceo, cuyo fruto se utiliza para la alimentacion, es el cereal
con mayor porcentaje de grasa, donde el 65% de acidos grasos son insaturados y el 35%
corresponde a &cido linoléico. Tiene una variedad de minerales, oligoelementos y
vitaminas como magnesio, hierro, zinc, cuya funcion es ayudar a reestructurar el fésforo

de la membrana celular, para la energia celular (Lopez et al. 2006).



Los hongos se han utilizado como alimento desde tiempos inmemoriales, son
considerados como una fuente de alimento con un valor incalculable por su calidad
nutricional (Royse 1997), son bajos en calorias y ricos en carbohidratos, aminoacidos
esenciales, fibra, vitaminas y minerales (Beetz y Kustudia 2004; Sharma et al. 2013).
Bermudez et al. 2003, indica que existen especies de Pleurotus que son potentes agentes
bioldgicos que convierten los productos organicos no alimentarios en productos para
alimentacion humana. También son capaces de sintetizar una mayor proporcion de
aminoéacidos esenciales dando un balance total de aminoacidos positivo, ademas mejora
del sabor y pueden crecer en una variedad de sustratos como la paja (trigo, avenay arroz),
serrin, desperdicios de algoddn, heno, hojas de platano, tallos de maiz y otros desechos

agricolas y una amplia gama de condiciones ambientales (Bautista et al. 1997).

Pleurotus ostreatus es el segundo hongo comestible mas importante en Europa, tiene un
alto contenido nutricional como minerales, vitaminas y proteinas (Romero et al. 2000).
También tiene un sabor agradable, que lo hace aceptable en muchas partes del mundo.

La produccion de alimentos fermentados es una de las mas antiguas tecnologias de
procesamiento de alimentos (Certik et al. 2006) es un proceso econémico y simple que
causa cambios quimicos y modifica la funcionalidad de los alimentos (Davila et al. 2003).
Muchos de estos alimentos son fabricados por su sabor Unico, aroma y textura, atributos
gue son muy apreciados por el consumidor. Ademas, dado que los hongos filamentosos
disminuyen simultdneamente compuestos anti-nutrientes y sustratos de biopolimeros
parcialmente hidrolizados, el subproducto de la fermentacion puede ser utilizado como
alimento barato y como suplemento para apoyar las demandas de comercializacion (Certik
et al. 2006). Considerando lo anterior el objetivo de la presente investigacion fue elaborar
una harina rica en proteinas de buena calidad biol6gica utilizando frijol, avena y
tratamientos de fermentacion con Pleurotus ostreatus para su potencial utilizacion como
ingrediente funcional en la elaboracion, fortificacion y/o enriquecimiento de productos

para nutricion humana.



2. ANTECEDENTES

2.1 Alimentos funcionales

El término Alimento funcional, fue propuesto por primera vez en Japdn en la década de
los 80’s, con la publicacion de la reglamentacion para los "Alimentos para uso especifico
de salud” ("Foods for specified health use” o FOSHU) y se refiere a aquellos alimentos
procesados, los cuales contienen ingredientes que desempefian una funcion especifica en
las funciones fisiolégicas del organismo humano, més alla de su contenido nutrimental.
Los alimentos de este tipo son reconocidos porque llevan un sello de aprobacion del

Ministerio de Salud y Bienestar del gobierno japonés (Mollet y Rowland 2002).

Las causas que originaron esta revolucion de los alimentos funcionales son diversas: 1) el
publico que se preocupa mas por su salud y compra alimentos con valor agregado al
nutricional, 2) las organizaciones encargadas de legislar en materia de alimentos estan
reconociendo los beneficios de los alimentos funcionales a la salud publica, 3) el gobierno
estd poniendo atencion en este renglén, ya que preve el potencial econdmico de estos
productos como parte de las estrategias de prevencion de la salud publica. Otros factores
que también contribuyen en el "boom" de los alimentos funcionales, incluyen los grandes
avances tecnoldgicos, entre ellos la biotecnologia, asi como la investigacion cientifica que
documenta los beneficios para la salud de estos alimentos (Alvidrez et al. 2003).

Se han desarrollado categorias de alimentos funcionales desde el punto de vista del
producto y su propiedad funcional. También se pueden clasificar porque "agregan bien a
su vida ", es decir mejoran las funciones regulares del estomago y del colon como los pre
y probioticos o "mejoran la vida de los nifios" apoyando la capacidad de aprendizaje y
comportamiento. Otro grupo de alimentos funcionales esta disefiado para reducir algin
problema existente de riesgo para la salud, como el colesterol alto o presion arterial alta.
Un tercer grupo consiste en los productos, que "hacen su vida mas facil” por ejemplo, sin
lactosa, sin gluten (Granato et al. 2010). Dentro de los diferentes grupos de alimentos
funcionales encontramos también a los cereales como la avena y a la cebada que ofrecen

otra alternativa para la produccion de este tipo de productos. Los beneficios multiples y



los efectos de los cereales pueden explotarse de diferentes maneras, como la produccién
de nuevos alimentos a base de cereales o ingredientes de cereales para poblaciones
especificas (Sir6 et al. 2008).

2.2 Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales son ciertas caracteristicas fisicoquimicas de algunos
componentes del alimento, que influyen de un modo especifico sobre su apariencia y
comportamiento. Por ejemplo, el contenido, tipo y disponibilidad de nutrimentos como
las proteinas, grasas, carbohidratos, fibra, agua, minerales; actividad antioxidante,
contenido de polifelones totales; y capacidad emulsificante, capacidad de absorcion de
grasa, capacidad de absorcion de agua, estos ultimos asociados directamente con la
presencia de proteinas en el alimento (Ramirez et al. 2009). Los ingredientes que hacen
que los alimentos sean funcionales son proteinas, fibras dietéticas, vitaminas, minerales,
antioxidantes, oligosacaridos, acidos grasos esenciales como omega-3, cultivos de
bacterias de acido lactico y ligninas. Muchos de estos estdn presentes en plantas
medicinales (Lobo et al. 2010).

Las propiedades funcionales de las proteinas de los alimentos se han explotado en la
preparacion y desarrollo de productos tales como productos de panaderia, sopas,
productos extruidos y bocadillos listos para el consumo (Boye et al. 2010). Los
ingredientes de proteina en los alimentos deben poseer propiedades funcionales para
aplicaciones y elaboracion de productos alimenticios y la aceptabilidad del consumidor.
Las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos afectan al comportamiento de la
proteina en los sistemas alimentarios durante procesamiento, fabricacion, almacenamiento
y preparacion, por ejemplo, absorcion, solubilidad, gelificacion, emulsificacion, etc. Estas
propiedades reflejaran la composicion, la conformacion de las proteinas y sus
interacciones con otros componentes de alimentos, y se ven afectados por los tratamientos
de procesamiento y el medio ambiente, debido a que las propiedades funcionales estan
influenciados por la composicion, estructura y conformacion de las proteinas (Philips et
al. 1994).



La fibra dietética también se considera una propiedad funcional, es la parte del material
vegetal de los alimentos que es resistente a la digestion enzimatica, esta incluye celulosa,
polisacaridos no celulésicos tales como hemicelulosa, sustancias pécticas, gomas,
mucilagos y lignina. Las dietas ricas en fibra como cereales, nueces, frutas y verduras
tienen un efecto positivo en la salud ya que su consumo se ha relacionado con disminucion
de la incidencia de varias enfermedades. Esta puede ser utilizada en diversos alimentos
funcionales como panaderia, bebidas y productos carnicos. Diferentes tratamientos de
procesamiento como extrusion-cocinado, enlatado, molienda, pueden alterar las
propiedades fisicoquimicas de la fibra dietética y mejorar su funcionalidad (Devinder et
al. 2012).

Los antioxidantes sintéticos y naturales de los alimentos se usan de forma rutinaria en
alimentos y medicamentos, especialmente aquellos que contienen aceites y grasas para
proteger los alimentos contra la oxidacion. Hay varios ejemplos de antioxidantes fendlicos
sintéticos, que han sido ampliamente utilizados como antioxidantes en la industria
alimentaria y debido al aumento de los factores de riesgo del ser humano a diversas
enfermedades mortales, ha habido una tendencia mundial hacia el uso de sustancias
naturales, presentes en plantas medicinales y plantas dietéticas como antioxidantes
terapéuticos (Lobo et al. 2010).

Los antioxidantes previenen el dafio tisular inducido por radicales libres previniendo la
formacion de radicales, promoviendo su descomposicion (Alam et al. 2012). Los radicales
libres se derivan de procesos metabdlicos esenciales normales en el cuerpo humano o de
fuentes externas, como la exposicion a los rayos X, el ozono, el tabaquismo, los
contaminantes del aire y los productos quimicos industriales, se producen continuamente
en las células como consecuencia de reacciones enzimaticas y no enzimaticas (Lobo et al.
2010). El dario de los radicales libres contribuye a la etiologia de muchos problemas de
salud cronicos, como enfermedades cardiovasculares e inflamatorias, cataratas y cancer.
Las propiedades funcionales de los alimentos y harinas estan normalmente asociados a la
interaccion entre agua / aceite. También estan asociados a las propiedades relacionadas

con la estructura proteica, las caracteristicas reologicas, la superficie de la proteina y la



compatibilidad con los componentes de otros alimentos. Estan altamente relacionadas con
los parametros estructurales, como el volumen total de poros, porosidad, tamafio de
particula, distribucién y presencia de particulas finas (Nguyen et al. 2015). Estas
propiedades juegan un papel importante en el proceso de preparacion de los alimentos, ya

que influye en otras propiedades funcionales y sensoriales (Chau 1998).

La capacidad emulsificante es una propiedad funcional importante de una proteina. Esta
propiedad puede expresarse como capacidad emulsionante y estabilidad de la emulsion.
Refleja la capacidad de las proteinas para absorberse rapidamente en la interfaz aceite /
agua durante la formacion de un emulsion. En general, las propiedades emulsificantes
estdn muy relacionadas con la solubilidad acuosa de las proteinas y la hidrofobicidad y se

han utilizado como de emulsificacion de las proteinas (Shevkani et al. 2014).

2.2.1 Digestibilidad de la proteina

El valor biolégico de una proteina depende fundamentalmente de su composicion en
aminoacidos escenciales. Conocida ésta es posible predecir, dentro de ciertas limitaciones,
su comportamiento en el organismo; para ello solo es necesario contar con un adecuado

patron de comparacion.

En la evaluacion de la calidad de una proteina alimenticia, se deben considerar dos
factores: su contenido en aminoacidos esenciales y su digestibilidad. El valor bioldgico
de una proteina depende de la composicion de aminoacidos y de las proporciones entre
ellos y es maximo, cuando estas proporciones son las necesarias para satisfacer las
demandas de nitrogeno para el crecimiento, la sintesis, y reparacion tisular. El valor
biologico, estd ademés condicionado por las diferentes velocidades de recambio de
aminoéacidos en los distintos tejidos, y por consiguiente no es una constante, sino que es

influido por la especie, la edad y el estado fisioldgico del individuo (Suarez et al. 2006).



El otro factor que condiciona la utilizacion de las proteinas alimenticias, modificandolas
en forma variable es la digestibilidad. La digestibilidad serd igual a 100 cuando el
nitrégeno ingerido sea totalmente absorbido. El contenido en nitrégeno en las heces
representa la cantidad no absorbida, es decir la proporcion de proteinas que por sus
caracteristicas fisicas o propiedades quimicas, resistieron el ataque de las enzimas
proteoliticas. Parte de estas pérdidas fecales representan las pérdidas obligatorias de

nitrégeno que proviene de las secreciones endogenas (Lopez et al. 2006).

En la actualidad, el método sugerido para evaluar la calidad proteica, es la calificacion del
cémputo quimico o puntuacion de aminoacidos corregido por digestibilidad proteica
(protein digestibility corrected amino acid score) o PDCAAS. Este método fue propuesto
en 1991 por la FAO y ha reemplazado al PER como la norma para calcular el porcentaje
del valor diario de proteina en el rotulado de los alimentos para adultos y nifios mayores
de un afio de edad. Para cumplir con los requerimientos proteicos mas rigurosos, el
PDCAAS compara el perfil de aminoacidos de una proteina en estudio con las necesidades
del nifio mayor a un afio que representan los requerimientos mas exigentes de los
diferentes grupos a excepcion de los lactantes que se comparan con la leche humana. El
PDCAAS maés alto que pude recibir una proteina es 1.0. Las calificaciones por encima de
1.0 se nivelan pues todos los aminoacidos en exceso no son utilizados para sintesis de
tejidos, sino que son desaminados y oxidados para ser utilizados en el metabolismo
energético o almacenados como tejido adiposo. EI PDCAAS se calcula multiplicando el
valor correspondiente a la puntuacion por el valor correspondiente a la digestibilidad.

En la practica nutricional no se dispone de informacion recopilada y actualizada con
respecto a los valores de puntuacion y PDCAAS de los alimentos habitualmente utilizados
en los planes de alimentacidn. Los datos disponibles de puntuacion en su mayoria se basan
en la comparacion con la proteina del huevo y resultan por lo tanto inferiores a los
calculados segun el patron de aminoacidos esenciales propuesto por la FAO en 85 y por
la Academia Nacional de Ciencias en 2002 (FAO/OMS/ONU 2007). Exiten valores de
digestibilidad de alimentos ya estabecidos (Tabla 1).



Tabla 1. Valores para la digestibilidad de proteina en humanos

Alimento Puntuacion (%)  Alimento Puntuacion (%)
Frijoles 78 Cereal avena 95
Dieta mixta americana 96 Crema de cacahuate 72
Dieta mixta brasilefia 78 Cacahuates 95
Dieta mixta china 96 Cereal arroz 94
Cereal maiz 70 Harina de soya 86
Maiz 87 Proteina aislada de 95
soya

Semillas de algodon 90 Harina blanca trigo 96
Huevo 97 Gluten, trigo 99
Harina 99 Cereal trigo 7
Maiz + frijoles 78 Trigo refinado 96
Maiz + frijoles + leche 84 Trigo 86
Carne, pescado 94

(FAO/WHO/UNU 2007).

2.3 Cereales

Los cereales son plantas que producen cereales comestibles, como la avena, trigo, centeno,

arroz o maiz, los granos de cereales proporcionan, la mayoria de los alimentos cal6ricos

del mundo y aproximadamente la mitad de sus proteinas. Se consumen directamente o

modificados de distintas formas (harina, almidon, aceite, salvado, jarabes de azucar y un

gran numero de ingredientes utilizados en la fabricacion de alimentos) constituyendo la

mayor parte de la dieta (Potter 1995).

Entre los cereales méas utilizados en la alimentacion humana se encuentran el trigo

(Triricum vulgare), la cebada (Hordeum vulgare), el arroz (Oryza sativa), el maiz (Zea

mays), el centeno (Secale cereale), el mijo y la avena (Avena sativa). El trigo y el centeno

son adecuados para fabricar productos de panaderia. Los demas cereales se utilizan en



otras formas. Por ejemplo elaboracion de papillas, productos para el desayuno, etc. La
composicion quimica de los cereales depende de la variedad de cereal. EI componente
mas abundante de los cereales es el almidon y de hecho, junto con las legumbres y las
papas, son importantes fuentes de este polisacarido. Sin embargo su contenido difiere de
unos cereales a otros, encontrandose en menos cantidad en la avena, cebada y el centeno,
en los que aumenta el contenido en otros hidratos de carbono, especialmente en
polisacaridos no amilaceos. Los lipidos se encuentran en baja cantidad, alrededor del 2-
3%, aumentando en la avena. En cuanto al contenido de agua nunca podra tener mas del
14% ya que el grano se puede enmohecer. Por otro lado el grupo de vitaminas y
especialmente las del grupo B, que son las més abundantes difieren entre unos cereales y

otros (Charalampopoulos et al. 2002).

Los cereales pueden utilizarse como sustratos fermentables para el crecimiento de
microorganismos probioticos. Ademas, los cereales pueden ser aplicados como fuentes de
carbohidratos no digeribles, que ademas de promover varios efectos fisioldgicos
beneficiosos, también pueden estimular selectivamente el crecimiento de lactobacilos y
bifidobacterias presentes en el colon y actian como prebidticos. Los cereales también
contienen fibra y almidon resistente (Sir0 et al. 2008).

2.3.1 Avena

La avena (Avena sativa L.) es una graminea cuyo fruto cariopse se utiliza tanto para la
alimentacion como para efectos terapéuticos (LOpez et al. 2006). Actualmente en México
se producen en promedio 130 mil toneladas, teniendo el lugar 27 en el mundo respecto su
produccion. La produccion per capita promedio es de 1.2 kilogramos (SAGARPA-
SIACON 2013). Es un buen cereal que contiene mas proteina que el maiz, el arroz o el
trigo, pero ademas tiene una considerable cantidad de acido fitico, lo cual puede interferir
en la absorcion de hierro y calcio. La harina de avena se usa en la elaboracion de pan,
cereales para el desayuno listos para comer y aperitivos. La avena también puede ser
transformada en salvado de avena y fibra para obtener y en una variedad de productos
alimenticios (Decker et al 2014).



La avena se encuentra entre los cereales més comunes, estos incluyen ademas al maiz, el
sorgo, la cebada, el centeno, el mijo y aproximadamente, tres quintas partes del consumo
mundial de de estos cereales, se utiliza para piensos pero en los lugares donde la
inseguridad alimentaria es alta estos cultivos siguen siendo muy importantes para el
consumo humano directo: en el Africa, el 80% de la cosecha de grano se utiliza de esta
manera. El consumo humano de avena estd aumentando, se espera que la tendencia
continle a medida que la demanda de productos nutritivos y la industria alimentaria
responda con la produccion de nuevas variedades de productos derivados de la avena
(Zhou et al. 1998; FAO 2015).

2.3.2 Propiedades nutricionales y funcionales de la avena

La avena es un alimento exclusivamente nutritivo comparado con otros cereales, la avena
se caracteriza por un menor contenido de carbohidratos, mayor contenido de proteinas que
van del 10-12% y mayor concentracion de lipidos que todos los cereales comunes con un
10% (Zhou et al. 1998), es el cereal con mayor porcentaje de grasa vegetal: 65% de &cidos
grasos insaturados y 35% de &cido linoléico (Lopez et al. 2006). La testa y el endospermo
ademas de su alto contenido de grasa contienen altos niveles de fibra dietética debido a
que el 68-72% del grano consiste principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina.
También contiene grandes cantidades de fibra soluble, sin embargo, un grano de avena es
en gran parte no digerible y por lo tanto debe ser utilizado en forma molida para cosechar

sus beneficios nutricionales (Decker et al. 2014).

La avena es mas comunmente procesada como un grano entero porque su grano es mas
suave que otros granos como el trigo, y por lo tanto no se pueden separar facilmente en
fracciones de germen, endospermo y salvado. El salvado de la avena tiene propiedades
funcionales de temperatura de gelatinizacién mas alta, mayor solubilidad, capacidad de
hinchamiento, mayor viscosidad aparente, las cuales podrian contribuir a un transito

intestinal mas lento, mayor efecto de saciedad, ademas la alteracion de B-glucanos
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presentes en salvado de avena, pueden favorecer la disminucion de colesterol (Decker et
al. 2014).

La avena también posee una gran variedad de minerales, oligoelementos y vitaminas tales
como: magnesio, hierro, zinc, cuya funcion es ayudar a reestructurar la membrana celular;
el fosforo para la energia celular; sodio, potasio, calcio, cobre, selenio y vitaminas como
B1, B2, B3, B6 y E, y trazas de vitamina D (Lopez et al. 2006). Se han identificado
compuestos antioxidantes como tocoferoles de vitamina E, flavonoides y acidos fenolicos.
Se ha demostrado el contenido de fenoles totales en la avena de 1 a 17.60ug de

catequinas/mg y su actividad antioxidante ( Zielin” ski y Koztowska 2000).

2.4 Leguminosas

La denominacion genérica de legumbre secas se aplica, segun el Codigo Alimentario
Espafiol (CAE), a aquellas semillas secas, limpias, sanas y separadas de la vaina,
procedentes de la familia de las leguminosas (Fabaceae), de uso corriente en el pais y que
directamente o indirectamente son adecuadas para la alimentacion. Se incluyen las
diferentes variedades de frijol como el pinto, bayo, negro y blanco. También estan en este

grupo la lenteja, el garbanzo, los guisantes y la soya (Rebello et al. 2014).

Las leguminosas se han considerado tradicionalmente excelente fuentes de proteina
vegetal. Su valor nutritivo se atribuye fundamentalmente a su elevado contenido de
proteinas, ademas de que pueden ser buenas fuentes de hidratos de carbono, lipidos y fibra,
vitaminas del complejo B (Tabla 2 y 3) (Davila et al. 2003; USDA 2012).
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Tabla 2. Contenido de energia, macronutrientes y fibra de leguminosas comunes

Tipo de Energia | Carbohidratos | Proteina | Grasa(g) | Fibra(g)
leguminosa (Kcal) (9) (9)

Frijol pinto 245 44.84 15.41 1.11 15.40
Frijol del 209 37.33 14.74 0.80 12.40
norte

Frijol blanca 255 4741 14.98 1.13 19.10
Frijol negro 227 40.78 15.24 0.93 15.00
Guisante 198 35.50 13.22 0.91 11.10
caupi

Frijol bayo 225 40.36 15.35 0.88 11.30
Garbanzo 269 44.97 14.53 4.25 12.50
Guisantes 231 41.36 16.35 0.76 16.30
partidos

Lentejas 230 39.86 17.86 0.75 15.60
Lupino 198 16.40 25.85 4.85 4.60
Soya 298 17.08 28.62 15.43 10.30

*Los valores son por taza de semillas secas maduras, cocinadas (hervidas sin sal) (USDA, 2012)

Tabla 3. Contenido de vitaminas de leguminosas comunes

Tipo de Tiamina | Riboflavina | Niacina Piridoxina | Folato (ug)
leguminosa (mg) (mg) (mg) (@)

Frijol pinto 0.330 0.106 0.544 0.392 294
Frijol del 0.280 0.104 1.205 0.207 181
norte

Frijol 0.431 0.120 1.181 0.251 255
blanca

Frijol negro 0.420 0.101 0.869 0.119 256
Guisante 0.345 0.094 0.846 0.171 356
caupi

12



Frijol bayo 0.283 0.103 1.023 0.212 230
Garbanzo 0.190 0.103 0.863 0.228 282
Guisantes 0.372 0.110 1.744 0.094 127
partidos

Lentejas 0.335 0.145 2.099 0.352 358
Lupino 0.222 0.088 0.822 0.015 98
Soya 0.267 0.490 0.686 0.402 93

*Los valores son por taza de semillas secas maduras, cocinadas (hervidas sin sal) (USDA, 2012)

Respecto a propiedades organolépticas, las leguminosas suelen presentar un sabor mas o
menos dulce, en el cual desempefian un papel importante los procesos de maduracion,
recoleccion y coccion (Ulloa et al 2011). Estos procesos también determinan la textura de
los granos, los cuales deben ser tiernos, no excesivamente duros, de tal modo que
presenten un grado de dureza tal, que permanezcan enteros. En este sentido, el contenido
de hidratos de carbono, desempefia un papel importante, ya que el comportamiento en la
coccidn depende de las caracteristicas del almiddn. Igualmente, los componentes de las
paredes celulares, especialmente las pectinas, condicionan la elasticidad y, por lo tanto la
resistencia de la piel a la rotura. El color dependera dentro de la misma especie, de la
variedad (Celis et al. 2008).

2.4.1 Frijol (Phaselous vulgaris)

El frijol, en conjunto con el maiz, constituye la dieta basica del pueblo mexicano, en
consecuencia son los productos de mayor importancia socioeconémica tanto por la

superficie de la siembra como por la cantidad consumida per cépita.

Clasificacion
Familia: leguminosae
Subfamilia: Papilionoidene

Tribu: Phaseolac
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Subtribu: Phascolinae
Género: Phaseolus

Especie: Phaselous vulgaris

En México, la variedad Phaselous vulgaris es el segundo producto mas importante en
sector agroalimentario, no solo por ser una fuente de ingresos para miles de productores,
sino también por ocupar un lugar muy importante dentro de la dieta de la poblacion,
principalmente la de los estratos sociales de menores ingresos (SIACON-SAGARPA,
2006).

En México se han generado mas de 142 variedades de frijol, a través del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), algunas de las cuales son
criollas cultivadas en diferentes regiones del pais, mientras que alrededor de cincuenta son
variedades de frijol comun (P. vulgaris) clasificadas en base al color del grano como
negras, claras y pintas (FIRA 2001). Por ejemplo, se conoce como frijol pinto nacional, al
frijol delicias (café claro variegado de café oscuro), al lagunero 87 (beige moteado de
café), al matamoros 64 (café claro con manchas variegadas café oscuro) o al pinamerpa o
pinto nacional 73 (verde oscuro), cuyo contenido de proteina es de 26.8%, 23.3% y 26.5%
y ND respectivamente. Otros ejemplos son el frijol bayo (puede ser 66, 107, 159, 160,
161, altefio, 166, 400, baranda, calera, Madero, Mecentral, Victoria, Zacatecas, Bayomez)
y el canario (Canario 101, 107, 72-cias 72, 78-Ahome, Guanajuato 43) (Rosales et al.
2004). Existe una importante diferencia entre las preferencias por tipo de frijol: 77.2%
prefiere frijol grano (45.2% de primera clase, 21.6% de segunda y 10.4% extraclase) y
22.8% industrializado. En el primer caso el 47.5% lo adquiere a granel y 29.7% lo compra
empacado Entre los que prefieren industrializado, 17.9% lo prefiere enlatado, 2.9% por
empaque al vacio, 1.5% por empaque tetra-pack y 0.5% por el deshidratado. Debido a la
cercania de la region norte con el sur de los Estados Unidos, los centros de abasto y
mercados hansido sustituidos por tiendas de autoservicio, situacion que ha propiciado una
demanda de frijol con valor agregado: 40.1% lo compra empacado, 36.3% industrializado
y 23.6% a granel (Rodriguez et al. 2010).
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Las variedades del frijol se pueden clasificar también por su consumo como grano seco y
como grano y vaina verde; desde el punto de vista agronomico se utilizan caracteristicas
como la duracion del periodo vegetativo y se habla de variedades precoces o tardias; en
cuanto a la reaccion al fotoperiodo se dice de variedades sensibles, insensibles o neutras
y en lo que respecta a factores limitantes de la produccion se ubica a las variedades en al
menos las resistentes y susceptibles (Ulloa et al. 2011). En la Tabla 4 se muestran las
estadisticas basicas de caracteristicas de calidad evaluadas en 49 genotipos de frijol comun

(Phaseolus vulgaris) y uno de P. coccineus, variedad Blanco Tlaxcala.

Tabla 4. Caracteristicas de calidad de frijol comun

Caracteristicas Phaseolus vulgaris D.E. CV% Blanco
Media  Minimo  Maximo Tlaxcala

Peso 100g 58.3 16.0 34.8 10.8 31.0 88.4
Volumen 100ml 27.7 12.0 44.0 9.0 325 76.0
Capacidad de absorcion 83.4 6.1 126.9 321 384 104.5
de agua (%)
Testa (%) 8.2 5.5 11.4 09 111 8.7
Proteina (%) 23.5 20.4 29 2.0 8.7 18.4
Tiempo de coccidn (min) 91.5 46.0 207.0 36.6 40.1 69.0
Sélidos en caldo (%) 0.41 0.16 0.76 0.1 26.8 0.36
Digestibilidad in vitro 85.3 82.1 89.1 1.8 2.1 86.2
(%)
Actividad de inhibidor de  1.38 0.50 1.97 03 249 1.4
tripsina (mg/Q)

DE= Desviacion estandar
CV%= Coeficiente de variacion
Fuente: Pérez et al. 2002.
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2.4.2 Propiedades nutricionales y funcionales del frijol

Phaseolus vulgaris, es una de las principales fuentes de proteina vegetal disponible en los
paises en desarrollo (Caballero et al. 2013). El alto contenido de lisina, lo hacen una fuente
ideal de proteina al combinarse con los cereales, debido a que complementa la deficiencia
de este aminoé&cido esencial en los mismos, también es un ingrediente basico en los paises
en desarrollo, en donde la disponibilidad de proteina animal es baja. Ademas, proporciona
una nutricion adecuada debido a su contribucion de carbohidratos (Sathe y Deshpande
2003) y proteina de alta calidad (Velasco et al. 2013).

Dependiendo del tipo de frijol, el contenido de proteinas varia del 14 al 33%, siendo rico
en aminoacidos como la lisina (6.4 a 7.6 g/100 g de proteina) y la fenilalanina mas tirosina
(5.3 a 8.2 g/100 g de proteina), pero con deficiencias en los aminoacidos azufrados de
metionina y cisteina. Sin embargo, de acuerdo a evaluaciones de tipo bioldgico, la calidad
de la proteina del frijol cocido, puede llegar a ser de hasta el 70% comparada con una
proteina testigo de origen animal a la que se le asigna el 100%. En relacién a la aportacion
de carbohidratos, 100 g de frijol crudo aportan de 52 a 76 g dependiendo de la variedad,
cuya fraccion més importante la constituye el almidén. El almidon representa la principal
fraccion de energia en este tipo de alimentos, a pesar de que durante su cocinado, una
parte del mismo, queda indisponible debido a que se transforma en el denominado almidén
resistente a la digestion. Dentro de los macronutrientes del frijol, la fraccion
correspondiente a los lipidos es la mas pequefia (1.5 a 6.2 g/100 g), constituida por una
mezcla de acilglicéridos cuyos é&cidos grasos predominantes son los mono y

poliinsaturados (Ulloa et al. 2011).

El frijol también es buena fuente de fibra cuyo valor varia de 14-19 g/100 g del alimento
crudo, del cual hasta la mitad puede ser de la forma soluble. Los principales componentes
quimicos de la fibra en el frijol son las pectinas, pentosanos, hemicelulosa, celulosa y
lignina. Ademas, este alimento también es una fuente considerable de calcio, hierro,
fosforo, magnesio y zinc y de vitaminas como la tiamina, niacina y acido félico. Entre las

actividades biologicas observadas estan la capacidad antioxidante, la reducciéon de
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colesterol y la reduccion de lipoproteinas de baja densidad, por lo que tiene efecto
protector contra enfermedades cardiovasculares. Phaseolus ha mostrado efectos
favorables contra el cancer debido a las propiedades antimutagénicas y antiproliferativas
de sus compuestos fendlicos, lectinas e inhibidores de la proteasa (Suarez et al. 2016;
Beninger y Hosfield 2003).

2.4.3 Componentes antinutricionales del frijol

De las principales sustancias quimicas que interfieren con el aprovechamiento de los
nutrientes del frijol destacan los inhibidores de tripsina, los taninos, las lectinas y el acido
fitico (Luo y Xie 2012; Guzman et al. 2002). Los taninos son considerados antinutrientes,
porque pueden formar complejos con las proteinas, el almidon y enzimas digestivas,
causando una reduccion en el valor nutritivo de los alimentos, ademas de disminuir la
digestibilidad de proteinas, limitan la biodisponibilidad de minerales como el hierro y
zinc, mientras que el acido fitico también afecta la asimilacion del zinc. Por otra parte, las
lectinas son proteinas que inducen el crecimiento del péancreas en ratas y producen

ulceracion y necrosis en el intestino (Melo y Ligarreto 2010).

Otra familia de componentes que se consideran indeseables en el frijol son ciertos
oligosacaridos como la rafinosa, estaquiosa y verbascosa, los cuales no son hidrolizados
en la primera etapa de la digestiéon y terminan fermentados en acidos grados de cadena
corta, produciendo gas en el col6n, lo que provoca problemas de flatulencia.
Afortunadamente, las técnicas culinarias de preparacion el frijol para su consumo, como
lo son el remojo y la coccion, eliminan o disminuyen la presencia de dichos factores

antinutricionales (Mojica et al. 2014).
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2.4.4 Digestibilidad de la proteina del frijol

Estudios de fraccionamiento de la proteina del P.vulgaris han generado tres fracciones de
proteinas solubles: la faseolina o globulina G1, la globulina G2 y la albdmina, siendo la
faseolina la més abundante proteina de reserva del frijol (36-46%). La utilizacion de las
proteinas en animales y humanos es afectada adversamente por los taninos condensados,
presentes en la cascara de los frijoles, encontrandose en semillas secas entre 0-2%,
variando segun la especie y el color de la cascara (Del Pino y Lajolo 2013). Este efecto
adverso de los taninos se deriva de la habilidad de asociarse y precipitar proteinas
mediante interacciones hidrofobicas y por puentes de hidrégeno (Swanson y Artz 1988).
La presencia de taninos condensados provenientes del frijol (P. vulgaris), afectan la
digestibilidad in vitro de la faseolina en sus formas nativa y desnaturalizada, cuando ésta
esta unida al tanino en la proporcion 5/20 tanino/proteina (p/p), el punto en el cual toda la
proteina en solucion es precipitada por los taninos, observandose una significativa
inhibicidn en el grado de hidrolisis de esta proteina por los dos sistemas multienzimaticos
estudiados de tripsina-quimiotripsina—peptidasa y pepsina-pancreatina, tanto en
condiciones limitadas, como en condiciones de exceso de enzimas.

La presencia en los perfiles electroforéticos de péptidos de 45.7KDa y 24KDa, resistentes
a la hidrolisis, hasta por prolongados periodos de incubacion (21h), evidencian también la
dificultad que presenta la faseolina en ser hidrolizada en presencia de los taninos (Del
Pinoy Lajolo 2003).

2.5 Método de fermentacion

La fermentacion es un proceso econdmico y sencillo que causa cambios quimicos y
modifica la funcionalidad de los alimentos. Es la accion de microorganismos y/o enzimas
gue genera los cambios en dicho proceso y como consecuencia mejora el valor nutricional,
disminuye o elimina factores antinutricionales, aumenta la vida util de las leguminosas, y
modifica las propiedades sensoriales, lo cual a veces se traduce en una mejora de

aceptabilidad por el consumidor. Los cambios ocurridos en las semillas fermentadas
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dependerén de las condiciones de la fermentacion (Davila 2003). Los microorganismos
utilizados son fundamentalmente hongos, en algunos casos pueden ser: levaduras y
bacterias, dependiendo de la humedad del sustrato. Se desarrollaron inicialmente para
mejorar la conservacion de alimentos, para cambiar sus propiedades fisicas, para eliminar
factores antinutricionales y para mejorar digestibilidad. Tiene un uso tradicional en oriente
para produccion de alimentos como el tempeh, miso, koji. Debido a la baja disponibilidad
de agua, en estas fermentaciones, no hay problemas de contaminacion con bacterias, a

pesar de que el sustrato no se esteriliza (Armienta et al. 2001).

2.5.1 Fermentaciones en estado sélido o semisélidas

La fermentacion en estado solido (SSF) se define como el cultivo de microorganismos en
himedos soportes solidos, ya sea en vehiculos inertes o en sustratos insolubles que
pueden, ademas, ser usados como carbono y fuente de energia. La fermentacion se lleva
a cabo en ausencia 0 poca presencia de agua libre. Su objetivo es llevar a los hongos
cultivados o bacterias en estrecho contacto con el sustrato insoluble y por lo tanto
conseguir las concentraciones mas altas de sustrato para fermentacion. La SSF tiene
ventajas biotecnoldgicas sobre la tecnologia de fermentacion sumergida (SMF) (Tabla
5) (Holker et al. 2004).

Tabla 5. Ventajas de la fermentacion en estado sélido

Ventajas Consecuencias Problemas a resolver

Ventajas biologicas

Baja demanda de agua Desperdiciar menos agua Edificio de gradientes de
humedad

La alta concentracion del Baje costos indirectos

producto final

Represion catabolica La fermentacion en

significativamente mas baja presencia de glucosa

0 ausente

Utilizacion de sustrato La alta concentracion de los  Edificio de los gradientes

solido sustratos de crecimiento de sustrato
Edificio de gradientes de
Ph
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Menores exigencias de Cultivos mixtos de

esterilidad microorganismos
fermentativos

Apoyo solido para los Mejor rendimiento de los

microorganismos microorganismos
cultivados

Simulacion del entorno
natural

La fermentacion de
sustratos insolubles en

agua, solidas

Cultivo mixto de Sinergia de rendimiento
microorganismos metabolico

Ventajas de procesamiento

Alto volumen de Baja demanda de energia

productividad para calefaccion

Los volimenes mas Construccion de gradientes
pequefos fermentadores de temperature

Facil aireacion Construccion de gradientes

de oxigeno en gran escala

Utilizacion de otro modo Baratos y abundantes

inutilizables fuentes de fuentes de carbono

carbon

No hay productos quimicos Que no se pierdan
anti-espuma microorganismos durante la

fermentacion

Los fitatos son unos de los factores antinutricionales del frijol, cuyo contenido disminuye
durante la fermentacion, y es dependiente de las condiciones de la fermentacién. El
contenido vy la digestibilidad de proteinas de leguminosas también se afecta por la accion
proteolitica de las enzimas proveniente de la semilla y de los microorganismos. Como
resultado de la accion de las proteasas, las proteinas son hidrolizadas a péptidos y
aminoéacidos libres, aumentando asi su digestibilidad. Este aumento en la digestibilidad
de las proteinas, puede estar también relacionado con la disminucién en el contenido de
taninos, de fitatos y de los inhibidores de tripsina que se han observado como efecto de la

fermentacion (Davila 2003).
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2.6 Hongos comestibles

Los hongos comestibles se consideran como una fuente de alimentos con valor
incalculable, por su calidad nutricia y porque pueden crecer en una gran variedad de
substratos; los mas comunes incluyen pajas (trigo, avena y arroz), serrin, desechos de
algodon, henos, hojas de platano, rastrojo de maiz y otros desechos agricolas (Sharma et
al. 2015).

2.6.1 Pleurotus ostreatus

El Pleurotus ostreatus, pertenece a la clase Basidimicetos, orden Agaricales
(agaricéceos); familia Tricholomataceae (Tricoloma) (Buah et al. 2010), es el segundo
hongo comestible més cultivado en todo el mundo después de Agaricus bisporus (Sanchez
2010). Las setas Pleurotus fueron descritas como: “Hongos con sombrero liso, a veces
algo escamoso hacia el centro o la base; de 5 a 10cm de ancho o hasta 15 cm, grisaceo o
café grisaceo con tonos o reflejos metalicos. Sus ldminas son rosa 0 amarillento seco, poco
0 nada unidas entre si en la base, mas o menos delgadas y con bordes lisos, no tienen pie
0 este es muy corto o mal definido. Tiene carne blanca, carnosa-correosa con olor y sabor
agradables. Crecen en grandes conjunto sobre troncos tirados o arboles en zonas
tropicales, subtropicales o bosques de pino y encino; en jardines, a veces sobre chopos,

sauces o fresnos (Bautista 1997).

El cultivo de hongos ostra (Pleurotus ostreatus) ha aumentado en todo el mundo debido a
sus habilidades para crecer en una amplia gama de temperatura y la utilizacion de varios
residuos a base de agro. Las especies de Pleurotus son degradadores de lignina eficientes,
que puede crecer en diferentes residuos agricolas con amplia adaptabilidad a condiciones
agroclimaticas variadas (Sharma et al. 2015). El cultivo de hongos ostra convierte un alto
porcentaje del sustrato lignocelulosico a cuerpos fructiferos que aumentan el rendimiento.

Pleurotus ostreatus exige pocas condiciones ambientales controladas, y sus cuerpos
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fructiferos son menos atacados con enfermedades y plagas, y pueden cultivarse en forma
simple y econémica (Kies y Liu 2000). Las especies de Pleurotus ostreatus requiere
menos nitrégeno y mas fuente de carbono. Por lo tanto, la mayoria materias organicas que
contienen celulosa, hemicelulosa y lignina, se puede utilizar como sustrato de este hongo
como el arroz y paja de trigo, céscaras de semilla de algodon, mazorca de maiz, cafia de
azucar, baggase, serrin, papel usado, hojas, etc. Sin embargo, la cantidad demandada de
cada fuente nutricional difiere segun la especie de hongo y el sustrato usado (Sharma et
al. 2015).

2.6.2 Propiedades nutricias de Pleurotus ostreatus

Humedad

El contenido promedio de humedad esta entre 85 y 95% dependiendo este valor si las
muestras se analizan inmediatamente después de la cosecha o pasa algun tiempo de
almacenamiento. Este valor de humedad es afectado también por los factores ambientales
como temperatura y humedad relativa durante el crecimiento y almacenamiento, asi como
la cantidad de agua metabolica que puede ser producida o utilizada durante el

almacenamiento (Bautista 1998; Wang et al. 2001).

Hidratos de carbono y fibra
El contenido de hidratos de carbono segun Bautista (1997) es de 50.67 a 54.01%, las

distintas especies de Pleurotus contienen entre 46.6 y 81.8% de los cuales 4.2% son
carbohidratos solubles, 1.7% de pentosas y 32.3% de hexosanas en peso seco (Bonatti et
al. 2004).

El contenido de fibra cruda se encuentra entre 7.5 y 11.9% (Wang et al. 2001; Bautista,
1998). En cuanto a fibra dietética que considera la mayor parte de los polisacaridos como
celulosa, hemicelulosa, pectinas, otros heteropolisacaridos y la ligina (Li et al. 2001) y P.
ostreatus contiene un 47.5%, de los cuales 11.6% y 27.8% son de celulosa y hemicelulosa

respectivamente. Dentro de los principales componentes encontrados en la fibra del
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Pleurotus, estan las hemicelulosas y las pectinas, por lo que se podria pensar que estas
contribuyen a disminuir las enfermedades coronarias (Bautista et al. 1998).

Proteina y aminoacidos

El contenido de proteina se encuentra entre 8.8 y 38.7 g/100g en peso seco para distintas
especies de Pleurotus, valores que dan un intervalo de 12.69-43.37% (N x 6.25) (Bautista
et al 1998). Wang et al. 2001 y Gomez y Cuervo 2016, reportan contenidos de proteina de
23.9 hasta 34% para Pleurotus ostreatus.

Existen estudios que indican que hay especies de Pleurotus que son capaces de sintetizar
una mayor proporcién de aminoacidos esenciales y que cuando el balance total de
aminoéacidos (total de aminoacidos en los cuerpos fructiferos mas los que contienen el
sustrato agotado), resulta positivo, el sabor es mejor y recuerda al de la carne; ademas los
cuerpos fructiferos de las cepas con balance positivo de N tienen una estructura méas
consistente y mas sélida (Bautista et al. 1998). Fujihara et al 1995, encontr6 para Pleurotus
ostreatus cultivado 32.95% y asi mismo Wang et al. 1990, reporta un intervalo de 13.64
a 20.44% para distintas muestras de Pleurotus ostreatus. Se han reportado también valores
de lisina entre 4.5y 11.1g de amino&cido por 100g de proteina cruda corregida (N x 4.38).
Asi mismo el contenido de metionina se reportd entre 1.5 y 3.8g por 100g de proteina
cruda corregida (Wang et al. 2001; Bano y Rajarathnam, 1988). También se ha comparado
el contenido de aminoacido en setas Pleurotus ostreatus con el patron FAO, 1985

observandose similitud en la mayoria (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion de aminoacidos de Pleurotus ostreatus

Aminoéacidos INIREB-8 CBB-H-896 @ CDBB-H-897  Patron FAO
mg/ de proteina Media+ D.E. Media+ D.E. Media+D.E. 1985
(N x 6.25)
Aspartico 84.20 £5.51 79.12 £ 0.25 88.80 £ 1.55
Serina 33.85+0.21 36.50 + 0.55 33.20 £ 0.56
Glutamico 147.65+3.46 131.23+4.99 164.75+10.6
Glicina 33.15 £0.77 31.00£0.70 30.55 +0.49
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Histidina 19.95 + 0.49 18.75+0.70 18.60 + 0.28 19
Arginina 49.40+0.84 60.25 + 0.49 47-65 +0.49
Treonina 35.80+£0.84 36.25+0.77 36.10 £ 0.28 34
Alanina 44.80 £ 0.42 4345+1.34 4490+0.14
Prolina 30.55 £ 0.63 31.18 £ 0.01 30.65+0.21
Tirosina 25.10 £ 0.00 25.25 £ 0.07 24-30 + 0.00 63*
Valina 35.85+049 3460+0.14  33.00+0.14 35
Metionina 14.80 + 0.28 13.50+ 0.0 13.55+0.07 25**
Cistina 11.30 + 0.50 12.50 +0.50 10.80 + 0.50
Lisina 50.40 £ 0.84 51.00+0.14 48.40 £ 1.13 58
Isoleucina 30.25+0.35 28.65+0.21 26.90 £ 0.42 28
Leucina 50.00 £ 0.56 49.10+£0.28 42.85 + 3.46 66
Fenilalanina 35.70 £ 0.56 28.35+0.35 25.50 £ 0.98
Triptéfano 13.70 £ 0.50 12.80 + 0.50 16.30 + 0.50 11
Total 746.45 722.48 736.80
Total esenciales 322.85 311.00 296.30 339

*Total de aromaticos tirosina y fenilalanina
** Total de azufrados cistina y metionina
Fuente: (Bautista 1998)

Lipidos

Generalmente los hongos se caracterizan por su bajo contenido de lipidos, un valor
promedio mas apropiado es de 2-8% (Wang et al. 2001; Bonatti et al 2004). Segln
Bautista 1997, de los acidos grasos el mayor constituyente es el ac. linoléico (C18:2) con
un contenido de 63.60 a 68.45% del total de los lipidos, coincidiendo con el 65% reportado
por (Bautista 1997).

Minerales v vitaminas

Para distintas especies de Pleurotus la concentracion de cenizas se encuentra en un
intervalo de 6.1 a 10.7%. En general se considera que los hongos incluyen cantidades

significativas de fosforo, sodio y potasio y bajas concentraciones de calcio. Se considera
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que las especies de Pleurotus contienen todas las vitaminas en altas concentraciones,
excepto el acido ascorbico, si se comparan con otros vegetales, siendo particularmente

ricos en riboflavina y &cido folico (Wang et al. 2001).

2.6.3 Calidad de la proteina de P. ostreatus

Se evalud la calidad proteinica de los cuerpos fructiferos de tres cepas mexicanas de
Pleurotus ostreatus, cultivadas en invernadero, temperatura registrada de: 22-28°C y 75-
85% de humedad relativa, en paja de trigo como substrato. La concentracion de proteina
(Nx4.38), oscilé entre 17.26 y 19.97 ¢/l00g en peso seco. Sus puntajes quimicos
estuvieron entre 74 a 93% siendo la lisina disponible y la leucina, los primeros
aminoacidos limitantes. Los valores de digestibilidad in vitro fueron de: 67.75-68.38%.
El valor proteinico relativo vari6 de 100.06 a 107.85%, siendo menor que el del frijol soya
cocido y huevo entero; e iguales estadisticamente a los de la leche descremada en polvo,
caseina mas metionina y albumina; y superiores a los del arroz, maiz, frijol, lenteja, haba
y pasta para sopa. En funcién de lo anterior se puede concluir que por su contenido de
aminoacidos esenciales, las proteinas de éstas se complementan adecuadamente con la de
los cereales, por lo cual es altamente recomendable incluirlas en la dieta diaria (Bautista
et al. 1998)

La digestibilidad in vitro para Pleurotus, es de 67.75 a 68.38%, siendo estos valores
menores a los de digestibilidad in vivo, se recomienda usar el factor 4.38 para evaluar
calidad proteica en hongos ya que el factor 6.25 los deja en desventaja con otros alimentos
(Bautista et al. 1998).

Suplementacion de cereales v leqguminosas con harina de setas

El efecto de suplementacién de la harina de setas sobre el contenido de proteinas en los
cereales aln en mezclas de 90:10 (cereal: setas) es significativo, debido a que el contenido
de proteina de los cereales es menor al de la harina de las setas. Por otra parte en las

leguminosas resulta significativo el efecto de las proteinas en mezclas de 50:50, con
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excepcion de la lenteja. Respecto a la digestibilidad, esta es menor en harinas
suplementadas, debido a que los valores de digestibilidad in vitro son inferiores en las
setas (Bautista et. al 1998).

2.6.4 Propiedades antioxidantes de P. Ostreatus

Ademas de su alto valor nutricional y calidad proteica, el Pleurotus ostreatus tiene
propiedades antioxidantes (Taofi et al. 2016), se ha reportado un contenido fendlico total
de 5,49 g / 100 g en el hongo, contenido de p-caroteno de 3.10 mg / 100 g, asi como
presencia flavonoides (rutina y crisina) que le dan al Pleurotus ostreatus esta capacidad
(Jayakumar et al. 2009).

2.7. Estudios previos de cereales y leguminosas fermentados

Existen productos fermentados de varios cereales y leguminosas, con hongos
pertenecientes al género Rhizopus, llamados Tempeh. Este se origin6 en el centro y este
de Java (Indonesia) a principios del siglo XVl y ahora es la comida de proteina de soya
mas popular de Indonesia (Astuti et al. 2000). En general, el tempeh fresco de buena
calidad se define como una masa compacta y divisible de particulas cocidas de la materia
prima, que se mantiene unida y cubierta por el denso micelio no esporulador de Rhizopus
spp. (Nout y Rombouts 1990). Tiene atractivo sabor y textura y el tiempo de coccidn
reducido en comparacion con las materias primas utilizadas (Shurtleff y Aoyagi 2001). La
soya es la mejor leguminosa para elaborar este producto, pero también puede mezclarse
con otras leguminosas o granos de cereales, asi como residuos de los mismos, pueden
utilizarse como un sustrato que proporcione soporte para crecimiento de Rhizopus spp. en

un proceso de fermentacidn y asi obtener un producto apto para el consumo humano.
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Recientemente, también se ha producido harina de tempeh por secado y molienda del
tempeh (Cuevas et al. 2004) con caracteristicas nutricionales mejoradas (Reyes et al.
2004). Estas caracteristicas de produccion del tempeh han sido ampliamente revisadas por
muchos autores (Nout y Rombouts 1990; Hachmeister y Fung 1993; Astuti et al. 2000;
Nout y Kiers 2005).

Las caracteristicas mas importantes de la fermentacion del tempeh, es la utilizacion del
microorganismo clave y la obtencion de los productos finales, que son pasta de tejido
micelial compacto (Nout y Kiers 2005). Presenta también caracteristicas nutricionales
superiores, una textura mas firme y fuerte sabor, por lo que se emplea internacionalmente
en las dietas vegetarianas como un sucedaneo de la carne. Fabara 2011, determind en su
estudio que respecto al contenido de proteina en el tempeh con frijol y quinoa, los mayores
porcentajes se logran con mezclas de 80% frijol + 20% quinoa al 3% y 1% de Rhizopus
oligosporus con 27,41% y 27,20%. Los méas altos porcentajes de fibra se obtienen con
mezclas de 80% frijol + 20% quinoa a | 3% y 1% de Rhizopus oligosporus
respectivamente con valores de 6,85% y 6,35% Yy en lo que respecta a aminoacidos la
mezcla 40% frijol + 60% quinoa con 1% y 3% de Rhizopus oligosporus muestra los
mejores resultados en valor nutricional al tener una adecuada combinacion de
aminoéacidos esenciales. Muestra también con estas mezclas aumentos significativos por
aminoéacidos (acido aspartico, treonina, serina, acido glutdmico, prolina, glicina, alanina,
valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina y fenilalanina, histidina, lisina, arginina,

triptéfano).

La proteina obtenida en el tempeh, le confiere mayor digestibilidad a este producto debido
a que los oligosacaridos, que se asocian frecuentemente con los gases y la indigestion, se
ven disminuidos. Razon por lo cual en diferentes paises del mundo se viene elaborando el
tempeh con diferentes sustratos disponibles, de acuerdo a las costumbres alimenticias de

cada regién (Fabara 2011).

En China también se ha elaborado productos como tempeh, tales como el Koji de soja
(Shurtleff y Aoyagi 2001) (Douchi Li-Te et al. 2004). Tambien existe el Douchi que esta
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hecho de frijoles negros o amarillos fermentados por Mucor spp., Aspergillus spp. o
Rhizopus oligosporus. Douchi (producto chino), natto (producto japonés, fréjol de soja
fermentadas con Bacillus subtilis) y tempeh (producto de Indonesia, frijol de soja
fermentadas con R. oligosporus) podrian tener el mismo origen (Astuti et al. 2000; Li-Te
et al., 2003). En varios lugares de China las personas todavia hacen un producto como
tempeh, llamado 'Mei Dou Za', de los residuos de tofu por fermentacion espontanea
durante tres dias, obteniéndose un pastel con micelio blanco, similar al okara tempeh (un

residuo insoluble de la fabricacion de tofu o leche de soja) (O' Toole 1999).
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3. JUSTIFICACION

El aumento de las enfermedades degenerativas a nivel mundial, que solo en México
representan 37.8% de las muertes (INEGI 2010); el incremento en el consumo de
alimentos procesados, el cual registrd un valor de 4,643 miles de millones de dolares a
nivel mundial, y se espera crezca a una tasa media de crecimiento anual, del 7.5% en el
periodo 2012-2020, junto con los alimentos funcionales que alcanzaron ventas de 150,000
millones de pesos mexicanos en 2013 (UIN 2012); una mayor consciencia en algunos
sectores de la poblacién sobre el autocuidado nutricio y el envejecimiento de la poblacion,
han provocado que en los Gltimos afios la industria de los ingredientes y alimentos
funcionales sea un sector de alto crecimiento, elaborando alimentos que ademas del valor

nutritivo aporten beneficios a las funciones fisioldgicas del organismo humano.

Las leguminosas se han considerado tradicionalmente excelente fuentes de proteina
vegetal, siendo Phaseolus vulgaris el segundo producto més importante en sector
agroalimentario, ya que ocupa un lugar muy importante dentro de la dieta de la poblacion,
principalmente la de los estratos sociales de menores ingresos (SIACON-SAGARPA
2006).

Los cereales proporcionan, la mayoria de los alimentos caloricos del mundo y
aproximadamente la mitad de sus proteinas. Entre ellos esta la avena, de la cual se produce
en promedio 130 mil toneladas, teniendo el lugar 27 en el mundo respecto su produccion.
La produccién per capita promedio es de 1.2 kilogramos (SAGARPA-SIACON 2013).

El presente trabajo permitird utilizar cereales y leguminosas de uso comun aplicar

biotecnologia y tecnologia de alimentos para obtener una materia prima de alto valor

nutricional para su potencial inclusion en productos para nutricion humana.
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4. HIPOTESIS

Los productos de la fermentacion con cereales y leguminosas con Pleurotus ostreatus son
mas ricos en proteina de buena calidad bioldgica y alto valor nutricio que los granos

nativos y pueden ser utilizados como ingrediente funcional.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Elaborar una harina rica en proteinas de buena calidad bioldgica y de alto valor nutricio
utilizando frijol, cereales fermentados con Pleurotus ostreatus para su utilizacién como
ingrediente funcional en la elaboracion, fortificacion y/o enriquecimiento de productos

para nutricion humana.

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar fisicoquimica y nutricionalmente las variedades de frijol, avena y

arroz para su seleccion.
2. Obtener los productos de la fermentacion con Pleurotus ostreatus sobre frijol,
avena y arroz y evaluar el efecto de Pleurotus ostreatus sobre la calidad

fisicoquimica y nutricional de los cereales y el frijol.

3. Formular harinas mezclando cereales y leguminosas con y sin fermentacién con

mayor aporte proteico y una mayor puntuacion aminoacidica.

4. Utilizar la harina obtenida como ingrediente en la elaboracion de al menos un

producto alimenticio de consumo tradicional y evaluarlo nutricia y sensorialmente
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Estrategia Experimental

Para comprobar las hipétesis planteadas, se disefié una estrategia experimental dividida
en 3 etapas:

Etapa 1. Seleccion de cereales y leguminosas y estandarizacion del método de

esterilizacion.

Etapa 2. Aplicacion del método de fermentacidn, evaluacion nutricional y funcional de

las harinas obtenidas.

Etapa 3. Seleccion de formulaciones, su aplicacion y evaluacion en un alimento.

La estrategia experimental y sus diferentes etapas son detalladas en las figuras 1, 2 y 3.
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5 variedades cereales y

leguminosas
|
| | ]
Anélisis Bromatoldgico Aplicacién d
icacion de »
- Humedad (AOAC tragtamiento de Seleccion de 3
10.136). esterilizacion variedades
- Proteina (AOAC 930.29).
- Fibra (AOAC 985.29).
- Grasa (AOAC 16032).
- Cenizas (AOAC 14.006).
- ELN (por diferencia).
Figura 1. Seleccion de cereales y leguminosas.
Aplicacion del metodo
de fermentacion con
Pleurotus ostreatus (FN,
FByAG)
]
] ] ]
Caracterizacion nutricional y Seleccion de la(s)
funcional: Formulaciones harina(s) de acuerdo
- Anaisis bromatolégico de harinas a U puntuacion
. L aminoacidica
- Fibra dietética

- Determinacion de Taninos
-Nitrogeno soluble
-Digestibilidad de la proteina in vitro
Pérfil de aminoacidos
- Capacidad Antioxidante
- Contenido de fenoles totales

-Capacidad ansorcion de agua 'y de
grasa

.Capacidad emulsificante

Figura 2. Aplicacion del método de fermentacidn, evaluacion nutricional y funcional de las harinas

obtenida.
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Elaboracion y seleccion formulacion
PDCASS

Aplicacion de las formulaciones en
alimento

Evaluacion nutricional y sensorial

Figura 3. Seleccion de formulaciones y su aplicacion en un alimento.

6.2 Semillas, microorganismo y mantenimiento

Se obtuvieron semillas de frijol negro (FN), frijol bayo (FB) y avena en grano (AVG) en
la central de abastos de Guadalupe N.L., México. La cepa Pleurotus ostreatus se obtuvo
del "Laboratorio de Enzimologia de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn" bajo el
cddigo CS155. Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente por periodos (2-3
meses) y se transfirieron para su activacion a placas de petri con medio YMGA (0,4% de
extracto de levadura, 0,1% de extracto de malta, 0,4% de glucosa (dextrosa), 1,5% de
agar) (Hernandez et al. 2008).

6.3 Produccién de inoculo

Los granos fueron lavados con agua Yy esterilizados en vasos de conserva mason jar en
autoclave a 121°C por 45 min en un proporcion de agua 1:1, 1:1.10 y 1:1.35 (p:v) de frijol
negro, frijol bayo y avena, respectivamente, después de realizar pruebas en adicion de
agua y gramos de grano para estandarizar el proceso de esterilizacion, como se muestra

en las tablas 7, 8 y 9. La cepa de Pleurotus ostreatus fue inoculada en medio YMG (0.4%
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de extracto de levadura, 0.1% de extracto de malta y 0.4% de glucosa) e incubada en
agitacion (150rpm) por dos semanas en agitacion a temperatura ambiente. ElI medio se
homogeneiz6 durante cuatro periodos de 15 segundos. Se afiadieron 8 mL del
homogenizado a cada frasco con los granos esterilizados y se incubaron a temperatura
ambiente durante 2 semanas. Los granos con y sin micelio se molieron (Molinex) y se
deshidrataron en horno a 70° hasta alcanzar una humedad menor al 6%. Las harinas
obtenidas con granos fermentados y sin fermentar fueron etiquetadas como frijol negro
(FN); frijol negro con Pleurotus ostreatus (FNP); Frijol bayo (FB); frijol bayo con
Pleurotus ostreatus (FNP); avena en grano (AVG) y avena en grano con Pleurotus
ostreatus (AVGP). La metodologia utilizada se baso en lo reportado por Hernandez et al.
2008.

Tabla 7. Prueba 1 para la estandarizacién del método de esterilizacién

Sustrato Gramos Agua
FB 204.25 80ml
FB 163.4 80ml
FN 208.8 80ml
FN 167.04 80ml

AVG 190.5 80ml
AVG 160.5 80ml

Frijol negro (FN), frijol bayo (FB) y avena (AVG).

Tabla 8. Prueba 2 para la estandarizacién del método de esterilizacién

Sustrato Gramos Agua
FB 204.25 160ml
FB 163.4 160ml
FN 208.8 160ml
FN 167.04 160ml

AVG 127.5 160ml
AVG 109.5 160ml

Frijol negro (FN), frijol bayo (FB) y avena (AVG).
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Tabla 9. Prueba 3 para la estandarizacion del método de esterilizacién

Sustrato Gramos Agua
FB 155 160ml
FB 155 120ml
FN 150 160ml
FN 150 120ml

AVG 150 160ml
AVG 150 120ml

Frijol negro (FN), frijol bayo (FB) y avena (AVG).

6.4 Analisis quimico proximal

El anélisis quimico proximal se realizé usando los métodos oficiales de la Association of
Analytical Communities (AOAC 2006). El contenido de proteina fue determinado con el
digestor de proteina Kjeldahl marca LABCONCO, metodo 930.29. El contenido de grasa
con el equipo de “GOLDFISH” marca LABCONCO (modelo 35001) con el método
920.36C. La determinacion de cenizas se realiz6 con una mufla marca THERMOLYNE
(modelo F- A1730) con el método 14.006 y la fibra dietética y carbohidratos disponibles

fueron realizados con los métodos 985.29 y 962.09, respectivamente.

6.5 Nitrogeno Soluble
Para la determinacion de nitrogeno soluble se colocaron 0.15g de muestra en un tubo de
50ml, al cual se le afiadieron 49.5ml de NaOH a 0.02N, se agit6 durante 1h y se centrifugo

5 min a 3000rmp. Se determiné el contenido de nitrogeno en la muestra tratada con un
equipo de microkjeldahl marca LABCONCO (modelo 65000) (Blanco 1983).
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6.6 Contenido de taninos

Para la determinacion se siguié el Método 952.03 de la AOAC. La curva estandar fue
preparada con alicuotas de 100, 200, 400, 600 y 800 en 1000 uL del estandar de acido
tanico. Se disolvieron 10mg de cada muestra en agua destilada de la cual se tomé un 1mL
Se afiadieron 7.5 mL de agua, 500 mL de Folin Deniss y 1 mL de Na.COs al 35%, se llevo
a 10 mL y se disolvio. La mezcla de reaccion se incub6 por 30 minutos en obscuridad a
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se midio la absorbancia en el espectrofotometro
a una longitud de onda de 760 nm. Los resultados se expresan como equivalentes de acido
tanico. Método 952.03 (AOAC 2006).

6.7 Hidrolisis de la proteina

Se colocaron 450 mg de muestra en tubos de centrifuga a los cuales se les agregd 30ml
de HCI (0.01IN) a un pH 2, se agregd al tubo 2.64mg de pepsina a una relacion
enzima/proteina de 1:37 (w/w) y se agité en bafio de agua a 37°C a 28rpm por 1h.
Posteriormente se agregaron 8.625 mg de pancretina en una relacion 1:17 (w/w) a un pH
8, se agitd en bafio de agua a 37°C a 28rpm por 2 h. Se inactivé la enzima colocando el
tubo en bafio de agua a 80°C por 3 min. Se precipitd la proteina hidrolizada con TCA, se
centrifugd a 3000 rpm y se midio la absorbancia a 280 nm en tiempos de 0, 30, y 60 min
para pepsina 'y 0, 30, 60, 90 y 120 min para pancreatina (Simonato et al. 2001).

6.8 Pérfil de aminoacidos
El pérfil de aminoéacidos fue determinado por el metodo 982.30 E (a,b,c) usando HPLC,

Cromatografia gas-liquido (GLC) y espectrometria de masas (MS) de acuerdo al método
982.30 (AOAC 2006).
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6.9 Digestion in vitro simulada

Se us6 el protocolo basado en enzimas digestivas propuesto por (Lamothe et al. 2012) y
fluidos simulados de acuerdo a la metodologia propuesta por Minekus et al. (2014). Se
colocaron 5 g de cada muestra en un tubo de 50mL, por triplicado. Para la fase oral, se
afiadieron 5mL de FOS (fluido oral simulado), se incub6 por 5 min a 37 ° C en agitacion.
Después se afiadieron 12 mL de FGS (fluido géastrico simulado) con pepsina a pH 2.3y se
incubaron por 2h a 37 °C en agitacion orbital a 55 rmp para la fase gastrica. Por Gltimo
se afadieron 20 mL FIS (fluido intestinal simulado) con 1.98 mg de pancreatina y extracto
de bilis a pH 8 y se incub6 por 2 h a 37 °C en agitacion orbital para la fase intestinal. Se
hicieron tres lavados a las muestras, los cuales consistieron en agregar agua y centrifugar
a 3500 rpm durante 10 min y por Gltimo se decant6. Las muestras se deshidrataron en
estufa NAPCO (modelo 630) a 60 °C durante toda la noche, para posteriormente hacer la
determinacion de digestibilidad de la proteina, actividad antioxidante y fenoles totales
(Lamothe et al. 2012).

6.9.1 Digestibilidad de la proteina in vitro

En 37 mL de producto de la fase intestinal de la digestion simulada, se precipito la proteina
no digerida con TCA con una concentracion final de 12% (w/w). Se centrifug6 a 3500rmp
con centrifuga SOLBAT (modelo C-40), durante 15 minutos y se decantd. La muestra se
lavé y se centrifugd dos veces (Lamothe et al. 2012). El contenido de nitrégeno de la
muestra fue determinado por el método de Kjendalh bajo las condiciones descritas en el

apartado 4.4.

6.10 Actividad antioxidante

Se midié antes y después de la digestion. Se realizaron extracciones con metanol al 80%

1:5 (p:v) para la determinacion de las muestras no digeridas. Para las muestras digeridas
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las extracciones se realizaron con metanol al 80% 1:20 (p:v) a partir de 4 mL de muestra
digerida después de la fase gastrica y 8 mL de digestion intestinal equivalente a 1g de
muestra. Se mezcld 0.1 mL de extracto con 3.9 mL de DPPH (1 N). Se incubaron por 30
min en oscuridad. La absorbancia se midio en espectrofotometro a 515 nm. Se utilizé una
curva de calibracion de Trolox con concentraciones de 50 a 300 umol. Los resultados se

expresan en equivalente Trolox mmol / g (Aruguman y Perumal 2012).

6.11 Contenido de fenoles totales

Las extracciones se realizaron con metanol al 80% 1: 5 (p:v) para la determinacion de
muestras no digeridas y para la determinacion de muestras digeridas, las extracciones se
realizaron con metanol al 80% 1:20 (p:v) a partir de 4 mL de muestra digerida después de
fase gastrica y 8 mL de digestion intestinal equivalente a 1 g de muestra. Se mezcl6 un 1
mL de extracto con 0.025 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1N), 2.5 mL de carbonato
de sodio (20%). Se incubaron 40 min en oscuridad. La absorbancia se midié a 725 nm. Se
utilizé una curva de calibracion de acido galico de 8 a 24 mg/L. Los resultados se expresan

como equivalentes de acido gélico (Aruguman y Perumal 2012).

6.12 Capacidad de absorcion de agua
Se colocaron 2 g de muestra en un tubo de 50mL, se afiadieron 20 mL de agua, se ajusto
el pH a 7 y se agitd en vortex a temperatura ambiente durante 30 min. Después se
centrifug6 3000 rpm durante 30 minutos para medir la absorcion de agua. Los resultados
se expresan en gramos de agua retenida por gramo de muestra (Granito et al. 2004).

6.13 Capacidad de absorcion de aceite

A 2g de muestra se le afiadieron 20ml de aceite de maiz en tubos de centrifuga de 50 ml,

se agitd en vortex a temperatura ambiente durante 1 min, después se centrifugo durante
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30 minutos 3000 rpm. Los resultados se expresan en gramos de aceite retenido por gramo
de muestra (Granito et al, 2004).

6.14 Capacidad emulsificante

Esta capacidad se midié mezclando 1 g de muestra con 20 mL de agua destilada. Se agito
durante 15 minutos en vortex, se ajustdé el pH a 7 y se llevo a un volumen de 25 mL con
agua destilada. Se mezclaron los 25 mL de esta solucién y 25 mL con aceite de maiz en
el mezclador Oster (modelo 6832), durante 3 min. Se centrifugaron por 5 min a 1300 rpm.
Los resultados se expresan en términos porcentuales, como la altura de la capa

emulsionada con relacién al liquido total (Granito et al. 2004).

6.15 Calculo de formulaciones

A partir del perfil de aminoacidos de las harinas, se determind el valor aminoacidico
(PDCASS) para comparar la calidad proteica y valorar diferentes formulaciones,
escogiendo las de mayor valor aminoacidico (FAO/WHO/UNU 2007).

6.16 Elaboracién del producto

Se eligieron las 3 combinaciones de frijol y avena con y sin fermentacion (formulaciones)
con los mas altos valores aminocidicos para probar su inclusion en la elaboracion de una
tostada. El producto (tostada) se elaboré utilizando diferentes porciones de la formulacion
y harina de maiz, (40,50 y 60%) como se muestra en la tabla 10. Se agregaron 240 g de
la formulacion con 240 mL de agua, se amaso la harina y se formaron las bolitas de masa
para posteriormente moldearlas con el tortillero, se colocaron en charolas para ser

horneadas a una temperatura de 150°C por 40 min.

40



Tabla 10. Formulaciones usadas en la elaboracion de una tostada

Formulacion Tostada Caodigo

1. FNP/AVG 50/50 60% formulacion 708L
40% harina de maiz

2. FNP/AVG 50/50 50% formulacion 598D
50% harina de maiz

3. FNP/AVG 50/50  40% formulacién 482F
60% harina de maiz

4. FBP/AVG 50/50 60% formulacién 992E
40% harina de maiz

5. FBP/AVG 50/50 50% formulacién 344Y
50% harina de maiz

6. FBP/AVG 50/50 40% formulacién 6732
60% harina de maiz

7. FN/AVGP 50/50 60% formulacion 167T
40% harina de maiz

8. FNJAVGP 50/50 50% formulacién 432R
50% harina de maiz

9. FN/JAVGP 50/50  40% formulacién 536S
60% harina de maiz

6.17 Evaluacion sensorial del producto

Se realizo una evaluacion sensorial preliminar y una definitiva, aplicando una prueba
hedonica para medir nivel de agrado en cuatro atributos: aspecto, olor, sabor y textura,
con jueces no entrenados (60 consumidores), de entre 16 y 20 afios a los cuales se les pidio
evaluar las muestras codificadas de las tostadas elaboradas con las diferentes
formulaciones, indicando cuanto les agrada cada muestra, en una escala de 10 puntos

(Anexo 1). En la prueba definitiva se evaluaron las muestras que obtuvieron mayor puntaje
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en la preliminar, con modificaciones. Para ello los panelistas marcaron una categoria en
la escala, que va desde "no me gusta nada" hasta "me gusta mucho". En esta escala es
permitido asignar la misma categoria a mas de una muestra. Las muestras se presentaron
de forma simultanea en recipientes idénticos, codificados con nimeros aleatorios de 3

digitos, en un orden de presentacion balanceado (Stone y Sidel 1993).

6.18 Evaluacion nutricional de las tostadas

El contenido nutricional de las tostadas fue determinado con los metédos de la AOAC

2006, como se describi6 anteriormente en el apartado 4.4.

6.19 Andlisis estadistico

Los datos de los experimentos se obtuvieron de tres muestras independientes y cada una
de ellas fue analizada por triplicado para determinar si las varianzas fueron
estadisticamente homogéneas, y los resultados expresados como medias + SD. Las
comparaciones estadisticas se realizaron mediante un analisis de varianza unidireccional
(ANOVA) seguido de una prueba de Duncan utilizando SPSS 17 Software. La diferencia

se considera significativa cuando los valores de p estan por debajo de 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa 1: Seleccion de cereales y leguminosas y estandarizacion del método

de esterilizacion.

7.1.1 Analisis quimico proximal de cereales y leguminosas

Para la seleccion de los sustratos, se realizaron pruebas preliminaries del contenido
nutrimental de dos variedades de frijol y tres cereales, siendo el frijol negro el de mayor
contenido de proteina. La avena en comparacion al resto de los cereales, destaca por su
alto contenido de proteina, grasa y fibra, por lo que se eligieron el frijol negro, el frijol
bayo y la avena en grano como sustratos para aplicar el tratamiento de fermentacién con

Pleurotus ostreatus, para la obtencion de las harinas (Tabla 11).

Tabla 11. Componentes nutricionales de cereales y leguminosas

% FN FB TR AR AV
Proteina 268+16% 227+16° 152+01° 11.3+03* 16.1+0.1°
Grasa 33+0.03" 38+04° 35+004> 04+0.3* 54+05°
Minerales 36+0.7° 32+007° 41+09° 3.8%0.019 3.8+0.04°
Agua 43+04> 39+04® 33%01° 39%07® 59+0.2°
Fibra 41+01° 471+02¢ 130+01° 0.73+0.1* 6.31+0.1°

Carbohidratos 576+1.4% 615+1.6° 726+06° 79.4+06% 623%0.1°

Frijol negro (FN), frijol bayo (FB), trigo (TR), arroz (AR) y avena (AV). Los datos son la media + DE de
tres repeticiones, los valores medios etiquetados con la misma letra no son significativamente diferentes
(p < 0.05).
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7.1.2 Estandarizacion del tratamiento de esterilizacion

Para la estandarizacion del tratamiento de esterilizacion de las leguminosas y el cereal,
previo a la inoculacion se realizaron pruebas con diferentes contenidos de sustrato (FN,
FB y AVG) en gramos y contenido de agua, las cuales se muestran en las tablas 7, 8 y 9.
En la prueba 1 se esterilizaron las dos variedades de frijol observando que el sustrato
absorbio toda el agua quedando muy poca humedad ademéas que el sustrato no deja
suficiente espacio para la fermentacion, se agito el sustrato previo a la esterilizacion en la
segunda prueba para evitar que el sustrato se comprimiera. En la segunda prueba se
agregaron los mismos gramos de sustrato y se aument6 la cantidad de agua a 160 mL
observando que el sustrato absorbio toda el agua pero si presentd cocimiento. En la tercera
prueba se disminuyeron los gramos de sustrato agregando la misma cantidad de agua (160
mL) y también disminuyéndola a 120 mL, logrando condiciones de humedad adecuadas
para la fermentacion sin cocimiento del sustrato, en las leguminosas con 160 mL de agua
y logrando estas mismas condiciones en la AVG con 120 mL. Estas se eligieron como
tratamiento de esterilizacion previo a la inoculacion. En todas las prueba se comprobd

esterilidad del sustrato manteniéndose sin contaminacién durante una semana.

7.2 Etapa 2. Aplicacion del método de fermentacion, evaluacion nutricional y

funcional de las harinas obtenidas

La cantidad de harina obtenida, incluido el micelio producido durante la fermentacion con
Pleurotus ostreatus, es equivalente a los gramos de sustrato utilizados en peso seco (FN,
FB, AVG), por lo que hay solo una bioconversion del sustrato a micelio, no existiendo

diferencia significativa entre los sustratos (Tabla 12).
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Tabla 12. Bioconversion de los granos a micelio durante la fermentacion

Granos (%)
FN 97.30 £ 0.78?
FB 98.60 +1.92
AVG 98.50 + 0.292

Frijol negro, FN; frijol bayo, FB y avena, AVG. Los datos son la media + DE de tres repeticiones, de tres
lotes diferentes, los valores medios etiquetados con la misma letra, no son significativamente diferentes (p
> 0.05).

7.2.1 Anélisis quimico proximal

Los resultados de la composicion quimica correspondientes a las variedades de frijol
negro, frijol bayo y avena sin fermentar (FN, FB, AVG) y las fermentadas con Pleurotus
ostreatus (FNP, FBP, AVGP) se muestran en la tabla 13. Se puede observar el efecto de
la fermentacion con un aumento significativo del 13% y 6% en el contenido de proteina
en el frijol bayo y avena, respectivamente, esto se atribuye al aumento de la sintesis de
aminoéacidos como consecuencia de la fermentacion con Pleurotus ostreatus (Bautista et
al. 1998). Con respecto al contenido de fibra dietética, los valores obtenidos para las
leguminosas en 100g de base seca, fueron los siguientes: 45.09 g (FN), 27.80 g (FB) y
13.48 g (AVG), que son mayores que los reportados por el USDA, 5.5 g para frijoles
negros crudos, 8.7 g para frijoles negros cocidos, 4.9 g para frijoles crudos, 9.3 g para
frijoles cocidos y 10.6 g para avena cruda y 2.6 g para avena cocida (USDA). El proceso
de fermentacion en los frijoles negros y avena, redujo el contenido de fibra dietética, el
cual disminuy6 significativamente en un 59% y 22% respectivamente, atribuible a la
accion de las enzimas de Pleurotus ostreatus, como celulasa, hemicelulasa, xynalasas y
lacasas (Vega y Franco 2012). Se ha reportado que P. ostreatus, utiliza selectivamente la
lignina y la celulosa para su crecimiento; estos compuestos (lignina y celulosa) forman
parte de la fibra dietética en leguminosas y cereales. La disminucion de estos

carbohidratos estructurales permite la transformacion de almiddn resistente en almidon
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disponible, que en el caso de los frijoles negros, presentan un valor alto de fibra dietética
(48.73%). A diferencia de FBP la fibra significativamente aumenté un 16%. Estas
diferencias podrian explicarse, ya que la accion del hongo depende del sustrato, especie 0
la variedad de sustrato que se usa; el hongo ajusta sus sistemas enzimaticos (enzimas
hidrolasas, Oxido reductasas, etc.) en relacion con las condiciones del sustrato,
principalmente la presencia de fuentes de carbono y nitrogeno, deslignificacion selectiva,
contenido de proteina cruda, materia seca y el umbral de disponibilidad del sustrato en el
grano para el crecimiento del hongo después de la inoculacion (Raya et al. 2014). La forma
en que las enzimas del hongo actlan para obtener los nutrientes necesarios para el
crecimiento depende en el sustrato; en el caso de FB, tiene un indice de dureza mas alto
(Deshpande et al. 1984), y tiene menos permeabilidad por lo que el hongo no puede actuar
de la misma manera que en los frijoles negros, lo que podria explicar las diferencias en el
composicion (Morales et al. 2017). Estos resultados son congruentes con lo presentado en
las tablas 16 y 17, donde se presentan los resultados de contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante; en el caso del frijol bayo fermentados, no muestran un aumento en
el contenido polifenoles totales y actividad antioxidante. El contenido de grasa destaca un
aumento significativo del 97% en el AVGP con respecto a AVG, que puede haber sido
debido a la grasa del hongo, ya que se ha mostrado un valor del 4.8% de este componente
en Pleurotus ostreatus (Papaspyridi et al 2012); esto también le sucedié a las leguminosas,
asumiendo que el hongo se encuentra en una mayor proporcion en avena, debido al hecho
de que los cereales como los granos de malta, trigo, el arroz, la avena y el maiz son
sustratos mas accesibles para el hongo, lo que les facilita el crecimiento (Wang et al.
2001), como se observo con otras especies de este hongo, como Pleurotus pulmonaris,
donde se ha reportado un valor del 3% de este componente (Vega y Franco 2012). Es
importante considerar que los aumentos en algunos nutrientes pueden ser una respuesta al

porcentaje de disminucion en otros.
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Tabla 13. Componentes nutricionales de las diferentes harinas obtenidas

% FN FNP FB FBP AVG AVGP
Proteina 23.62+1.1°¢ 2280+28°¢ 2281+13°¢ 2578+23 11.78+12?% 1256+06°
Grasa 208+03% 167+03% 186+06% 168+0.1% 244+04° 480+06¢
Minerales 490+0.1°¢ 458+03°¢ 463+02° 402+01°¢ 161+01° 083+05°?
Agua 48.73+057 200+05°¢ 2918+ 0.1¢ 33.88+03° 1400+0.1° 1092+0.7°2
Fibra 2069+0.7% 5095+0.9¢ 4152+05°¢ 3464+15° 70.17+04° 70.89+06"
Carbohidratos 23.62+1.1°¢ 2280+28°¢ 2281+13°¢ 2578+23¢ 11.78+13% 1256+06°

Frijol Negro (FN); Frijol negro con Pleurotus ostreatus (FNP); frijol bayo (FB); frijol bayo con Pleurotus ostreatus

(FBP); avena (AVG) y avena con Pleurotus ostreatus (AVGP). Los datos son la media = DE de tres repeticiones,

de tres lotes diferentes, los valores medios etiquetados con la misma letra no son significativamente diferentes (p

<0.05).

7.2.2 Hidrdlisis de la proteina

En las figuras 4, 5, 6 y 7, se muestran los péptidos libres en la harina de frijol y avena
fermentados con Pleurotus ostreatus y sin fermentar después de la hidrélisis enzimatica
por tiempos de 0, 30, 60 min para pepsina y 0, 30, 60, 90 y 120 min para pancreatina,
observandose en tiempo 0 mayor cantidad de peptidos libres en las harinas fermentadas
con valores de absorbancia FNP 0.529 nm, FBP 0.479 nm, AVGP 0.580 nm y para las no
fermentadas FN 0.161 nm, FB 0.262 nm y AVG 0.128 nm, que nos dice que las harinas
tratadas tienen mayor cantidad de peptidos libres, lo cual coincide con la literatura
respecto a que la fermentacion con Pleurotus ostreatus hace a las proteinas mas
disponibles ademas de sintetizar mayor proporcion de aminoacidos esenciales (Bautista et
al. 1998) y asi mismo a los 120 min después de la hidrolisis con ambas enzimas valores
FNP 1.602, FBP 1.650, AVG 1.541 FN 1.285, FB 1.28, AVG 1.205 siendo el FNP el que

alcanza un valor mas alto de absorbancia es decir con mayor peptidos disponibles.
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FRIJOL NEGRO
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Figura 4. Gréfica de la hidrdlisis enzimatica de la proteina en el frijol negro con y sin Pleurotus

ostreatuts

FRIJOL BAYO
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Figura 5. Gréfica de la hidrdlisis enzimatica de la proteina en el frijol bayo con y sin Pleurotus

ostreatuts
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AVENA
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7.2.3 Perfil de aminoéacidos

Se muestran los resultados del perfil de aminoacidos en la tabla 14, se observa tanto en la
avena, como en las leguminosas fermentadas un incremento significativo de la mayoria
de los aminoacidos esenciales (Isoleucina, leucina, fenilalanina, valina, treonina y
metionina); confirmando el efecto del Pleurotus ostreatus en la sintesis de aminoécidos
esenciales (Bautista et al. 1998). También destaca el aumento significativo de los
aminoéacidos azufrados metionina y cisteina con valores de 22.45mg/g de proteinay 49.19
mg/g de proteina, en los tratamientos fermentados de frijol bayo y avena respectivamente
siendo esto de importancia para mejorar la calidad de las proteina de las harinas. La lisina
y la arginina disminuyeron en todos los tratamientos, estos aminoacidos son basicos
(Badui 2006) y el proceso de la fermentacion con el hongo se mantiene en un pH menor
de 4 por lo que probablemente se vieron afectados e inestabilizados por el mismo (Diaz
et al. 2010). Los valores obtenidos de estos aminoécidos en los productos fermentados,

son similares a los reportados para P. ostreatus (Bautista et al. 1998).

Tabla No. 14. Efecto de Pleurotus ostreatus en el pérfil de aminoéacidos

Harinas
AmmoaClc'io (mg/g FN ENP FB FBP AVG AVGP
proteina)

Asparagina 12529  12422¢  12540¢  124.884 87.30 a 88.33 °
Treonina 46.11 47.30d 49.51 ¢ 49.56 ¢ 37.042 39.17¢
Serina 53.10 ¢ 51.60 53.68 52.96 ¢ 46.74 b 45.00 @
Glutamina 157.89¢  154.80°  153.63=  154.52b>  217.81¢ 212504
Prolina 46.58 b 48.73 ¢ 34.71a 49.08 4 60.85 ¢ 61.67
Glicina 41.92 a 43.00® 44.89 43.25%b 54.67 4 56.67 ¢
Alanina 42.854a 45.87d 44.89° 45.19 < 50.26 ¢ 53.33 f
Valina 59.62 b 64.50 f 60.62 © 63.65 ¢ 57.32a 61.67 4
Metionina + Cistefna 20.44 2 22.45¢ 21.29a 21.87°b 47.62 d 49.194
Isoleucina 49.84 ¢ 53.03 49.98 ¢ 52.96 ¢ 4145 45.83°
Leucina 87.104d 88.87 86.07 89.89 82.01= 84.17°
Tirosina 30.74 < 32.97 ¢ 32.394 33.04 ¢ 27.34a 28.33 b
Fenilalanina 61.95 d 63.07 ¢ 60.62 63.65 f 56.44 2 57.50 b
Hidroxilisina 1.40 2 3.344d 1.39a 1.94° 2.65¢ 3.33¢

Ornitina 0.47 a 0.96 4 0.93 0.97 4 0.88 1.67 ¢
Lisina 68.93 d 52.56 b 68.49 d 56.37 ¢ 47.62 b 34.17a
Histidina 28.88 25.80 d 28.69 ¢ 25.27 22.93% 20.83a
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Arginina 57.29 ¢ 49.21 2 60.62 4 51.02° 67.02 ¢ 60.83 d

Triptofano 10.71 10.51 b 11.114 11.184 14.99 ¢ 10.00 a

Frijol Negro (FN); Frijol negro con Pleurotus ostreatus (FNP); frijol bayo (FB); frijol bayo con Pleurotus
ostreatus (FBP); avena (AVG) y avena con Pleurotus ostreatus (AVGP). Los datos son la media = DE tres
repeticiones, de tres lotes diferentes, los valores medios etiquetados con la misma letra no son
significativamente diferentes (p < 0.05).

7.2.4 Digestibilidad in vitro, nitrégeno soluble y taninos

Los valores de digestibilidad in vitro obtenidos para las harinas de frijol no fermentadas
que se muestran en la Tabla 15, fueron FB 39.99% y FB 44.06%. Estos fueron mas altos
que los informados previamente (Mojica et al 2014), que presentan valores menores del
35% en Phaseolus vulgaris en harinas crudas y precocinadas. Los frijoles negros
fermentados con el hongo (FNP) presentaron una digestibilidad de 48.13%, que es similar
a los valores reportados para frijoles negros fermentados con Bacillus sp. (Starzynska-
Janiszewska et al. 2014). El frijol bayo con Pleurotus ostreatus (FBP) tuvo una mayor
digestibilidad con 69%, y es mas alto que otros anteriormente reportados (Mojica et al
2014), que tienen valores por debajo del 50% para la frijoles crudos y cocidos. De manera
similar, ambos tratamientos de frijoles fermentados (FNP y FBP) tuvieron una
digestibilidad mas alta que los reportados para frijoles fermentados con otros
microorganismos, como Rhizopus microsporus var., Chinensis y Lactobacillus plantarum
33.87 y 35.09%, respectivamente (Starzynska-Janiszewska et al. 2014). Los valores de
digestibilidad para las harinas AVG y AVGP fueron 63.25% y 70% respectivamente,
siendo similares a aquellas reportadas por otros autores (Mkandawire et al. 2015). La
digestibilidad de la proteina aumentd significativamente en todos los fermentados con
Pleurotus ostreatus debido a que este hongo tiene una gran selectividad de
deslignificacion, que degrada el sustrato y hace a las proteinas més digeribles (Tripathi y
Yadav 2015).

Los valores de nitrogeno soluble presentaron una diferencia significativa entre los

tratamientos fermentados y no fermentados con Pleurotus ostreatus, lo que confirma el

efecto de Pleurotus ostreatus sobre la disponibilidad de la proteina (Tabla 15). Ademas,
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la capacidad del hongo para reducir los taninos, favorecio el aumento de la digestibilidad
de la proteina (Aw y Swanson 1985). Los contenidos de taninos presentados en la Tabla
15, muestran una disminucién significativa en todos los productos fermentados, con un
66% para FBB, un 34% para FBP y un 49% para AVGP. Fan et al. 2000, informé que el
hongo es capaz de reducir o eliminar los antinutrientes de taninos principalmente por la
accion de una tanasa presente en el hongo, que finalmente destruye los taninos (Rodrigues
et al 2013). Los valores de taninos de las muestras de frijoles no fermentados fueron
similares a los reportados previamente (Diaz et al. 2010). La disminucion en la
concentracion de taninos ha sido también reportada en la fermentacion lactica de

Phaseolus vulgaris (Granito et al 2008).

Tabla 15. Digestibilidad de la proteina, nitrégeno soluble y contenido de taninos

Harina Digestibilidad proteina Nitrégeno soluble Contenido taninos
(%) (%) (mg/100g)
FN 39.99 + 1.712 4.39 +0.80° 65.21 + 0.0272
FNP 48.13 +0.78° 8.39+2.3" 22.07 +0.016°
FB 44.06 +1.71° 2.63+1.0° 35.54 + 0.086°
FBP 69.01 + 1.14° 3.79 £ 1.5 23.37£0.017°
AVG 63.25 + 1.65° 3.83 £ 0.4 55.67 + 0.057¢
AVGP 70.01 + 0.30¢ 5.72 £ 0.22¢ 28.11 + 0.030°

Frijol Negro (FN); Frijol negro con Pleurotus ostreatus (FNP); frijol bayo (FB); frijol bayo con Pleurotus
ostreatus (FBP); avena (AVG) y avena con Pleurotus ostreatus (AVGP). Los datos son la media + DE
tres repeticiones, de tres lotes diferentes, los valores medios etiquetados con la misma letra no son

significativamente diferentes (p < 0.05).
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7.2.5 Actividad antioxidante y fenoles totales

El contenido de actividad fenolica y antioxidante total en harinas se evaluo antes y después
de digestion simulada, géstrica e intestinal (Tablas 16 y 17). La presencia de fenoles
totales en leguminosas y cereales ha sido documentado en estudios previos (Xu et al.
2007). El contenido inicial de fenoles para los diferentes tratamientos fue de 0.85 a 2.89
mg de &cido galico / g de harina, mientras que Zielin'ski y Kozlowska 2000, obtuvieron
2.89 mg / g para AVG como el més alto. Los tratamientos de frijoles negros y avena con
Pleurotus ostreatus tuvieron un aumento significativo en los contenidos fenoles totales,
es decir, un 26.35% en FN y un 240% en relacién con el AVG. Este hongo es u
basidiomiceto, que excreta al menos tres oxidasas diferentes de fenol; estos son utilizados
para degradar la lignina y obtener carbono y otros nutrientes. Estas lacasas (fenol
oxidasas) son agentes independientes que catalizan reacciones, incluida la oxidacién de
Mn + 2y Fe + 2, que pueden polimerizar, despolimerizar o transformar una amplia gama

de compuestos fenolicos (Sinsabaugh 2010).

Este aumento puede deberse no solo a la sintesis de fenoles en el micelio o hidrdlisis de
compuestos fendlicos conjugados (Vergara et al. 2011), sino también a la desaminacion
de aminoacidos aromaticos fenilalanina y el precursor de la tirosina de los acidos fenélicos
(Granito et al 2008); ademas, las fenol oxidasas del hongo también producen importantes
bioconversiones industriales de muchos compuestos xenobi6ticos aromaticos de lignina
(Giardina et al 2000). La actividad antioxidante en los tratamientos fue de 1.2 a 1.73 mg
Trolox equivalente / g en harinas de frijoles superiores a los valores obtenidos para avena,
AVG 0.40 mg / gy AVGP 1.30 mg / g; esta variacion entre harinas de avena y frijoles
puede deberse simplemente a los diferentes tipos de compuestos antioxidantes que
contienen, asi como a su concentracion (Cardador et al 2002; Peterson 2001). En relacion
con el efecto del hongo en la harina, los tratamientos de frijol negro y avena fermentados
aumentaron significativamente la actividad antioxidante; FNP presentd un aumento de
39.5% en FN y AVGP 225% en relacion con el AVG, atribuyéndolo al hongo en estos
tratamientos. Hubo un aumento significativo de polifenoles debido a la despolimerizacion

o hidrdlisis de polifenoles conjugados, que no ocurre en FBP, en la cual no hubo un

53



aumento de la actividad antioxidante; suponiendo que la disponibilidad de umbral de los
compuestos no es la misma, debido al hecho de que el testa del frijol bayo es mas dura
(Deshpande 1984) porque tiene un contenido de celulosa més alto que la testa del frijol
negro (Labaneiah y Luh 1981). El hongo degrada las moléculas de lignina por accion de
enzimas ligninoliticas (lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa) y luego puede
acceder a polisacaridos ricos en energia para el crecimiento y el metabolismo (Sharma y
Aora 2015). En este caso, las enzimas fenol oxidasa no podrian actuar de la misma manera,
degradando compuestos fendlicos conjugados al no tener suficiente acceso a ellos (Xu y
Chang 2008). Las variedades de frijoles tienen diferentes caracteristicas, dependiendo de
la adaptacion natural al medio ambiente y la testa méas dura de la semilla, la permeabilidad
y la posibilidad de acceso de los microorganismos disminuyen, entonces la testa protege
el endospermo de ataques microbianos, asumiendo una mayor resistencia a la accion del
hongo (Morales et al. 2012). Después de la digestion, la actividad antioxidante aumento
tanto en harina no fermentada y harina fermentada, alcanzando valores de Trolox de 3.04
a8.97mg/gyde5.04a13.31 mg/ g, respectivamente. Esta present6 un aumento de siete

veces en FNP.

Con respecto a las actividades del contenido fendlico total en la digestion simulada, se
observo que al final de la digestion, los valores variaron de 2.72 a 4.23 mg / g en no
fermentados y de 4.91 a 6.85 mg / g en harinas fermentadas con el hongo, aumentando
tres veces en FNP. Este aumento fue la tendencia en todos los tratamientos. Esto es
contrario a los resultados publicados por otros autores (Bouayed et al. 2011), que informan
que el contenido de actividad fendlica y antioxidante total tiende a disminuir después de
la digestion, debido a los fluidos de pH bajo durante la digestion gastrica y la interaccion
con otros compuestos como minerales, fibra y proteina en los alimentos, lo que afecta la
solubilidad y la disponibilidad de los polifenoles. Sin embargo, es sabido que las
antocianinas (compuestos antioxidantes presentes en muchas leguminosas) resisten el pH
bajo y las protegen; esto probablemente explica la tendencia observada en nuestros
resultados. Ademas, lo atribuimos a la accion de las enzimas del hongo en la fibra,
dejandola mas disponible o accesible para antioxidantes. Esto es muy importante ya que

los antioxidantes desempefian un papel protector en el gastrointestinal, mientras mantiene
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el equilibrio redox contra los agentes antioxidantes dafiinos, ayudando a la prevencion de

enfermedades gastrointestinales durante el proceso de digestion (Bouayed et al. 2011).

Tabla 16. Efecto de Pleurotus ostreatus en el contenido de fenoles totales

FOLLIN (mg &c. Galico/g harina)

Flour Inicial G.D.* .D.**
FN 1.48 +0.01° 1.94+0.05°¢ 3.30 £0.06 2
FNP 1.87 £0.24° 2.10+0.001 6.85+0.03°¢
FB 1.59+0.10° 1.82+0.02%® 4.23 +0.09 2
FBP 1.59+0.01° 1.77+0.06 2 478 +0.20°
AVG 0.85+0.76 2 1.88+0.02° 2.72+0.49°
AVGP 2.89+0.34° 2.12 +0.08 ¢ 4.91+0.06°"

* Digestion géstrica; ** digestion intestinal. Frijol Negro (FN); Frijol negro con Pleurotus ostreatus
(FNP); frijol bayo (FB); frijol bayo con Pleurotus ostreatus (FBP); avena (AVG) y avena con
Pleurotus ostreatus (AVGP). Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviaciones estandar,
de tres lotes diferentes. Los valores medios etiquetados con una letra diferente en la misma columna

son significativamente diferentes (p <0.05).

Tabla 17. Efecto de Pleurotus ostreatus en la actividad antioxidante

DPPH (mg Trolox/g harina)

Harina Inicial G.D.* .D.**
FN 1.24 £0.04° 2.89+0.53 P 8.97 +0.73¢
FNP 1.73+0.09 ¢ 3.90+2.21¢ 13.31+1.63°
FB 1.2+0.01° 2.42+051° 72+0.29°¢
FBP 1.2+0.08° 3.24+0.04° 9.39 +0.01°
AVG 0.40 £0.03° 2.27+0.772 3.04+031°
AVGP 1.30+0.08° 2.85+0.37° 5.04 +0.25°

* Digestion gastrica; ** digestion intestinal. Frijol Negro (FN); Frijol negro con Pleurotus

ostreatus (FNP); frijol bayo (FB); frijol bayo con Pleurotus ostreatus (FBP); avena (AVG) y

avena con Pleurotus ostreatus (AVGP). Los valores son el promedio de tres repeticiones *

desviaciones estandar, de tres lotes diferentes. Los valores medios etiquetados con una letra

diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p <0.05).



7.2.6 Capacidad de absorcion de agua y grasa, capacidad emulsificante y pH

El capacidad de absorcion de agua de las harinas juega un papel importante en el proceso
de preparacion de los alimentos, ya que influye en otras propiedades funcionales y
sensoriales, en las leguminosas se correlaciona directamente con sus propiedades
culinarias y afectan a sus propiedades de procesamiento de alimentos, la capacidad de
absorcion de agua de las harinas de leguminosas oscil6 de 1.93 a 2.25g (Tabla 18), siendo
mayores a los reportados por Chau en 1998, los tratamientos de leguminosas presentaron
mayor capacidad siendo FNP el mas alto, esto se debe probablemente, a que la harina de
leguminosas contiene varios componentes muy solubles en agua, tales como los
polisacéridos, por lo que general tienen una alta capacidad de absorcion de agua. (Kaur y
Singh 2005). Por otra parte, los tratamientos con P. ostreatus en las harinas de frijol negro
y avena, en comparacion con las muestras que no fueron fermentadas con el hongo,
aumentaron significativamente la capacidad de absorcion de agua, suponiendo que el
efecto que tuvo el hongo sobre la calidad de la proteina, también influye, ya que la
proteina mas disponible, hace que aumente esta propiedad, es decir el Pleurotus mejora
esta capacidad en los frijoles y en la avena (Moure et al. 2006). La capacidad de absorcion
de aceite de las harinas de frijoles (Tabla 18) vari6 de 1.04 a 1.59 g valores similares a los
reportados anteriormente por (Shuang-kui et al. 2013). Asi mismo las harinas de
leguminosas con Pleurotus ostreatus aumentaron significativamente su capacidad de
absorcion de aceite, suponiendo que el Pleurotus produce alteraciones estructurales de la
proteina que favorecen a la retencion de la grasa (Granito et al. 2004), siendo esto
importante ya que la capacidad de absorcion de aceite se utiliza en la mayoria de las
aplicaciones de alimentos, como en productos de panaderia en donde se requieren la
retencion del sabor y la mejora de la palatabilidad. Los almidones presentes en las
muestras también tienen la capacidad de absorber agua, hincharse, retener agua y grasas
(Garcia et al. 2012). Se obtuvieron valores de capacidad emulsificante (Tabla 18) que
oscilaron entre 43.1 y 47.6%, siendo la AVG la que presento el valor més alto. Se observo
de nuevo el efecto del hongo en esta propiedad, ya que se las muestras de frijol
fermentadas con Pleurotus ostreatus aumentaron significativamente en relacion a las que

no fueron fermentadas, comprobando de nuevo su efecto sobre la proteina de los granos,
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para absorber a la zona interfacial de aceite y agua, favoreciendo la formacion de la
emulsion (Shuang-kui et al. 2013). No sucedi6 lo mismo en la avena fermentada, la cual
presenta una diminucion de esta capacidad, asociandolo a la disminucién de la capacidad

en la absorcion de aceite, las cuales estan directamente relacionadas.

Tabla. 18 Capacidad absorcion de agua, capacidad de absorcion de aceite, capacidad emulsificante
y Ph

Harinas g agua/ g harina g aceite/ ¢ % capacidad Ph
harina emulsificante

FN 2.22 £0.25% 1.40 £ 0.422 43.11 + 2.222 6.10 £ 0.022
FNP 2.25+0.19" 1.62 + 222 4513 +2.19° 5.42 +0.02°
FB 1.93 £0.01° 1.04 +0.47° 44.24 + 89° 5.90 + 0.02%
FBP 2.16 £ 0.18° 1.59 + 0.43° 43.37 +1.85° 5.74 +£0.02°
AVG 1.45 + 0.02¢ 1.36 £ 0.12% 47.56 + 2.00? 6.04 £ 0.022
AVGP 1.74 £ 0.232 1.11+£0.18° 43.26 £1.21° 5.08 +0.02°

Frijol Negro (FN); Frijol negro con Pleurotus ostreatus (FNP); frijol bayo (FB); frijol bayo con Pleurotus
ostreatus (FBP); avena (AVG) y avena con Pleurotus ostreatus (AVGP). Los valores son el promedio de
tres repeticiones + desviaciones estandar, de tres lotes diferentes. Los valores medios etiquetados con una

letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p <0.05).

7.3 Etapa 3. Seleccion de formulaciones y su aplicacion en alimento

Se realizo el PDCASS de diferentes formulaciones entre las diferentes harinas obtenidas
(Tabla 19), de las cuales se escogieron las del mas alto valor aminoacidico para la
elaboracion de una tostada. Creo que seria conveniente describir mas los resultados de
PDCASS
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Tabla 19. Puntuaciéon aminoacidica de las formulaciones de las harinas

FNP/ | FNP/ | FNP/ | FNP/| FN/ | FN/ | FBP/ | FBP/ | FBP/ | FBP/ | FB/ | FB/
AA REF AVGP | AVGP | AVG | AVG | AVG | AVGP | AVGP | AVGP | AVGP | AVG | AVG | AVGP
OMS/FAO
mg /g pts | 60/40 | 70/30 |50/50 | 40/60 | 50/50 | 50/50 | 55/45 | 63/37 | 40/60 |50/50 | 50/50 | 50/50
Trp 1 103 | 104 | 128 | 132 | 129 | 104 | 106 | 10.7 | 105 | 13.1 | 13.0 | 106
Thr 34 440 | 449 | 422 | 411 | 416 | 426 | 449 | 457 | 433 | 433 | 433 | 443
lle 28 50.2 | 50.9 | 472 | 46.1 | 456 | 47.8 | 498 | 50.3 | 48.7 | 47.2 | 45.7 | 47.9
Leu 66 87.0 | 875 | 854 | 848 | 846 | 8.6 | 87.3 | 878 | 865 | 86.0 | 840 | 851
Lys 58 452 | 47.0 | 50.1 | 496 | 58.3 | 51.6 | 46.4 | 48.2 | 43.0 | 52.0 | 58.1 | 51.3
Met 25 331 | 305 | 350 | 376|341 | 348 | 342 | 320 | 382 | 347 | 345 | 352
Cys
Tyr 63 655 | 615 | 65.0 | 68.0 | 674 | 71.8 | 119.0 | 123.3 | 110.8 |111.8|111.8| 116.3
Val 34 63.4 | 63.7 | 609 | 60.2 | 585 | 60.6 | 628 | 629 | 625 | 60.5 | 59.0 | 61.1
His 19 238 | 243 | 244|241 | 259 | 249 | 233 | 236 | 226 | 241 | 258 | 248
PDCASS 78.0 | 81.0 | 87.0 | 85.0 |100.0| 89.0 | 80.0 | 83.0 | 74.0 | 89.0 | 100.0| 88.0

7.3.1 Evaluacion sensorial del producto

Se realiz6 una evaluacion sensorial preliminar de las tostadas elaboradas con las

formulaciones descritas en la Tabla 20, a base de harinas de frijoles y avenas fermentadas

y sin fermentar.

Tabla 20. Formulaciones con mayor puntuacion aminocidica

FORMULACION Clave
FNP/AVG 60:50 708L
FNP/AVG 50:50 598D
FNP/AVG 40:60 482F
FBP/AVG 60:50 992E
FBP/AVG 50:50 344Y
FBP/AVG 40:60 673Z
FN/AVGP 60:50 167T
FN/AVGP 50:50 432R
FN/AVGP 40:60 536S

Proporcién en Tostada = Formulacion 40% Harina de Maiz 60%
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Los resultados de esta prueba heddnica se presentan en la figura 8, en la cual podemos
observar que en el atributo de aspecto se obtuvieron valores de 4.23 a 5.22, siendo la
muestra 482F la que obtuvo la puntuacion mas alta y 167T la mas baja, aunque las
muestras se encuentran en un grado de aceptabilidad, se identific6 como area de
oportunidad, mejorar la presentacion del producto, ya que se les dio a probar la tostada en
trozos, ademas que el color de las tostadas por el contenido de harina de frijol resultaron
con un tono obscuro, sabiendo que la presentacion y el color influyen de manera directa
en este atributo (Wittig 2001). Por lo anterior, se propuso una modificacion en la
presentacion para la evaluacion definitiva. Asi mismo se obtuvieron valores de 4.29 a 5.60
para el atributo de textura, siendo 482F la muestra mas alta y la mas baja la 708L
presentando diferencia significativa entre ellas, las caracteristicas negativas que el panel
dio a este atributo, fueron “esta dura” “es algo dura y gruesa”. La muestra 482L fue la
que presentd la puntuacién més alta con 4.97 en sabor, al igual que los atributos de aspecto
y textura, confirmando la relacién o influencia que tiene el aspecto y textura al evaluar el
atributo del sabor, debido a que existe una estrecha relacion entre el sentido del gusto y
el de la vista, y entre el gusto y el olfato (Wittig 2001) y la 432R fue la de valor més bajo
junto con la 992E, las cuales presentan diferencias significativas con la primera, el resto
de las muestras obtuvieron valores similares. En lo que respecta al olor, ninguna muestra

presento diferencia significativa, obteniendo puntajes de 4.7 a 5.62 para ese atributo.
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Primera evaluacion sensorial
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Figura 8. Escala hedonica de la primera evaluacion sensorial para los tratamientos de tostadas con
las diferentes formulaciones y siendo 1 no me gusta nada, hasta 10 me gusta mucho. Los valores

medios etiquetados con una letra diferente son significativamente diferentes (p <0.05).

Las muestras con mayor nivel de agrado y aceptabilidad (Figura 9), fueron las muestras
482F, 598D, 673Z y 536S con un valor de 5.30, 4.92, 4.81 y 4.69 respectivamente. Tres
de las muestras mas aceptadas coinciden en la proporcion 40% de la formulacion y 60%
harina de maiz y en las tres formulaciones estan incluidas las dos variedades de frijol y
avena fermentadas, la unica diferente estadisticamente a todas fue la 482F, el resto son
iguales; la 598D es la Unica con proporcion en la formulacion 50-50. Por lo anterior, se
propuso mejorar las tostadas elaboradas con los tratamientos 482F, 673Z y 536S para la

realizacion de la segunda evaluacion sensorial.
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Figura 9. Nivel de agrado de la primera evaluacion sensorial para los tratamientos de tostadas con las
diferentes formulaciones y siendo 1 no me gusta nada, hasta 10 me gusta mucho. Los valores medios

etiquetados con una letra diferente son significativamente diferentes (p <0.05).

Se realizé una segunda evaluacion sensorial del producto en una presentacion diferente,
usando para la elaboracion de las tostadas, formulaciones a las cuales se les agrego chile
en polvo, en cantidades que variaron de 1 a 2 cucharadas, como se describe en la tabla 21,
ademas se cambid la presentacion a porciones pequefias individuales utilizando un molde
circular de 2cm de circunferencia, mejorando asi la presentacion de las mismas con
respecto a la primera evaluacion sensorial. Los resultados de esta prueba hedonica se
presentan en la figura 10, en la cual podemos observar que en el atributo de aspecto se
obtuvieron valores de 4.04 a 5.95, siendo la muestra 580V la mas baja y 324Z la que
obtuvo la puntuacién mas alta, la cual es significativamente diferente al resto de las
muestras, es decir la mas aceptada de acuerdo al aspecto. Se obtuvieron valores de 4.69 a
5 para el atributo de textura, siendo la més alta la muestra 930N y la més baja la 324Z, no
habiendo diferencia significativa entre ellas, el panel no mencioné caracteristicas
negativas en este atributo. En los atributos de sabor y olor tampoco hubo diferencia
significativa entre las muestras. La muestra 324Z fue la que present6 la puntuacién mas

alta en ambos atributos, al igual que en el atributo de aspecto, obteniendo 4.18 en sabor y
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4.85 en olor. La muestra 930N fue la muestra que obtuvo la puntuacién méas baja en el
atributo de sabor y la muestra 580V obtuvo el puntaje mas bajo en el atributo del olor.

Aunque de acuerdo a promedios, la muestra 324Z fue la de mayor puntaje en tres atributos,
en lo que respecta al nivel de agrado y aceptabilidad no se encontrd diferencia significativa

entre las muestras (Figura 11).

Tabla 21. Formulaciones segunda evaluacion sensorial

FORMULACION Clave
FBP/AVG 50:50 3247
2c chile en/tz
FNP/AVG 50:50 580V
2c chile en/tz
FN/AVGP 50:50 930N
2c chile en/tz
FB/AVG 50:50 490F
2c chile en/tz
FB/AVG 50:50 112S
1c chile en/tz
FN/AVG 50:50 251M
2c chile en/tz
FN/AVG 50:50 680P
2c chile en/tz
Maiz 100% 720G

2c chile en/tz

Proporcién en Tostada = Formulacion 40% Harina de Maiz 60%
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Figura 10. Escala hedonica de las tostadas elaboradas con las formulacién elegidas, con chile en polvo,
siendo 1 no me gusta nada, hasta 10 me gusta mucho. Los valores medios etiquetados con una letra

diferente son significativamente diferentes (p <0.05).

Nivel agrado primera evaluacion sensorial
4.9 c

4.8
4.7
4.6
45
4.4

43

42
3247 580V 930N

Figura 11. Nivel de agrado de las tostadas elaboradas con las formulacidn elegidas con chile en polvo,
siendo 1 no me gusta nada, hasta 10 me gusta mucho. Los valores medios etiquetados con una letra
diferente son significativamente diferentes (p <0.05).
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En esta segunda evaluacion sensorial, también se evaluaron controles con harinas sin
fermentar y un control 100% harina de maiz (Figura 12), en la que pudimos observar que
en el nivel de agrado, la mayoria de los controles de las formulaciones con harinas de las
variedades de frijol y avena sin fermentar 251M, 720G y 680P, no presentan diferencia
significativa, respecto a las formulaciones con harinas fermentadas, solo el control 490F
que corresponde a la formulacién con FB y AVG sin fermentar con mayor concentracion
de chile en polvo y la muestra elaborada con harina 100% de maiz. Considerando que a
pesar que esta ultima muestra se elabor6 con el ingrediente mas comunmente utilizado y
mas consumido en este tipo de producto (100% maiz), no obtuvo una puntuacion de 10,
debido a que la tostada se elabor6 de una forma artesanal, sin utilizar equipos y procesos
a nivel industrial, suponemos que al mejorar la técnica, este producto puede tener mayor
aceptabilidad. En esta figura 12, también podemos observar la comparacion con las
puntaciones obtenidas por las muestras elegidas de la primera evaluacion sensorial, las
cuales tampoco son significativamente diferentes a las muestras de la segunda evaluacion,
corroborando lo anteriormente discutido. Con estas evaluaciones, se pudo comprobar la

inclusion del ingrediente funcional en la elaboracién de alimentos.

Nivel de agrado segunda evaluacion sensorial

f
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Figura 12. Escala heddnica para nivel de agrado y aceptabilidad de las tostadas elaboradas con las
formulaciones elegidas, formulaciones con chile en polvo y controles, siendo 1 no me gusta nada, hasta

10 me gusta mucho.
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7.3.2 Evaluacion nutricional del producto

Los resultados de la composicion quimica, correspondientes a las tres tostadas de mayor
aceptabilidad (580V, 324Z, 930N), las cuales incluyen harinas fermentadas de frijol
negro, frijol bayo y avena, se muestran en la tabla 22. La muestra con mayor contenido
de proteina fue la 580V con 14.01% y la 930N la mas baja con 13.67%, aunque no hubo
diferencia significativa entre las mismas. Estos valores son mayores al contenido de
proteina de las tostadas de maiz comerciales (“Los Charros”, “Nortefias”, “Charras” y
“Mision”) que aportan 5.4%, 7.41%, 7.50% y 8.11% respectivamente (USDA 2017), es
decir 150% maés, pudiendo considerar estas tostadas, como alimentos con alto aporte de
proteina en lo que respecta a este tipo de productos. Se destaca también el contenido de
fibra dietética, 15.25% (580V), 15.94% (324Z) y 15.81% (930N), que son mayores a los
reportados para las tostadas comerciales antes mencionadas, las cuales aportan de 5% a

10% (USDA 2017) y que hace a estos alimentos excelentes fuentes de fibra dietética.

En el contenido de grasa y carbohidratos, tampoco hay diferencia significativa entre las
muestras, obteniendo valores de 3.32% a 3.70% para grasa y 58.74% a 59.92% en
carbohidratos, destacando que el contenido de grasa es 84% menor que las comerciales,
las cuales aportan alrededor de 22% de este nutrimento, debido al método de preparacion,

“freido”, en relacion a las tostadas evaluadas, las cuales fueron horneadas.

Lo anterior, comprueba el uso de las harinas obtenidas, como ingrediente funcional para
elaboracion de alimentos, obteniendo en este caso, un alimento con alto aporte de proteina
y fibra dietética, asi como un alimento con bajo aporte de grasa, siendo una opcion para
aquellos individuos con condiciones en las que es necesario o saludable aumentar y/o
dsiminuir estos nutrimentos respectivamente, como los pacientes con desnutricion, en el
caso de las proteinas, en la cual un alto aporte o suplementacion de las mismas, favorece
su prevencién, tratamiento y recuperacién (Cramer J. et al 2016); pacientes con obesidad,
diabetes, hipertension y enfermedades gastrointestinales, en los cuales es importante el
aporte adecuado de fibra, debido a su efecto protector (Otles S. y Ozgoz S. 2014) y el bajo
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aporte de grasa, ya que su alto consumo, aumenta el riesgo de dichas enfermedades

(Medina et al. 2016).

Tabla 22. Evalaucion nutricional del product

% 580V 3247 930N
Proteina 1401+£1.9°  13.90+0.11* 13.67 +0.30°
Grasa 3.32+ 1.12 3.70£0.44* 3.55+0.042
Minerales 390+0.344 4.18+0.90° 3.89+0.33"
Agua 422 +1.7° 3.68+0.32° 3.38+0.19
Fibra 15.25+0.1*2  1594+0.2® 1581+0.1°
Carbohidratos 58.94+1.4°  58.78+0.13% 59.92 +0.28°

Tostadas con mayor nivel de agrado y aceptabilidad. Los datos son la media = DE de tres repeticiones,

los valores medios etiquetados con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0.05).

Todos estos datos nos indican que es posible obtener productos a base de la fermentacion

de avena y frijoles con Pleurotus ostreatus, mas ricos en proteina de buena calidad

bioldgica y alto valor nutricio que los granos nativos y que pueden ser utilizados como

ingredientes funcionales en la elaboracion y fortificacion de alimentos para nutricion

humana.
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CONCLUSIONES

o El frijol bayo y frijol negro y avena en grano, fueron las leguminosas y cereales
con mejor aporte nutricio y que ademas se adaptaron mejor al tratamiento de

esterilizacion.

o El Pleurotus ostreatus tiene un efecto positivo en los frijoles y la avena; quimica,
funcional y nutricionalmente al mejorar la calidad y digestibilidad de la proteina,
disminuir antinutrimentos, ademas de aumentar contenido de fenoles y su actividad

antioxidante.

o Las formulaciones con mayor aporte proteico fueron FNP/AVG 60:50, FNP/AVG
50:50, FNP/AVG 40:60, FBP/AVG 60:50, FBP/AVG 50:50, FBP/AVG 40:60, FN/AVGP
60:50, FN/AVGP 50:50, FN/AVGP 40:60.

o Fue posible utilizar la harina obtenida de la fermentacion como materia prima para
la elaboracion de alimentos funcionales y/o para la fortificacion o enriquecimiento de los

mismos.
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PERSPECTIVAS

o Realizar andlisis del efecto del Pleurotus ostreatus en otros indicadores de
funcionalidad en las harinas fermentadas, almidon resistente, efectos hipoglucemiantes,

hipocolesterolémicos, efectos en sangre en general, etc.

o Mejorar el alimento elaborado (tostada), buscando obtener mayor aceptabilidad

del consumidor.

o Probar la inclusion de los ingredientes funcionales obtenidos (las harinas) en la

elaboracion y/o fortificacion de otros alimentos y/o suplementos.

o Evaluar la disponibilidad y/o digestibilidad de las proteinas y nutrimentos de los

alimentos elaborados con las harinas funcionales.

o Aplicar el tratamiento de fermentacion con Pleurotus ostreatus en otros sustratos

para la obtencién de mas ingredientes funcionales.
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Anexo No. 1

Mombre: Carrera: Edad: Fecha:

Muestras: Tostadas

Instrucciones:

Evalie las muestras que se le presentan.

« Para cada una, valore su impresion sobre el aspecto, el olor, el sabor, vy la textura.
« Considere la escala como un continuo, de manera que puede hacer la marca de
valoracion en el lugar gque desee,

+« Tome agua entre cada muestra v no olvide indicar el cadigo de |la muestra en el

apartado correspondiente.

MUESTRA N©9:

e “miche.
ASPECTO | ® .
OLOR| o .
SABOR =~ ® o

TEXTURA

Observaciones;
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Abstract The aim of the research was to determine the ompad of fermentation with Plarctus cstrestus
on kidney beans, black beans, and cots. The results indicate that the fungus hoes a positive effect
on the substraies when compared to the controls. The antioxidant activity [355% on kidrey beans
and F25% on oats in relation to the controls) and content of tofal polyphenols (kidney beans thoee
times higher regarding the controls) increassd significantly by the presence of the fungus myraeBum,
even after simulxied digestion. There was 2 sgnificant increase in prodein digestibility (from 3.9
48 15% in black beans, 44065 to #.01% in h'.i.l:lnc}rbcaru,. and 63.25 to 7001% n cats) and a deonease-
of antinutrient tarmins (fom 65.21 to 22 7 mg in bladk beans, 3554 to X537 in kidrey beans, and
5567 to 2811 in oats) as well as an inorease in the contents of some essental amino acids. Chrerall,
this fermentation treatment with Plarstus sstreghus improve d the nuinitional quality of cereals and
kgumes, making them potential ingredients for the elaboration and/ or fortification of foods for
human nutritiaon

Keywords Ramohis osrestus; antiocidant an:l:i'l.ri'h__.r; po]}rpl'h:rm]:; -:I.i.ﬁ:rl:l'l:!:il.il:_!,r_: Ermentation;
ereals; lEgumes

L Introduction

Foods foday are inended not only o satisfy hunger and provide the neessary nutrients for
humars but alss o prevent nuiribor-related diseases that impact piyrsical and mental wellness [1).
Functional foods have been intrecduesd in markests, and H'I!_'!.I'.:l'l'.E |.|.||.1.a|.'|_1,r defined 2= “modified foods
which contzin ingeedients that have demonsirated actions that increase the welfare of the individual
or demease dissawe risk beyond the traditonal role” [2]. The egume, a particulary common bean
{Peasentu s tulgaris), = one of the main soures of vegetable protein available in developing countres [2].
The high hrsine content protein of Flessolus mul o makes it an ideal ceneal prodein; it supplements the
|:I:E|:i|:r||:_-,r:i:nﬂ.1.i:-=m:|1.l.'i..1] mma:idarhii:-a]:na:ta]:k i.nFEdiﬂiti:llli:\'E|D]:-:iJ‘l;i;EELLﬂh‘i:!,ﬂEl: Eha=
waﬂahﬂrl}rufmm..:] P:r-l:-i::i.n = lowe. Also, it prm".idca-a.-iaqu.ah: nuirition due to iks confribubon of
carbohydrates [3] and high-qualiny protein. Phosealus tulgaris has aleo been associated with various
health benefits, induding the reduced risk of diabetes and candiovascular disease attribuied to the
pres=nce of polyphenols [4.5). Mhaseolus milgans, however, confains antinutritional factors such as
protein inhibitors {inhibitors of trypsin, chymotrypsin, and amylase), lectins, piortabes, and tannines [6].

Masodes HNT 22 205, dioc NS0 M mcbe cule $F 3 20FTE warwemdpl oo forurral ek colics
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The common cat (Avena sztiva) is among the major cereals weesd for human food [7]: it is the
cerzal with the highest percentage of vegetable fat and has a variety of minerals, trace sl=ments and
vitamins such as calcum, COpper, imoan, DH.E‘EEIJII‘I, ]:l-:t.:.l.:lm seleminm, zinc and vitamans: B1, B2
B3, B and E. and trace amounts of vitamin [ [E].

The disadvantage of using ke gumes in food fortification is the presence of antinutrients swch as
phytaies, tannins, and trypsin inhibitors, which decrease the digestibility of the protein [7].

Fungi are considersd a scurce of food with incalculable value for their  ootritionasl
q:|1.|.:JI1.'_!.r, I:l!:i.l'lEl-D'l-'l‘im Eﬂl-Dri!!-.!.ﬁdTiﬂlhﬂ.!‘hﬂl‘l}rﬂlﬂ‘E:. eszential amino acids, Aber witamires
and minerals [% 10]. Studies indicate that Plewratus speces are potent biclogical agents that comnert
non-food organic products into palatable human food [11). They ane able to srnthesize a greater
Pmpmﬁnnnfemrﬁﬂmﬁuﬂd;whﬁpmmntunpndﬁmhﬂmufmmumﬂu
irmpronving the taste . They can grow on a variety of substrates, such as straw (w heat, cats, and rice]
sxwdust, ootion wasie, banana leaves, oorn stalks, and other agrioaltural wasses [12].

Plaurntus pstreptus is the sevond most culSvated edible mushroom worldwide afier Agenos bisporus;
it has a high rutritional value as it contains minerals, vitaming, and progeins. Whils it has a low condent
of fat and sodium, it is high in potassium [10]. This fungus also has anticvidant propercties [13,14).

The production of fermented foods s one of the oldest food proesing technologies, [15] and it is
an econmic and simple process that cowses chemical changes and modifies the functionality of
foods [16]. Mamy of these foods ar manufachared for their unigue flavor, aroma, and exture attributes
that are hi#d}ra.ppzci.ahd I:l].r the consumer Furthermose, flamentous fung Eﬂ:l'LLIl‘h.I'ED‘I.EIl]I' decrease
ant-nuirients components and partially rdrolyzed biopolymers subsirates  The byproduoct of
the fermentation can be used as an inexpensive food and as a supplement o support marke ting
demards [15]. Corsbdering the above and the grow ing industry of ingrediernts and fonctional foods,
the aim of this research was to evaluate the effect of Ermentation with Plamabus estrestus on protein
digestibility, antiovidant adtivity, and nutriional quality of @neals (oats] and ke gumes (black and
kidney beans).

2 Hesults and DNscussion

The obtained smount of four incduding mmpeslivm produced during fermentation with
thmms,hqﬁvahmt:H'Egmcfmhihateu:dhdqmiﬁh{ﬂﬁmﬂ_ﬂ,mﬂ:reis
md}rurel:dmm#ﬂtsutuuatm“ﬂim

21, Procimal Chemirel Analiysis

The results of the chemical composition of dry matter cormesponding fo the non-ermented
varizties of black beans, kidney beans and oats (BE, KH, O0) and fenmenied oneswith Plarohus cstregtus
(FBE, FKB, FOX5) are shown in Table 1. The efiect of fermentabon with a.:i|_l;.|1.i.E|:.'.|.n1 meresse of 15%
and ﬁ[nﬂdn:}rh:mand DﬂblEl‘TEﬂ!ﬁ'l,.'[Eﬁ:lﬂ:ﬁ?Ety; can be obssrved. This = attnbued to the
incoeame of aming ackd synthesis as a consequence of the fermentation with Plaootus estrestus [12).
Ffrh:lp-a:ttuﬂudhm]r fber condent, values obtained for the Emm:uﬁ:ﬂm -1.5.{E||;|_'E'E]_.
X B0 g (KB) and 1348 g {OWG), which are greater than those reported by the S0, which are 8.5 g
for raw black beamns, EFgfn'rmukﬂiblad:hea.m_.l.PH ﬁ:rm'rhid:':}rbum,gjsfarcnuh:dkidrey
beans, and 10L& g for raw oats and 16 g for cocked oats [17). In the fermented black beans and oats,
the dietary fiber contenis significantly decreased by 5%% and 2% respectively, attributable to the action
-nf'lh:e:l'z].rmﬂﬁ'um Pleuroh s cstreptus such as osllulase, bemicelhnlase, :-.}m.:la:l::a.ndlanms:l-[lﬂl_
which selectively use the lignin and cellulose for their growth; lignin and cellulos form the major
compaosite of the distary fiber in legumes and cereals. The decrease in these structural carbobnyrdrates
allowes the transformation of resstant starch inbo available starch, whach in the case of blads beans is
a causes of the high chserved value of distary fiber (48.73%). In contrast to FKR, the fber sigrificanthy
inceamed 16%. Thess differences could be explained, as the action of the fungus depends on the
substrate, .'L]:le-:iu,. mﬂuvﬂt}r-nfnﬁ:hah IJEEnE used; the E|.1.r||_:;|.|.'l adjusts iuenz].lm:ti.n: sy siems
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ﬂgd:alﬂuﬂml,nﬁdemducﬂﬂ,etc}lnmhﬁm to the condrbons of the substrate, |:n.1|.'|11'_!.r'r_'l'|:
e of carbon and nitrogen, sel=ctive delignificton, cude |:r|.1:|1:|:ir| comieEnt, d.lj.rmarl::rmd.'ﬂ'be
threshold awvailability of the substrabe in the grain for the growth of the fungus after incoolation [19].
Thez weay inwhich ercymes of the fungus act to cbtain the nutrients neeseany for growth depends
on the substrate; in the case of FB. it has a higher hardness indiex [20], having less permeability o the
ELI.I'IEI.H-CDIJ]C[ nntactﬂtsmewa}ruinﬂtbhﬂthmwhiﬁhaauldﬂplain the differenoes m the
compasition [21]. This bypothesis is confirmed by data showen in Table 2 in the case of unfermenied
and izru'znhd]ddlt}r'bﬂru,. H‘I!_‘!.l'-d-l:i not show an orease in the total Fﬂl}l]:lh:n.ul.uunhnt and
antiowidant activity. The fat condent highlights a significant incr=ase of 87% in the FOG regarding 00
treatment, which ma}rha.'l.lc bamen Flmudai'b}r tha= ﬁ.l.nll;l.u-f.:t_..':irlr a.-LE%v.:Jm:-fﬂﬁsmpmmt
in Plawrohis cstragtus was reporied [22]; this also happened to the kgumes, assuming that the fungus
is found in a grester proporfon in cats, due o the fact that censals such == grains of beer, wheat
tice, oats, and corn ane maore accessible substrates for the fungus, thus growing easier on them 23]
asuba:nedwﬁuﬂ'r:r:peri:: of this fungus such alF.Lmr{dmpﬂmnmis,mepcﬂaﬂﬂ:va]muf
this component [15]. It is important to consider that inceases in some nutrients may be a response to
the percentage decease in others

Takle L hhuiﬁmﬂgmmutdi.ﬂ‘mtdﬂdmdﬂm
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iher 73 05 pITTES T Wig+nlsd Mmaszalss WoozaPl 1o iofps
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Tabile 2. Effect of Plamah s ostreatus o asdio adent sctivity and total phensal eontbest in difletent foars

FOSLIN fmg Acid Gallicg Flour) DFFH im g, Trolig Flosr

Flour [=aaal Ll g LI+ Inibal 0 LI

HH l4g = amlk 18 & Lpse L3904 I Lag = i b LEwt 155 B 4 07sd
FRE 1 =aM® rwram? LsS=am’ 1M +am® LweeiAHd AR £ st
EB 154 = alak L5} = c & ATV " BT I +am - 7r=alk"
FER T 177 £ 4% + 0k RPN T A4 s PR TETS O
(o [LES + 00+ L+t LT+ e o4 = qirye bl Aod 0% =
RO oM Mitasd AW +eoEt  Losomb MES+a@h S+ 025k

i b digeson; * [nassin] digeson. Blsck bean (B} blsck bexn with Fisroas o e (FEH; kidmey besns
(KH}; kidrey ban with Fiamoaes ouresy 5 (FEEL oot {00 and cats weith Pl o rapaes (FOG) Vil ane e
wwerage of thnoe seplicaies 2 steseland dewinbiones, of B dhifierent ot Mess values bibcked with o d#inens keer
i B s column s sigreScantly diffessss (F < L0G)

11 Antiomdant Actizity ond Toba! Frenols

The content of total phenolic and antioxidant activity in Aours was assessed before and afier
sirnulated gastric and intestinal digestion. The presence of total phenols in legumes and cereals has
been documented in preyvious stodies [5]. The indtial content of phenols for the different te stments
(Table 2) was LES to 288 mg of gallic acid /g of flous, while Fislin‘ski and Koebowska [24] obtained
2B mﬂ;,-’ﬂ; for FORG as the highest. Trestments of blads beans and oats with Mlewrotus cstrestus had
a significant increase in the total |:lh:n|:-] condents, e, 35.35% on BE and 240%: in r=lation to the (NG,
This fLI.'I'I.E:LII 1% I:la.:l.d:-l:-:rn}r:ctq. which excreted at beast thres different ovidases -:rf]:l]'hernl; the=e am=
used to degrade lignin and obtsin carbon and other nutrbents, Thess laccasss [pheno] oxidases)
am independent agents that catalyze reactions, including the ovidation of Mn*? and Fe*?, that cn
polymerize, depohrmerize or transform a wide range of phenolic compounds [25].
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This increase may be due not onby to the synthesis of phenols n the myeelium or hydrohsis
of conjugated phenolios [26], but also to the deamination of aromatic aming adds phenylalanine
and I.'_!.rl.'-l:m'.n: precursar of P]'h:n:lli.n: acids [17]; in addition, the Fh:rl:ll midases of the EI.'I.I'IE'I.II
also produced intemesting industrial bioconve rsions of many aromabic xenobiotic compounds from
lignin [28] The anticwidant activity in the freatments was 1.2 to 173 mg Troloc equivalent g in legome
Ell:l.ln—h[E]'h:r than the values obtained for cats 140 mgs’ g OG and 1.50 mE,-’E B this variaton
between cat and bean fours may be due simply to the different fypes of antiokidant comipounds
M&qmﬁnumllutﬂﬂﬁrmnﬁaﬂ[ﬂjﬂl hmhmmﬂtefh:tnfﬂi:ﬁmpﬂhl
hhmﬂ:&mrﬂdbﬂhﬂmmﬂmttﬁﬂmnﬂ:iﬁnﬁ:ﬁrﬂyhﬂtﬂmﬁnﬁdﬂxﬁﬁv
FEB presenied an inoesse of 39.5% on BB and POG 255% in relation to the OG, attributing it to the
fungus in thess trextments. There was a significant ince ase of polyphenols doe to depolymerization
o l'g.r-dral}r:uufmp.lgpta:l P-ul}rp}hﬂuh, not oorurring in FEH, in which thers was no antiocidant
activity incresw; assuming that the threshold availability of the compounds is not the same due
the fact that the kidney bean hull s harder [20] becawse it has a higher cellulose content than the
black bean hull [31]. The fungus degrades lignin molecules by the acton of ligninolytic ene ymes
{lignin perovidase, manganess perosidase and laccase] and can then sooess energy-rich polysacchanides
for growth and metabolism [32]. In this case, the phenaol cxidass ereymes conld not act in the same way,
degrading comjugated phenclic compounds by not having encugh access to them [33). The varistes
of beans hawve different characteristics. Depending on the natural adaptation to the emvitonment and
the harder seed coat (hull), the permeability and the possibility of access of micoorganisms deonesss,
s the hull profects the endosperm from microbial attacks, sssuming greater resistance to the schion
of the fungus [21] After digestion, the anfioxidant activify inceased both in nor-fermented flour
and fermented flowar, :'l:adLi:nE valoes of Trolox 504 to E.'I."'mﬁ,l'g.rhi B to 13,31 mE,l';q. :I'E-P:I.‘h\"-ﬂ}l‘.
This presented a sever-fold incresse in FBE.

Cmrl.i:'l;:;ﬂ'h:.rti:viti:l:EHE'h:'thhuli::mEnthliumlataidjEuﬁmithMdﬂut
at the end of the digestion, vahees ranged from 272 to 4.23 mgs g in non-fermenie d and from 4.91
BES mgg g in fermented flours with the fungus, increasing theee-fold in FBE. This incoease was the
tendency in all treatments. This is contrany to the resulis published by other authors [34), eporting
that the condent of total phenclic and antocidant activity ended to decreass after digestion, due to the
low pH fluids during gastric digestion and the interacton with other compounds such as minerals
b, and protein in foods, affecting the solubility and availability of pohrphenals. Howneer, it is well
known that anthocyanine (antiocidant compounds present in many kgumes], st low pH and prodect
themselves; this probably explains the tendency observed in owr results. In addition, we atiribuie
it to the action of the ey mes of the fungus in the fiber, leaving it more available or scessible to
antioxidants. This s very important since antioxidants play & probective role in the gastroinbestinasl
tract while keeping the redox balance against harmful antiowidant agents, helping the pevention of
pasirointestinal diseases during the proaess of digestion [34]

13 In Viro Dgestibilihg, Soluble Nitrogen end Teomins

In vitro digestibility values obtained for non-fermented bean fours shown in Table 3, wens BB
39.05% and K 44 06%. Thes wese higher than those reported peviously [35], which sported values
below 35% in Phaseotus oulgaris in raw and pre-cooked Aours Fermented black beans with the fungus
{FEEﬁPrmtei.:djEﬂﬁbiﬁL}rnﬂ-E.]mwhi:h i= :i::'l.ilart:-\'ahﬂmpmtd for Black beans fermented
with Barillus sp. [36]. The kidney bean with Plarabus estrechs (FEKB) had a higher digestibility with
65%, and is higher than other reports [35], which hawve values below 51% for raw and cooked carica
beans. Similarly, both treatments of fermented beans (FBE and FEB) had a higher digestibility than
those reported for beans fermented with other microonganisms, such as Fhizopus ndorsporus var,
hinenas and Lachobec bis plantarum 3587 and 350950, respectively |37). The digestibility values
fior (5 anad POG flours woene 63.25% and 7P espectively, being similar to those reportsd by other
authors [38] The protein digestibility increassd s gnificanthy in all fermente d with Flearstus oshestus
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j== T ﬂﬁ:fungu.:hu a great Ha:&ﬁl}rnf-:bdj;q;niﬁnﬁmw}ﬂ-iegaduh substrate argd makes
profeins mare digestible [39]

Table 3 Prowein diggestibility, solubbe nitrogen sl e conkent

Flinzr Protein Digeslability (%) Solable Miknogen (%) Tarutin Tl (w100 g)
BH s+ 171 (& 4 i g™ &571 + nogr?
FBH 4213 4 DTE" 134+ 234 T2OT 4 LOlE*
EB RS e ]+ LO= 3554 & L0Es Y
FEB FRO1 + 114 &l 15k AT 4+ o b
0o E325 4+ 1659 el =04k AT 4+ 00T "
FOMG b 1 I 091 4+ 02" 2511 4 003~

Black bian (B hlack bemn with Flarss snirmars (FEEN; hadnay b wew (E I Ride y bean with Mo minmas
(FEH]; oot [CI0] mmed dorks weith FRamme s ondrees (FOCTL Valoes ane She sverage of thro: replicetes & standand
v inbuoms, of throe difierent lots. Mean walues labeked weith o difesenk kber in e seme coloee s sgrefcantly
difienent [p < Qo05)

Soluble nitrogen valuess presentsd a significant difference betwesn fermented and noo-fermenited
trextments with Plarobus egtreatus, confirming the effect of Mlamobus ssregtus on ﬂlemm:ila.h-ilir_!.rufﬂle
protein [Table 3). In addition, the ability of the fungus to redwe tanmins favomed the incresse in proein
digestibility [40] Tannin contents presented in Table 3 show a significant decease in all ferme nied
products with 66% for FBE, 34% for FEB and 49% for FOG. Fanet al [41] reported that the fungus
is able to reduce or eliminate tannin antinutrients mainhy by the action of 2 tannase present in the
Fungus, which ultimaie by destroys the tannins [42] The tannin values of ron-ermented beans samples
were similar to thoae peevioushy reported [43). The decrease in the concentration of tannins has been
meported in the lactic fermentation of Pessalusoulpors [27]

24 AmincAad Profile

Thee pesults of the amdno xcid profiles are shown in Table 4. It is obsenved thatin oats, 25 well s
in fermented kegumes, & significant increase of mest of the esential amino acids (Boleucne, eocne,
phemylalanime, valine, theecnine, and methionine) is presend, confirming the effect of Raratus serastus
in the synthesis of esential amino adds [12). This alse highlights a significant increase in sulfur
ammino adds such as methionine and orseine with values of 224 mgf g of proein and 49.19 mg /g
nfp-:ruti:th fermened reatments of de.n:j_.r ba:mm-:lmu::pan:ivelj_.r; this iz comsidered mlevant
b improwe the quality of the protein in the four. Basic amino ackds such as hysine and anginine
deceased in all reatments in the fermentation process with the fngus. Thess amine acds wee
probably destabilized by the acidic conditions associabed with the Eermentation sinoe the process was
maintained at pH < 4 |44,45] The values of these amino acids in the fermented products are smilar to
thase reported for Plarotus estrastus [12]

Tabke 4 Effect of Plarohs odreptus oo b andho acid Pﬂ.-ELr.

Flirars

Aumine Acid (mg g Probein) BH FEH KN FKH oG FOG
Asparagin 155355 12450 L3540 = 134 B8 4 e EH YN

T imir: 511" .34 ;5" 42567 0T W7
Ruerim g 160" ClEE" o g & #4574 4500*
Ciluta—ea: 15756 15480 " T 154 53 i) bk i s d
Frolim: SR BT T ey s d GLHG * Gl
Cdyeine d15e" 41k &480° sk G d SRET”
Alimir 4185 gz FrE o 4519 L gyt
Vilire: o i T Tk AT ELEG = Tasa &1ard
Bkt + Oz W44 e d L TG FLETE T FIALT
| g s d .08 52 0 & A5 AGHLE
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Tabbe 4 Comt.
Flirars

Aumine Acid (g g Probein) ERH FEH KN FEH G FMG
Liuscine ol [ ERHTT Ba T =gt 1 BT
Tyresim: T4 AT g AEOd = prfiT O T
Fhumyldanin: ALaS 4 P FlEE Gt Thigs a0
Edndnmphy sire: 1= aaqd L®| T L 2ES" 1and
Crnithin ners nosd s o nRE" La~
Lysin: s grgel camd 5417 gk HiFs
Histidlims: e a5Ed e G5 AT b AEs
Arginine 5730 FLE w2 4 Sl ¥ e aEd
Teyphirphis 1Ty 15k 114 1LEd 14 oo

Hlack Bzan (BH); hlack ban with Flarans esermears (FEE); hadsay beses (KB} kidoey bezan with Fiomies minmars
P B cms (U000] mnd oombss vt FREOMES: 068 o S (OS] Mbemn v aloaes Inheked weith o difenent heftber o thee e Sl
ar: @gnificantly d#knent [P« LO5)

1 Materials and Methods
31 Sends, Microorgqemizm and Mordememoe

The black: beans (BE], kidney beans (KB) and oats grain ({30) were chtained from the local food
market in Gpe, ML L. Mexion, Plamotus esbregtus T5155 strain was obtained from Laboratorio de
Enz['l:n.uln-E.ia._. Facultad de C'h:nﬂ.a:-ﬁ:-l:-lﬁ-ﬂic.:s,LlnEl.ﬁ:rnda.d. Auntonoma de Moevo Ledn, San Micolas
de los Garea, ML, Mexion, This strain was maintaimed I:n__.r FEri.ndE-: transfers [2-3 months) in Petri
dishes with growith medium prepared with 1.4% yeast extract, 0 1% malt extract, 0.4% glucoss and
L5% agar (YhGA) [46].

A Z Imocwwm Produchiom

Seeds of fazsh black beans, kidney beans and oats were obtained from local suppliers; they were
washed and stetilized in mason jars with antoclaye 1321 °C for 45 min and water mtional of 1, 1:1.10,
and 1:1.35% (zwr), respectively. The strain fungus was incoulated inoa YMG medivm (L3475 yeast
exiract, 0.1% malt extract and (L4% glucoss=) and incobated under agitation (150 rpm) for two wesks
at room Emperature, based on the studies I:n__.r Hernandex, et al , 38 and Gan, et al, 2007 [4647].
The culture was |'I:|ll:|'bl:-3=l'l.l-I|:I:| -:|.1.|11'.r|.3f|:||.11']:l-=ri-:|-|:|.': of 15 5 and uvmed as imccuhame. Then, B ml of the
homogenizeed culture that contains 264 mg of biomass [dow | per gram of the homogendoed culure [45]
was added to=ach Fl'l:e-h'eated. jar for solid fermentation, l-:-nh'.nﬂ: for the incoalum to cover the whale
sxmple while affecting the ratio of nutrients 2 litthe as possble. Aftenvards, looking for sufficient
bipmass, the jars with the inoculated substrates wee incubated for X weeks at room Enpenhmmd.-:
agitated anasrobic condiions. Subsequently, at the beginning of the idiophase, the highest ratio of
biomass to the volume of medium nutment-limated liquid was cbtxined, acconding to preliminany st
]:lﬂ'fD:I'I:I'I!I:' im our L:'I:-m‘h:r_g.l:.wl.'ez wie obseryved that in a.]:n:ri.nd of twowesks, the seeds wem 1009%:
colonined. The grains with myoeBum were grownd [(Moulines, E:l.lll:l_.'. France) and debnyrdrated in a
comection furnace at 70" Flours obtained with fermented and unfermented grains wene abeled
as black hean [(BB]); black bean with Flawrotis ostretus (FEB) kidney beans (KB); kidney bean with
Plairctus ostravhes (FEB): cats [{AG) and oats with Fleurgtus ostregtus (FOG) [46].

33 Procmel Chemica Analysis
All prosimal anabrses were performed using standard methods of Assodation of Offical
Amalytical Chemistry [49] Profein content was determined with the Kieldahl method (AOAC 530229
Fat content was measured nsing the Goldfish method {ACAC 920 567). Ash content was evaluated
E;m'l.ml:'l.l:aﬂ_',r AOAC 14006}, and -:|.i=t.1|:r_!.r fiber and v atlable c.u'l:-nh].rﬂ.rat: were measumed with the
gravimetric-enaymatic [AOAC B85.20) and chemical (ADAC 262 09) methads, respectivehy.
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34 Somulated b Vito Digestion

A protocol based on the use of digestive srcormes was followed [50] and simulased fuids weos
prepared according to the profocol propossd by Minekus et al. (2014] |51]. Portions of 5 g of each
sample were placed into a S-ml tube. For the oral phass, 5 mLL of FOS (simulaied cral fluid) was
added, incubated for 5 min at 57 °C in agitation. Then, 12 mL of FGS (simulaied gastric Auid) with
pepsin at pH 2.3 was added following incubation for 2 b at 37 °C in 55 rpm orbital agitation for the
gastric phase Finally 30 ml. FIS (simuolsed intestinal fluid) with 198 mg of pancreatin and bils extract
at pH 8 was added and incubated for 2 b at 37 "C on orbital agitation for the intestinal phoass.

A5 Antiocidant Achizihy

Anticxidant activity was measured in samples before and afier in vitre digestion. For undigested
.u:l:nph::,. the determimation was made with extractions, using methamol 51%: 15 [pes) E-:re.::h.:m]:!]-_
The determinations of the extractions after gastric and intestinal digestion were performed with
mesthanol B 1:20 (mr) from 4 mL of the product of the gastric phase and & mL of the product of
the intestinal phase. (¥ each extracton, (L] mL was mixed with 19 mL of TFFH (1 N} incubated
for 30 min in darkness and measumed at 515 nm absorbance. The results wene expessed in the mg

equivalent of Trolo [52].
A& Toh! Phenal Contant

Total phenol conent was determined in all samples before and affer in vitro digeston
All the sampls extractions were made with methanol 80% 15 (oo} for undigesed samples.
Far determination afier gasiric and intestinal digestion, extractions wepe performed with methanol 80
1220 (=) from 4 ml of the product of the gastric phase and 8 ml of the product of the intestinal phase.
A1 mL of extract was mixed with 0025 ml of Folin-Ciocalteu [1 ), 25 mL of sedium arbonate
(20%), incubated for 40 min in darkness, and then measured at 725 nm absorbance. The results were

expoessed a8 equivalants of gallic acd [52]
A7 Protan Digeshibilihy

A simulated dIEuﬁunwau- EE:I'ﬁ:Il!'.Il'I!Ii and ¥ ml of infestinal Flhu: Fral:l.l.l.-:rwau- obtained:
protein not digested was predpitaied with michloroacetic acd (TCA) and was prepared o a fnal
conentration of 12% [wfw). It was entrifuged at 3500 rpm for 15 min and was then decanted.
The Fre-:ipi.mt was washed and centrifuged fwice, and its nil::ug;cn conient was determined I:l:.r
thee Kjeldahl [51,53].

1& Scluble Nitroqem

For salubl= nj'tr:-Fn, aillsg .u'|:|1.|_:|-1: was |:IL14:|5:|. intn a S0-mil. ke, towhich 495 mL of NaOH
02 N was added; it was then stirmed for 1 ha.m:l.-:zn.l:::i.EuEedﬁ:-:r 5 min al.".'-l-l:l]h]:lm The content of

niftogen in the supermatant was determined by mico-Kpldahl [5].
18 Tamins Combend

Tannin content was measuned using the ADAC 952 02 method [(AOQAC 19900 The standaed cunee
was pz]:!.ned.wi.l:h 100, 200, mm]m'dﬂﬂ]ﬂi-:[uaumlw uL of a tannic acd stock solwton of
01 mgfml. Each 10 mg sample was dissohred in 10 ml of water and 1 mL was taken to make the
determinations. Wi then added 7.5 ml. of water, 500 pl. of Folin-Deniss and 1 mL of MagO0y, at 35%:;
10 mil. was taken and stirred. After 3] min, a spedmophotometer at 760 nm absorbance was ussd to
measune: results. The results ane expressed asequivalents of tannic acd [49]
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310 Amino Adids Frofile

The aminc add profike was determined using high-performance liquid chromatography
(HFLLC), gas-liquid chromatograpior (GLC) and mass specirometry (M5, according, to the method
ACAC 0E2 30 E (ab.c) [459]).

11, Statishical Analysis
[Data froan the thoes rcp]i-at-:l ﬂ-:Fri.mcnh-wm ma]y::d to defermine whether the variances
e I.'t.'l'UhI'.al'}l' humu-llpunm, anid the rsull:u:]:rs:ﬂ as means £+ S0 Statistical i:l:l:l:npa:r'u-u-rl.l WETE

made by ore-way anahrss of variance [ANMOWVA) followed by a Duncan”’s iest using SP5S 17 Softwane.
Diffirrence betwesn means were considersd significant at p< L05

4 Conclusions

Aaratus odtrestus ha.ia]:lmiﬁ'l.re effsct an the two varisties of beans and oots, hmﬁng;ﬂu
conent of polyphenols and their anticocidant actvity even during digestion, thus improving the
digestibility of the profein and dece=asing tannins. The impact on the content of amine adds shows an
inceeame of sulher amimo acds Fram-n‘i:l:l'l:l}rﬂ\: f-:rmm'l.'.iti-l:u'i-l:-fl:ﬁ;lm‘lﬂand emal, incu:a:inﬂ;ﬂ'l:
poental of thes flours as fundional ingredients in the prodwction of food for human retrition

Auclasiirese b g il Wle ool B b thusenbe Caviisasgo Macsonal de Caoeia v Boenologea (OOMACYT) for Gnancsally

w0 i EEPIuMMMMM}%wMMEMMWHWMh
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