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MEJORA DEL PERFIL NUTRICIONAL Y FUNCIONAL DE LENTEJA PARDINA MEDIANTE
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO CON PLEUROTUS OSTREATUS

RESUMEN

Las lentejas (Lens culinaris) es una de las legumbres mas consumidas a nivel mundial, en parte
debido a la calidad de su perfil nutricional, rico en proteinas, fibra, vitaminas y minerales.
Ademas, tanto su cultivo como su consumo contribuyen a la sostenibilidad ambiental y suponen
una fuente de proteinas alternativa a la de origen animal. A pesar de todo ello contienen
antinutrientes que limitan la digestibilidad y absorcion de nutrientes. En este sentido, la
fermentacién destaca por su capacidad de reducir el contenido en antinutrientes mediante
biotransformacion y mejora la bioaccesibilidad de proteinas y compuestos funcionales. Existen
diferentes microorganismos utilizados en la fermentaciéon y, entre ellos, el hongo comestible
Pleurotus ostreatus es sefialado por su capacidad de sintetizar aminoacidos esenciales y
presentar unas propiedades organolépticas distinguidas.

Asi pues, objetivo de este trabajo fue el de analizar la capacidad fermentativa en estado sdlido
del hongo P. ostreatus en lenteja Pardina en grano y harina. Para ello se estudid la cinética de
crecimiento del hongo y se controlaron los parametros quimicos como el pH, acidez, solidos
solubles y actividad de agua a lo largo del proceso fermentativo. Ademas, se analizaron las
propiedades nutricionales y funcionales del producto fermentado a distintos tiempos, como el
contenido de proteina, polifenoles, antinutrientes (acido fitico) y actividad antioxidante. Tras la
fermentacién se observd un impacto positivo en el contenido en proteina y una reduccidn de
acido fitico para ambos sustratos, a la vez que un impacto negativo en el contenido en
antioxidantes y polifenoles. La fermentacidn en harina permitié potenciar en mayor medida el
incremento en proteina, frente a la fermentacion en grano. En definitiva, en harina el tiempo
Optimo de fermentaciéon que permitié alcanzar el mayor contenido en proteina y menor en
antinutrientes fue de catorce dias, mientras que en grano el mayor contenido en proteina y
menor en antinutrientes se alcanzé a los cuatro y catorce dias de fermentacion,
respectivamente.

Palabras clave: fermentacion, lenteja, Pleurotus ostreatus, actividad antioxidante, polifenoles,
antinutrientes, cinética de crecimiento.
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ABSTRACT

Lentils (Lens culinaris) are one of the most consumed legumes worldwide, in part due to the
quality of their nutritional profile, rich in protein, fiber, vitamins and minerals. In addition, both
cultivation and consumption are environmentally sustainable and represent an alternative
protein source against animal origin sources. Despite all this, they contain antinutrients that limit
the digestibility and absorption of nutrients. In this sense, fermentation stands out for its ability
to reduce the content of antinutrients throught biotransformation and improve the
bioaccessibility of proteins and functional compounds. There are different microorganisms used
in fermentation and, among them, the edible fungus Pleurotus ostreatus highlights for its ability
to synthesize essential amino acids and have distinguished organoleptic properties.

Thus, the objective of this work was to analyze the fermentative capacity in solid state of the P.
ostreatus fungus in Pardina lentils in grain and flour over 14 days. The fungus growth kinetics
and chemical parameters such as pH, acidity, soluble solids and water activity were studied
throughout the fermentation process. In addition, the nutritional and functional properties of
the fermented product were analyzed at different times, such as the content of protein,
polyphenols, antinutrients (phytic acid) and antioxidant activity. After fermentation there was a
positive impact on the protein content and a reduction in phytic acid for both substrates, as well
as a negative impact on the antioxidant and polyphenol content. Fermentation in flour will
further enhance the increase in protein, compared to fermentation in grain. Finally, highest
protein and lowest antinutrient content were obtained in flour after fourteen days of
fermentation, while in grain the highest protein and lowest antinutrient content was reach at
fourth and fourteenth days respectivetly

Keywords: fermentation, lentil, Pleurotus ostreatus, antioxidant activity, polyphenols,
antinutrients, growth kinetics.
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1. INTRODUCCION
1.1 Leguminosas como fuente proteica sostenible.

Las legumbres son uno de los alimentos mas consumidos a nivel mundial, sirviendo parte
esencial de la dieta Mediterranea y de paises en vias de desarrollo (Clemente y Jiménez-Lépez,
2020). Entre otros, lentejas, garbanzos, alubias o guisantes, resultan una fuente rica en
proteinas, carbohidratos complejos tales como fibra insoluble, siendo considerados de bajo
indice glicémico. (Bouchenak y Lamri-Senhadji, 2013; Dhull et al., 2020). Asi mismo destacan por
su contenido en compuestos bioactivos tales como vitaminas del grupo B, minerales como
potasio o magnesio, y polifenoles que le confieren actividad antioxidante. (Becerra-Tomas et al.,
2019; Khazaei et al., 2019). Sin embargo, también contiene antinutrientes tales como saponinas
o fitatos que limitan su valor nutricional (Margier et al., 2018).

Mas alla de su perfil nutricional, se ha estudiado ampliamente su impacto sobre la salud. Asi, la
incorporacién de legumbres a la dieta se asocia con una reduccion del riesgo de padecer
enfermedades coronarias y cardiovasculares (Becerra-Tomas et al., 2019; Bouchenak y Lamri-
Senhadji, 2013) y de factores asociados, como son la presidon sanguinea, la obesidad,
dislipidemia y el desarrollo de diabetes de tipo Il (Becerra-Tomas et al., 2019; Clemente y
Jimenez-Lopez, 2020). Por ultimo, su consumo también parece mejorar los niveles de colesterol
y la funcidn colénica (Margier et al., 2018).

Por otro lado, las leguminosas son relevantes en el contexto agricola y de seguridad alimentaria,
pues presentan beneficios ambientales y econdmicos asociados a su habilidad de fijar el
nitrégeno (Khazaei et al., 2019). Ello facilita el reemplazo de fertilizantes sintéticos y ayuda a
paliar la emisién de gases de efecto invernadero. Sirve de ejemplo el estudio llevado a cabo por
Nemecek et al. (2008), en el que evaltan el impacto de las leguminosas al incorporarlas en un
sistema de rotacidon de cultivos en cuatro regiones (Alemania, Espafia, Francia y Suiza). A modo
de resumen, sefialan su capacidad para reducir la demanda energética, formacién de ozono,
acidificacion edafica y toxicidad ecoldgica, ademds de servir como atenuante del calentamiento
global.

Centrando la atencidn en el consumo sostenible, hay que sefialar que, actualmente, la ingesta
de productos carnicos y sus derivados suponen la mayor parte del aporte proteico (33,14%),
seguido por cereales, leche y otros productos lacteos (Garrido-Galand et al., 2021). Estas cifras,
unidas al incremento de la poblacién mundial, han alertado a organizaciones como la FAO (Food
and Agriculture Organization). Las previsiones estiman que en 2050 se necesitard una
produccién de carne de hasta 200 millones de toneladas para satisfacer los requerimientos
nutricionales, resultando insostenible medioambientalmente (FAO, 2009; Garrido-Galand et al.,
2021). Son muchas las alternativas proteicas que estan desarrollandose, como es el caso de la
carne in vitro o la proteina de insecto. No obstante, ambas opciones plantean problemas de
aplicacion y controversia social (Hocquette, 2016; Montowska et al. 2019). Las legumbres en
este contexto se consideran una rica fuente de proteinas alternativas a la de origen animal
(Bonnet et al., 2020; Khazaei et al., 2019), con el valor afiadido de que su produccion es
significativamente mds sostenible. Todo ello ha contribuido a revalorizar el papel de las
legumbres y productos derivados en la industria alimentaria como alternativa al consumo de
carne (Clemente y Jiménez-Lépez, 2020).



1.1.2 Lentejas en el marco alimentario actual.

Dentro de la gran variedad de legumbres, las lentejas (Lens culinaris) son una de las mas
populares, junto a las habas, guisantes y garbanzos, en parte debido a su tiempo reducido de
cocinado y bajo coste (Khazaei et al., 2019). Su cultivo cada vez es mas frecuente, abarcando 70
paises en todo el mundo, y su consumo se extiende a mds de 100 paises (Magro et al. 2019). De
hecho, en los Ultimos 50 afos su presencia en campo ha supuesto un incremento del 515%.
(Khazaei et al., 2019).

Nutricionalmente, destacan principalmente por su contenido en proteinas, en micronutrientes
esenciales y antioxidantes (Khazaei et al., 2019). La presencia de compuestos fendlicos y
proteinas precursoras de péptidos bioactivos, conocidos bajo la terminologia de moléculas
bioactivas, las dotan de una actividad antioxidante y antidiabética especialmente interesante
(Magro et al. 2019), sobre todo para el desarrollo y formulacidn de nuevos alimentos.

Como ya se ha mencionado, y a pesar de presentar un perfil nutricional de calidad, las lentejas
también contienen antinutrientes (fitatos, polifenoles como los taninos o inhibidores de
proteasas gastricas) que limitan la digestibilidad y absorcion de nutrientes (Nkhata et al., 2018;
Asensio-Grau et al., 2020). Los fitatos afectan principalmente a la biodisponibilidad de los
minerales, al igual que sucede con los taninos (Bouchenak y Lamri-Senhadji, 2013; Khazaei et al.,
2019). A su vez, estos ultimos reaccionan con aminodcidos como la lisina o metionina y limitan
su disponibilidad para la digestion. Por otro lado, los inhibidores de proteasas alteran
irreversiblemente las proteasas gastricas (e.g. tripsina), lo que conduce a una disminucion en la
digestion y absorcion de aminoacidos (Khazaei et al., 2019). No obstante, cabe destacar que a
pesar de que las lentejas presentan un contenido elevado en taninos y fitatos, los inhibidores de
proteasas son significativamente mas bajos que en algunas otras leguminosas (Elkowicz y
Sosulski, 1982; Shi et al., 2017).

1.2 Métodos de procesado de legumbres y su potencial impacto.

Se ha estudiado como el procesado de las legumbres puede reducir el impacto negativo de los
antinutrientes y ayudar a mejorar su digestibilidad (Muzquiz et al., 2012, Shi et al., 2017).
Muchas de estas moléculas son termosensibles, como los inhibidores de proteasas, mientras
que otros, como los taninos, saponinas o fitatos, pueden reducirse mediante remojado,
germinacion o incluso la fermentacién (Muzquiz et al., 2012).

1.2.1 Fermentacién: Fermentacién en estado sélido y variables que influyen en el proceso.

La fermentacién, definida como un proceso bioldgico a partir del cual los microorganismos
transforman el sustrato en otros productos, plantea beneficios a diferentes niveles. Destaca por
reducir el contenido en antinutrientes de la matriz del alimento mediante biotransformacién,
gracias a la accion del propio microorganismo y sus enzimas (Nkhata et al., 2018). Estas enzimas
causan reacciones y cambios que mejoran el contenido nutricional, textura, sabor y aromas del
producto final al favorecer la hidrdlisis de macromoléculas complejas (grasas, carbohidratos y
proteinas) en compuestos de bajo peso molecular (Gupta et al. 2018) y por tanto susceptibles



de ser bioabsorbidos por la pared intestinal. A dia de hoy son conocidos los efectos positivos de
los fermentados sobre la disponibilidad y absorcién de nutrientes, vitaminas y minerales, unido
a los potenciales efectos beneficiosos sobre la salud (Sanlier et al., 2019). Se han descrito
impactos positivos en la reduccion del nivel del colesterol en sangre, mejora del sistemainmune,
reduccion del riesgo de padecer diabetes, alergias o ateroesclerosis, entre otras condiciones
(Nkhata et al., 2018). Es igualmente importante su influencia sobre la seguridad alimentaria,
pues previene el crecimiento de microorganismos patogénicos (Xiang et al. 2019). De hecho,
histéricamente la fermentacién de alimentos ha sido ampliamente utilizada para extender la
vida media de los mismos y mejorar sus propiedades organolépticas.

Dentro del conjunto de procesos de fermentacion, destaca la fermentacién en estado sélido
(SSF) sobre la alternativa en estado liquido (método en sumergido, SmF). En el método en
sumergido, los microorganismos crecen en un medio nutritivo liquido, con un alto contenido en
agua libre y concentracidn de oxigeno, siendo los nutrientes rapidamente consumidos (Liu y
Kokare, 2017; Subramaniyam y Vimala, 2012). Por el contrario, la SSF se desarrolla en ausencia
de agua libre y el microorganismo contacta directamente con el oxigeno gaseoso (Raghavarao
et al., 2003) (Figura 1). Si bien la SmF presenta ventajas en cuanto al mejor control de los
pardmetros de fermentacion (e.g. temperatura, humedad, pH o aireacidn), al mantenimiento de
la humedad del microorganismo y la amplia variedad de organismos capaces de fermentar en
estas condiciones (Garrido-Galand et al. 2021), la SSF aporta otras perspectivas clave. En este
sentido, la SSF se sefiala como una técnica que permite fermentar sustratos econémicos (e.g.
residuos agro-industriales) y muy variados. Ademads, alcanza concentraciones de producto final
mayores, con una tasa de conversion de entre 20 - 30% del sustrato (frente al 5% asociado a la
SmF). Dado que no emplea grandes cantidades de agua, supone un bajo impacto ambiental,
reduce el riesgo de contaminacidon con otros microorganismos y tiene menor coste de
produccién y mantenimiento (Asensio-Grau et al., 2020; Raghavarao et al., 2003).

SmF SSF

T H0yay
Liquido entre
el sustrato

{ H0ya,
Gas entre el
sustrato

D Micelio del hongo
D Fase gaseosa
O Fase liquida

. Sustrato

Crecimiento
sobre el sustrato

Crecimiento
sobre el sustrato
y embebido en

Figura 1. Principales diferencias entre la fermentacion en estado sélido (SSF) y fermentacién en sumergido
(SmF). Adaptado de Garrido-Galand et al. (2021).



Ademas de la humedad y agua libre disponible en el medio, la estructura del propio sustrato
afecta a la evolucion de la fermentacion (Garrido-Galand et al. 2021). Una mayor disgregacion
del sustrato y menor tamafio de particula deja a disposicidon del microorganismo una mayor area
de superficie donde desarrollarse y, por tanto, mejora la accesibilidad a los nutrientes
disponibles (Krishna, 2005; Pandey et al., 2000). A pesar de ello, un exceso de area superficial
podria conllevar un incremento de la actividad enzimdtica sobre compuestos bioactivos como
pueden ser los antioxidantes, causando su degradacidon y pérdida en el producto final (Garrido-
Galand et al. 2021). Ademas, particulas demasiado pequefias pueden aglomerar y frenar el
crecimiento y la fermentacidn (Pandey et al., 2000). Por el contrario, un tamafio de particula
superior supone una mejor aireacién, pero limita la superficie disponible (Couto y Sanroman,
2006).

Las condiciones dptimas de temperatura, humedad, gases disponibles y pH, entre otros, junto
al método de inoculacion, son pardmetros que han de establecerse previo inicio de la
fermentacidn propiamente dicha (Pandey, 2003). Para ello, tanto el tipo de sustrato como el
microorganismo empleado son relevantes (Garrido-Galand et al., 2021; Nkhata et al., 2018). Por
este motivo son necesarios estudios previos que ayuden a establecer las condiciones dptimas
de fermentacidny lograr optimizar la respuesta metabdlica, para que en ultima instancia puedan
obtenerse resultados extrapolables a un entorno industrial y aplicado. A modo de ejemplo
puede servir el trabajo realizado por Mora-Uzeta et al. (2020), donde se estudiaron el tiempo y
la temperatura dptimos (96,2 h y 37,6) de SSF sobre Phaseolus acutifoius (frijol) inoculado con
Rhizopus oligosporus, con el fin de maximizar el contenido en proteina, compuestos fendlicos y
la actividad antioxidante.

En definitiva, la fermentacidon en su modalidad de estado sélido ha supuesto un importante
avance en la produccion de alimentos enriquecidos en proteinas a partir de sustratos ricos en
carbohidratos (Raghavarao et al., 2003). Ya se ha estudiado el efecto positivo de la SSF sobre el
perfil nutricional de legumbres como garbanzos (Xiao et al., 2014), alubias (Espinosa-paez et al.,
2017) e incluso lentejas, tanto en grano (Dhull et al., 2020) como en harina (Magro et al., 2019).
Asimismo, se han descrito otros potenciales beneficios de este bioproceso, sobre todo a nivel
industrial. Se puede destacar como ejemplo su aplicaciéon en la revalorizacién de subproductos
industriales, como es el caso de la obtencidn de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos
(Gupta et al., 2018; Raghavarao et al., 2003).

1.2.2 Microorganismos en la fermentacion en estado sélido.

Los microorganismos empleados en la SSF de alimentos son bacterias, levaduras y hongos
(Couto y Sanromdn, 2006). Las bacterias, principalmente del género Lactobacillus, actuan
reduciendo biomoléculas naturalmente presentes en legumbres. Por ejemplo, la fermentacion
con L. casei y L plantarum en frijoles resultd en una reduccidon del contenido en fitatos,
inhibidores de proteasas y polifenoles (Sindhu y Khetarpaul, 2001). Algunas especies se ha visto
gue son capaces de hidrolizar taninos, como es el caso de L. plantarum, L. Paraplantarum o L.
pentosus (Licandro et al., 2020; Osawa et al., 2000; Rodriguez et al., 2009; Vaquero et al., 2004).
Por otro lado, se ha estudiado el efecto de la levadura (Sacharomyces cerevisiae) en legumbres
como el frijol (Agte et al., 1999) o sorjo (Day y Morawicki, 2016), a fines de evaluar su efecto en
el contenido proteico y digestibilidad. Los hongos son ampliamente utilizados para este
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cometido, siendo aquellos del género Aspergillus y Rhizopus los mas cominmente encontrados
en la bibliografia. Por ejemplo, se ha visto que la fermentacién de soja con Aspergillus oryzae y
Rhizopus oryzae aumenta la cantidad de acidos fendlicos y flavonoides (Duefias et al., 2012).
Otro estudio desarrollado por Egounletu y Aworth (2003) evalla la fermentacion con Rhizopus
oligosporus en soja, mijo y frijol; mientras que otros grupos de investigacidn emplean Aspergillus
oryzae y Aspergillus niger sobre harina de guisante (Kumitch et al., 2020) o lenteja (Magro et al.,
2019) para incrementar su valor nutricional.

De entre los organismos disponibles para el desarrollo de la fermentacién, los hongos son
considerados una de las fuentes de alto valor nutricional, dadas sus propiedades y contenido en
carbohidratos, aminodcidos esenciales, fibra, vitaminas y minerales (Espinosa-Péez et al., 2017).
Ademas, también destacan por sus potenciales beneficios medicinales y farmacoldgicos (Ath et
al., 2019). En este sentido se pueden sefalar los géneros Ganoderma, Lentinula, Trametes,
Cordyceps, Hericium y Pleurotus (Atl et al., 2019). A su vez, las especies incluidas dentro del
género Pleurotus, comestibles y catalogadas como Generally Recognised As Safe (GRAS), son
sefaladas por su capacidad de sintetizar aminoacidos esenciales, a la vez que desarrollan unas
propiedades organolépticas distinguidas (Espinosa-Paez et al., 2017).

La especie Pleurotus ostreatus (seta de ostra) es considerada de las mas cultivadas y producidas
a nivel mundial. Se trata de un hongo capaz de crecer en sustratos lignoceluldsicos, lo que lo
hace especialmente indicado para la degradacién de este tipo de sustratos. No obstante, su uso
también se ha extendido a fermentacidon de alimentos, sobre todo debido a la presencia de
metabolitos bioactivos como polisacaridos, esteroides, antioxidantes y lectinas (Ath et al., 2019;
Espinosa-Paez et al.; 2021) en su cuerpo fructifero, micelio y secreciones. Sirve de ejemplo el
trabajo desarrollado por Espinosa-Paez et al. (2017) en avena vy frijol, o el desarrollado por
Asensio-Grau et al. (2020) en lenteja.

La capacidad fermentativa de Pleurotus ostreatus, junto al conjunto de propiedades
anteriormente expuestas, lo hacen el organismo de eleccidn para mejorar el perfil nutricional
de las lentejas. De esta manera, se pretende contribuir en la bisqueda de una fuente de proteina
mas sostenible que la de origen animal y que pueda ser utilizada como un ingrediente proteico
de gran calidad para el desarrollo de nuevos productos. Conseguir este objetivo permitiria
obtener ingredientes que, tras una adecuada etapa de estabilizacién, presente mejoras en
cuanto a funcionalidad y digestibilidad y que puedan orientarse a grupos de poblacidn
especificos, tales como personas de avanzada edad, deportistas, veganos o sujetos que
presenten alteraciones gastrointestinales con maldigestion proteica.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
2.1 Objetivos.

El aumento del consumo de legumbres y, concretamente, de lentejas, ha impulsado el interés
por el desarrollo de nuevos alimentos e ingredientes con propiedades mejoradas. A tales fines,
el objetivo general del presente trabajo final de grado ha sido analizar la capacidad fermentativa
en estado sélido del hongo Pleurotus ostreatus tanto en lenteja en grano como en harina de
lenteja. El desarrollo del mismo se enmarca dentro del proyecto My Best Elderly Food (MyBEEF),
enfocado en el desarrollo de alimentos calidad alimentaria basados en proteina sostenible, con
digestibilidad y funcionalidad mejoradas para la poblacién senior. Cabe mencionar que el
estudio se alinearia con los Objetivos de Desarrollo Sostenible planteados por las Naciones
Unidas en 2015, con los que se pretende poner fin a la pobreza, proteger el planeta y mejorar
las condiciones de vida de la poblacidn mundial. Asi pues, se puede enmarcar dentro los
objetivos de Hambre cero (objetivo 2), Salud y bienestar (objetivo 3), Accidn por el clima
(objetivo 13) y Vida de ecosistemas terrestres (objetivo 15).

Para alcanzar el objetivo general, han sido planteados los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar la influencia de la granulometria del sustrato (grano o harina) en la cinética de
crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus

2. Evaluar el impacto de fermentacion en las propiedades fisicoquimicas de los sustratos a
lo largo del tiempo.

3. Analizar la contribucion de la fermentacion en las propiedades antioxidantes vy
contenido en polifenoles de los sustratos largo del tiempo.

4. Evaluar la reduccion del contenido en antinutrientes (fitatos) en los sustratos
fermentados y a lo largo del tiempo de fermentacién.

2.2 Plan de trabajo.

A continuacion, se presentan las tareas asociadas a este trabajo final de grado:

1. Caracterizacidn composicional del sustrato de partida en términos de humedad, y
contenido en proteinas, lipidos, carbohidratos y cenizas.

2. Inoculacién y fermentacién en estado sdlido de lenteja en grano y harina durante 14
dias a 28 °C.

3. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del sustrato fermentado a los
diferentes tiempos de fermentacion: pH, acidez, actividad de agua y sélidos solubles
(°Brix)

4. Estimacion de la actividad metabdlica del hongo a través del seguimiento con el tiempo
de fermentacién de la tasa respiratoria, produccién de biomasa (contenido en
glucosamina) y bioconversion del almidén y proteinas en el sustrato fermentado.

5. Andlisis de la actividad antioxidante por tres métodos diferentes y del contenido total
en compuestos fendlicos en los sustratos fermentados a diferentes tiempos.

6. Cuantificacién del contenido en acido fitico en los sustratos fermentados a diferentes
tiempos.

7. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos y estimacién del tiempo dptimo de
fermentacidn de acuerdo a la evolucion en el tiempo de los pardmetros analizados.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materia prima.

En el presente trabajo se utilizd6 como sustrato lenteja en grano de la variedad Pardina,
proporcionada por Molendum ingredients S.L. (Lote: 1901573) y harina de lenteja. Para la
elaboracion de la harina de lenteja, se trituraron los granos con una procesadora de alimentos
Thermomix ® TM-6.

La fermentacidn se llevd a cabo con el hongo P. ostreatus, adquirido en la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT) (20311/ Lote 18-10-2016) (Universidad de Valencia, Valencia, Espafia).

3.2 Reactivos quimicos y bioquimicos.

El medio de cultivo se elabord a partir de extracto de levadura, extracto de malta, glucosa y agar,
suministrados por la casa comercial Scharlau (Spain).

Para las determinaciones analiticas, se utilizaron los siguientes reactivos: hidroxido de sodio
(NaOH), acetilacetona (CesHs0,), etanol (CH3OH), metanol (CHsCH,OH), 4cido gélico (C;HeOs),
Trolox (C14H1804), DPPH (C33H44NsOg), cloruro de hierro (lll) hexahidratado (FeCls:6H,0), TPTZ
(C18H12N6), acido acético (C,H40,), ABTS (CisH24N6Ss), reactivo Folin-Ciocalteu, acido tioglicdlico,
persulfato de potasio (K,S,0s), acido acético glacial, cloruro de calcio (CICa,) dihidrato, p-
dimetilamino benzaldehido y glucosa, adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich (Spain). El
kit enzimatico empleado en la determinacién de almiddn fue adquirido en la casa comercial
Megazyme (Total starch AA/AMG assay, Megazyme, Ireland). Otros compuestos empleados
fueron glucosamina (TCl Chemicals, USA), acetilacetona y acido sulfdrico (H,SO4) de Carlo Erba
Reagents (Spain), sulfato de amonio (lll) (NH4Fe(SO4)> ‘12H,0) y acido clorhidrico (HCI) de
AppliChem Panreac (USA), fitato de sodio de la casa comercial Biosynth Carbosynth ® (USA) y
carbonato de sodio (Na,COs) de la casa comercial Scharlau (Spain).

3.3 Fermentacion flngica en estado sélido.

3.3.1 Disefio experimental.

El plan de trabajo establecido se disefié en cuatro etapas: preparacion del sustrato, inoculaciéon
del hongo, fermentacién y determinaciones analiticas (durante y tras la fermentacion), tal y
como se muestra en la Figura 2.

Para poder analizar el proceso fermentativo y el crecimiento del hongo a diferentes tiempos se
prepararon un total de 24 recipientes de vidrio con tapa (volumen de 250 mL) de lenteja en
grano y 36 de harina de lenteja. Para los granos se realizaron analisis cada dos dias, durante 14
dias (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 dias), con 3 réplicas por dia. Por otro lado, para la harina los analisis
se realizaron diariamente durante 8 dias y cada dos dias a partir del dia 8, hasta completar las
dos semanas (0,1, 2,3,4,5,6,7,8,10, 12 y 14 dias), con 3 réplicas por dia.
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Figura 2. Plan de trabajo para llevar a cabo los objetivos planteados.

3.3.2 Preparacion del indculo.

En primer lugar, se tomaron colonias aisladas a partir de la cepa procedente del CETC y se
sembraron en medio de cultivo sélido formado por 0,4% de glucosa, 0,4% de extracto de
levadura, 0,1% de extracto de malta y 1,5% de agar y se dejaron las placas a 28°C durante 14
dias. A partir de estas placas se inoculé parte del micelio obtenido en medio de cultivo liquido
(0,4% de extracto de levadura, 0,4% de glucosa y 0,1% de extracto de malta) y se incubd un
maximo de 14 dias a 28°C.

El medio liquido de cultivo garantizé una distribucién homogénea de esporas a partir de la cual
se elabord el cultivo iniciador para la fermentacién. Para ello se pesaron placas Petri de vidrio y
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se introdujeron 10 g de harina de lenteja y agua suficiente para alcanzar un 65% de humedad.
Se esterilizaron a 121°C durante 20 minutos y se inocularon con 1 mL del cultivo de esporas,
distribuyéndolo uniformemente por toda la superficie con un asa Digralsky. Las placas se
incubaron un maximo de 14 dias a 28°C, hasta que el micelio ocupé de manera homogénea la
superficie de la placa (Figura 3).

gy
Figura 3. Placa de cultivo iniciador (indculo) de Pleurotus ostreatus tras 14 dias de incubacion a 28°C.

3.3.3 Preparacion del sustrato.

En recipientes de vidrio de 250 mL con tapa se introdujeron 35 g de sustrato (lenteja en grano o
en harina) y se humidificaron hasta una humedad del 65 %. Se realizé un orificio en las tapas de
los recipientes de vidrio para facilitar la medicién de las concentraciones de diéxido de carbono
y oxigeno en el espacio de cabeza a lo largo del proceso fermentativo. Se sellaron con
esparadrapo quirdrgico para minimizar cambios en la composicidn del espacio de cabeza entre
determinaciones. Posteriormente, los recipientes con el sustrato humedo se esterilizaron a
121°C durante 20 minutos.

3.3.4. Inoculacién del sustrato.

La inoculacién del sustrato con el indculo (Figura 3) se realizd en condiciones de asepsia en la
campana de flujo laminar (Biostar Telstar®). Para ello, las placas del indculo se dividieron en 8
porciones iguales con un cuter estéril y flameado en llama con etanol. Cada porcién de placa se
introdujo en cada uno de los frascos y se incubaron durante 14 dias a 28°C (Figura 4).

*

Figura 4. Recipiente con granos de lenteja inoculadas con P. ostreatus tras 12 dias de fermentacién.



3.4 Determinaciones analiticas.

Previo proceso fermentativo se procedié con la caracterizacidon nutricional de la materia prima,
para lo cual se midid su contenido en humedad, proteina, grasa y cenizas, y se calculd el
contenido en carbohidratos mediante balances de materia. Las determinaciones analiticas
vinculadas a la fermentacion se realizaron tanto en lenteja en grano como en harina de lenteja
a diferentes tiempos de fermentacion.

El contenido en azucares solubles (°Brix), la actividad de agua, el pH y la acidez titulable se midié
diariamente durante el proceso de fermentacion. El resto de determinaciones se analizaron para
cada uno de los tiempos planteados, una vez transcurridos los catorce dias de fermentacion
(referidas como determinaciones post-fermentacién). Para las determinaciones post-
fermentacién se almacenaron las muestras de la forma mas adecuada para el desarrollo del
protocolo. Parte de la muestra fresca se conservd a -20°C y sirvid para analizar la actividad
antioxidante y contenido proteico. Otra parte (aproximadamente 100 g de muestra fresca) se
secé en estufa a 60°C y sirvidé para elaborar muestra seca fermentada a distintos tiempos,
empleada para el analisis de biomasa, almiddn y fitatos.

3.4.1 Caracterizacién composicional del sustrato en términos de en humedad, proteina, grasa,
carbohidratos y cenizas.

Se analizd el contenido en humedad en ambos sustratos de acuerdo con el método oficial
recogido por la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales, AOAC (2000). Para ello, las muestras
se introdujeron en la estufa a 60°C durante 48 horas y transcurrido el tiempo, se llevaron a la
estufa a vacio 48 horas. El valor de humedad se calculd por la variacion en la masa del sustrato
antes y después del secado. El contenido en proteinas se determind mediante el método
Kjeldahl (AOAC, 2000). El contenido lipidico de los sustratos se determiné utilizando el método
Soxhlet (AOAC, 2000), basado en la extraccién de la grasa de la muestra utilizando éter de
petréleo. Asimismo, se determind el contenido en cenizas para asi poder estimar el contenido
en carbohidratos por balances de materia. Los resultados se calcularon de acuerdo al tanto por
ciento presente en la muestra.

3.4.2 Contenido en sélidos solubles (°Brix).

Para la determinacion de sdlidos solubles durante la fermentacion, se tomd 1 g de muestra
fresca fermentada de ambos sustratos y se homogeneizdé con 10 mL de agua destilada. La
disolucidn del sustrato se midié con un refractémetro ATAGO™ Abbe NAR-3T.

3.4.3 Almidon.

El almiddn total de las muestras almacenadas se estimé mediante un kit enzimatico (Total starch
AA/AMG assay, Megazyme) basando en el método Rapid Total Starch (RST). Los reactivos
contenidos en el kit enzimatico (a-amilasa termoestable -AM-, amiloglucosidasa -AMG- y
tampdn reactivo GOPOD) se prepararon tal y como indicaba el fabricante. Los reactivos no
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suministrados se prepararon como se indica a continuacidn, siguiendo las instrucciones
especificadas en el kit: se prepard una soluciéon de hidréxido de sodio (NaOH) 1,7 M vy tres
soluciones de tampdn acetato de sodio con cloruro de calcio (ClCaz) 5 mM a diferentes
concentraciones de tampdn (100 mM, 200 mM y 600 mM).

Para la determinacidn se tomaron 100 mg de muestra seca. A ello se le agregaron 10 mL de
tampdn acetato de sodio (100 mM, pH 5,0) mas cloruro de calcio (5 mM). Se agitaron los tubos
en un vortex (Heidolph Reax top) y se adicioné AM sin diluir. Los tubos se incubaron en un bafio
de agua hirviendo un total de 15 min, agitando en un vortex a los 2, 5, 10 y 15 min. Se
atemperaron los tubos a 50°C, se adiciond 0,1 mL de AMG y se devolvieron a un bafio a 50°C
durante 30 min. Transcurrido ese tiempo se mezclaron las muestras por inversién. De cada tubo
se tomaron 2 mLy se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 min. Del sobrenadante se recuperd
0,1 mL, que se llevd a un tubo nuevo junto con 10 mL de tampdn acetato de sodio (100 mM)
mas cloruro de calcio (5mM). Se adicionaron 3 mL del reactivo GOPOD v, tras 20min a 50°C se
midié la absorbancia frente a un blanco (reagent blank), a 510 nm. Paralelamente, se realizé un
blanco sin enzimas (Sample Blank, SB). EI SB se realizé para cada muestra, sustituyendo la AM y
AMG por tampon acetato de sodio (100 mM pH 5,0) mas cloruro de calcio (5 mM) en la misma
cantidad.

Para cada conjunto de determinaciones se incluyd un blanco sin muestra (reagent blank, RB). El
RB se prepard mezclando 0,1mL de agua destilada con 3,0 mL de reactivo GOPOD. Asimismo, se
desarrollaron controles de glucosa para cada conjunto de determinaciones utilizando 0,1 mL de
solucién estandar de glucosa (100 pg/0,1mL) con 3,0 mL de reactivo GOPOD. Con los valores de
absorbancia para cada dilucion de glucosa de concentracién conocida se pudo estimar la
cantidad de almiddn presente en la muestra de acuerdo a la Ecuacién 1.

Almidén (%) = AA-F - EV - % -0,90 Ecuacién 1

Donde:

AA es la variacidon de absorbancia de las muestras analizadas con respecto al blanco, F es el factor de
conversion calculado como 100 pg glucosa entre la absorbancia resultante de la reaccion entre GOPOD y
100 pg de glucosa, EV es volumen de extraccién de la muestra (mL), D es la dilucién aplicada a la muestra
y W es el peso de la muestra (mg).

Finalmente se calculd el porcentaje de variacion relativa del contenido en almiddn, con respecto al dia 0
de fermentacion, de acuerdo a la Ecuacion 2.

m; - A;) — -A
(m¢ - A¢) — (mg - Ap) .100
my

Ecuacion 2

AMgimiasn (%) =

Donde:
AM es la variacién en masa (gaimidsn/1008muestra), Mt €s la masa de muestra fermentada durante t dias (g),

mo es la masa de la muestra control (tiempo 0, g), At es el contenido en almidén estimado en la muestra
fermentada durante t dias (%) y Ao es el contenido en almiddn estimado en la muestra control (tiempo 0).
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3.4.4 Actividad de agua.

La actividad de agua se monitorizé durante toda la fermentacién en ambos sustratos mediante
el equipo AQUA LAB 4TE.

3.4.5 Tasa respiratoria.

Se midié diariamente el porcentaje de didxido de carbono (CO;) y oxigeno (O;) presentes en el
espacio de cabeza de los recipientes durante la fermentacién utilizando el analizador de gas
Dansensor CheckPoint 3 de la casa comercial Mocon. La tasa de respiracién (TR) se determiné
en términos de consumo de O y de produccién de CO,, teniendo en cuenta la variacion de la
concentracién de ambos gases analizados con el tiempo, segun la Ecuacién 3 y 4. De igual
manera, se calculd el coeficiente de respiracién (RQ), como el cociente entre la cantidad de CO,
y la cantidad de O, en el espacio de cabeza del recipiente inoculado

Ecuaciéon 3

X|[ss

Co,, — Co
TRo,(mL 0y - kg™ - dia™") = [—Zt m 2t+1].

Ecuacién 4

Ceo — Ceo V.
TRCOZ (mL COZ * kg_l * dia_l) = [ 2t+l 2t:| M a

At
Donde:

02y CO2 son las concentraciones de oxigeno y didxido de carbono en el espacio de cabeza (mL/mL aire),
t es tiempo en dias, Va es el volumen de aire en el espacio de cabeza y M es la masa de sustrato en kg.
3.4.6 Determinacion del pH.

Para medir el pH de las muestras, se tomaron 5 g de sustrato fermentado, homogeneizado con
20 mL de agua destilada. El pH se midié con un medidor de pH (Mettler Toledo Seven Compact).
3.4.7 Acidez titulable.

Para determinar la acidez se utilizd el método estandarizado propuesto por Rani et al. (2018).
Para ello se tomaron 5 g de muestra y se homogeneizaron en 20 mL de agua destilada. La
muestra se neutralizd con NaOH 0,5 M hasta alcanzar un pH de 8,20. El valor de acidez se calculd
finalmente segun la Ecuacion 5.

VNaon - Vfinal *Mycido

Ac. Lactico (%) = 100 Ecuacién 5

muestra " Mmuestra * 1000

12



Donde:

V naon es el volumen de NaOH consumido (mL), Vina s el volumen final que se alcanzé tras la
neutralizacién (mL), macido es el peso equivalente del acido lactico (90,08 g/mol), Vimuestra €5 el volumen de
la muestra (mL) y Mmuestra €5 |la cantidad de muestra analizada (g).

3.4.8 Determinacién de biomasa.

El crecimiento fungico se pudo estimar a partir del contenido en glucosamina, producto de la
hidrélisis de la quitina propia del hongo (Scotti et al. 2001). La cantidad de glucosamina se
determind mediante espectrofotometria a 530 nm, a partir de una recta de calibrado en la que
se utilizé como estandar glucosamina.

A continuacidn, se detalla la metodologia empleada para la hidrélisis de la quitina y para la
determinacidn de glucosamina por espectrofotometria.

A) Hidrdlisis de la quitina en N-acetil-glucosamina.

A 100 mg de la muestra seca fermentada se le adicionaron 2,4 mL de 4acido sulfurico (H2SOs,
72%) y se incubd a 25°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo se afladieron 55 mL de agua
destilada y se esterilizé la mezcla durante 2 horas a 121°C para favorecer la hidrdlisis de la
quitina. Finalmente se neutralizd el hidrolizado hasta un pH 7 con NaOH (10M y 0,5M)
empleando el medidor de pH.

B) Determinacién de glucosamina.

Previamente se prepararon los reactivos necesarios para la determinacion. El Reactivo de Erhlick
se elabord a razén de 2,67 g de p-dimetilamino benzaldehido por 100mL de solucién final,
empleando como solvente una disolucién 1:1 de etanol puro y acido clorhidrico concentrado
(HCI). El Reactivo de acetilacetona se preparé mezclando acetilacetona con una disolucién de
carbonato de sodio (Na,C0s) 0,5 N (ratio 1:50).

Para realizar la determinacién se afnadid 1mL de hidrolizado junto con 1mL de Reactivo de
Acetilacetona en tubos de vidrio. Los tubos se llevaron a un bafio con agua a 100°C durante 20
min. Transcurrido el tiempo y una vez enfriados los tubos, se adicionaron 6 mL de etanol para
disolver el precipitado formado y 1 mL de Reactivo de Erhlick. Las muestras se llevaron a
incubacién a 65°C durante 10 min. Finalmente, se dejaron enfriar y se realizé la medida en
espectrofotometro (Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis) a una longitud de onda de
530 nm.

Se realizd6 también un blanco como control siguiendo el mismo procedimiento detallado
anteriormente, sustituyendo el hidrolizado por la cantidad equivalente de agua destilada.

La estimacioén de la cantidad de glucosamina se realizé a partir de una recta de calibrado con
glucosamina comprendida entre 0-0,5 mg/mL. Finalmente se expresaron los resultados como
variacion relativa con respecto al tiempo 0 de la fermentacién, de acuerdo a la Ecuacién 6. Cabe
sefialar que el contenido en glucosamina puede expresarse como cantidad de biomasa fungica
utilizando el factor de conversion de 0.057 Mg glucosamina/1 Mg hongo seco (Schmidt y Furlong,
2012).
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.G — .G
(m¢ - Gy) — (mg - Go) 10
my

A1\4‘glucosamina (%) = 0 Ecuacién 6

Donde:

AM es la variacion en masa (gclucosamina/1008muestra), Mt es la masa de muestra fermentada durante t dias
(g), mo es la masa de la muestra control (tiempo O, g), Gt es el contenido en glucosamina estimado en la
muestra fermentada durante t dias (gclucosamina/g materia seca) Y Go €s el contenido en glucosamina estimado
en la muestra control (tiempo 0, galucosamina/g materia seca).

3.4.9 Actividad antioxidante.

Para analizar la actividad antioxidante de las muestras es necesario realizar una extraccion de
compuestos hidrosolubles. En primer lugar, se tomaron 0,5 g de muestra fresca conservada a -
20°C, previamente atemperada, y se le adicioné 10 mL de metanol 80%. Tras 2h en agitacién a
55 rpm y a 25°C se centrifugaron las muestras a 8000 rpms durante 10 minutos, para separar el
sobrenadante (el extracto metandlico) del precipitado. Cabe destacar que se trabajo en
condiciones de oscuridad para evitar la fotodegradacion de los compuestos antioxidantes.
Posteriormente a la extraccién se analizd la actividad antioxidante mediante tres métodos que
se detallan a continuacion:

A) ABTS.

Este ensayo se basa en la capacidad de los compuestos antioxidantes de la muestra de reducir
el radical ABTS". Para ello se prepard una disolucidn a partir de ABTS (CisH24NgSs 7,4 mM) y
persulfato de potasio (K;SOs 2,6 mM), mezcladas en un ratio 1:1. Esta disolucion se dejo
incubando un minimo de 12 h en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente para que
asi se produjese la formacion del radical ABTS".

Transcurrido el tiempo se diluyé en metanol puro en proporcion 1:1 y se midio la absorbancia
de dicha dilucién a 734 nm (Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis) para asegurar que la
absorbancia era de 1,1 + 0,02. Posteriormente se prepararon las muestras en cubetas de
plastico desechables de 4 mL de capacidad. Para ello se dispensaron 2,85 mL de la disolucién
diluida en metanol, 75 pL de extracto metandlico o de metanol al 80% (en caso del blanco) y 75
pL de metanol 80% y se dejo en incubacion en oscuridad durante 2 horas. La medida se realizé
transcurridas 2h de incubacion.

Para la cuantificacion de la actividad antioxidante se realizé una recta de calibrado utilizando
como patrdén el compuesto Trolox (andlogo a la vitamina E), comprendida entre 0-200 mg/mL.
Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Trolox por gramo de muestra.

B) DPPH.

El fundamento de esta medida se basa en la capacidad de los compuestos antioxidantes
presentes en la muestra de reducir el radical DPPH a DPPH-H. Para ello se prepard una disolucion
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madre de DPPH (C33H4sNsOg) a una concentracién de 0,041 mg/mL en metanol al 100% y se
midio su absorbancia en el espectrofotémetro (Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis) a
una longitud de onda de 515 nm para asegurar una absorbancia de 1,1 + 0,02. Para el andlisis
de las muestras se utilizaron cubetas desechables de 4 mL en las que se adicionaron 2,92 mL de
disolucién madre y 75 L de extracto metandlico y se mantuvieron en reposo y oscuridad
durante 15 minutos. Trascurrido el tiempo se midié la absorbancia en el espectro visible por
espectrofotometria a 515 nm.

La actividad antioxidante se cuantificd a partir de una recta de calibrado elaborada a partir del
compuesto Trolox (anélogo a la vitamina E), comprendida entre 0-200 mg/mL. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de Trolox por gramo de muestra.

C) FRAP.

Este método se fundamenta en la cantidad de compuestos antioxidantes presentes en la
muestra que pueden reducir el Fe3* presente en el reactivo TPTZ a Fe?*. Para ello se preparé una
disolucién a partir de buffer acetato (300 mM, pH 3,6), TPTZ (10 mM TPTZ CisH12Ns en HCI (40
Mm)) y cloruro de hierro (20 mM FeCl,-6H,0) en proporcién 10:1:1 respectivamente. La
disolucién se llevé a 37°C y, seguidamente, se mididé su absorbancia por espectrofotometria a
593 nm (Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis) para corroborar que esta era muy
proxima a 0. Para la realizacion de la medida, se utilizaron cubetas desechables de plastico de 4
mL de capacidad en las que se adiciond 2,85 mL de disolucién preparada y 150 L de extracto
metandlico y se mantuvieron en reposo y oscuridad durante 30 minutos. La medida de
absorbancia se realizé tras el tiempo de incubacién por espectrofotometria (espectrofotdmetro
Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis) y a una longitud de onda de 593 nm.

Para la cuantificacién de la actividad antioxidante se realizé una recta de calibrado utilizando
como patrdén el compuesto Trolox (anédlogo a la vitamina E), comprendida entre 0-125 mg/mL.
Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Trolox por gramo de muestra.

3.4.10 Polifenoles totales.

Los fenoles son compuestos hidrosolubles que necesitan ser extraidos de la muestra previo
analisis. Para ello, se utilizé el mismo método de extraccion explicado anteriormente (seccidon
3.4.9). El andlisis de polifenoles totales se realizd mediante el ensayo de Folin-Cicalteu, de
acuerdo al trabajo publicado por Chang et al. (2006). La medida se realizé en cubetas de plastico
de 4 mL de capacidad en las que se adicionaron 125 pl de extracto metandlico, 0,5 mL de agua
bidestilada y 125 pL de compuesto Folin y se dejé incubar durante 5 minutos. Posteriormente
se adiciond 1,25 mL de carbonato de sodio (Na;COs, 7% p/v) y se incubd durante 30 min mas.
Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia por espectrofotometria a una longitud de onda
de 760 nm (Thermo scientific, modelo Helios Zeta UV/Vis).

Para la cuantificacidon de los compuestos fendlicos se realizé una recta de calibrado utilizando
como estandar acido gélico (0-200 mg/ml). Los resultados se expresaron como mg de acido
galico por gramo de muestra.
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3.4.11 Fitatos.

El procedimiento se basd en el propuesto por Peng et al (2010). En primer lugar, se prepard
solucidn férrica a partir de Sulfato de Amonio Hierro (Ill) (NHsFe (SO4); - 12H,0) y acido
clorhidrico (HCI 2M) (0,2 % p/v), ajustando el volumen final a 1L con agua destilada. También se
prepard solucidn de bipiridina utilizando 2, 2’-bipiridina y acido tioglicdlico (1g/mL), ajustando
el volumen a 100 mL con agua destilada.

Para realizar la extraccidon se tomaron 50 mg de muestra seca del sustrato y 10 mL de HCI 0,2 M,
se agitaron e incubaron toda la noche a 4°C. Posteriormente se tomaron 0,5 mL de sobrenadante
y se transfirieron a tubos de vidrio junto con 1 mL de solucién férrica. Se llevaron las muestras a
un bafio de agua hirviendo durante 30 min y, tras enfriarlas, se adicionaron 2 mL de solucién de
bipiridina. Se homogenizé con un vortex (Heidolph Reax top) durante unos segundos y se midié
inmediatamente la absorbancia a 519 nm.

Para estimar la cantidad de fitatos en la muestra se utilizé como estandar acido fitico. Partiendo
de una solucién madre de acido fitico en HCI 0,2 M (0,7 mg/mL) se realizé una recta de calibrado
(0-0,15 mg/ml). Los resultados se expresaron como mg de acido fitico por gramo de muestra.

3.4.12 Contenido proteico.

La cantidad de proteina durante la fermentacién de la lenteja en grano y en harina se determiné
a partir del método Kjeldahl, segin AOAC (2000). Los resultados se expresaron como variacion
relativa con respecto al tiempo 0 de la fermentacion, de acuerdo a la Ecuacién 7.

m; - P;) — - P,
(m; - Py) — (my 0)_10
my

0 Ecuacion 6

AMproteina (%) =

Donde:

AM es la variacidon en masa (gproteina/1008muestra), Mt s la masa de muestra fermentada durante t dias (g),
mo es la masa de la muestra control (tiempo 0, g), Pt es el contenido en proteina estimado en la muestra
fermentada durante t dias (gproteina/g materiaseca) Y Go es el contenido en glucosamina estimado en la muestra
control (tiempo O, gproteina/g materia seca).

3.4 Analisis estadistico.

Las posibles diferencias significativas entre tiempos de fermentacién para un mismo sustrato y
entre tiempos de fermentacion para distintos sustratos se evaluaron mediante analisis de
varianza unifactoriales (ANOVA), con nivel de confianza del 95% (p<0.05) mediante el programa
Stargraphics Centurion XIX. Igualmente, se realizaron analisis de correlacién de Pearson para
establecer asociaciones entre la actividad antioxidante y el contenido en fenoles y entre la
estimacion de biomasa, proteina y almiddn. El tratamiento estadistico se realizd en todas las
réplicas (n = 3) de cada sustrato.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la materia prima de partida.

La materia prima se caracterizd nutricionalmente previo establecimiento del proceso
fermentativo. Para ello se analizé el contenido en proteina, grasas, humedad y cenizas de los
sustratos escogidos, esto es, lenteja en grano y harina de lenteja. Ademas, se estimé el
contenido en carbohidratos a partir de balances de materia. La composicidn aproximada se
recoge en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizaciéon composicional del sustrato de partida: lenteja Pardina en grano y harina.

Lenteja en grano Harina de lenteja

Proteina
(g proteina/g total) 0,290 + 0,004 (a) 0,295 + 0,003 (a)
Grasas
(g grasas/g total) 0,0078 +0,0007 (a) 0,0109 +0,0009 (a)
Carbohidratos
(g carbohidratos/g total) 0,585 + 0,006 (a) 0,585 + 0,005 (a)
Humedad
(g agua/g total) 0,0922 +0,0004 (a) 0,0855 + 0,0002 (b)
Cenizas

0,0250 + 0,0008 (a) 0,0236 +0,0005 (a)

(g cenizas/g total)

*(a-b): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre los macronutrientes de los dos sustratos.

Limon et al. (2015) sefiala que la abundancia relativa de los macronutrientes del sustrato esta
directamente relacionada con el desarrollo del propio proceso fermentativo en estado sdlido,
con el crecimiento del microorganismo y con el impacto del mismo en las caracteristicas finales
del producto. Con perspectivas a una aplicacidon industrial y econdmica en el contexto
alimentario, autores como Michael et al. (2011) han discutido que cierta variacion en el sustrato
de partida puede modificar el contenido en proteina del propio hongo, entre otros nutrientes.
De esta manera, es conveniente corroborar si el material de partida en ambos casos tiene una
composicion inicial similar. Tras el analisis estadistico entre sustratos se puede confirmar que
las diferencias macromoleculares no son estadisticamente significativas (p>0,05), y que las
variaciones entre un sustrato y otro radican Unicamente en el tamafo de particula y en el area
superficial disponible para la accién enzimatica del hongo. Por el contrario, la diferencia entre el
contenido en humedad si resulté estadisticamente significativa entre el grano y la harina
(p<0,05). No obstante, la humedad de la materia prima se ajusté al 65% durante la preparacion
del sustrato, adicionando la cantidad necesaria de agua destilada (ver apartado 3.3.3). Por este
motivo, se descarta que esta variacion haya tenido un impacto negativo en el desarrollo fungico.

Como se adelantaba, el uso del sustrato por parte del hongo Pleurotus spp. dependerd de su
capacidad de secretar determinadas enzimas (principalmente de tipo oxidativas e hidroliticas)
que le permitan metabolizar sustratos ricos en lignocelulosas (Luz et al.,, 2012), es decir,
carbohidratos complejos como la fibra. Por tanto, la composicion del sustrato influird
significativamente a la maquinaria metabdlica y enzimatica del hongo. El trabajo de Espinosa-
Paez et al. (2017) permite ejemplificar esto ultimo y su relacién con el sustrato, pues sefala
como la fermentacién con el hongo Pleurotus ostreatus tiene un impacto diferencial en el
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CO02-02 (%)

contenido en fibra de avena y judias negras fermentadas (una reduccion del 22% y 59%,
respectivamente). Contrariamente, el impacto del mismo hongo evaluado en otra variedad de
judia supuso un incremento de la fibra dietética en un 16%.

4.2 Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus.

Una vez se inocula el sustrato con el hongo y a medida que avanzan los dias de fermentacién, se
produce un proceso de bioconversion del sustrato en biomasa, resultando en una variacion neta
de los macronutrientes y micronutrientes. Para lograr este objetivo, el hongo ha de ser capaz de
desarrollarse adecuadamente en el medio disponible.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue el de evaluar la cinética de crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus tanto en lenteja en grano como en harina. Asi, se ha de tener en cuenta
como la abundancia relativa de oxigeno y didxido de carbono afecta directamente al crecimiento
del microorganismo (Bellettini et al., 2019). Por este motivo, y con la intencidon afiadida de
mantener un control sobre las condiciones de crecimiento del hongo y del propio proceso
fermentativo, se analizd la composicion del aire en el espacio de cabeza del sistema de
fermentacién a lo largo del proceso. Los resultados se muestran en la Figura 5 y Figura 6.
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Figura 5. Tasa de respiracién (TR) de Oz y CO2 en términos de consumo o produccidn, respectivamente,
estimados en granos de lenteja inoculados (a) y en harina de lenteja inoculada (b) durante el proceso
fermentativo. Se representa también la evolucion de la atmdsfera del espacio de cabeza (%CO2 y %02) en
granos de lenteja inoculados (c) y harina de lenteja inoculada (d). Los marcadores representan los valores
medios (n=3) y las barras la desviacién estandar.
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Figura 6. Coeficiente de respiracion (RQ) en harina de lenteja inoculada y grano inoculado durante el
proceso fermentativo

La tasa de respiracién aporta informacidn sobre el consumo y produccién de oxigeno y didxido
de carbono, respectivamente. Dada la intima conexidn entre la respiracion y el metabolismo, a
partir de estos datos se puede monitorizar el desarrollo de biomasa durante la fermentacién en
estado sdlido (Manan y Webb, 2021). Asi pues, se aprecia que la TR en ambos sustratos
ensayados (Figura 5.a y 5.b), tanto para O, como para CO,, aumenta a medida que avanza la
fermentacién. Esto quiere decir que el consumo de O, incrementa a la vez que lo hace la
produccién de CO,. Durante los primeros dias de fermentacidn, los bajos valores de TR sugieren
que el microorganismo se encuentra en una fase de crecimiento estacionario (lento) que duraria
hasta el dia 5 en grano y el dia 3 en harina. A partir de entonces el valor de TR crece hasta
alcanzar la maxima tasa de consumo y produccidn (dia 10 para grano y 6 para harina). Esta fase
coincidiria con la fase de crecimiento exponencial del hongo. De igual manera, se aprecia como
el consumo de O, y produccion de CO, disminuyen. Este descenso corresponde a una etapa de
crecimiento pausado, donde las esporas fungicas activas mantienen su metabolismo (Manan y
Webb, 2021).

Las Figuras 5.c y 5.d representan la concentracion de CO; (%) y Oz (%) en el aire del espacio de
cabeza a lo largo de la fermentacién, y la Figura 6 el cociente de respiracién (RQ), calculado
como el cociente entre la concentracidon de CO,y la concentracion de O, también del espacio
de cabeza. La evolucion de estos gases en el medio fermentativo muestra como para el dltimo
dia de fermentacién predomina el diéxido de carbono sobre el oxigeno, encontrandose el
equilibrio entre ambos gases (con un RQ ~1) a los 10 y 8 dias para grano y harina,
respectivamente. Cabe sefialar que el RQ aporta informacién adicional sobre la poblacién
fungica implicada en el proceso fermentativo y acerca de su actividad metabdlica. Esto esta
relacionado con las reacciones metabdlicas que se suceden dependiendo de si la fermentacion
se desarrolla en condiciones de aerobiosis o anaerobiosis. De acuerdo al trabajo de Manan y
Webb (2021), un RQ < 1 significaria que la fermentacion ocurre en aerobiosis. Por el contrario,
un RQ > 1 indica un bajo uso del oxigeno y que, por tanto, el hongo se encuentra en condiciones
de anaerobiosis y sucede la fermentacién de la glucosa, de acuerdo a la Ecuacién 5. De esta
manera, la fermentacion de P. ostreatus en granos de lenteja se desarrollaria en anaerobiosis a
partir del dia 10, mientras que para harina de lenteja ocurriria a partir del dia 8.

Aztcares (C¢H;,04) + 60, - 6C0O, + 6H,0 Ecuacién 5
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El hongo evaluado en el presente trabajo es ampliamente conocido por su metabolismo
lignoceluldsico (Adebayo y Martinez-Carrera, 2015). Asi, y de acuerdo a ciertos estudios, P.
ostreatus libera enzimas como celulasas, hemicelulasas o lacasas que permiten el uso de la fibra
(principalmente insoluble) para su crecimiento y que aumentarian la disponibilidad de
carbohidratos simples en el medio (Vega y Franco, 2013). Los resultados del contenido en
almiddn parecen apoyar la premisa de que durante la fermentacién el hongo seria capaz de
utilizar como fuente de carbono para su crecimiento azucares fermentables resultantes de la
hidrélisis de carbohidratos complejos. Esto se puede observar en la Figura 7, que muestra como
la variacion del contenido en almidén del sustrato disminuye de forma estadisticamente
significativa a lo largo de la fermentacién (p < 0,05). No obstante, el almiddn se trata de un
hidrato de carbono complejo de tipo soluble, por lo que no se esperaria que fuera la principal
fuente de carbono del hongo. La variaciéon neta negativa del almidén sugiere que el tipo de
sustrato y las condiciones de crecimiento afectan a la acciéon enzimatica y que el hongo es capaz
de ajustar el metabolismo y su sistema enzimatico a las condiciones del medio en el que se
desarrolle (Espinosa-Paez et al., 2017). En este sentido la disponibilidad de los nutrientes y
requerimientos es esencial. No obstante, la evaluacion del contenido en fibra de la materia
prima y de las muestras fermentadas seria muy interesante, a fines de establecer una
correlacién mas acertada de lo anteriormente comentado.
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Figura 7. Variacién neta de almiddn total (%) en harina de lenteja (a) y lenteja en grano a lo largo de la
fermentacion en estado sélido con P. ostreatus. Los marcadores representan los valores medios (n=3) y
las barras la desviacion estandar.

*(a-i): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en almidén entre los diferentes
tiempos de fermentacidn para cada sustrato.

*(A-B): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en almidén entre ambos sustratos
para cada tiempo.

El analisis de biomasa por estimacién de glucosamina (Figura 8.a) muestra como el hongo se
desarrolla de forma eficiente, coincidiendo con los resultados de la TR (Figura 5.a y 5.b).
Ademas, al igual que ocurre con otras especies del género Pleurotus, el crecimiento de P.
ostreatus se optimiza cuando en el espacio de cabeza se alcanza una concentracion de CO, de
entre el 16 y el 22%. Esto se traduce en que el aumento de la concentracién de CO; tiene un
impacto positivo en el crecimiento del hongo (Zadrazil, 1975), lo que concuerda con la evolucién
del contenido de biomasa evaluada en este trabajo (Figura 8.a). Asi, se puede observar cdmo en
los ultimos dias de fermentacion (dias 12-14) se produce un aumento notable en la variacion de
la biomasa en las muestras, coincidiendo con un 15-19% de CO; en el espacio de cabeza.
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Figura 8. Variacion neta de biomasa (a) y de proteina (b) (%) en el sustrato (lenteja en grano o harina) a
lo largo de la fermentacion en estado sdlido con P. ostreatus. Los marcadores representan los valores
medios (n=3) y las barras la desviacion estandar.

*(a-f): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en biomasa y proteina entre los
diferentes tiempos de fermentacién para cada sustrato.

*(A-B): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en biomasa y proteina entre ambos
sustratos para cada tiempo.

La variacion neta del contenido en proteina (Figura 8.b) aumentd significativamente en las
harinas fermentadas, con un incremento de aproximadamente un 2% en el dia 14 de
fermentacién. La tendencia fue diferente en el caso de los granos de lenteja, donde la maxima
variacion en el contenido de proteina se observé en el dia 4 de fermentacidn (aproximadamente
un 0,5%). En este ultimo sustrato, el incremento una vez finalizado la fermentacion fue de un
0,1 % con respecto al sustrato no fermentado. El impacto positivo del hongo sobre el sustrato
coincide con la capacidad de sintesis de aminoacidos por parte de P. ostreatus (Espinosa-Pdez
et al., 2017). No obstante, la diferencia significativa entre harina y grano sugiere que el impacto
del hongo sobre el contenido proteico es diferente segln las caracteristicas del sustrato, y que,
en este caso, dependerian de la estructura del sustrato y de la accesibilidad a los nutrientes
(Bautista Justo et al.,1998).

A partir del analisis preliminar e individual de cada conjunto de datos, se realizaron correlaciones
de Pearson para comprobar si existia una relacidn estadisticamente significativa entre biomasa,
almiddn y proteina. El andlisis estadistico aplicado a los resultados en harina deja ver que existe
una correlacion positiva entre el contenido de biomasa y proteina (0,8173 (p<0,05)) y una
correlacién negativa entre el contenido en biomasa y almidén (-0,5169 (p<0,05)). Esto implica
que el aumento de proteina y la disminucién de almiddn se acompasa con el crecimiento del
hongo. De la misma manera, en el grano fermentado se aprecia una ligera correlacion positiva
entre el contenido de biomasa y proteina, pero estadisticamente significativa (0,1011 (p<0,05)),
y una fuerte correlacion negativa entre el contenido en biomasa y almidén (-0,8019 (p<0,05)).
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4.3 Impacto de la fermentacidn en las propiedades fisico-quimicas del sustrato.

El control fisico-quimico del sustrato a lo largo de la fermentacion en estado sélido es esencial
para favorecer el crecimiento del microorganismo. La actividad de agua (aw) es un parametro
clave en el contexto de la SSF. Ya se ha comentado anteriormente como esta modalidad de
fermentacién se caracteriza por mantener una baja aw que aporte el agua libre estrictamente
necesaria como para que el microorganismo pueda desarrollarse, impidiendo a su vez la
aparicion de agentes bacterianos contaminantes (Soccol et al., 2017). En este sentido también
se ha de establecer un control sobre el pH y acidez, para corroborar que se adectan a los
requerimientos del microorganismo (Bellettini et al., 2019). Cabe mencionar que estos dos
pardmetros también permiten controlar el crecimiento de bacterias indeseadas, pues
generalmente reducen significativamente el pH (y aumentan la acidez) en procesos de
fermentacidn en un periodo corto de tiempo (Ayyash et al., 2018). Igualmente, el control fisico-
quimico puede ser interesante de cara a evaluar las propiedades organolépticas y con
perspectivas a una aplicacién industrial. El pH, la acidez o el contenido en sélidos solubles
aportan informacién relevante en este sentido. Por todo ello, durante la fermentacién se
monitorizaron el pH, acidez titulable, sélidos solubles y actividad de agua (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de pH, acidez titulable, solidos solubles y actividad de agua en ambos sustratos durante
la fermentacion.

pH Acidez (% AL) SS (°Brix) aw

t0 6,53 +0,05 (a) 0,312+0,010(a)  0,875+0,010(a) 0,9892 + 0,00110 (a)

t2 6,56 + 0,04 (a) 0,300 + 0,010 (a) 0,88 + 0,03 (a) 0,9909 + 0,0012 (b)

t4 6,53 + 0,07 (a) 0,300 + 0,005 (a) 1,10+ 0,10 (c) 0,9900 + 0,0002 (ab)

t6 6,63 +0,03 (b) 0,300+0,010 (a)  1,00+0,00 (bc)  0,9911 + 0,0004 (b)
Grano o 6,62 + 0,10 (b) 0,301+0,005(a)  0,90+0,10 (ab)  0,9908 + 0,0011 (ab)

t10 6,67 £0,11 (b) 0,32+ 0,03 (a) 0,95 + 0,05 (ab) 0,9907 + 0,0014 (ab)

t12 6,78 +0,15 (b) 0,294 +0,026 (a) 0,97 +0,09 (ab)  0,9915 + 0,0004 (b)

tl4 7,3+0,9 (b) 0,34 £ 0,03 (a) 0,88 0,00 (ab)  0,9913 + 0,00110 (b)

t0 6,43 £0,05 (cd) 0,318 +0,018 (ab) 0,97 +0,03 (ab)  0.9925 + 0,0014 (d)

tl  6,42+0,02(bcd)  0,30+0,02 (a) 0,93 + 0,06 (a) 0,9903 + 0,0012 (abcd)

12 6,49 £ 0,04 (cd) 0,312 +0,019 (ab) 0,93 £ 0,06 (a) 0,991 + 0,002 (cd)

i3 6,30,2 (a) 0,38 £ 0,04 (c) 0,97 £ 0,12 (ab) 0,9883 + 0,0006 (a)

t4 6,44 0,07 (cd) 0,35 + 0,02 (bc) 0,97 £0,03 (ab)  0,9904 + 0,0018 (abcd)

t5 6,30 £ 0,06 (ab) 0,38 £ 0,03 (c) 0,90 + 0,00 (a) 0,9889 + 0,0008 (abc)
Harina 16 6,470+ 0,010 (cd) 0,366 £ 0,019 (c) 0,90+ 0,10 (a) 0,9892 + 0,0013 (abc)

t7  6,37+0,05(abc)  0,39+0,03 (c) 0,95 + 0,00 (a) 0,9890 + 0,0001 (abc)

t8 6,48 0,04 (cd) 0,354 + 0,010 (bc) 0,90 + 0,00 (a) 0,990 + 0,002 (bcd)

t10 6,41 10,09 (abcd) 0,384 + 0,006 (c) 1,05 + 0,05 (b) 0,9903 + 0,0014 (abcd)

t12 6,38 £0,04 (abc) 0,447 + 0,005 (d) 0,92 + 0,03 (a) 0,9884 + 0,0006 (ab)

tl4 6,52 0,05 (d) 0,46 + 0,04 (d) 0,98 +0,08 (ab)  0,9886 + 0,0005 (ab)

Abreviaturas: SS, sélidos solubles; ay, actividad de agua; t, tiempo; AL, acido lactico

*(a-d): Existen diferencias significativas (p<0.05).
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Se puede apreciar como los valores de pH permanecen practicamente invariables a lo largo de
la fermentacion, acotados entre 6,3 y 7,3. Algo similar sucede con los resultados de acidez (%
acido lactico). El trabajo desarrollado por Pranoto et al. (2013), sefiala como una bajada de pH
se acompafaria con un aumento de la acidez titulable por acumulacién de acido lactico. De ello
se puede deducir que la fermentacidon con P. ostreatus no tiene un impacto evidente en la
acidificacion o alcalinizacién del medio, al contrario que con otros hongos como Aspergillus sojae
y Aspergillum ficuum durante la fermentacién de altramuz (Olukomaiya et al., 2020) o con otros
microorganismos bacterianos como Lactobacillus plantarum en la fermentacién del sorjo
(Pranoto et al., 2013). Por otro lado, y segun el estudio desarrollado por Bellettini et al. (2019),
un pH entre 4,0 y 7,0 resulta éptimo para el crecimiento del micelio fungico, de forma que las
condiciones de acidez del medio fueron las adecuadas para el crecimiento del mismo.

Por otro lado, las medidas de actividad de agua se mantuvieron constantes y estables a lo largo
del proceso de fermentacion, con medias de 0,9911 + 0,0009 para granos y de 0,9898 + 0,0012
para harina. Esto confirma que la disponibilidad de agua libre fue la adecuada y que no ha
repercutido de forma negativa en el desarrollo del hongo.

El contenido en sélidos solubles tampoco varié de forma estadisticamente significativa, lo que
sugiere que la fermentacion con P. ostreatus no conllevé un aumento de la concentracion de
azucares fermentables o analogos en el medio. Otra hipdtesis es que el hongo metabolice
rapidamente el azucar libre disponible, tal y como se discutia en apartados anteriores.

4.4 Impacto de la fermentacion en las propiedades antioxidantes, antinutrientes y
compuestos bioactivos del sustrato.

Uno de los principales retos y objetivos en la fermentacion de legumbres es la produccién de
ingredientes que presenten mayor actividad antioxidante que sus analogos sin fermentar, dado
el interés de estos compuestos en cuanto a la proteccidn frente al estrés oxidativo (Limon et al,
2015). La SSF puede provocar cambios biolédgicos en el sustrato que culminen con la produccidn
de metabolitos secundarios biolégicamente activos con capacidad antioxidante (Dhull et al.,
2020), sefialando entre ellos los compuestos fendlicos (Alshikh et al. 2015). La actividad
antioxidante en el caso de los dos sustratos estudiados se ha determinado mediante tres
ensayos generales (ABTS, DPPH y FRAP) (Figura 9), ademas de mediante una estimacion de
polifenoles totales (Figura 10). El ensayo de ABTS estima la habilidad relativa de los
antioxidantes presentes en una muestra para reducir el radical ABTS (Ratnavathi y Komala,
2016). Por otro lado, el ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) permite determinar la
capacidad de estos compuestos para reducir el Fe** contenido en el reactivo TPTZ en Fe*
(Cerretani y Bendini, 2010). El ensayo de DPPH, por otro lado, permite evaluar el contenido en
antioxidantes capaces de inhibir la oxidacion lipidica, lo que se traduciria en la reduccién del
radical DPPH durante el ensayo (Skrovankova et al.,2012). Cabe sefialar que existen otros
métodos de analisis de compuestos antioxidantes, los cuales difieren tanto en condiciones de
desarrollo como en principio quimico. Estas diferencias se traducen en una estimacion
diferencial de estos compuestos, de forma que es preferible incluir diferentes ensayos.
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Figura 9. Efectos de la fermentacidn con P. ostreatus sobre el contenido en antioxidantes en grano de

lenteja (a) y en harina de lenteja (b), expresado como mg de Trolox (estandar) por gramo de muestra. Los

AL X

marcadores corresponden al valor medio (n=3) y las barras representan la desviacién estandar. © y

sefialan la significacion estadistica para DPPH y FRAP, respectivamente.

*(a-h): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en antioxidantes entre los diferentes
tiempos de fermentacidn para cada sustrato.

*(A-B): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en antioxidantes entre ambos
sustratos para cada tiempo.

Los resultados muestran una disminucion del contenido en antioxidantes y polifenoles a lo largo
del tiempo de fermentacion en ambos sustratos, con diferencias estadisticamente significativas
entre los dias de fermentacion (Figura 9 y Figura 10). El potencial de los hongos para producir
compuestos bioactivos, como son los antioxidantes, estd intimamente relacionado con la
actividad enzimatica vinculada a su crecimiento. Asi pues, y contrariamente a lo esperado, tanto
la actividad antioxidante como la presencia de compuestos fendlicos disminuyd ligeramente a
medida que avanzd la fermentacién con el hongo. A pesar de todo ello, se puede apreciar un
ligero aumento en antioxidantes evaluados por ABTS en los ultimos dias de fermentacién (Figura
7, ABTS), que pudiera estar vinculado a la liberacién de otros compuestos antioxidantes mas alla
de los fenoles, como carotenoides o analogos a la vitamina E (Adebo y Gabriela Medina-Meza,
2020).
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Figura 10. Efectos de la fermentacidn con P. ostreatus sobre el contenido en polifenoles en grano de
lenteja y harina de lenteja, expresado como mg de acido galico (estandar) por gramo de muestra
fermentada. Los marcadores corresponden al valor medio (n=3) y las barras a la desviacidn estandar.
*(a-d): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en almidén entre los diferentes
tiempos de fermentacidn para cada sustrato.

*(A-B): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en almiddn entre ambos sustratos
para cada tiempo.

El estudio desarrollado por Magro et al. (2019) muestra como la fermentacidn de lentejas con
el hongo Aspergillus oryzae tiene un impacto similar sobre los antioxidantes a medida que
transcurren las horas de fermentacidn. En este caso, la actividad antioxidante estimada con
DPPH disminuye de manera estadisticamente significativa de 5,82 a 5,73 umol Trolox
Equivalente-g? transcurridas 96 horas, al igual que sucede con el ensayo de ABTS. El estudio
reportado por Limon et al (2015) sefiala como la composicién del sustrato y la eleccién del
microorganismo juega un papel esencial en el aumento de la biodisponibilidad de compuestos
antioxidantes. En este sentido, el hongo P. ostreatus empleado es capaz de secretar diferentes
enzimas, entre las que se encuentran las lacasas (Espinosa-Paez et al. 2017). Estas enzimas son
capaces de polimerizar, despolimerizar y transformar compuestos fendlicos, pudiendo
aumentar su contenido en el medio o disminuirlo (Hur et al., 2014). Otros estudios sefialan como
la disminucién de actividad antioxidante puede estar relacionada con la degradacion (Ohtman
et al., 2009) e hidrélisis de compuestos fendlicos (Adebo y Gabriela Medina-Meza, 2020) a
medida que transcurre la fermentacién. Hur et al. (2014) sefiala la necesidad de realizar estudios
sobre la actividad e influencia de distintos organismos (y de sus enzimas) en cada sustrato, con
el fin de establecer las condiciones de fermentacion mds adecuadas en cada caso. La
temperatura es otro de los factores que pudieran estar asociados a la disminucion de
antioxidantes y compuestos fendlicos. Un aspecto a tener en cuenta en la determinacién de
fenoles es que, si bien el método basado en el reactivo Folin-Ciocalteu es ampliamente utilizado
para este fin, otros compuestos mas alla de los fendlicos son capaces de reducirlo, pudiendo
afectar a los resultados obtenidos (Starzynska-Janiszewska et al., 2014)

Por otro lado, se estudio la posible relacidn entre los diferentes métodos antioxidantes. Para
ello se realizé un andlisis estadistico basado en correlaciones de Pearson entre los tres métodos
analiticos de antioxidantes (ABTS, DPPH y FRAP) y contenido en polifenoles en ambos sustratos.
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Los resultados para harina indican que existe una fuerte correlacion lineal positiva entre los tres
métodos de determinacion de antioxidantes y fenoles (r > 0,95 (p<0,05)), destacando DPPH (r =
0,9623). El caso de los granos de lenteja es similar, existiendo correlacion lineal positiva entre
los tres métodos con respecto al contenido en fenoles. No obstante, para este sustrato la
correlacién con mayor coeficiente se consiguié mediante el método FRAP (r = 0,9472 (p<0,05)).

Otro aspecto importante a la hora de analizar nutricionalmente un alimento es su contenido en
antinutrientes. Estos compuestos, tales como los fitatos, contribuyen a la disminucién de la
absorcién de micronutrientes esenciales como son el calcio, hierro, zinc o magnesio (Peng et al.,
2010) y tienen un impacto negativo en la digestibilidad de la proteina (Espinosa-Paez et al. 2017).
Las lentejas en este sentido presentan este inconveniente: poseen antinutrientes que limitan
sus potenciales beneficios nutricionales. Asi, la fermentacidn fungica en estado sdlido se
presenta como estrategia para reducir el contenido en antinutrientes de determinados sustratos
(Garrido-Galand et al., 2021). Por este motivo, se decidio analizar la evolucidn en el contenido
de fitatos en las muestras fermentadas con P. ostreatus (Figura 11).
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Figura 11. Efectos de la fermentacidon con P. ostreatus sobre el contenido en acido fitico en grano de
lenteja y en harina de lenteja, expresado como mg de acido fitico por gramo de sustrato fermentado. Los
marcadores corresponden al valor medio (n=3) y las barras representan la desviacién estandar.

*(a-g): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en almidén entre los diferentes

tiempos de fermentacidn para cada sustrato.
*(A-B): Existen diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido en almiddn entre ambos sustratos
para cada tiempo.

La Figura 11 evidencia como se produce una disminucién estadisticamente significativa en el
contenido en antinutrientes al final del proceso fermentativo (p<0,05). Este hecho coincide con
otros trabajos desarrollados con este mismo microorganismo. Se puede sefialar a modo de
ejemplo el trabajo de Espinosa-Paez et al. (2017) sobre fermentacion en judias con P. ostreatus,
que favorece a la disminucién del contenido en taninos, otro compuesto antinutricional.
Ademas, posteriores trabajos de este grupo de investigacion demostraron la correlacién entre
la disminucion en antinutrientes con una mejor digestibilidad (Espinoza-Péez et al., 2021). De
esta forma, la disminucion del contenido en 4cido fitico en lenteja Pardina gracias al impacto del
hongo P. ostreatus permitiria mejorar la digestibilidad del sustrato, aunque seria necesario
realizar ensayos de digestion in vitro para confirmar estas hipotesis.
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5. CONCLUSIONES

1. El plan experimental ejecutado y los resultados obtenidos han permitido caracterizar el
impacto del hongo Pleurotus ostreatus sobre dos sustratos: harina de lenteja y grano de
lenteja. La diferencia entre ambos sustratos se encontraba Unicamente en el tamafio de
particula y en el drea superficial disponible para la accidn hidrolitica del hongo.

2. La Tasa de Respiracion, la evolucion de la composicion del aire en el espacio de cabeza y el
Coeficiente de Respiracion resultan ser pardmetros Utiles para la monitorizacién del proceso
ya que proporcionan informacion acerca la fermentacidon en estado sélido con P.ostreatus
en términos de disponibilidad de gases (aerobiosis o anaerobiosis).

3. Elcrecimiento del hongo se pudo estimar de forma eficiente a partir de la variacidn neta del
contenido en glucosamina (biomasa). La evolucién del contenido en glucosamina a lo largo
de los dias de fermentacién depende del tipo de sustrato. No obstante, tras catorce dias de
fermentacién los valores alcanzados en harina y en grano fueron similares. El contenido en
proteina también aumentd en ambos sustratos con respecto al tiempo inicial al finalizar la
fermentacién, aunque el impacto en harina fue mucho mas evidente, resultando en un 21%
mas de proteina que en grano. Ademas, se observé una fuerte correlacién positiva entre el
crecimiento del micelio fungico y el aumento de proteina en el sustrato.

4. El contenido en almiddn se redujo a lo largo del proceso fermentativo, lo que sugiere que
Pleurotus ostreatus emplea este carbohidrato complejo como fuente de carbono para su
crecimiento. En este caso, se observé una correlacién negativa entre el desarrollo del hongo
y la cantidad en almiddn, indicando que a medida que crece el hongo, disminuye el almidén
en el medio.

5. El pH, acidez, aw y contenido en sélidos solubles del sustrato durante el proceso
fermentativo se mantuvieron constantes a lo largo de la fermentacién, tanto para harina de
lenteja como para grano. Por tanto, las condiciones de crecimiento del hongo fueron
estables durante todo el proceso fermentativo y sin impacto evidente en estos parametros
durante al menos catorce dias.

6. Tanto el contenido en antioxidantes como el contenido en polifenoles disminuyeron tras la
fermentacidn de los sustratos con P. ostreatus. La composicidn y estructura del sustrato, la
eleccién del microorganismo o la maquinaria metabdlica del propio hongo se sefialan como
factores clave que determinan estos resultados.

7. Por ultimo, la fermentacion tanto en lenteja en grano como de harina de lenteja con P.
ostreatus redujo significativamente contenido de acido fitico (antinutriente), lo que supone
por tanto una mejora de la digestibilidad del producto final.

En definitiva, el tiempo éptimo de fermentacidén depende de las propiedades/caracteristicas que
se pretendan obtener en el producto fermentado. Para harina, el crecimiento fldngico y
contenido proteico del material de partida aumenté tras la fermentacion y alcanzé el maximo a
los catorce dias de fermentacion, a la vez que el minimo contenido en antinutientes. Para grano,
el maximo contenido en proteina se obtuvo al cuarto dia de fermentacién, mientras que la
menor concentracion en antinutrientes se alcanzé en el dia catorce. Con vistas a una aplicacion
industrial y desarrollo de nuevos ingredientes, la fermentacién en harina fue mas eficiente en
cuanto al contenido proteico y disminucidn de fitatos. No obstante, para escoger un sustrato u
otro seria necesario repetir estos analisis tras la estabilizacién (secado) de ambos fermentados.
De igual manera, se tendrian que realizar estudios de digestidn in vitro para conocer el impacto
del proceso fermentativo en grano o harina en la mejora la digestibilidad de los macronutrientes
y bioaccesibilidad de compuestos bioactivos de interés para la salud humana.
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