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EVALUACION DEL IMPACTO DEL PROCESO DE FERMENTACION EN ESTADO
SOLIDO CON PLEUROTUS OSTREATUS EN LAS PROPIEDADES DE LA QUINOA

RESUMEN

La quinoa (Chenopodium quinoa) es un pseudocereal rico en proteinas, fibra y almidon, y
fuente de minerales, vitaminas y compuestos bioactivos. Su consumo contribuye a la
sostenibilidad ambiental y su alta adaptabilidad a medios de cultivos desfavorables lo
convierte en una buena alternativa para abastecer la demanda alimentaria en el futuro. Sin
embargo, presenta factores antinutricionales como las saponinas, taninos o acido fitico que
dificultarian su absorcién tras el proceso digestivo. La fermentacién es un proceso de
biotransformacién donde intervienen microorganismos que permitirian ensalzar la
biodisponibilidad de los compuestos y la digestibilidad proteica. Entre ellos, Pleurotus
ostreatus es un hongo comestible con un valor nutricional muy interesante y unas
caracteristicas organolépticas Unicas.

De esta manera, este trabajo tiene el objetivo de evaluar la capacidad fermentativa en estado
solido del hongo Pleurotus ostreatus en grano y harina de quinoa. Asi pues, se estudid la
cinética del crecimiento del hongo atendiendo a parametros como el pH, acidez, actividad de
agua, biomasa, tasa respiratoria y sdlidos solubles. Igualmente, se analizaron las propiedades
nutricionales del producto como el contenido proteico, almidén, actividad antioxidante,
polifenoles y acido fitico a distintos tiempos de fermentacién. En general, se observé un
aumento proteico acompafiado de una reducciéon notable de 4acido fitico (antinutriente) y
almiddén, pero también de las propiedades antioxidantes del sustrato. La fermentacidon en
grano de quinoa obtuvo mejores resultados en la mayoria de las determinaciones realizadas.
En conclusidn, mayores tiempos de fermentacion (dias 12 y 14) permitieron obtener mejores
resultados en relacion con el contenido de proteina final y la reduccidén en antinutrientes.

Palabras clave: proteina, digestibilidad, factores antinutricionales, antioxidantes, fenoles,
cinética de crecimiento.

RESUM

La quinoa (Chenopodium quinoa) és un pseudocereal ric en proteines, fibra i midd, i font de
minerals, vitamines i compostos bioactius. El seu consum contribueix a la sostenibilitat
ambiental i la seua alta adaptabilitat a terrenys de cultiu desfavorables el converteix en una
bona alternativa per atendre la demanda alimentaria en el futur. Malgrat aixo, presenta
factors antinutricionals com les saponines, tanins o acid fitic que dificultarien la seua absorcié
després del procés digestiu. La fermentacid és un procés de biotransformacié on intervenen
microorganismes que permetrien exalcar la biodisponibilitat dels compostos i la digestibilitat
proteica. Entre ells, Pleurotus ostreatus és un fong comestible amb un valor nutricional molt
interessant i unes caracteristiques organoléptiques Uniques.

D'aquesta manera, aquest treball té I'objectiu d'evaluar la capacitat fermentativa en estat solid
del fong Pleurotus ostreatus en gra i farina de quinoa. Aixi doncs, es va estudiar la cinéetica de
creixement del fong atenent a parametres com el pH, acidesa, activitat d'aigua, biomassa, taxa
respiratoria i solids solubles. Igualment, es van analitzar les propietats nutricionals del
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producte com el contingut proteic, midd, activitat antioxidant, polifenols i acid fitic a diferents
temps de fermentacié. En general, es va observar un augment proteic acompanyat d'una
reduccid notable d'acid fitic (antinutrient) i midd, perd també de les propietats antioxidants
del substrat. La fermentacié en gra de quinoa va obtenir millors resultats en la majoria de les
determinacions realitzades. En conclusié, majors temps de fermentacié (dies 12 i 14) van
permetre obtenir millors resultats en relaciéd amb el contingut de proteina final i la reduccié en
antinutrients.

Paraules clau: proteina, digestibilitat, factors antinutricionals, antioxidants, fenols, cinética de
creixement.

ABSTRACT

Quinoa (Chenopodium quinoa) is a pseudocereal rich in protein, fiber and starch, and a source
of minerals, vitamins and bioactive compounds. Its consumption contributes to environmental
sustainability and its high adaptability to unfavorable environments makes it a good
alternative to supply food demand in the future. However, it has antinutritional factors such as
saponins, tannins or phytic acid that would hinder its absorption after the digestive process.
Fermentation is a biotransformation process where microorganisms intervene that would
enhance the bioavailability of the compounds and protein digestibility. Among them, Pleurotus
ostreatus is an edible mushroom with a very interesting nutritional value and unique
organoleptic characteristics.

In this way, this work has the objective of evaluating the fermentative capacity in solid state of
the Pleurotus ostreatus fungus in grain and quinoa flour. Thus, the kinetics of the fungus
growth was studied according to parameters such as pH, acidity, water activity, biomass,
respiratory rate and soluble solids. Likewise, the nutritional properties of the product were
analysed, such as protein content, starch, antioxidant activity, polyphenols and phytic acid at
different fermentation times. In general, an increase in protein was observed accompanied by
a notable reduction in phytic acid (antinutrient) and starch, but also the antioxidant properties
of the substrate. Quinoa grain fermentation obtained better results in most of the
determinations made. In conclusion, longer fermentation times (days 12 and 14) allowed to
obtain better results in relation to the final protein content and the reduction in antinutrients.

Keywords: protein, digestibility, antinutritional factors, antioxidants, phenols, growth kinetics.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sostenibilidad medioambiental y soberania alimentaria

El aumento de la poblacién mundial junto con el impacto negativo del cambio climatico sobre
la productividad de los terrenos cultivables (Ray et al., 2019) podria provocar una menor
accesibilidad a alimentos en el futuro. Este hecho estd promoviendo la bisqueda de especies
cultivables que abastezcan a la poblacién de alimentos ricos en nutrientes. Afortunadamente,
cultivos infrautilizados pero nutricionalmente importantes como el mijo, quinoa, amaranto y
alforfén, entre otros, son altamente resistentes a entornos hostiles (sequia, salinidad y
temperaturas extremas) y presentan un alto rendimiento con recursos limitados (Rodriguez et
al., 2020). En este sentido, la FAO estima (FAO, 2017) que la demanda alimentaria en 2050
tendrd que ser abastecida de medios marginales. Asimismo, la gran dependencia de los
cultivos de cereales en todo el mundo y que soporta el 50% de la demanda caldrica global,
estaria provocando deficiencias en micronutrientes.

La desnutricion se define como una condicién fisiolégica anormal causada por un consumo
inadecuado, desequilibrado o excesivo de macronutrientes y / o micronutrientes. En concreto,
la desnutricién proteico-energética (PEM) es un problema presente en Africa y otras naciones
en desarrollo causado por deficiencias en proteina y/o energia debido a dietas basadas
Unicamente en cereales que no son capaces de garantizar la seguridad nutricional (Sarwar et
al., 2013).

En este contexto, es necesario un nuevo enfoque que tenga en cuenta estas areas de cultivo
con alimentos de calidad en términos de enriquecimiento, biofortificacién y nutricién para
conseguir una futura soberania alimentaria de forma mas sostenible (Jacobsen et al.,
2013). Los cultivos de pseudocereales desempefian un papel fundamental como alimento
base rico en micronutrientes y/o fitonutrientes en ciertas culturas. Son ricos en almidon, fibra
y proteinas con cantidades abundantes de aminodcidos ricos en azufre. También son una
buena fuente de minerales (calcio, hierro y zinc), vitaminas y fitoquimicos como saponinas,
polifenoles, fitoesteroles, fitoesteroides y betalainas con posibles beneficios para la salud. Si
bien el cultivo de cereales estd muy extendido, el cultivo de los pseudocereales se ha
localizado tradicionalmente en las zonas geograficas de origen. Sin embargo, el interés por
esta fuente alimentaria se ha visto incrementado por ser cultivos que se adaptan bien a
condiciones climaticas adversas y por su perfil nutricional de mayor calidad respecto a los
cereales, sobre todo en lo que se refiere a su elevado contenido proteico de alto valor
bioldgico. Esto ultimo posicionaria a los pseudocereales como una fuente de proteina muy
prometedora respecto a las proteinas de origen animal pues se integraria mejor en un
concepto de seguridad alimentaria y sostenibilidad ante el incremento de la poblacién mundial
(Fasolin et al., 2019).

1.2. El pseudocereal quinoa

La quinoa (Chenopodium quinoa) es un pseudocereal perteneciente a la familia de las
dicotiledéneas y originario de América del sur. Sus primeros indicios de su uso datan del 5000
a.Cy desde entonces ha cubierto un gran rol en la nutricién humana y animal. Los cultivares de
quinoa son muy resistentes a distintos pH del suelo y pueden tolerar medios pobres y aridos
(Martinez et al., 2009). Ademas, tolera temperaturas extremas (desde los -8 °C a los 35°C),
salinidad elevada y sequia. Asimismo, crece perfectamente a elevada altitud y su gran
variabilidad genética le permite adaptarse a un amplio rango de condiciones ambientales. Por
tanto, la quinoa es un cultivo altamente resiliente y puede llegar a ser una alternativa
sostenible medioambientalmente.
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La quinoa es ademas una fuente de proteina de alta calidad ya que presenta los nueve
aminoadcidos esenciales, que son los que el cuerpo humano no puede sintetizar por si mismo, y
un contenido de lisina relativamente elevado y muy cercano a los requerimientos establecidos
por la FAO para la nutricion humana. Los contenidos de metionina y cisteina también son altos
en comparacion a los cereales comunes; principalmente deficientes en lisina, treonina y
triptéfano (Motta et al., 2019). La presencia de estos aminoacidos podria solventar problemas
de desnutricién proteica en paises en desarrollo y subdesarrollo dependientes en gran medida
de dietas basadas en cereales que carecen de uno o mas aminoacidos esenciales (Hoffmann y
Falvo, 2004). Ademas, esta composicién aminoacidica balanceada y de gran valor bioldgico es
incluso comparable a la proteina de la leche (Koziol, 1992; Ranhotra et al., 1993).
Concretamente, la quinoa esta formada mayoritariamente por proteinas solubles como las
albuminas 2S y globulinas de tipo 11S, las cuales son mds accesibles a proteasas que las
gluteninas y gliadinas; estas ultimas presentes mayoritariamente en cereales. Presenta un alto
contenido en carbohidratos (51-61% en base seca) que le permite ser usada de la misma forma
que los cereales para la produccién de harinas (Repo-Carrasco et al., 2003; Mastebroek et al.,
2000). Ademas, su contenido en fibra varia del 7 al 26,5% (Joshi et al., 2019) y esta compuesta
mayoritariamente de polisacaridos insolubles (78% del contenido total de fibra dietética) que
incluyen homogalacturonanos y rhamnogalacturonano-l, asi como xiloglucanos altamente
ramificados (30%) y celulosa (Lamothe et al., 2015). Igualmente, contiene un contenido lipidico
(4-7,5%) mucho mayor que otros cereales donde los acidos grasos insaturados son los
predominantes (71-84,5% de los lipidos totales). Estos acidos grasos insaturados vienen
representados por el linoleico (C18:2, w-6) y el acido a-linolénico (C18:3, w-3) (Vera et al.,
2019). En términos de calidad nutricional de la fraccion lipidica, la quinoa presenta una
relaciéon w-6/w-3 de 7:1. Parece ser que el ratio w-6/w-3 presentaria mayor importancia que el
contenido total en acidos grasos (Tang et al., 2016). Complementariamente, la quinoa es una
excelente fuente de vitaminas B y E, antioxidantes (a y y-tocoferoles) y minerales como el
calcio, hierro, potasio, magnesio, cobre y manganeso.

Mas alld de su excelente perfil nutricional, la ausencia de gluten en este pseudocereal la
convierte en una buena alternativa para el desarrollo de productos de alta palatabilidad que
aseguren una ingesta adecuada de nutrientes en sujetos celiacos y, ademads, su bajo indice
glucémico la posiciona como alimento clave para personas diabéticas.

Sin embargo, a pesar de estas cualidades nutricionales, la quinoa presenta algunos factores
antinutricionales derivados del metabolismo secundario de las plantas. Los principales factores
antinutricionales (FAN) identificados son las saponinas, el acido fitico, los taninos, nitratos,
oxalatos y los inhibidores de la tripsina. Las saponinas, presentes en las capas externas del
grano (epispermo) son las que confieren sabor amargo. Asimismo, la presencia de fitatos y
taninos reducen la biodisponibilidad de ciertos minerales, y por tanto su bioabsorcion tras el
proceso digestivo. El fitato (mio-inositol-6-fosfato) es el principal inhibidor de minerales; el
acido fitico se une a cationes con carga positiva como el hierro, zinc, calcio y proteinas
formando complejos de fitato (IP6) que son estables a pH intestinal (6-7) (Schlemmer et al.,
2009). Por tanto, su degradaciéon es importante para mejorar la bioasimilacion de estos
minerales. Ciertos tratamientos térmicos como el tostado, secado o la coccién pueden ser
aplicados con el objetivo de reducir el contenido en antinutrientes. Asi mismo, ciertos
bioprocesos como la germinacion o fermentacion microbiana también parecen tener un
impacto positivo en la reduccion de estos compuestos. Concretamente, diversos estudios
apuntan a que el proceso de fermentacién podria mejorar la calidad nutricional y
organoléptica del sustrato, asi como su aumentar la bioaccesibilidad de los compuestos
bioactivos (Thakur et al., 2021) y disminuir la presencia de los FAN (Dulinski et al., 2017;
Kumitch et al., 2019; Castro-Alba et al., 2019).
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1.3. La fermentacidn en estado sélido como estrategia de mejora nutricional y
funcional

La fermentacion es una técnica de conversion bioldgica de sustratos complejos en compuestos
simples mediante la utilizacién de microorganismos como bacterias u hongos. En el transcurso
de esta accién metabdlica se producen nuevos compuestos, pero ademas se liberan otros
presentes en el sustrato. Entre los metabolitos secundarios producidos destacan los
antibidticos, enzimas, péptidos o factores de crecimiento (Machado et al., 2004; Robinson et
al., 2001). En los ultimos afios, la industria alimentaria ha mostrado un gran interés por los
productos fermentados debido a su gran potencial para la salud. Ebner et al. (2014) y Chilton
et al. (2015) sugieren la introduccion de alimentos fermentados en la dieta y estudios clinicos
recientes avalan su impacto positivo en la reduccion de enfermedades cardiovasculares,
diabetes de tipo 2, control del peso corporal y poder antiinflamatorio en determinadas
patologias (Chen et al., 2014; Eussen et al., 2016; Tapsell et al., 2015; Marco et al.,2017).

La fermentacién se puede realizar en estado liquido o sumergida conocida por sus siglas en
inglés SmF (Submerged Fermentation) o bien en estado sélido, SSF (Solid State Fermentation)
(figura 1). La SmF permite el crecimiento de microorganismos en medios liquidos ricos en
nutrientes, un contenido de agua libre y de concentraciones de oxigeno elevadas. Ademas,
presenta la ventaja de ser un proceso con un gran control de pardmetros como la
temperatura, humedad, pH o aireacién (Garrido-Galand et al., 2021). Esta técnica es la mas
adecuada para microorganismos como las bacterias, las cuales requieren un mayor contenido
en humedad (Babu y Satyaranyana, 1996). Por otro lado, la SSF involucra el crecimiento de
microorganismos sobre sustratos sélidos rodeados por una fase gaseosa continua en ausencia
o casi ausencia de agua libre. Por tanto, esta técnica fermentativa favoreceria el crecimiento
de hongos u otros microorganismos con menores necesidades de humedad. Sin embargo, el
control de las condiciones de fermentacién es complejo y se requieren biorreactores eficientes
y de gran rendimiento (Mitchell et al., 2006).

SmF

inoculzcidn del medic con el

. microorganismo |

Crecimiento en la
T H,0v a, . superficie del sustrato
, en medio liquido
B sustrto
Medio de cultivo
Fase gaseosa
SS F [ wicroorgznisma SS F

Crecimiento en la
superficie del

I
\L HZO Y aw ...“ . inoculacién del medio con &l *%@%‘ ? ,- SUStrato:i::ue o

microorganismo

Figura 1. Comparativa entre fermentacién sumergida (SmF) y fermentacion en estado sélido (SSF).
Adaptado de Garrido-Galand et al., (2021).

Aun asi, el interés por esta técnica con una trayectoria histdrica de mas de 2000 afios se ha ido
incrementando debido a la posibilidad de usar sustratos baratos como podrian ser los
subproductos de la industria agroalimentaria y promover asi, una alternativa medioambiental
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que fomente el aprovechamiento de estos residuos organicos lignoceluliticos (Pandey, 2003).
Ademas, la SSF presenta mayores rendimientos en la conversidn del sustrato al producto final,
es un proceso sostenible, menos susceptible a contaminaciones (debido a la baja actividad de
agua) y con unos procesos de extraccién del producto final mas econdmicos y simples (Soccol
et al., 2017).

Mas alla de la importancia de los pardmetros mencionados anteriormente, la estructura y tipo
de sustrato a fermentar, asi como el microorganismo utilizado son de gran importancia. Un
proceso de molienda previo a la fermentacién permite reducir el tamafio de particula y por
consiguiente aumentar el drea de superficie entre el sustrato y el microorganismo (Olukomaiya
et al., 2020). Este incremento en la superficie de contacto confiere un mayor acceso de las
enzimas liberadas por los microorganismos y promueve la degradacién de factores
antinutricionales. Segin Nkhata et al., (2018) esto ensalzaria la biodisponibilidad de los
compuestos y la digestibilidad proteica.

Por ello, la fermentacién en estado sdlido es clave en la formulaciéon de nuevos productos
fermentados funcionales de valor afiadido, y ademas promueve la bioconversion de residuos
organicos u otros sustratos con la finalidad de obtener metabolitos biolégicamente activos y
poder llevar este proceso tecnolégico a escala industrial.

En lo relativo a los microorganismos empleados en SSF destacan las levaduras, bacterias y
hongos (Singhania et al., 2009). Los microorganismos pueden emplearse como cultivos puros o
en forma de co-indculo (Wu et al., 2018). Bacterias del género Lactobacillus como L. plantarum
promovieron la degradacion de los péptidos en quinoa fermentada y la liberacién de
aminodcidos y compuestos antifingicos (Dallagnol et al., 2013). Li et al. (2020) fermenté harina
de soja con L. casei y observé un aumentd en la cantidad de compuestos antioxidantes y de
aminodcidos esenciales. Asimismo, Rani et al. (2018) ha estudiado la capacidad de las
levaduras de liberar compuestos fendlicos y bioactivos en fermentaciones en estado sélido en
harinas de arroz y garbanzo negro. De igual forma, fermentaciones fungicas con L. rhamnosus
favorecieron el aumento de la actividad antioxidante en cereales. También es comun el uso de
Aspergillus oryzae (Saharan et al., 2017) y Aspergillus niger (Kumitch et al., (2019) quienes
analizaron el impacto de esta fermentacidn sobre las propiedades nutricionales de harina de
guisante, resultando en una alteracién del perfil aminoacidico, asi como una disminucién de
inhibidores de la tripsina y quimiotripsina.

De entre los microorganismos mencionados anteriormente, los hongos son los mas utilizados
generalmente en la fermentacién en estado sdlido. Son ricos en carbohidratos, aminoacidos
esenciales, fibra, vitaminas y minerales, y su uso confiere una textura, sabor y valor nutricional
Unicos. Para su correcto crecimiento precisan de nitrégeno, compuestos inorganicos y fuentes
de carbono como la celulosa, hemicelulosa y lignina. Entre las distintas especies fungicas
utilizadas en la SSF destaca Aspergillus oryzae o Rhizopus oligosporus en la produccién de
exoenzimas; Lentinus edodes y Pleurotus sp. en la produccion de metabolitos secundarios o
Trichoderma sp. en bioremediacion (Gowthaman et al.,, 2001). En concreto, las especies
Pleurotus son degradadores eficientes de material lignocelulésico y pueden crecer en
diferentes desechos agricolas y con una amplia adaptabilidad a diversas condiciones
agroclimaticas (Jandiak y Goyal, 1995). Requieren menos nitréogeno y mas fuentes de carbono
para crecer; por tanto, sustratos ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina como el arroz, la paja
de trigo, cafia de azlcar y cascaras de semillas de algoddn, entre otros, serian sustratos buenos
para su el crecimiento. Pleurotus ostreatus (seta de ostra) es el segundo hongo comestible mas
cultivado (Sanchez, 2010) y estd reconocido como organismo GRAS (Generally Recognised As
Safe). En varios estudios se observé como el tratamiento fermentativo de este hongo sobre
legumbres o cereales como la avena mejord su calidad nutricional (Espinosa-Paez, 2017) asi
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como un efecto positivo en cuanto a actividad antioxidante, contenido total de polifenoles,
disminucién de antinutrientes como los taninos y una digestibilidad de la proteina mejorada.

En este sentido, Pleurotus ostreatus seria un buen candidato para la mejora de las propiedades
nutricionales de la quinoa en cuanto al aumento de compuestos bioactivos y el contenido
proteico. Este proceso de fermentacidon fungica estaria dirigido a la obtencidn de manera
sostenible de un producto alimenticio con una funcionalidad y digestibilidad mejoradas que
podria ser orientado a grupos de poblacidn especifica (personas senior, celiacos, diabéticos,
veganos...) y con perspectivas a una aplicacion industrial.
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2.0BJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1 Objetivos

El presente trabajo se centra en evaluar la capacidad fermentativa en estado sélido del hongo
Pleurotus ostreatus en granos y harina de quinoa y su repercusion sobre el perfil nutricional y
funcional.

Para alcanzar el objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la influencia de la estructura del sustrato (grano o harina de quinoa) en la
cinética de la fermentacion fungica.

2. Estudiar el efecto de la fermentacién en las propiedades fisicoquimicas de los sustratos
durante 14 dias.

3. Analizar la contribucién del proceso fermentativo a la capacidad antioxidante de los
sustratos fermentados y al contenido en fenoles durante el tiempo de fermentacion.

4. Evaluar la reduccion en el contenido en antinutrientes en los sustratos, concretamente
acido fitico, durante la fermentacion.

2.2 Plan de trabajo

1. Caracterizacion de los sustratos de harina y grano de quinoa en términos de humedad,
proteina, lipidos, cenizas y almiddn.

2. Estudios preliminares de acondicionamiento del sustrato para la fermentacién con
Pleurotus ostreatus.

3. Inoculacién y fermentacién en estado sdélido de los granos y harina de quinoa.

4. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del sustrato durante la fermentacién
en términos de pH, actividad del agua, contenido en sélidos solubles y acidez.

5. Evaluaciéon de la actividad metabdlica del hongo mediante el seguimiento durante la
fermentacién de la tasa respiratoria, produccion de biomasa, evolucién del contenido
en almidén y proteina.

6. Andlisis de la actividad antioxidante (ABTS, FRAP y DPPH), asi como del contenido en
fenoles totales en los sustratos a lo largo de la fermentacién.

7. Determinacion del contenido en acido fitico en los sustratos durante el proceso
fermentativo.

8. Anadlisis estadistico de los resultados obtenidos y la estimacidn del tiempo de
fermentacién dptimo a partir de los parametros evaluados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima

Para este trabajo se utilizaron granos de quinoa (Chenopodium quinoa) suministrados por la
empresa Molendum S.L. (Zamora, Espaiia), nimero de lote 01406. Asimismo, se empled harina
de quinoa mediante la molienda de estos mismos granos con la ayuda del robot de cocina
Thermomix® TM-6 y su posterior tamizado. La cepa de Pleurotus ostreatus se adquirio en la
Coleccidn Espaniola de Cultivos Tipo (CECT) (20311/ Lote 18-10-2016).

3.2 Reactivos

Los reactivos para el medio de cultivo fueron extracto de levadura, extracto de malta y glucosa
procedentes de la casa comercial Scharlau (Espafia).

Para la realizacién de las determinaciones analiticas se utilizaron los productos enumerados a
continuacién: acetilacetona (CsHsO,) y acido sulfurico (H,SO4) de Carlo Erba Reagents (Espafia);
dodecahidrato de sulfato de amonio férrico (NHsFe(SQO4),-12H,0) y acido clorhidrico (HCI) de
AppliChem Panreac (Estados Unidos); fitato de sodio de Biosinth Carbosynth® (Estados
Unidos); carbonato sédico (Na,COs) de la casa comercial Scharlau (Espafia) y etanol (CH30H),
metanol (CH3OH), 4cido galico(C;HsOs), hidréxido de sodio (NaOH), , trolox (Ci4H1804) , TPTZ
(CisH12Ng), cloruro de hierro (Ill) hexahidratado (FeCls:6H,0), ABTS (CisH24NeSs), DPPH
(C33H4sNsQg), acido acético (CoH40,), persulfato de potasio ((K2S;0g), acido acético glacial,
cloruro de calcio (CaCl,,) dihidrato, p-dimetilamino benzaldehido y glucosa de la casa comercial
Sigma-Aldrich (Espafia).

Para la determinacién del almidén se empled un kit enzimatico de la casa comercial
Megaenzyme (Total Starch AA/AMG assay, Megazyme, Irlanda).

3.3 Fermentacion en estado soélido

3.3.1 Preparacion del inéculo

Se tomaron diferentes colonias procedentes del cultivo de Pleurotus ostreatus sembrado en
placa y se inoculd caldo de cultivo compuesto por 0,4% de extracto de levadura, 0,1% de
extracto de malta y 0,4% de glucosa. El indculo liquido se incubd en la estufa durante 14 dias a
28 °C. Posteriormente, se prepararon varias placas Petri de vidrio con 10 g de harina de quinoa
y 15,09 g de agua para la obtencidn de un starter con una humedad de sustrato del 65%. Una
vez esterilizadas a 121°C, se inoculd 1 mL de suspension de esporas y se incubaron las placas a
28 °C durante 2 semanas hasta ocupar el micelio la superficie de la placa de forma homogénea.
Asimismo, se realizd el balance de masas correspondiente para calcular el agua adicionada y se
comprobd que al afiadirla a los sustratos, la humedad quedaba en un 65% o cercana a esto.

3.3.2 Preparacion e inoculacion del sustrato

La fermentacion en estado sdlido se realizd en quinoa en grano y en harina en botes de vidrio
de 250 mL de capacidad. Para ello, se introdujeron 35 g de muestra de quinoa (harina o grano)
en cada bote, se humidificaron hasta una humedad del 65% mediante la adicion de 55,63 mL
de agua y se autoclavd el sustrato humedo a 121 °C durante 20 min. El sustrato una vez
esterilizado, se inoculd con 1/8 de placa Petri del cultivo iniciador “starter” en su superficie y
en condiciones de asepsia en la campana de flujo laminar (Telstar, Biostar®). La figura 2
contiene una representacion visual del proceso.
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Figura 2. Plan experimental del trabajo.

En total, se inocularon un total de 3 botes por tiempo de fermentacién, los cuales fueron 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14 dias para granoy 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 y 14 dias para la harina. La
diferencia establecida entre grano y harina en cuanto a los tiempos de fermentacién se debe a
una presumible cinética de crecimiento del micelio mas rdpida en harina que en grano.
Adicionalmente, se prepararon dos controles de grano y harina sin inéculo (dia 0 y dia 14).
Todo el proceso tuvo lugar en estufa de incubacidn (Selecta, modelo 2002961) a 28 °C. A cada
uno de los tiempos, se retiraron los tres botes de la estufa (figura 3) para llevar a cabo las
determinaciones analiticas detalladas a continuacion.

Figura 3. Harina de quinoa inoculada con Pleurotus ostreatus tras 14 dias de fermentacion.

3.4 Determinaciones fisicoquimicas de seguimiento de la fermentacion

Inmediatamente tras la recogida de muestras se analizé el pH, la actividad del agua, la acidez y
los sdlidos solubles (°Brix) en los distintos tiempos fermentativos. Posteriormente, se
separaron 100 g de la muestra sobrante en una bandeja para su posterior secado y molienda
(solo en grano de quinoa), y el resto se almacend en el congelador a -20 °C. Las muestras
congeladas y fermentadas se utilizaron para el andlisis de la actividad antioxidante y contenido
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proteico. Las muestras secadas y fermentadas se usaron para las determinaciones de biomasa,
fitatos y almiddn.

3.4.1 Tasa respiratoria (CO, y 03)

La composicion de CO; y O, se determind en el espacio de cabeza de los botes mediante el
analizador de gases (Dansensor CheckPoint3, Mocon). Para ello, se introdujo la sonda de aguja
en las tapas de los botes previamente perforados y tapados con esparadrapo (siempre que no
se realizara la medida) para evitar cualquier intercambio de gases con el exterior. Esta medida
permitié un seguimiento de la actividad metabdlica del hongo. En todo momento, se controlé
que los valores de CO; no superasen el 30% (Chang et al., 2004) y que la disponibilidad de
oxigeno fuese suficiente para permitir las condiciones éptimas de crecimiento del hongo en
aerobiosis. El medidor presentaba una sonda de aguja que se introdujo en las tapas de los
botes previamente perforados y tapados con esparadrapo. Las medidas se tomaron
diariamente en cada muestra y en la cabina de flujo laminar para mantener las condiciones de
asepsia. Para el cdlculo de la tasa respiratoria experimental (expresada en términos de
consumo de O; o emisién de CO;) se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Go,),~(G

TRy, = [%] % Ecuacién 1
G -(6

TRco, = [( COZ)”Alt ( Coz)t] % Ecuacion 2

Donde TRoz ¥ TRco2 son las tasas respiratorias de O, (mL Oykg'-dias?) y de CO, (mL COz-kg
Ldias) respectivamente, Go, y Geoz son las concentraciones de gases en el espacio de cabeza
(mL/mL aire), t el tiempo (dias), V. el volumen de aire en el recipiente (mL) y M la masa de la
muestra (kg).

Asimismo, el coeficiente de respiracion (CR) se calculé como el cociente entre el porcentaje de
CO. y el porcentaje de O, en el espacio de cabeza de los distintos recipientes inoculados.

3.4.2 pHy contenido en sélidos solubles (°Brix)

Para poder determinar el pH, y al ser una muestra sélida, previamente y con la ayuda de un
mortero se trituraron 6 g de muestra de grano o harina de quinoa y se afadieron 60 mL de
agua. Posteriormente, se mantuvo en agitacidn 2 min en un vaso de precipitado y se retiraron
10 mL para realizar la determinacion de los grados °Brix. El volumen restante (50 mL) se utilizd
para medir el pH con un pHmetro previamente calibrado (Mettler Toledo Seven Compact). Los
°brix se determinaron afiadiendo directamente 2-3 gotas con una pipeta Pasteur en el
refractdmetro (Atago Abbe NAR-3T, Japdn).

3.4.3 Acidez

Para determinar la acidez se utilizé el método estandarizado propuesto por Rani et al. (2018).
Para ello, una vez medido el pH, la muestra se neutralizé6 con NaOH 0,5 M hasta alcanzar un pH
de 8,20. Finalmente, el valor de acidez se calculd siguiendo la ecuacién 3:

C L VNaoH-01Y finar Macido -100 g
Ac.Lactico (%) = — final icido Ecuacién 3
Vimuestra Mmuestra1000
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Donde Vnaon €s el volumen de NaOH consumido (mL), Vsinai €s el volumen final que se alcanzé
tras la neutralizacion (mL), macido €S €l peso equivalente del acido lactico (90,08 g/mol), Vmuestra
es el volumen de la muestra (mL) y Mmuestra €5 la cantidad de muestra analizada (g).

3.4.4 Actividad de Agua ay

Se determind la actividad del agua en las muestras fermentadas con un medidor de actividad
de agua de punto de rocio (Aqualab 4TE).

3.5 Determinaciones analiticas sobre el sustrato antes y después de la fermentacién

3.5.1 Caracterizacion del sustrato no fermentado

La caracterizacién de la materia prima se realizd tanto en grano de quinoa como en harina.
Para ello se determinaron la humedad, el contenido en proteina, lipidos y el contenido en
cenizas. La humedad se determind por gravimetria segin el método oficial de la AOAC (2000).
Para ello se introdujeron las muestras de peso conocido en la estufa durante 48 horas a 60°Cy
posteriormente en la estufa a vacio a 60°C durante 48 horas mas y se comprobd que habia
alcanzado un peso constante. El contenido en proteina se estimd por el método de Kjeldhal
segln la AOAC (2000). Del mismo modo, y de acuerdo con la normativa de la AOAC (2000) se
determind el contenido lipidico por el método de Soxhlet. Seguidamente, se determind el
contenido en cenizas. El contenido en carbohidratos se calculé por diferencia teniendo en
cuenta el contenido en lipidos, proteina, humedad y cenizas. Finalmente, el contenido
energético se determind aplicando la ecuacién: Energia (kcal) = 4 X (8proteina + Scarbohidratos) + 9 X

(glipidos)-

3.5.2 Crecimiento fungico en biomasa

Para cuantificar el crecimiento del hongo durante la fermentacién de la quinoa se estimo el
contenido de glucosamina como medida indirecta del crecimiento fungico. Los constituyentes
de la pared celular del hongo presentan quitina que al descomponerse da lugar a glucosamina.
En este sentido, la glucosamina es un indicador que puede orientarnos en el crecimiento
fungico. De acuerdo con Schmidt y Furlong, (2012) la hidrélisis de quitina da lugar a N-acetil-
glucosamina. Por ello, es posible relacionar el contenido en glucosamina con el crecimiento del
hongo.

En primer lugar, para la determinacién de glucosamina, la muestra se secé en estufa durante
48 horas a 65 °C. Para poder estimar el contenido en glucosamina, es necesario realizar la
hidrélisis de la quitina de acuerdo con Scotti et al. (2001). Para ello, se incubaron 100 mg de
muestra seca a 25°C con 2,4 mL de 72% H,SOs en un Erlenmeyer durante 24 horas.
Seguidamente, se diluyeron las muestras con 55 mL de agua destilada y se autoclavaron
durante 2 horas a 121°C para asi producir hidrodlisis de la quitina. Luego, se neutralizd el
hidrolizado con NaOH 10 M y NaOH 0,5 M y con ayuda de un pHmetro se mantuvo el pH en 7.

Una vez hidrolizada la muestra, se realizé una medicién colorimétrica de la glucosamina por
espectrofotometria de acuerdo con el método publicado por Aidoo et al. (1981). Se tomd6 1 mL
de muestra hidrolizada tras la neutralizacion o de blanco (1 mL agua) y se anadié 1 mL de acetil
acetona en tubos de vidrio y se calentaron al bafio con agua hirviendo durante 20 minutos.
Posteriormente, se dejaron enfriar y se afiadié 6 mL de etanol junto con 1 mL de reactivo
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Eerlick y se incubaron los tubos en la estufa a 65°C durante 10 minutos. Por ultimo, los tubos
se dejaron enfriar y se midid la absorbancia en el espectrofotdmetro (ThermoScientific, Helios
Zeta UV/Vis) a 530 nm. De igual manera, se realizaron blancos siguiendo el procedimiento
anteriormente expuesto pero sustituyendo la muestra hidrolizada por agua destilada. Las
muestras y los blancos se realizaron por triplicado. Para la cuantificacién del contenido en
glucosamina se realizé una recta de calibrado con un patrén de glucosamina, comprendida
entre 0-0,5 mg/mL. Los resultados se expresaron primeramente como la variacion relativa de
biomasa en funciéon del tiempo de fermentacién. Esto ultimo de acuerdo con la ecuacidn 4:

G, —(xG.
Alv[biomasat((yo) = W -100 Ecuacién 4

Donde m: es la masa de fermentado en g a cualquier tiempo (t) en dias, m, es la masa de
muestra seca en g a tiempo 0, x%es la fraccion masica de glucosamina a tiempo t (ggiucosamina/g
muestra seca ) Y XS0 €s la fraccion mésica de glucosamina a tiempo 0 (8giucosamina/g muestra seca)-

3.5.3 Almidén total

El almiddn total del conjunto de muestras se determind mediante un kit enzimatico (Total
Starch AA/AMG assay, Megazyme) seglin el método Rapid Total Starch (RST). Las soluciones
incluidas en el kit fueron: a-amilasa (AM), amiloglucosidasa (AMG) y tampdn reactivo
(GOPQOD), y se prepararon siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Los reactivos no
suministrados y que tuvieron que prepararse fueron: disolucién de hidréoxido de sodio (1,7 M)
y tampdn acetato de sodio (100 mM, pH 5) mas cloruro de calcio (5 mM).

Para esta determinacién, se pesaron 100 mg de muestra molida de quinoa por duplicado en
tubos de cultivo Corning. Se rotularon, por un lado, los tubos correspondientes a muestra sin
enzima vy, por otro lado, los tubos con enzima. Se agregaron 10 mL de tampdn de acetato de
sodio 100 mM pH 5 mas cloruro de calcio 5 mM a cada uno de ellos y se homogeneizaron en
un vortex (Heidolph Reax top) durante 5 segundos.

A los tubos correspondientes a las muestras con enzimas, se les afadié 0,1 mL de a-amilasa
termoestable sin diluir. A los tubos sin enzima se introdujeron 0,1 mL de tampdn de acetato de
sodio 100 mM pH5 mas cloruro de calcio 5 mM.

Se vortearon los tubos y se introdujeron en un bafio de agua hirviendo durante 2 minutos. Se
homogenizaron de nuevo con el vortex y se devolvieron al bafio. Este proceso se repitio a los 5
y 10 minutos. Transcurrido el tiempo se pasaron por el vortex y transfirieron a un bafo de
agua de 50 °C para que se atemperasen. A los tubos de muestra con enzima se les afiadié 0,1
mL de AMG y se vortearon 3 segundos. A los tubos sin enzima se afiadieron 0,1 mL del tampdn
anterior. Se incubaron todos los tubos durante 30 minutos en el bafio a 50 °C. Seguidamente,
se transfirieron 2 mL de los tubos con y sin enzimas de cada muestra a tubos de
microcentrifuga a 13000 rpm durante 5 minutos. Se transfirio 1 mL del sobrenadante a tubos
nuevos con 4 mL del tampdn y se vortearon. Para las muestras con enzima se transfirieron
alicuotas triplicadas de 0,1 mL en tubos nuevos y para las muestras sin enzimas solo una
alicuota de 0,1 mL. Se afiadieron 3 mL de reactivo GOPOD vy se incubaron los tubos a 50°C
durante 20 minutos. Se midié la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm.

Se incluyeron dos blancos, uno al que no se le adiciond muestra y otro blanco con la muestra,
pero sin presencia de enzimas para discriminar cualquier posible coloracion.
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De igual manera, las determinaciones se acompafiaron de controles de glucosa utilizando 3 mL
del tampén GOPOD junto con 0,1 mL de disolucion estandar de glucosa (1.0 mg/mL). El
contenido en almiddn se determind de acuerdo con la ecuacién descrita en el kit enzimatico
comercial. Finalmente, los resultados se expresaron graficamente como la variacion relativa de
almiddn a lo largo del tiempo fermentativo utilizando la ecuacién 5.

Ao )= (A
AMimidsn, (%) = W 100 Ecuacién 5

Donde m¢es la masa de muestra fermentada a tiempo t (dias) en g, m, es la masa de muestra
seca a tiempo 0 en g, x*; es la fraccidn masica de almiddn a tiempo t (Zaimidon/Etotal) ¥ X*o €5 la
fraccion masica de almiddn a tiempo 0 (gamidsn/Etotal)-

3.5.4 Proteina total

El contenido en proteina se estimé por el método de Kjeldhal segun la AOAC (2000) en grano y
harina de quinoa fermentada. Los resultados se expresaron como la variacién relativa de
proteina en funcién del tiempo de fermentacidn, siguiendo la ecuacién 6:

P )—(xP-
AMproteina, (%) = W -100 Ecuacion 6

Donde mes la masa de muestra fermentada a tiempo t (dias) en g, m, es la masa de muestra
seca a tiempo 0 en g, x"t es la fraccién masica de proteina a tiempo t (Zproteina/g muestra) Y X o €S la
fraccion masica de proteina a tiempo O (Zproteina/E muestra)-

3.5.5 Polifenoles totales

Los polifenoles totales se cuantificaron tras la fermentacién y en las muestras control de grano
y harina de quinoa. Para ello, se realizé una extraccion de las muestras con metanol al 80% en
proporcién 1:20 (p/v). Las muestras fermentadas y control se homogenizaron con un molinillo,
posteriormente se pesd 0,5 g de muestra y se afiadié 10 mL de metanol al 80%. Se agitaron los
tubos durante 2 horas a 55 rpm a 25°C (J.P. SELECTA. Rotabit). A continuacién, se centrifugaron
durante 10 min a 8.000 rpm y se analizé la parte metandlica en la que se encuentran los
compuestos fendlicos. El contenido en polifenoles se realizd siguiendo el ensayo de Folin-
Ciocalteu de acuerdo con Chang et al. (2006). Para ello, se tomaron 125 pL de extracto
metandlico, 0,5 mL de agua bidestilada y 125 pL de reactivo Folin-Ciocalteu y se mezclaron en
cubetas de 4 mL. Después de 5 minutos de espera en oscuridad, se afadieron 1,25 mL de
carbonato sédico al 7% (p:v) junto con 1 mL de agua bidestilada y se dejo en reposo durante 30
minutos en oscuridad. Finalmente se midid la absorbancia en el espectrofotémetro a 760 nm.
Para el blanco, se sustituyd el extracto metandlico con el disolvente utilizado durante la
extracciéon (metanol 80%). Para la cuantificacién de los polifenoles se empleé acido galico
como estandar interno en la recta de calibrado. Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido gdlico por g de muestra a cada tiempo de fermentacion.

3.5.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determind en las muestras control y fermentadas de grano y
harina de quinoa congeladas. Se utilizd la misma extraccién que en la determinacién de
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polifenoles (3.5.5). La actividad antioxidante se determiné de acuerdo con Thaipong et al.
(2006) mediante tres métodos que se describen a continuacion:

1) FRAP (Capacidad de reduccion férrica del plasma)

El ensayo del FRAP mide la reduccién de un complejo incoloro compuesto por un cromégeno
como en nuestro caso el TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) y el Fe** a un complejo ferroso Fe?* de
tonalidad azul-verde cuando hay presencia de compuestos antioxidantes en un medio acido a
una absorbancia de 593 nm. Para realizar esta determinacion es necesario la formacién del
radical libre Fe3+ en disolucién. Por ello, se prepararon tres disoluciones: tampdn acetato 300
mM, TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazina) 10 mM y FeCl;-6H,0 20 mM y se mezclaron en
proporcién 10:1:1 a 37 °C. La determinacidn se realizé directamente afadiendo 2,85 mL de la
disolucién de trabajo en la cubeta junto con 150 uL del extracto metandlico procedente de la
extraccién o de metanol al 80% (blanco). Posteriormente, las muestras se mantuvieron en
reposo y oscuridad durante 30 minutos y se midié la absorbancia en el espectrofotémetro a
593 nm. La cuantificacidon de la actividad antioxidante se realiz6 a partir de una recta de
calibrado utilizado Trolox, un analogo de la vitamina E, como patrdn de la recta (0-200 mg/mL).
Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Trolox por g de muestra a cada tiempo
de fermentacion.

1) DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

En este método se produce la reduccion del radical libore DPPH+ a DPPH-H. Esta reduccion se
traduce en un cambio de color de morado a marrén que puede detectarse en el
espectrofotdmetro a una absorbancia de 515 nm.

Para esta determinacién, se prepard una disolucién con el reactivo DPPH y metanol al 100% a
una concentracion de 0,041 mg/mL. Una vez realizada, se comprobd que la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm fuera de un valor préximo a 1,1. Para realizar la determinacion,
directamente se introdujo 2,92 mL junto con 150 plL de extracto metandlico o metanol al 80%
(blanco) y se dejo reaccionar durante 15 minutos en oscuridad. Pasado el tiempo de espera se
midié la absorbancia por espectrofotometria a una longitud de onda de 515 nm. La
cuantificacion de la actividad antioxidante se realizé a partir de una recta de calibrado utilizado
Trolox, un analogo de la vitamina E, como patrdn de la recta (0-200 mg/L). Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de Trolox por g de muestra a cada tiempo de fermentacion.

) ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)

Este ensayo mide la capacidad de reducir el radical ABTS+ de los compuestos antioxidantes de
la muestra. La determinacidon se realizé a partir de una disolucién madre de ABTS 7,4 mM vy
persulfato potdsico 2,6 mM en proporcidon 1:1, que estuvo en oscuridad y temperatura
ambiente hasta un maximo de 16 horas. Durante este tiempo se produjo la formacién del
radical ABTS+. Transcurrido ese tiempo, se diluyé 1 mL de esta disolucién de trabajo con 60 mL
de metanol puro para asi obtener absorbancia de 1,1+0,02 a una longitud de onda de 734 nm.

Para la realizar la medida, se afiadié directamente a la cubeta 75 pL de extracto metandlico o
metanol al 80% (blanco), 75 uL de metanol 80% (para diluir mas la muestra) y 2,85 mL de la
disolucién ABTS y se mantuvieron en reposo y oscuridad durante 2 horas para posteriormente
medir la absorbancia a 734 nm. La cuantificacién de la actividad antioxidante se realizé a partir
de una recta de calibrado utilizando Trolox, un andlogo de la vitamina E, como patrén de la
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recta (0-200 mg/L). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de Trolox por g de
muestra a cada tiempo de fermentacion.

3.5.7 Fitatos

El contenido en fitatos de las muestras fermentadas se determind de acuerdo con Peng et al.
(2010). Se prepararon 3 disoluciones: disolucion de referencia de fitato (0,7 mg acido
fitico/mL), disolucidon férrica (NH4Fe(S04)2-12H,0 + 2N HCI, 0,2% p/v, hasta 1 L de agua
destilada) y disolucion de bipiridina (bipiridina + acido tioglicdlico, 1 g/mL, hasta 1 L de agua
destilada). Para analizar el contenido en fitatos de las muestras fermentadas se pesaron 0,5 g
en tubos Falcon y se afiadié 10 mL de 0,2 M HCI. Los tubos se homogeneizaron con la ayuda de
un vortex y se dejaron durante 24 horas en reposo a 4°C en nevera para la extraccion de los
fitatos. Al dia siguiente, los tubos se volvieron a homogeneizar con el vortex y se tomaron 0,5
mL del extracto. El extracto se colocd en un tubo de ensayo con tapén de vidrio esmerilado
junto con 1 mL de disolucién férrica. Se cubrieron los tubos con la tapa y se llevaron a un bafio
de agua hirviendo durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, las muestras se dejaron enfriar
en agua fria hasta alcanzar la temperatura ambiente y se afiadid 2 mL de disolucidon de
bipiridina. Inmediatamente después se vortearon los tubos y se transfiri el contenido a una
cubeta de plastico de 4 mL de capacidad para medir inmediatamente la absorbancia a 519 nm.
No se dejé transcurrir mas de 1 minuto después de anadir la disolucion de bipiridina puesto
gue la bipiridina reacciona con el sulfato de amonio férrico de la disolucidn férrica y la
coloracién cambia con el tiempo. Se realizé un triplicado tanto en las muestras como en los
blancos (agua), realizados siguiendo el mismo procedimiento. Para la cuantificacion de los
fitatos se empled un patrén acido fitico como estandar interno en la recta de calibrado (0-0,15
mg/mL) Los resultados se expresaron como mg de acido fitico por g de muestra a cada tiempo
de fermentacion.

3.6 Analisis estadistico de los resultados

Para evaluar las posibles diferencias significativas entre las muestras de grano y harina, asi
como el impacto entre los tiempos de fermentacién, se realizaron anadlisis de varianza
unifactoriales (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95% (p < 0,05) utilizando el software
Statgraphics Centurion XIX. Se realizaron correlaciones de Pearson para detectar asociaciones
entre la actividad antioxidante y el contenido total de polifenoles, almidén y biomasa, y acido
fitico y acidez. Todos los analisis estadisticos se realizaron en los triplicados de cada muestra.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la materia prima

La composicidn nutricional del sustrato de partida tanto en grano como en harina (quinoa
molida y tamizada a partir de los granos) en términos de proteina, lipidos, carbohidratos,
humedad y cenizas se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutricional de la materia prima en grano y harina de quinoa.

Grano Harina
Proteina 0,2285 +0,0015° 0,285 +0,003°
(g proteina/g muestra)
Lipidos 0,031 + 0,003? 0,079 +0,003°
(g lipidos/g muestra)
Carbohidratos 0,614 + 0,004 0,516 + 0,004°
(g carbohidratos/g muestra)
Humedad 0,0937 + 0,0008° 0,0823 + 0,0005°
(g agua/g muestra)
Cenizas 0,0326 + 0,0001° 0,0375 + 0,0002°
(g cenizas/g muestra)
Energia 3,65 3,91

(kcal/g muestra)

*Los valores de la misma fila que difieren en la letra son diferentes significativamente (p < 0,05).

Teniendo en cuenta los valores obtenidos, se aprecia cémo los carbohidratos son el
macronutriente mayoritario en las muestras de quinoa seguido de proteina, lipidos y cenizas.
La humedad presenta valores comprendidos entre 0,0823 y 0,0937 g/ g muestra. El contenido
en carbohidratos fluctud entre 0,5162 y 0,6139 g/g muestra, siendo el grano el que obtuvo las
concentraciones medias mas altas. Existen diferencias significativas en todos los parametros
nutricionales evaluados. En concreto, se observa un aumento de proteina y lipidos y un
descenso de carbohidratos en el sustrato en forma de harina. La fraccidn de salvado de Ia
quinoa consiste en la cubierta de la semilla y el germen o embridn. El embridn es rico en grasas
y proteinas; componentes que se almacenan en los cuerpos lipidicos y proteicos (De Bock et
al., 2021). Es posible que la fraccién desechada durante el proceso de tamizado para la
obtencidn de la harina de quinoa explique estas diferencias de composicién entre los dos
sustratos. Eso conllevaria una alteracion de la composicion proximal de partida y justificaria el
aumento proteico y lipidico. En cuanto al descenso en carbohidratos, Wang et al. (2019)
observé una alteracidon en la proporcion de fibra soluble e insoluble en grano de quinoa
pelada. La pérdida de parte de la cubierta exterior supuso una reduccion de la fibra dietética
insoluble e incrementé la proporcion de fibra dietética soluble. Seria interesante para estudios
posteriores analizar la proporcion de fibra insoluble presente en cada sustrato con la finalidad
de identificar mejor la procedencia del descenso de carbohidratos experimentado en este
trabajo.
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Asimismo, estos resultados difieren de los andlisis proximales realizados por Pereira et al.
(2018) y Repo-Carrasco et al. (2010) quienes encontraron menores contenidos de proteina
(11,5-18,2%) y mayor contenido en carbohidratos (64-77%). Tales oscilaciones en el valor
nutricional podrian ser explicadas por las diferentes variedades de quinoa e incluso también
por diversos factores agronémicos como el tipo de suelo, concentracion de minerales y
aplicacion de fertilizantes (Nowak et al., 2016).

4.2 Cinética de crecimiento de P. ostreatus

Para el seguimiento adecuado de la evolucidon de la fermentacién flngica es necesario
controlar y monitorear el crecimiento del hongo. Para ello, se midid la tasa respiratoria de
todas las muestras diariamente siguiendo un método de andlisis estatico. Asimismo, se analizé
la composicion del aire en el espacio de cabeza de los recipientes inoculados. Estos resultados
se recogen en la Figura 4.
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Figura 4. Tasas respiratorias de consumo de Oz, emisién de CO2 en funcién del tiempo de fermentacién
en grano (A) y harina (B) de quinoa,; mL de CO2 y Oz por 100 mL de aire en el espacio de cabeza de los
botes inoculados en grano (C) y harina (D) de quinoa. Los datos se representan como la media y
desviacion estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

Se sabe que concentraciones superiores al 30% de CO, inhiben el correcto desarrollo de
Pleurotus ostreatus (Suarez 2010), de ahi que se airearan los botes durante una hora cuando
se detectaban en el espacio de cabeza concentraciones de CO; superiores al 15%. Tal vez como
consecuencia de estos periodos de aireacién las curvas correspondientes a la tasa de
respiracion en grano y harina de quinoa no siguen una tendencia clara. Adicionalmente, las
desviaciones tipicas observadas son relativamente grandes debido a la heterogeneidad de los
valores de CO; y O, medidos en los triplicados de las muestras en cada tiempo de
fermentacion.
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La tasa respiratoria de Pleurotus ostreatus en grano de quinoa incrementd de forma sigmoidea
hasta alcanzar un maximo el dia 6 y, posteriormente, descender y mantenerse en niveles bajos
durante los ocho dias de fermentacion restantes. En harina, el maximo se alcanzé el dia 7 de
fermentacién y, de la misma manera, fue descendiendo aunque de forma mds inestable.

Los graficos C y D de la figura 4 muestran las distintas concentraciones de O, y CO; en el
espacio de cabeza de los botes inoculados a lo largo del proceso fermentativo. Estos gases
alcanzaron valores estacionarios a partir del décimo dia de fermentacién. En concreto, estos
valores fueron del 3% en grano y 8% en harina en oxigeno, mientras que los valores de CO;
fueron de un 22% en grano y un 17% en harina. Estos resultados coinciden con el modelo
competitivo de Michaelis y Menten descrito por Torrieri et al. (2010) para describir la
influencia de la composicién de gases y temperatura en la tasa de respiracion de brécoli
procesado.

Respecto a la composicidn de aire en el espacio de cabeza, es esperable que la cantidad de
didxido de carbono producido en la SSF siga el mismo orden de magnitud que la cantidad de
oxigeno consumido (Smits et al., 1999). El cociente respiratorio o CR (relacidn entre la tasa de
CO; producido y el O; consumido) nos proporciona informacién acerca de la actividad
metabdlica del hongo, asi como de la evolucion de la poblacidn fungica a lo largo del proceso
fermentativo (Manan y Webb, 2021). Cuando los sustratos oxidados son carbohidratos, el
valor de CR es 1. En la SSF, el sustrato sélido contiene una composicidon de nutrientes variable
en cuanto a carbono y nitrégeno donde los hongos precisan utilizar los compuestos complejos
y producir azucares simples fermentables antes de que éstos sean consumidos. Por tanto, en
términos practicos es imposible obtener un CR igual a 1 sino que los valores obtenidos seran
mayores o menores a la unidad. Cuando CR < 1, se asume que uno o mas metabolitos no
constitutivos estdn siendo producidos durante la fermentaciéon fungica. Entre ellos estarian el
CO,, agua, metabolitos secundarios o energia (ATP). Cuando CR > 1, indica un bajo aporte de
02 y un suceso de fermentacion de la glucosa. Por tanto, valores de CR > 1 se asocian a
condiciones de respiracién anaerobias mientras que CR < 1 se asocia con procesos de
aerobiosis. Sin embargo, procesos de aerobiosis podrian abarcar valores de CR de hasta 1,5.

Teniendo esto en consideracidn, los resultados de la figura 5 indicarian un predominio de la
respiracion aerobia durante la mayor parte del trascurso de la fermentacidn ya que los valores
de CR no superan el 1,5. Sin embargo, en el noveno dia se reflejarian condiciones de
fermentacién anaerobia en ambos sustratos, registrando valores de 2,2 en grano y 4,5 en
harina, asi como en los Ultimos dias de fermentaciéon. Asimismo, en la figura 4 se puede
observar cémo los niveles de oxigeno mas bajos y de didxido de carbono altos alcanzados el
dia 6-7 en ambos tipos de sustrato provocan una reduccién de la tasa de respiracion en los
sucesivos dias de fermentacion.

17



[{,, ‘! Escuela Técnica Superior
b de Ingenieria Agronémica
y del Medio Natural

10
—~ 9 A
ON 8 :
- 7
N
O s
Qs .
x 4
O 3 Y

1 .._-..g.'.'.'.&-'::.g:.-::g.‘::.g-~-o.j-.,__¢'_.-° Qd‘z

. o " e .

0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo de fermentacion (dias)

ceespoess GRANO  +o--@-+- HARINA

Figura 5. Coeficiente de respiracidén (CR) en grano y harina de quinoa durante el proceso fermentativo.

Otro parametro para medir la correcta evolucidn del proceso fermentativo es la cuantificacion
de la biomasa. La biomasa fungica es dificil de evaluar ya que las células fungicas no se separan
facilmente de la matriz sélida. La medicién de la glucosamina (mondmero de la quitina y
constituyente mayoritario de la pared celular en hongos) es un indicador bien adaptado a la
estimacion del desarrollo fungico (Scotti et al., 2001).

El crecimiento de Pleurotus ostreatus se determind midiendo la cantidad de N-acetil-D-
glucosamina en las muestras de grano y harina de quinoa. La Figura 6 muestra la variacién
relativa de biomasa a lo largo del proceso de fermentacién. El tramo inicial de la curva
comprendida entre el dia 0 y 4, podria semejarse a la fase de latencia del hongo. A partir del
cuarto dia de fermentacion empieza a producirse un aumento mas exponencial en el
crecimiento del micelio en los dos tipos de sustrato, sin llegar a una fase estacionaria.

Existen diferencias significativas entre sustratos en los dias 12 y 14; se aprecia un incremento
mayor de biomasa en la fermentacién en grano (17,6%) que en la fermentacién en harina
(12,6%) por lo que tanto la granulometria del sustrato como su composicién afectan al
crecimiento del hongo.

Los hongos de pobredumbre blanca (White-rot fungi) como Pleurotus ostreatus, presentan 2
tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: un sistema hidrolitico que produce hidrolasas
responsables de la degradacién de polisacaridos; y un sistema lignolitico extracelular y
oxidativo que degrada lignina (Ergun y Urek, 2017). Entre las enzimas hidroliticas se
encuentran las amilasas y xilanasas y entre las enzimas lignoceluldsicas destacan las lacasas,
manganeso peroxidasas, lignina peroxidasas y aril-alcohol oxidasas. En estudios comparativos
de SSF entre P. chrysosporium y P. ostreatus, este Ultimo presenté mayor degradacién de la
lignocelulosa, mayores tasas de respiracidén y, por consiguiente, un mayor crecimiento de
biomasa micelial (Kerem et al., 1992). Adicionalmente, Ergun y Urek (2017) observaron una
mayor actividad de la lacasa por P. ostreatus en el sustrato con mayor cantidad de lignina.
Teniendo en cuenta la alteracidon en la composicidon proximal en harina y, posiblemente, un
contenido inferior en fibra insoluble, el hongo habria tenido menor material lighocelulésico en
este sustrato con respecto al grano de quinoa.
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Figura 6. Evolucidn de la biomasa presente en el medio durante el transcurso de la fermentacién. Los
distintos valores en letras minudsculas (a-f) indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre
los distintos tiempos de fermentacion. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre grano y harina de quinoa al mismo tiempo de fermentacién. Los datos se
representan como la media y desviacidn estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

Otro pardmetro que nos permite evaluar la accién hidrolitica del hongo y su impacto en la
digestibilidad de los carbohidratos es la cuantificacion del almidén en ambos sustratos. En la
figura 7 se observa una disminucidn de almiddén del 8,82% en grano y del 6,79% en harina que
reflejarian la actividad enzimatica de Pleurotus ostreatus.
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Figura 7. Evolucion de la variacion neta de almiddn durante el trascurso de la fermentacion. Los distintos
valores en letras minusculas (a-f) indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre los
distintos tiempos de fermentacion. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre grano y harina de quinoa al mismo tiempo de fermentacion. Los datos se
representan como la media y desviacidn estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

19



.

i o e,
0 I ] Escuela Técnica Superior
b de Ingenieria Agronémica
f y del Medio Natural

Brijwani y Vadlani, (2011) reportan que el crecimiento y propagacion del micelio de hongos
sobre sustratos complejos ocurre mediante la produccidon de enzimas que desencadenan
reacciones hidroliticas. Estas reacciones hidroliticas serian responsables de la generacion de
azucares solubles que facilitan el crecimiento del hongo. Por ello, proponen que la hidrdlisis es
eficiente cuando los poros del sustrato son lo suficientemente grandes para acomodar los
componentes enzimaticos, grandes y pequefios, para asi mantener la accion sinérgica del
sistema enzimatico. Xu et al. (2018) realizaron un estudio comparativo con 3 hongos
filamentosos y su impacto en las propiedades nutricionales de la quinoa observando una
reduccion del almiddn y un aumento de los azlcares reductores. Se sugirié que estos hongos
comestibles poseen la capacidad de producir a-amilasa durante la fermentacidn en sélido en
quinoa, siendo muy probable la hidrdlisis del almidén en azlcares simples. Estudios de
Rahardjo et al. (2005) muestran cdmo sustratos con una estructura mds porosa presentarian
una mejor produccion de enzima a-amilasa en comparacién a sustratos menos porosos.
Adicionalmente, experimentos de Kang et al. (2017) y Zhai et al. (2015) sugieren que el indculo
empleado y los granos fermentados serian responsables de la mejora de las propiedades
nutricionales del producto fermentado final y esto a la vez depende del mecanismo metabdlico
del hongo y de la estructura de almidén del cereal empleado. En base a lo anteriormente
expuesto y teniendo en cuenta los resultados observados en este estudio, es posible que la
estructura mas compacta del sustrato haya comprometido la actividad enzimatica del hongo.

Adicionalmente, seria interesante estudiar cémo el pretratamiento de esterilizacién ha podido
llegar a influir en la estructura del sustrato y la accion del hongo sobre ella. Repo-Carrasco-
Valencia et al. (2010) sugieren que la gelatinizacién del almidén después del tratamiento
térmico de esterilizacién puede influir en la digestibilidad in vitro, ya que los granulos de
almidén de quinoa se encuentran rodeados de una matriz proteica y no son facilmente
hidrolizados por la a-amilasa.

Por otro lado, Scotti (2001) observé contenidos mayores de glucosamina en medios ricos en
glucosa, sacarosa y glicerol, frente a medios ricos en xilosa, maltosa y almidén. Los granos de
quinoa presentaron una mayor degradacion del almidén a partir del cuarto dia de
fermentacién. Posiblemente, la liberacidn de a-amilasa y amiloglucosidasa durante la
fermentacién fungica resultaron en la hidrdlisis del almidén en azucares fermentables, los
cuales favorecieron el contenido en glucosamina y, por consiguiente, el mayor crecimiento del
hongo en grano. Para corroborar esta hipdtesis, se realizaron correlaciones de Pearson para
estudiar la asociacién entre la reduccién de almiddn y el porcentaje de biomasa, resultando en
un valor de -0,9372 en grano de quinoa y de -0,7994 en harina, lo que indica una correlacion
lineal fuerte y negativa, especialmente en grano.

La fermentacién flungica de quinoa estd dirigida, entre otros aspectos, al enriquecimiento del
sustrato en proteina. En la figura 8, se observa como los granos de quinoa fermentados con
Pleurotus ostreatus experimentaron un incremento proteico del 1,96%. Sin embargo, en harina
de quinoa no vemos una tendencia clara presentando una gran variabilidad a lo largo del
tiempo fermentativo, ya que los dias 3 y 6 presentan contenidos proteicos mas elevados (1,45
y 1,82%, respectivamente) pero terminan decayendo el dia 14. Esta heterogeneidad en el
contenido proteico en harina segun el dia de fermentacidon se acompasa con unos valores de
tasa respiratoria muy dispares que reflejarian un escaso control del proceso fermentativo.

20



jr x Escuela Técnica Superior
b= de Ingenieria Agronémica

y del Medio Natural

3
25
B
’ fA
g 3 wn o
£ 15 P
E ."'-_CA H A eA deA .
< i ' bcB
bA a0 c
beA
4 6 8 10 12 14

Tiempo de fermentacion (dias)

= QUINOA GRANO @ HARINA
Figura 8. Evolucion del incremento neto de proteina durante el trascurso de la fermentaciéon. Los
distintos valores en letras minusculas (a-f) indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre
los distintos tiempos de fermentacion. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre grano y harina de quinoa al mismo tiempo de fermentacion. Los datos se
representan como la media y desviacién estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

El incremento neto de proteina tanto en grano y harina de quinoa obtenidos en el presente
trabajo fueron mds bajos que aquellos registrados en literatura utilizando otros tipos de
sustratos. Estudios anteriores de fermentaciones con Pleurotus ostreatus en frijoles y avena
resultaron en un incremento del 13% y 6%, respectivamente, debido a la capacidad de este
hongo de sintetizar aminoacidos durante la fermentacién (Espinosa-Pdez et al., 2017).
Igualmente, se mostré un aumento en el contenido proteico de lentejas fermentadas con este
mismo hongo del 18% (Asensio-Grau et al., 2020).

Asi mismo, Guijjral et al. (1987) y Chang et al. (1981) senalan contenidos de proteina de la
especie Pleurotus del 26-36% cultivada sobre distintos tipos de sustrato. Por tanto, la
presencia de cantidades crecientes de micelio durante el proceso fermentativo participaria en
este incremento proteico total. Segin Asensio-Grau et al., (2020), el incremento en el
contenido proteico también se podria atribuir a la bioconversién de algunos carbohidratos a
proteina, asi como la produccién de enzimas extracelulares de P. ostreatus durante su
crecimiento en el proceso fermentativo.

Aunque los contenidos en proteina total han sido cuantificados, el impacto que ha podido
tener la fermentacion en el balance aminoacidico no estaria definido. Segin Mora-Uzeta et al.
(2020), la fermentacion de harina de frijol mediante Phaseolus acutifolius mejoré el contenido
de aminoacidos esenciales y sugirio que el hongo no depende de ningln a aminoacido
concreto para crecer sino que la composicidon del sustrato intervendria en la composicidn
aminoacidica final. SSF con Rhizopus oligosporus en quinoa favorecié un aumento de proteina
total y un aumento de la calidad proteica puesto que todos los aminodacidos esenciales
excedieron los niveles recomendados por la FAO (Starzynska-Janiszewska et al., 2016). Por
tanto, la fermentacién flngica sobre quinoa en este trabajo ha favorecido un ligero aumento
proteico y posiblemente haya contribuido a una mejora del balance aminoacidico.
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4.3 Evolucidn de las propiedades fisicoquimicas del sustrato a lo largo del proceso de
fermentacion

Los parametros fisicoquimicos fueron evaluados tanto en las muestras control de grano y
harina de quinoa como en los sucesivos dias de fermentacion, tal y como refleja la figura 9.
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Figura 9. Evolucidn del pH (A), acidez titulable (B), contenido en sdlidos solubles (C) y actividad del agua
(D) durante la fermentacion fungica en grano y harina de quinoa. Los distintos valores en letras
minusculas (a-f) indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre los distintos tiempos de
fermentacién. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre
grano y harina de quinoa al mismo tiempo de fermentacion. Los datos se representan como la media y
desviacion estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

El pardmetro de a, (actividad del agua) se mantuvo constante y en valores cercanos a 0,99, de
forma que la disponibilidad del agua libre fue siempre adecuada para el desarrollo del micelio.
La relevancia de mantener una elevada disponibilidad de agua en el medio de cara a asegurar
un Optimo crecimiento del indculo ha sido evidenciada en estudios previos. Asimismo, este
pardmetro resulta critico para la conversidon del sustrato en ciertos metabolitos de interés.
(Oriol et al., 1988; Pandey et al., 1994; Grajek y Gervais, 1987).

El pH inicial fue de 6,57 en grano y de 6,15 en harina de quinoa y presentd valores finales de
6,31 y 6,14, respectivamente. La fermentacién flngica en grano experimentd un descenso
significativo en el pH en el dia 14. Sin embargo, el progreso del proceso fermentativo no dio
lugar a una variacion significativa del valor de pH en ninguno de los sustratos estudiados.
Chutmanop et al. (2018) afirma que los valores de pH constantes que obtuvo en la mayor parte
de la fermentacidn con Aspergillus oryzae sobre sustratos agroindustriales se deben a que la
mayoria de sustratos utilizados en SSF poseen excelente capacidad amortiguadora.

Si se pudo constatar un ligero incremento de la acidez titulable, de 0,21 a 0,49% en grano, y de
0,57 a 0,73% en harina a lo largo de la fermentacidn Este incremento podria ser consecuencia
de una conversion de los carbohidratos complejos (almidén y fibra) en azlcares fermentables
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y, por consiguiente, en una produccidn posterior de acidos organicos como el acido lactico,
acido citrico o acético (Rani et al., 2018). Autores como Rani et al. (2018) y Kaw y Mabesa,
(1987) apuntan a que la reduccién del pH, asi como un incremento de la acidez titulable serian
claros indicadores del progreso del proceso fermentativo.

Durante los 14 dias de fermentacion, el contenido de azlcares residuales experimentd un
ligero incremento en harina de quinoa y un aumento del 56,5% en grano de quinoa, habiendo
diferencias significativas segun el tipo de sustrato. Estos hallazgos sugieren que Pleurotus
ostreatus es capaz de descomponer los sélidos solubles de forma eficiente segun el estado de
la matriz alimentaria. Al final del proceso fermentativo, los dos tipos de muestra presentan a
valores cercanos a 1 °Brix. En harina, el trascurso del tiempo tuvo un efecto minimo en el
aumento de los sélidos solubles. Sin embargo, en grano se partieron de valores cercanos a 0,6
°Brix que sugieren una menor accesibilidad enzima-sustrato debido a la morfologia del grano
entero y que, a lo largo del trascurso de la fermentacion, iria produciéndose la conversion de
los carbohidratos a azucares residuales hasta alcanzar valores de 1 °Brix. Estos resultados
difieren de la literatura previa, donde autores como Rani et al., (2018) reportan un descenso
en azlcares residuales debido al consumo de la fraccidon de carbohidratos y la subsecuente
conversion a alcoholes y acidos organicos.

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

Uno de los objetivos perseguidos en las fermentaciones de cereales y legumbres es la
produccién de sustancias que incrementen la capacidad antioxidante del producto final y
puedan proteger frente al estrés oxidativo. Se ha reportado que las fermentaciones fungicas
mejorarian los compuestos polifendlicos totales, asi como las propiedades antioxidantes de los
extractos de cereales (Zhai et al., 2015; Dulf et al., 2016; Kang et al., 2017).

En este trabajo se ha evaluado el contenido fendlico total y las propiedades antioxidantes
durante el trascurso de la fermentacidn en estado sélido de Pleurotus ostreatus. Se utilizaron
tres métodos analiticos (FRAP, DPPH y ABTS) para el estudio de las propiedades antioxidantes
cuyos resultados se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Efecto de la fermentacidn fiungica en la actividad antioxidante evaluada mediante los
métodos ABTS (A), DPPH (B) y FRAP (C) y el contenido en polifenoles (D) en grano y harina de quinoa.
Los distintos valores en letras minusculas (a-h) indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05)
entre los distintos tiempos de fermentacidn. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre grano y harina de quinoa en los tiempos de fermentacién pares. Los datos
se representan como la media y desviacion estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

Los distintos valores en antioxidantes segun el dia de fermentacién pueden indicar que los
compuestos antioxidantes son sometidos a distintas modificaciones durante la fermentacion
que pueden no solo depender del microorganismo involucrado, sino también de la
composicion del sustrato (Limén et al., 2015).

Las muestras fermentadas de harina y grano de quinoa presentaron un ligero aumento de la
actividad antioxidante medida por ABTS. Sin embargo, en el resto de los métodos hubo un
ligero descenso generalizado de ésta ya que, respecto a los controles iniciales, las propiedades
antioxidantes de grano y harina de quinoa fermentada disminuyeron. Estos resultados difieren
de los encontrados en literatura (Thaipong et al., 2006; Hye-Young, 2018; Espinosa-Paez et al.,
2017) los cuales reportan aumentos significativos en las propiedades antioxidantes y
contenido total de polifenoles durante el proceso de fermentacidn en estado sdélido.

Los compuestos fendlicos presentan fuertes propiedades antioxidantes y juegan un papel
importante en el mantenimiento de la salud humana (Ullah et al., 2016). La cantidad total de
polifenoles a lo largo del periodo de fermentativo con P. ostreatus en grano y harina de quinoa
se refleja en la figura 6 (D). En este caso, se aprecia una ligera tendencia en el incremento de
polifenoles a medida que avanza el tiempo de fermentacién. Espinosa-Paez (2017) reportd un
aumento del contenido total de polifenoles en un proceso de fermentacidon flingica en
legumbres con P.ostreatus y atribuye los resultados a la secrecion de fenol oxidasas como las
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lacasas, las cuales podrian despolimerizar los compuestos fendlicos conjugados del sustrato
empleado. Segun I-Hsin Lee, (2007) los fenoles se encuentran de forma conjugada en grupos
hidroxilo con azucar y glucdsidos. La catdlisis y liberacién de los fenoles totales y antocianinas
en frijoles negros durante la fermentacion con hongos filamentosos conllevarian al incremento
observado en los compuestos fendlicos totales y se acompafnaria de una mayor actividad
antioxidante. En el presente trabajo, el aumento de polifenoles no ha sido muy sustancial lo
gue podria estar relacionado con la baja actividad antioxidante detectada.

Ham et al. (2015) sugieren que el contenido total en polifenoles estd asociado de manera
moderada a alta con las propiedades antioxidantes. Las correlaciones de Pearson mostraron
una asociacién fuerte entre ABTS y el contenido de polifenoles en grano y harina con valores
de 0,9049 y 0,6853, respectivamente. Sin embargo, DPPH y FRAP no muestran asociaciones
fuertes con los polifenoles. Por tanto, el método ABTS seria mdas éptimo para estudiar la
actividad antioxidante en quinoa fermentada. Fermentaciones de granos de cacao con
distintas cepas de levadura mostraron un descenso generalizado de la actividad de captacion
de radicales libres de DPPH sugiriendo que, en la fermentacion de cacao, las reacciones de
hidrélisis enzimatica provocan que los polifenoles contenidos en los granos sean propensos a
la polimerizacién y formacion de complejos con las proteinas, lo que a su vez disminuye la
solubilidad de los polifenoles y su actividad antioxidante (Ooi et al., 2020). Asimismo, Kerem et
al. (1992) sefiala que la degradacién oxidativa de la lignina por medio de la lacasa puede
conducir a una polimerizacién de los compuestos fendlicos resultantes. Por tanto, en vista a los
resultados obtenidos, es posible que la accidn enzimatica fruto de esta fermentacién flngica
haya conducido a una ligera reduccion de los compuestos antioxidantes y cierta polimerizacién
de los compuestos fendlicos que no habria dado lugar a ningln incremento final de éstos.

Por otro lado, las muestras fermentadas sufrieron un tratamiento térmico anterior a la
inoculacidn del starter fungico. Hye-Young (2018) reporté un descenso de polifenoles tras el
pretratamiento térmico causado por la descomposicidon sustancial de residuos fendlicos. Sin
embargo, tras la fermentacion fungica el contenido en compuestos fendlicos se incrementd
por la liberacidon enzimatica de compuestos fendlicos provenientes de las matrices insolubles.
Seria interesante en estudios futuros tener en consideracion cémo ha podido llegar a influir el
pretratamiento térmico de las muestras en el contenido de polifenoles y antioxidantes.

Por tanto, este trabajo revelaria que la serie de procesos metabdlicos producidos durante la
fermentacién han tenido un minimo impacto en el contenido final de compuestos fendlicos
seguramente debido a la accidn enzimatica del hongo y la mayor extractabilidad de los
compuestos fendlicos libres en las muestras de quinoa.

Al igual que los cereales, los pseudocereales contienen compuestos que inhiben la absorcion
de minerales como el fitato (hexakisfosfato de mioinositol, IP6) el cual es el principal
compuesto de almacenamiento de fosforo en granos maduros. Aproximadamente, las semillas
contienen entre 1-2% de acido fitico, aunque puede llegar a ser incluso del 3-6% (Febles et al.,
2002). Los granos de cereales presentan un contenido en acido fitico que variaria del 0,5 al 2%
(Hidvegi y Lasztity, 2002). El acido fitico no puede ser digerido por los animales monogastricos
y termina siendo excretado. En humanos, dietas altas en 4cido fitico pueden reducir
significativamente la absorcién de micronutrientes esenciales como el hierro y calcio (Hurrell
et al., 2003), zinc (Guttieri et al., 2006) y magnesio (Bohn et al., 2004). Adicionalmente, se
puede unir a proteinas o enzimas digestivas (proteasas y amilasas) resultando en una menor
solubilidad proteica e inhibicidn proteolitica (Parea et al., 2018).
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Figura 11. Efecto de la fermentacidn fungica en el contenido de fitatos en grano y harina de quinoa. Los
distintos valores en letras minusculas (a-e) indican diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre
los distintos tiempos de fermentacion. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre grano y harina de quinoa en los tiempos de fermentacion pares. Los datos
se representan como la media y desviacidon estandar de 3 réplicas (n=3) por tipo de muestra.

La figura 11 muestra como la fermentacidn fungica ha influido en una ligera degradacién del
fitato tanto en grano como en harina de quinoa. Este descenso fue de un 37% en grano de
quinoa y de un 89% en harina. Los cambios empiezan a ser bastante significativos (p<0,05) a
partir del décimo dia de fermentacién, y dependiente del tipo de muestra puesto que la
degradacion del fitato después de la fermentacidon fue mayor en harinas fermentadas que en
granos. Vogelmann et al. (2009) sugieren que las saponinas presentes en quinoa podrian tener
un efecto inhibitorio en la accién del microorganismo y, por tanto, necesitaria mas tiempo para
adaptarse al nuevo ambiente.

Estos resultados coinciden con Castro-Alba et al. (2019) quienes reportaron cambios en la
degradacion del fitato en quinoa, canihua y amaranto segun la granulometria (grano o harina).
Ademas, sugieren que la degradacién mayor de fitato en harina puede depender de la
activacion de la fitasa enddgena y de la produccién de fitasa exdgena del starter. Para discernir
la procedencia de las fitasas analizaron la cinética de la degradacién de fitato con el
incremento de la acidez total, expresada como contenido de acido lactico, y concluyeron que,
asumiendo que la tasa de produccion de acido lactico es un buen indicador de la actividad
fermentativa, en la degradacidén del fitato participaria en mayor medida la fitasa endégena que
la fitasa producida por el microorganismo afiadido. Las correlaciones de Pearson aplicada a los
resultados del presente trabajo entre el descenso de &cido fitico y el incremento de acidez
total mostraron asociaciones fuertes en ambos tipos de sustrato con valores de -0,92 y -0,61,
en grano y harina respectivamente.

Sin embargo, en este trabajo las muestras control analizadas al final del estudio (muestras sin
inocular de 14 dias) presentaban ligeras degradaciones de fitato equiparables a 6-8 dias de
fermentacidn fungica. Brejnholt et al. (2011) reportaron una reduccion del 93% en la actividad
de la fitasa enddgena tras un tratamiento de calor (95°C, 10 min). Las muestras
experimentaron un pretratamiento térmico durante su autoclavado, por tanto, el descenso
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notable de fitato en los ultimos dias de fermentacion podria ser debido a la actividad de la
fitasa del microorganismo afiadido mas que de la fitasa endégena.
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5.CONCLUSIONES

1. El andlisis proximal de los sustratos de partida, grano y harina de quinoa, evidencia
diferencias significativas en cuanto a la composicion, las cuales podrian haber influido
en la accién posterior del hongo. La harina presentaba mayores niveles de proteina y
lipidos y menor cantidad de carbohidratos.

2. Elseguimiento de la Tasa de Respiracidn, la evolucién en la composicion de CO;y Oz en
el espacio de cabeza y el Coeficiente de Respiracidon resultaron ser parametros
adecuados para el control del correcto avance de la fermentacién y permite garantizar
que Pleurotus ostreatus crecid en unas condiciones éptimas.

3. Lavariacién neta del contenido en glucosamina a lo largo de la fermentacién permitié
estimar el crecimiento flngico en términos de variaciéon neta de biomasa. La evolucién
en el contenido en biomasa en el medio de fermentacidn se vio afectada por el tipo de
sustrato, alcanzandose valores superiores en el grano que en la harina.

4. El descenso en el contenido en almiddn durante el proceso fermentativo deja entrever
la accion sinérgica de las enzimas liberadas por Pleurotus en el sustrato,
probablemente por su consumo como fuente de carbono. Se observd una fuerte
correlacién entre el descenso de almiddén y el incremento en el contenido en biomasa
en grano y harina de quinoa.

5. La fermentacion de la quinoa en grano con Pleurotus ostreatus provocd un ligero
aumento en el contenido proteico a lo largo de la fermentacién; sin embargo, los
resultados observados en la fermentacidn de la harina fueron mas dispares.

6. La aw, acidez, contenido en sdlidos solubles y pH como pardmetros fisicoquimicos
empleados para monitorizar la fermentacion fungica mostraron un aumento en la
acidez y sélidos solubles en los dias 10, 12 y 14 como consecuencia de la conversién de
carbohidratos complejos en azucares fermentables.

7. La actividad antioxidante determinada por los métodos FRAP y DPPH disminuyd de
forma generalizada durante la fermentacién, mientras que la actividad antioxidante
medida por el método ABTS junto con la concentracion de polifenoles se mantuvieron
constantes.

8. La fermentacién fungica en quinoa redujo significativamente el contenido en fitatos
(antinutriente), especialmente en la harina, lo que sugiere una mejora considerable en
la bioaccesibilidad de nutrientes y digestibilidad del producto final.

En lineas generales, se puede concluir que el tiempo éptimo de fermentacién depende del tipo
de sustrato de partida, concretamente, el grano de quinoa favorecidé la accién del hongo y su
mayor impacto a lo largo del proceso fermentativo en los dias 12 y 14, experimentando
mayores porcentajes de proteina y descensos notables en almidén y fitatos de forma
progresiva. Por el contrario, la harina de quinoa pudo haber comprometido el potencial del
hongo y su accién hidrolitica sobre este sustrato. Aun asi, se obtuvieron resultados
significativos en todas las determinaciones, si bien no se observé una tendencia clara, y en
algunos casos, los tiempos de fermentacion mas largos (dias 12 y 14) causaron un impacto
negativo en las propiedades del producto final. Asi pues, la fermentacion en el grano de quinoa
seria la mas indicada para la obtencién de un producto con un mayor contenido en proteina y
menos antinutrientes. No obstante, previamente a la eleccién entre ambos sustratos seria
necesario estudiar el efecto de la estabilizaciéon (secado) de los productos fermentados.
Andlogamente, seria interesante realizar estudios de digestion in vitro con el fin de conocer el
impacto de la fermentacidn en la digestibilidad de los macronutrientes y bioaccesibilidad de
compuestos bioactivos de ambos sustratos, con perspectivas a una futura aplicacidn industrial.
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