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1. RESUMEN

La utilizacidon de las semillas de Lupino andino (L. mutabilis var. Andino 450) se ha
limitado por la presencia de alcaloides quinolizidinicos de dificil eliminacion. Como
opcion de detoxificacién, se ha determinado que la fermentacion sélida ocurrida en
el tempeh puede eliminar hasta el 90 %. La fermentacion esta influenciada por el
pH, la humedad, el tamafio de particula y la aireacidon. Estos aspectos fueron
estudiados en el proceso de detoxificacion del lupino con Rhizopus oligosporus
(ATCC 22959 ®). Se sembro6 en agares lupino para estudiar el pH (AL 3.5y AL
5.5) y se ferment6 en cotiledones con y sin aireacion forzada en tres humedades

(H-40, H-50 y H-60 %) y tres tamafios de particula (entero, Tyler No 4 y No 6).

La detoxificacion fue influenciada por el pH, la humedad y el tamafio de particula.
Se logré el 63 % de eliminacion en AL 5.5 y en AL 3.5 solamente el 16 %. En H-60
y particulas No. 4 sin aireacion, se degradoé el 70 % en 48 h. La detoxificacion fue
afectada cuando la humedad estéa por debajo del 50 %. La reduccion de tamafio
incidi6 mas que la humedad en la degradacion. La aireacion forzada tuvo poco
efecto mostrando mejores resultados en 60 ml min™. La aireacién y un menor
tamafio (No. 6) mejoraron la degradacién hasta el 77 %. El incremento en el
tiempo de fermentacion (96 h), permiti6 una detoxificacion del 84 %. El alcaloide
mas degradado fue la lupanina, seguido por la THR y la esparteina lo cual varia

por las condiciones de fermentacion.

Se correlaciond las variables del proceso con las ecuaciones: exponencial,
biomasa vs detoxificacion (Ywp)), detoxificacion vs materia seca consumida
(Yoms) Y Luedeking-Piret (LP). La ecuacion Y pus) presento la mayor correlacion
(R? = 0.94), por tanto la detoxificacién pudo predecirse con los datos de consumo
de materia seca. Los valores de a y B de LP coincidieron con las observaciones
experimentales, concluyendo que la detoxificacion esta asociada a la fase de
crecimiento del hongo. La fermentaciébn es una alternativa que puede ser

complementaria para la detoxificacion del lupino.
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1.1. ABSTRACT

The use of the Andean lupin seeds (L. mutabilis var. Andino 450) is limited by the
presence of quinolizidine alkaloids difficult to eliminate. As detoxification option, the
studies said solid fermentation occurred in tempeh can remove up to 90%. The
fermentation is influenced by pH, moisture, particle size and aeration. These were
studied in the detoxification process of lupin with Rhizopus oligosporus (ATCC
22959 ®). Lupin agars were planted to study the pH (LA 3.5 and LA 5.5) and
cotyledons were fermented with and without forced aeration in three moisture
levels (H-40, H-50 and H-60%) and three patrticle sizes (whole, Tyler No. 4 and No.
6).

The detoxification was influenced by pH, moisture and particle size. The 63% of
eliminanacién was achieved in LA 5.5 and LA 3.5 only 16%. In medium with H-60,
size No. 4 and without aeration, 70% was degraded within 48 hours. Detoxification
was affected when moisture is below 50%. The alkaloids degradation is more
influenced for size reduction than moisture. Forced aeration had little effect
showing better results in 60 ml min™. Aeration and less particle size (No. 6)
improved the degradation to 77%. The time fermentation increase (96 hours),
allowed a detoxification of 84%. The more degraded alkaloid was lupanine follow
for THR and sparteine, which can change for the fermentation conditions.

The process variables were correlated with equations: exponential, biomass vs
detoxification (Yp)), detoxification vs dry matter intake (Ypms) and Luedeking-
Piret (LP). The equation Ypmsy had the highest correlation (R?=0.94) so, the
detoxification could be predicted with values of dry matter intake. The values of a
and B of LP equation agreed with experimental observations, concluding that the
detoxification is associated with the fungal growth phase. Fermentation could be a

complementary alternative for other processes of detoxification of lupin seeds.

14



2. INTRODUCCION

Las leguminosas se han convertido en uno de los sectores més relevantes en la
industria agroalimentaria mundial, por poseer un alto contenido de proteinas que
pueden ser utilizadas en la nutricion humana y animal. En Colombia su impulso
comenzoO desde el primer tercio del siglo XX, donde ya se explotaban con doble
propésito’ semillas de especies como el mani. A mediados del mismo siglo se
inicioé la produccion de soya logrando un area sembrada de 66500 ha en 1970.
Hacia finales de siglo esta disminuy6 a 10379 ha como consecuencia de la fuerte
competencia del sector, hasta llegar hoy en dia a una nula participacién en las
exportaciones mundiales (Roldan Luna et al., 1997). La produccion mundial de
soya ha sido liderada desde afios atrds por Estados Unidos, Brasil y Argentina
(Martinez et al., 2005), tendencia que hoy en dia continua con una produccion de
83, 74 y 50 millones de toneladas (Agropanorama, 2012). La produccion nacional
es incapaz de suplir la demanda la cual es atendida por importaciones que vienen
principalmente de los Estados Unidos. En el periodo enero-octubre de 2011, la
importacion de semilla de soya represento el 0.9 % del total de las importaciones
del pais, ademas de una gran cantidad de torta de soya (MINCOMER, 2011). La
semilla y la torta son utilizadas en diversos ambitos de la industria alimenticia y en

la fabricacion de balanceados para animales.

En el mundo se han evaluado otras alternativas con el proposito de disminuir la
dependencia de la soya. Una de ellas son las plantas del género Lupinus (Lupinus
sp.) principalmente en paises como Australia y Chile donde se ha desarrollado
tecnologia para el cultivo y procesamiento (Adawy, 2001). Esto ha comprobado la

posibilidad de explotar industrialmente especies como el altramuz (Lupinus albus),

! Se consideran como doble proposito en razon de que de estas especies se obtienen grasas y
proteinas.

15



el lupino amarillo (L. luteus), entre otros (Serrano, 2004). La especie nativa de los
Andes, el Lupino, chocho, tarwi o Andean lupin (Lupinus mutabilis), ha sido
utiizada por sus pobladores desde épocas prehispanicas. Pese a que la
efectividad nutricional de la semilla ha sido ampliamente comprobada (Rivera y
Ramirez, 1986), en Suramérica su desarrollo se ha visto limitado principalmente

por la presencia de téxicos de dificil eliminacion.

El Lupino (L. mutabilis) es originario de la region de los Andes desde Venezuela
hasta Chile. Actualmente sus semillas se aprovechan so6lo en Bolivia, Perl y
Ecuador, para consumo casero e industrial. Los reportes mas recientes sobre la
produccion Ecuatoriana y Peruana fue de 1524 y 9887 ton, para los afios 2005 y
2001 respectivamente (Dinero, 2007) (Minagricultura Pert, 2008). En Colombia su
produccion y consumo es casi nula, existiendo a la fecha cultivos experimentales y

algunos utilizados principalmente para consumo animal.

El Lupino (Lupinus mutabilis) posee una semilla con 45% de proteina, 18 % de
aceite, 21% de extracto no nitrogenado, 11% de fibra, ademas de otras sustancias
benéficas de diferente naturaleza (Hawthorne, 2006; Dini et al., 1998). El
desarrollo de la especie se ha limitado por el contenido de sustancias toxicas
conformadas por alcaloides quinolizidinicos las cuales se encuentran al interior de
las células (Hatzold et al., 1983). Estos alcaloides confieren al grano cierto nivel de
toxicidad y un sabor fuertemente amargo. Los Incas idearon un método para
detoxificarlo o desamargarlo, ‘el remojo acuoso continuado’ el cual es usado hasta
la actualidad. Aunque con este método se puede llegar a un 99 % de
detoxificacion, su aplicacion a gran escala es dificil ya que es laborioso, provoca
reacciones de descomposicién indeseables (Palacios y Ortega, 1998) y la
consecuente pérdida de nutrientes por solubilizacion (Navas, 1995). Adicional a
esto, con las aguas de remojo que se vierten se genera un fuerte impacto
ambiental por la toxicidad de las sustancias lixiviadas. La combinacién de estos
aspectos va en detrimento de la competitividad de esta actividad econémica por

los sobrecostos generados.
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El proceso de remojo ideado por los Incas ha evolucionado con la adicién de
sustancias quimicas que mejoran la extraccion (FAO, 2007). Otros procesos que
se han evaluado son los tratamientos térmicos (Palacios y Ortega, 1998) y la
germinacion de la semilla (Sanchez et al., 2005), observando una baja eficiencia
de detoxificacién. Investigadores del INIAP en Ecuador, han desarrollado un
proceso completo para la detoxificacion de las semillas basado en el principio del
remojo, la coccién y la adicion de agua ozonizada (Comunicacion verbal Ing. Elena
Villacrés investigadora INIAP). Este proceso es altamente eficiente para detoxificar

y para controlar las reacciones de descomposicion, pero su aplicacion es costosa.

En el ambito agrondmico también se han desarrollado investigaciones con el fin de
detoxificar la semilla in vivo. Con la domesticacion de la especie realizada por los
Incas, se inicié el proceso de seleccién genética de semillas, prefiriendo las que
poseen menor sabor amargo. Este proceso concluyé con la variedad ‘Inti’
desarrollada por Von Baer, y Groos, (1983), la cual posee niveles de alcaloides de
0.0075 % (Gross et al., 1988). Un procedimiento similar se realizé con los lupinos
del Mediterraneo (L. albus y otros), con resultados hoy evidentes. Sin embargo en
el caso del L. mutabilis esto provocd que la planta perdiera sus cualidades de
resistencia a plagas y a los eventos climaticos (Comunicaciéon verbal Dr. Angel
Mujica), circunstancia que es inconveniente en las condiciones agroeconomicas

del pais.

La degradacion biologica de los alcaloides ha sido objeto de varios estudios
debido a la disminucién de los problemas que la detoxificacibn convensional
provoca. Santana et al., (2002) identificO microorganismos capaces de usar estas
sustancias como fuente de carbono y nitrégeno. Jiménez et al., (2007) demostro
que a través de la elaboracion de Tempeh es posible detoxificar cotiledones
enteros de lupino en un alto porcentaje. Por lo tanto, un proceso fermentativo
podria aplicarse para detoxificar la semilla de lupino o sus derivados. Este proceso
tendria beneficios adicionales como el bajo costo, reduccion casi total de

efluentes, disminucién del nimero de operaciones, entre otros. Adicionalmente el
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incremento en la biodisponibilidad de nutrientes, la cual es reconocida en
productos fermentados como el Miso y el Koji entre otros (Rose, 1982). Estudios
similares se han realizado para establecer aspectos técnicos del bioproceso en la

detoxificacion de la torta de algodén y la canola.

En el estudio de Jiménez et al., (2007), se alcanzé la eliminacion del 91 % de los
alcaloides del L. mutabilis en cotiledones. Mejorar este nivel de detoxificacion
depende de la comprension de aspectos fisicos, quimicos, bioldgicos y de
ingenieria que inciden directamente en el proceso de fermentacion con R.
oligosporus. La fermentacion sélida esta influenciada por parametros como la
humedad, el pH, el tamafio de la particula y la aireacion, que no han sido
estudiados en la fermentacion del lupino. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la incidencia de los parametros del proceso de fermentacion sélida con
Rhizopus oligosporus, en la detoxificacion de los cotiledones de lupino (L.
mutabilis). En el presente trabajo se estudié el sistema microorganismo-medio
estableciendo las condiciones apropiadas para la detoxificacion con el fin de

determinar si es posible alcanzar el nivel de consumo alimentario.

Los resultados obtenidos muestran la incidencia de los parametros de
fermentacion en la degradacion de los alcaloides. El pH inicial del medio demostrd
su influencia en la detoxificacion ya que los sistemas enziméticos en el pH 5.5
catabolizan una mayor cantidad de alcaloides que en el pH 3.5. En medios sin
aireacion forzada la humedad y el tamafio de particula, demostraron influenciar el
crecimiento del hongo y mejorar la detoxificacion. La aireacion forzada no incidié
considerablemente en la detoxificacion ni en la transferencia de oxigeno. Por el
contrario un tamafo de particula menor mejor6 la degradaciéon de alcaloides. Un
mayor tiempo de fermentacion, mayor temperatura y menor tamafio de particula,
demostraron tener una incidencia negativa en la detoxificacion y la calidad del
producto final. La cinética experimental de reduccion en el contenido de alcaloides,

fue ajustada a modelos mateméticos que demostraron buena correlacion.
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3. MARCO TEORICO

3.1. DESCRIPCION DEL LUPINO
3.1.1. Generalidades de la especie

Los Lupinus son un género de plantas dicotiledéneas que pertenecen a la familia
Fabaceae. Las especies estan distribuidas en los 5 continentes, siendo Norte y
Suramérica donde se encuentra el mayor numero (Wink, 1991). Sus semillas se
caracterizan por tener alto contenido de proteinas, grasas y otros nutrientes
ademas de sustancias toxicas y antinutricionales. En lo agricola estas
leguminosas son importantes por su capacidad de mejorar el suelo liberando
fésforo y fijando nitrégeno atmosférico, ademas de su resistencia a plagas,
sequias y heladas (Jacobsen y Mujica, 2006). Actualmente especies Europeas
como el lupino blanco (L. albus), el lupino amarillo (L. luteus) y el lupino azul (L.
angustifolius) (Wink, 1991) son las especies de mayor desarrollo agroindustrial,
principalmente en paises como Australia y Chile, siendo este ultimo el primer
productor y exportador de lupino amargo del mundo con una produccion
aproximada de 64000 toneladas en el 2007 (INDAP, 2007). El lupino blanco
cuenta en la actualidad con un amplio desarrollo y valor comercial en diferentes
paises del mundo, en virtud del adelanto investigativo del cual ha sido objeto
(Avelup, 2007).

El lupino, tarwi, chocho o “Andean Lupin” en su denominacion internacional, es
originario de los Andes centrales, desde Venezuela hasta Argentina. Actualmente
es importante Unicamente en los paises andinos como Bolivia, Pert, Ecuador
(Jacobsen y Sherwood, 2002). Crece adecuadamente entre los 2.000 y 3.800

m.s.n.m., en climas templados y frios (Popenoe y King, 1989). De acuerdo a lo
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sefialado por Tapia (1982) y Gross (1982), en el sur de Colombia® se observa la
presencia de la subespecie tarwi o chocho (Lupinus mutabilis), la cual crece en el
norte de Peru y Ecuador. Esta subespecie es bianual y su caracteristica de mayor
importancia es la tolerancia a la antracnosis (FAO, 2007; Figueroa et al., 2005,
Hernandez et al., 2007).

Las semillas de Lupino® (Lupinus mutabilis) han sido la base proteica en la
alimentacion de los pobladores suramericanos desde épocas precolombinas. En la
actualidad se utiliza Unicamente en paises andinos para consumo casero e
industrial. Los datos mas recientes dicen que esta legumbre en Ecuador tuvo una
produccion que pasoé de 789 a 1524 toneladas por afio entre 2000 y 2006 (Dinero,
2007). Aunque en el pasado el Lupino también se encontraba en Colombia
(Jacobsen y Sherwood, 2002), en la actualidad crece libremente en la naturaleza y
en algunas granjas en donde se conserva como recurso promisorio (Granjas
Universidad de Narifio). La explotacion de Lupinus mutabilis es menor frente a
especies como el lupino blanco, cuya produccion en Chile se destina a productos

principalmente para la nutricion animal.

La planta tiene una altura que varia entre 0,5 a 2 m, su tallo es muy lefioso,
ramificada de eje central predominante, con ramas desde la mitad de la planta,
con inflorescencia a la misma altura. El nUmero de ramas varia desde unas pocas
hasta mas de 50. Su raiz puede llegar hasta una profundidad de 3 m con nddulos
de diferentes tamanos (1-3 cm diametro). Posee hojas digitadas, generalmente
compuestas por 8 foliolos de forma ovalada a lanceolada. En sus flores los colores
van de azul a blanco y rosado, dispuestas en forma de espiga. Los frutos estan en

vainas de 5 a 12 cm de longitud y un contenido variable de semillas. Estas ultimas

? Estas referencias muestran gue dentro de la misma especie hay variabilidad por la adaptacién a
diferentes ecosistemas en los Andes, generando tres subespecies diferentes, ubicadas en tres
regiones andinas diferentes. Una en Bolivia y altiplano del PerU; otra en centro y sur del Peru. El
Chocho una subespecie caracteristica del norte del Perl y Ecuador; se ha propagado al sur de
Colombia en los ecosistemas similares por cercania geogréfica

® Se continuara llamando ‘Lupino’ a la especie (L. mutabilis)
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van de 0.5 a 1.5 cm de didmetro y 0.2 - 0.5 g de peso, recubiertas por un
tegumento duro de color predominantemente blanco®. Tienen una forma variada
entre redonda, ovalada o ligeramente cuadrada (Sanchez, 2006; Jacobsen y
Sherwood, 2006).

3.1.2. Composicion quimicay fisica de la semilla

Las semillas del Lupino se caracterizan por poseer diversidad de nutrientes
principalmente proteinas y lipidos (Lopez De Romana et al., 2007; Navas et al.,
1996). Una composicion proximal comparativa de diferentes especies de lupinos
se muestra en la Tabla 1, de la cual es posible observar que el Lupino

Suramericano tiene los mayores contenidos de estos nutrientes.

Tabla 1. Analisis proximal expresado en porcentaje de diferentes especies de
Lupinos en semilla entera y grano sin tegumento.

Especies L. angustifolius L. albus L. luteus L. mutabilis
Semilla Grano Semilla Grano Semilla Grano Semilla Grano

Tegumento 24 0 18 0 27 0 16 0
Humedad 9 12 9 11 9 12 8 10
Proteina 32 41 36 44 38 52 44 52
Grasa 6 7 9 11 5 7 14 17
Ceniza 3 3 3 4 3 4 3 4
Lignina 1 1 1 1 1 1 1 1
Polisacaridos 22 29 17 21 8 11 9 10
Oligosacaridos 4 6 7 8 9 12 5 6
Otros componentes  0.50 1 0.60 1 0.90 1 1 1
Suma Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Fuente: (ILC, 2005)

Las proteinas del Lupino son principalmente globulinas y albuminas (Santos et al.,
1997), cuyo balance de amino&cidos es rico en lisina y leucina y pobre en
aminodacidos azufrados como la metionina y cisteina (Gross et al., 1989). De igual
forma la fraccion lipidica estd conformada mayoritariamente por acidos grasos
insaturados (Zamora el al., 2011) como el acido oleico, linoléico y palmitico que
conforman mas del 90 % de esta fraccion (Tabla 2) (Jacobsen y Mujica, 2006). En

el extracto no nitrogenado se presentan disacaridos como la sacarosa y

* En Australia se conoce como lupino perla, en razén de su apariencia.
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oligosacaridos de 3, 4 y 5 unidades como la rafinosa, la estaquiosa y la

verbascosa respectivamente (Muzquiz et al., 1999).

Tabla 2. Contenido de acidos grasos del Lupino

Acidos grasos VIr %

Oleico 40.4
Linoléico 37.1
Linolénico 2.9
Palmitico 13.4
Palmitoléico 0.2
Estearico 5.7
Miristico 0.6
Araquidico 0.2
Behénico 0.2

Fuente: (Jacobsen y Muijica, 2006)

El inconveniente para el desarrollo productivo de las semillas de Lupino es la
presencia de alcaloides quinolizidinicos. Estas sustancias poseen un moderado
efecto toxico en vertebrados y le confieren a la semilla y sus derivados un fuerte
sabor amargo (DuPont et al., 1993). Estan presentes como consecuencia de los
procesos de autodefensa de la planta contra atacantes en el ecosistema (Wink y
Twasdowski, 1992; Wink, 1994). En algunos estudios se ha demostrado que la
resistencia de la planta contra enfermedades como la antracnosis esta relacionada
con la presencia de los alcaloides (Hernandez et al., 2007), razén por la que su

eliminacién por manipulacion genética seria poco préactica.

En la semilla también es posible encontrar sustancias antinutricionales tales como
compuestos fendlicos, fitatos y oligosacaridos. Sin embargo se encuentran en

pequefia cantidad, tienen baja toxicidad y pueden eliminarse facilmente.

El Lupino contiene aproximadamente 3,5 % (p/p) de alcaloides, lo que se
considera como un contenido medio frente a otras especies de Lupinus.
Pertenecen a la familia de los alcaloides quinolizidinicos derivados de la lisina,
compuestos en su mayoria por dos anillos heterociclicos, hidrofilicos,
termoresistentes, con peso molecular promedio de 220 g/mol (Hatzold et al., 1983;

Wink, 1991; Schoeneberger et al., 2007). Dentro de las semillas los alcaloides
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asociados a otras sustancias son las responsables del sabor amargo que
caracteriza a esta especie y que hace completamente impalatable cualquier

producto elaborado con semillas sin tratamiento (DuPont et al., 1993).

La fraccion de alcaloides esta conformada por una mezcla de sustancias siendo
predominantes para la especie (L. mutabilis) la lupanina y esparteina (Tabla 3). La
toxicidad de estas sustancias DLsp, en vertebrados es de 450 y 550 mg/kg
respectivamente (Blanner et al., 2002). Butler et al., (1996) confirma ademas que
la ingesta de estas sustancias tiene efectos sobre el contenido de glébulos rojos.
Un efecto teratogénico se reporta para alcaloides minoritarios como la
amodendrina y la anagirina, a los cuales se les atribuye enfermedades como el
sindrome del ternero cojo (Panter, 2005). Otros estudios han demostrado la
efectividad de estas sustancias para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos
(Tyski et al., 1988; Figueroa et al., 2005; De la Vega et al., 1996), mostrando
inhibicion del 46 % sobre el crecimiento de A. oryzae (Blanner et al., 2002). Pese a
las investigaciones hechas sobre estas sustancias, en general son pocos sus usos
practicos. Las investigaciones mas recientes estdn encaminadas a la utilizacion de

estas sustancias para usos agricolas (Villacrés et al., 2008).

Al igual que en la mayoria de especies vegetales en el Lupino es posible encontrar
sustancias antinutricionales tales como el acido tanico que disminuye la
digestibilidad de proteinas (Bartolomé et al., 2000), los fitatos que reducen la
absorcion de minerales (Greiner, 2001) los oligosacaridos causantes de problemas
gastricos (Muzquiz et al., 2006) y la disminucion de la absorcion de glucosa y
metionina (Zdunczyk et al., 1997). Estas sustancias tienen baja toxicidad y se
eliminan mediante el remojo, la germinacién, la coccion e incluso la fermentacién
(Haddad et al., 2006). Por su baja toxicidad y por la variedad de opciones para la
eliminacion de estas sustancias se considera que su presencia es un problema

menor en comparacion a la presencia de los alcaloides.
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Tabla 3. Contenido de alcaloides presentes en la semilla de Lupino (L. mutabilis).

No. COMPUESTO % PESO
1 Lupanina 1.78
2 13-Hidroxilupanina 0.46
3 4-Hidroxilupanina 0.27
4 Esparteina 0.23
5 Tetrahidrohombifolina 0.11
6 4,13-Hidroxilupanina 0.066
7 13-(Angeloiloxi) lupanina 0.05
8 cis-13-cinamoiloxi) Lupanina 0.036
9 Angustifolina / oxoesparteina 0.02
10 trans-13-(cinamoiloxi) lupanina 0.012
11 13-(Tigloiloxi) lupanina 0.01
12 a-Isolupanina 0.009
13 Amodendrina 0.007
14 13-(Angeloiloxi)-4- 0.007
15 4-(Angeloiloxi) lupanina 0.007
16 13-(Benzoiloxi) lupanina 0.007
17 Multiflorita 0.004
18 Dehidrolupanina 0.003
19 17-Oxolupanina 0.003
20 11,12-Dehidroxiesparteina 0.002
21 Anagirina 0.001
22 No identificados 0.008
Total contenido de alcaloides 3.1

Fuente: Hatzold et al., 1983

3.2. PROCESOS DE DETOXIFICACION®> APLICADOS A LA SEMILLA DE
LUPINO

La detoxificacion o desamargado del lupino consiste en la eliminacion de los
alcaloides. Este proceso es imprescindible, ya que son estas sustancias la razén
principal de la toxicidad y de la impalatabilidad de las semillas. Los tratamientos
realizados para la detoxificacion funcionan mayormente en base a la extraccion

y/o eliminacion de los alcaloides.

En épocas prehispéanicas los Incas idearon un proceso de detoxificacion basado

en la hidrosolubilidad de estas sustancias, que consistia en someter a las semillas

® En el presente trabajo se establece como “procesos de detoxificacién” lo que en otros trabajos se
conoce comunmente como “desamargado”.
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al agua corriente de quebradas por varios dias. Actualmente, el proceso ha
evolucionado a remojos en contenedores hasta con 5 cambios de agua y
cocciones intermedias, con una duracion aproximada de 120 h. Este proceso
garantiza una eficiencia de remocion del 99 %, dejando a las semillas con un
contenido de alcaloides de 0.02 %, nivel considerado como limite permisible para

el consumo (Schoneberger e lldefonso, 1981; Sousa et al., 1994).

Las dificultades de extraccion estan relacionadas con la ubicacion intracelular de
estas sustancias. El proceso acuoso requiere de multiples operaciones unitarias,
provoca la pérdida de nutrientes y reacciones de descomposicion. Requiere de
una demanda energética considerable y causa impactos ambientales nocivos por
los lixiviados. Todos estos aspectos al final se traducen en un proceso con altos

costos de ejecucion.

El proceso de desamargado acuoso requiere de varias operaciones de transporte,
tanto para la semilla en cada lote como para la movilizacion de agua de
extraccion. Se requiere agua en una proporcién cinco veces mayor a la cantidad
de material procesado. También es necesario al menos un calentamiento hasta
temperatura de ebullicion sostenido durante 30 min. Estos procedimientos
permiten que la semilla detoxificada pueda ser utlizada Unicamente para la

fabricacion de productos con alto valor agregado.

La detoxificacion acuosa provoca ademas otros efectos sobre la semilla. La
pérdida de nutrientes disminuye la calidad nutricional por la eliminacién de
sustancias solubles entre las que se encuentran proteinas, minerales, vitaminas y
carbohidratos. En el caso de las proteinas la pérdida puede llegar hasta un 29 %
(Navas et al., 1995). De igual forma en el proceso se presentan reacciones de
deterioro provocadas por la fermentacion espontanea del material que afecta la
calidad organoléptica (Palacios y Ortega, 1998). La descomposicién favorecida por
la alta humedad se caracteriza por la produccion de un fuerte olor y sabor, cuyos

efectos no desaparecen con facilidad.
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Finalmente, el tratamiento de los lixiviados implica la ejecucion de operaciones
gue aunque no estan relacionadas directamente con la detoxificacion, forman
parte de los costos finales de procesamiento. Desde el punto de vista ambiental se
debe tener en cuenta que el escalamiento de la extraccion acuosa, implicaria la
ejecucion de procesos para tratar las aguas residuales. Actualmente se han
implementado procesos como la ultrafiltracion para la concentracion de los
alcaloides y asi poder reducir el volumen de efluentes (Investigaciones realizadas
por INIAP). De igual forma Santana et al., (2002) investigd con buenos resultados,

procesos bioldgicos con el fin de remover los alcaloides presentes en estas aguas.

La detoxificacion acuosa ha evolucionado con la adicion de sales, acidos
organicos y ozono (FAO, 2007). Con esto se ha obtenido una disminucién en el
tiempo de detoxificacion y una disminucion de la cantidad de agua utilizada. En el
Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias de Ecuador INIAP,
han mejorado el proceso con la adicibn de agua ozonizada para disminuir las
reacciones de putrefaccion (Comunicacion verbal Ing. Elena Villacrés
investigadora INIAP). No obstante, en este proceso persisten las pérdidas
nutricionales, alto consumo energético, la produccion de lixiviados contaminantes
y los altos costos, permitiendo la utilizacion del material Unicamente para

productos de alto precio.

Algunos procesos alternativos también han sido estudiados para la detoxificacion
del lupino. Entre estos, los tratamientos térmicos cuya aplicacion es limitada por la
termoestablilidad de estas sustancias (Palacios y Ortega, 1998). La coccién a
presion y con la aplicacion medios alcalinos con detoxificaciones parciales
(Jiménez et al., 2001). La germinacién que provoca una baja detoxificacion y
variaciones en las estructuras de los alcaloides (Sanchez et al., 2005). Ninguno de
estos procesos por si solo, garantiza la eliminacion total de las sustancias aunque

podrian combinarse para obtener una mayor eficiencia (Haddad et al., 2006).
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La detoxificaciéon in vivo, para el L. mutabilis llegé a su punto més alto con el
trabajo de Von Baer, y Groos, (1983) con el desarrollo de la variedad “Inti” sin
alcaloides. Los resultados de esta investigacion son poco practicos ya que la
eliminacién de estas sustancias en la planta provoca la pérdida de las
caracteristicas de resistencia que son de mucha importancia para el cultivo del
lupino. Los trabajos realizados por el Ingeniero Eduardo Peralta Lider del
Programa Nacional de Leguminosas y Granos Andinos del INIAP Ecuador, se han
fundamentado en la busqueda del mejoramiento de la precocidad y el incremento

de los rendimientos de la produccion agricola; no en la detoxificacion.

3.3. LA FERMENTACION SOLIDA

Consiste en el cultivo de microorganismos en un medio sélido humedecido, sin la
presencia de una fase acuosa libre. Para estos procesos se reportan ventajas
tales como la reduccién de efluentes, el mejoramiento de las propiedades
organolépticas, el mejoramiento de la composicion bromatolégica y la
biodisponibilidad de los nutrientes, la mejora en los rendimientos, la inhibicion de
microorganismos nocivos y a la eliminacion de sustancias nocivas (Nigam vy
Robinson, 2004). Se reconoce que estos procesos son relativamente baratos y

simples, incrementando la competitividad de los productos (Holker y Lenz, 2005).

3.3.1. La fermentacion sélida en el procesamiento de alimentos

Las fermentaciones solidas se han aprovechado en todo el mundo para la
biotransformacion de alimentos, confiriéndoles caracteristicas de conservacion,
sensoriales y nutricionales especiales (Rose, 1982). Otros estudios han
demostrado la capacidad de mejorar el alimento gracias a la eliminacion de

diferentes compuestos antinutricionales y toxinas (Zamora y Field, 1979).
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Aprovechando la capacidad detoxificante, diversas fermentaciones se han
ensayado en la soya, el algodén, la canola, entre otros, (Pal Vig y Walia, 2001;
Nout et al., 1995). Se ha estudiado los requerimientos para la fermentacioén, el tipo
de microorganismos y su nutricion, condiciones del medio, estudios de la cinética y
aplicacion de la ingenieria en el desarrollo de reactores (Zhang et al., 2006, Weng
y Sun, 2006 a, b). También se reporta la produccion de sustancias nutricéuticas
como isoflavonas entre otros. Los beneficios de las fermentaciones justifican la

profundizacion en su conocimiento (Thomas et al., 2007).

Existen pocos estudios relacionados con fermentaciones en el lupino, razén que
justifica la profundizacion en el tema para su futura aplicacion. Estudios como el
de Santana et al., (2002), demostraron que algunas especies de Pseudomonas
degradan alcaloides quinolizidinicos en alto porcentaje. De igual forma Jiménez el
al. (2007) demostr6 que con Rhizopus pueden eliminarse alcaloides mientras se
fabrica alimentos con Lupino. En otros trabajos se ha estudiado al lupino como
materia prima para la produccion de enzimas, comprobando su calidad
composicional (Blanner et al., 2002). Estudios preliminares de fermentacién
propios para detoxificacion de masas de lupino se realizaron con la elaboracion
del Miso. Se determind cualitativamente (por el grado de desaparicion del sabor

amargo) una disminucion del sabor amargo posterior.

3.3.2. Caracteristicas del medio y condiciones del proceso en la

fermentacién sélida.

En la fermentacién sdlida, la humedad Aw, la composicion quimica de los
sustratos, el pH y el tamafio de la particula en conjunto con las condiciones de
proceso como la aireacion, la altura y la forma del reactor, inciden directamente en

el metabolismo de los microorganismos y en los resultados del proceso.
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3.3.2.1. Lahumedad

La humedad se relaciona directamente con el transporte de sustratos y productos
en el sistema. De igual forma garantiza el crecimiento y afecta directamente su
metabolismo (Kuswanto, 2004; Roussos y Perraud-Graine, 1996). En conjunto con
la Aw son un referente de la capacidad del medio para sostener el crecimiento
microbiano. También es importante en la disipaciébn del calor en sistemas
fermentativos a escala mayor (Angel et al., 2002). En el caso del lupino la

humedad afecta el tamafio de particula, el area superficial y la porosidad del lecho.
3.3.2.2. El pH

El pH y el crecimiento del R. Oligosporus se relacionan inversamente (Nagel,
2002). El incremento del pH por el amoniaco de la protedlisis, disminuye la
produccion de biomasa causandose inhibicién por producto. Un fenébmeno similar
se presenta en medios acidificados (Steinkraus, 1996; Sparringa y Owens, 1999).
El pH afecta la germinacion en valores por encima o por debajo de 4.0 (Medwin y
Grant, 1984). De igual forma el pH est4 relacionado con la ejecucion de
reacciones enzimaticas. La actividad de las enzimas del Rhizopus esta
caracterizada por picos de actividad cuyos valores Optimos estan en 3.0 y 5.5
(Miszkiewiez et al., 2004). EI pH en la fermentacion con Rhizopus cambia
permanentemente (Nout et al., 1990) razon por la que se requiere estudiarlo.

3.3.2.3. El tamafo de particula

La porosidad permite el incremento en el crecimiento microbiano e incide
directamente en la producciéon de enzimas (Rahardjo, 2005). El tamafio es
inversamente proporcional a la accesibilidad del hongo a las sustancias en el
interior de la particula. Algunos estudios de la penetracibn de micelio de R.
oligosporus en soya, han determinado que este se introduce hasta el 25 % del

espesor de la semilla (Jurus y Sundberg, 1976). La reduccion de tamafio es una
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manera de facilitar el alcance a las partes mas profundas del grano permitiendo

alcanzar a los alcaloides.

El tamafio en el lupino cambia en funcion de la humedad ya que el material
absorbe gran cantidad de agua lo que provoca su hinchamiento. Teniendo en
cuenta la tendencia pegajosa del lupino, esta caracteristica debe estar en un limite

que facilite la aireacion sin producir apelmazamiento que la restrinja.
3.3.2.4. Laaireacion

La aireacion en microorganismos aerobios es fundamental para el crecimiento y la
produccion de metabolitos. De la respiracion del microorganismo también depende
la velocidad de generacién de calor metabdlico y la concentracién del dioxido de
carbono (Viniegra et al., 2003). La aireacion en relacion al tamafio de particula
juega un papel muy importante en la conservacion de la humedad del medio. En el
caso del R. Oligosporus la aireacion esta influenciada por la capa de biomasa
formada sobre el sustrato y la transferencia de oxigeno al agua presente en la

superficie de la particula (Oostra et al., 2001).

En estudios realizados para algunos tipos de fermentacion en columnas
empacadas, existen estandares recomendados de velocidades de flujo los cuales
estan entre 0.85 y 1.2 cm/s (Mitchell et al., 2006). Algunos experimentos varian su
tasa de flujo de inyeccion de aire a fin de establecer el punto 6ptimo, que permita

el méximo crecimiento con el menor impacto sobre el medio (Spier et al., 2007).
3.3.3. Modelamiento de los procesos de fermentacién sdlida.

Son importantes para establecer el grado de correlacion existente entre las
variables en el sistema microorganismo sustrato. La fermentacion soélida ha tratado
de describirse a través de multiples modelos matematicos que explican los
fendmenos que ocurren en el proceso (Mitchell et al., 2003). No hay referencias

relacionadas con el lupino.
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3.3.3.1. Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento en fermentaciones sélidas incluye ecuaciones lineales,
exponenciales y logisticas, que contienen diferentes variables para explicar los

efectos en el crecimiento, la produccién metabolitos y el consumo de sustratos.

La ecuacion logistica es utilizada por su simplicidad y su alta aproximacion
descriptiva en todas las fases del crecimiento (Ec. 1 y 2). Es utilizada para la
prediccion en funcion de la concentracion inicial y maxima de biomasa, la tasa de
crecimiento especifico y el tiempo (Mitchell et al., 2004). Esta es la ecuacion mas

utilizada en la descripcién del crecimiento del Rhizopus.

. . b
) X [ = -
— =pX (1 h }L—) x 1+ (( X/ Xg) — Lje™
=/ Ec. (1) Ec. (2)

En trabajos como el de la degradacion del gosipol, Weng y Sun (2006b) describen
la cinética de eliminacién de la sustancia a partir de la combinacion de la ecuacion
logistica y una ecuacion empirica que relaciona la variacion de reactantes y el
crecimiento en el tiempo. Se observé un R? del 99 % entre los valores predichos

por el modelo con los valores experimentales.

Otra ecuacion utilizada es la ecuacion exponencial (Ec. 3) que se aplica para
describir la etapa de crecimiento. La biomasa esta en funcion de la cantidad de

biomasa inicial Xo, el tiempo t y tasa de crecimiento especifico ,.

X = -"L-QE""" Ec. (3)

3.3.3.2. Cinética de detoxificacion y consumo de sustratos.

El crecimiento microbiano se describe en funcién de la presencia de un producto o
sustrato, el consumo de oxigeno, fuentes de carbono nitrégeno y/o productos
entre ellos dioxido de carbono o metabolitos de interés. La ecuacion de Pirt (1975)

(Ec. 4) es util para determinar las variaciones de reactantes en funcion del
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crecimiento (X), coeficiente de rendimiento biomasa por reactantes (Yxg) y un
coeficiente de mantenimiento (mg) (Mitchell et al., 2004). La ecuacién de
Luedeking-Piret (1959) (Ec. 5) explica la formacion de productos y esta en funcion
de un coeficiente de producto asociado al crecimiento (Ypx) Y un coeficiente del

producto no asociado al crecimiento m;,.

dR 1 dX

— =—————mgX Ec. (4)
dt Yyp dt

dpP 1X

— = FP_‘{{— + mpX Ec. (5)
dt dr

3.4. EL HONGO Rhizopus oligosporus Y SU METABOLISMO

Los hongos poseen un metabolismo heterétrofo semejante al de otras células
eucariotas. Los nutrientes complejos se digieren mediante exoenzimas liberadas al
medio, siendo posteriormente absorbidos. La glucélisis via respiracion aerobia, es

la forma habitual para la obtencion de energia (Cochrane, 1958).

La especie Rhizopus oligosporus es utilizada en la produccién de alimentos como
el Tempeh. Los cambios provocados en la soya son consecuencia de las enzimas
producidas (Nout y Kiers, 2005). Se ha reportado su participacién en la eliminacién
de toxinas bacterianas e inhibicion de otros microorganismos (Swan, 1982). La
destruccién de aflatoxinas alcanza hasta un 40% cuando estas ya existen
(Jennessen et al., 2005). Posee células multinucleadas, que invaden rapidamente
sustratos ricos en proteinas. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25°C y la
de esporulacion 41°C, sin exceso de oxigeno y humedad (Soccol, 1992). El
crecimiento es mejor en pHs &cidos, aunque es afectado en valores por debajo de
3.5 (Sparringa el al., 2002). La atmosfera 6ptima debe contener un 20 % de
oxigeno y menos del 5 % de CO, (Nout y Kiers, 2005). En la elaboracion de
Tempeh puede coexistir con diferentes microorganismos tales como el

Lactobacillus plantarum (Nout y Rombouts, 1990). Estos factores son
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responsables de la calidad de los productos y de su velocidad de formacion
(Kuswanto, 2004).

El hongo posee efecto proteolitico evidenciado por el incremento de aminoacidos
libres y la produccion de amoniaco, el cual es indeseable puesto que incrementa el
pH y es téxico, inhibiendo el crecimiento (Sparringa y Owens, 1999). También
posee capacidad lipolitica que se evidencia por la reduccién en el contenido de
extracto etéreo y el incremento en la proporcion de &cidos grasos libres (Nout y
Kiers, 2005). Hidroliza lentamente oligosacaridos como la estaquiosa, verbascosa
y rafinosa (Nout y Kiers, 2005). Ademas produce metabolitos secundarios entre los
que estan vitaminas del complejo B, carotenos, ergosterol y &acido linoléico
(Kuswanto, 2004). El hongo requiere de vitaminas para su desarrollo razén por la

gue algunas de estas disminuyen (Reddy y Pierson, 1994).

La capacidad de biodegradar diferentes sustancias se produce por la variedad de
enzimas producidas. Varzakas, (1998) estudio6 los sistemas enziméaticos del hongo
involucrados en la fermentacion de tempeh en soya. Se identific la presencia de
enzimas proteoliticas como arilamidasas activas en leusina y valina ademas de
quimotripsinasas. Estas aminopeptidasas hidrolizan el enlace CO-NH con una alta
actividad durante toda la fermentacion. Las fosfatasas (acidas y alcalinas)
participan activamente en la hidrélisis de monoésteres de &cido fosforotioico
donde se han sustituido S — O. También puede observarse la actividad de lipasas
y carbohidrasas. La a-manosidasa, B-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa,
lipasa estearasa, estearasa y naftolfosfohidrolasa, presentan baja actividad.
Enzimas como la endoglucanasa y endoxilanasa cuya actividad es alta después
de 40 h de fermentacién, esta relacionada con la penetracién de micelio en la
semilla. Miszkiewiez et. al., (2004) observé la presencia de enzimas acidas que
tienen picos de actividad durante el proceso a pHs de 3.0 y 5.5. La incidencia de
estos sistemas enzimaticos podria relacionarse con la degradacion de los

alcaloides.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL, ADECUACION Y ALMACENAMIENTO.

Las semillas de lupino (L. mutabilis) utilizadas en la experimentacion se obtuvieron
de cultivos pilotos establecidos en la ciudad de Pasto-Narifio-Colombia, en el
corregimiento de Anganoy a 2659 m.s.n.m. El material vegetal inicial para
implementar los cultivos pilotos fueron semillas de Lupinus mutabilis variedad

Andino 450 obtenido en el INIAP Estacién Santa Catalina en Quito Ecuador.

Las semillas cosechadas fueron seleccionadas manualmente para eliminar
material defectuoso. El lote fue dividido en una fraccion que fue conservada
completa y otra descascarada para separar cotiledones y tegumento. Parte de los
cotiledones fueron conservados enteros, parte molido hasta harina (Tyler malla No
48) y parte quebrantados al tamafio requerido en cada prueba (Tyler malla No 4 y
No 6). Cada fraccion se guardé en bolsa plastica y éstas en recipiente de

polipropileno cerrado y conservadas a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

4.2. MICROORGANISMO E INOCULOS

Se adquirié una cepa de Rhizopus oligosporus ATCC 22959 en The American
Type Culture Collection Corporation ©, USA. La activacion y obtencion de esporas
para fabricar in6culos y el testigo se realizo en agar PDA. Inicialmente la cepa fue
activada a 25° C por siembra en tubo inclinado. De estos se repicaron a otros

tubos de trabajo de los cuales se tomo6 material para producir esporas.

Los inéculos se prepararon de micelio esporulado sembrado sobre agar PDA,
incubados a 30° C durante 9 dias. La suspension de esporas para la fase 2y 3 de
experimentacion se hizo adicionando 6 ml de agua destilada estéril en cada tubo.

Se raspd con asa y se vacio la suspension en un tubo vacio estéril. La suspension
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se estandariz6 con un contenido de 10’ esporas ml™* de suspensién contadas en
camara Malassez. La produccién de esporas en la fase 4 se realiz6 sobre agar
PDA en matraz, a 30° C durante 7 dias. La suspension se prepar6 adicionando al
matraz 20 ml de una solucion acuosa de Tween 80 al 0.1 % y raspando con

agitador magnético. La suspension se recolectd en tubo estéril para su uso.

4.3. DETERMINACION DE pH, HUMEDAD Y ALCALOIDES
QUINOLIZIDINICOS.

La determinacion de la humedad se realiz6 por la técnica A.O.A.C. 930.15/90. La
medicion del pH se realizé de acuerdo a la técnica A.O.A.C. 943.02/90. Se toméd 1
g de muestra y se homogenizé en 10 ml de agua desionizada. La mezcla

permanecio en reposo por 30 min y el pH se midié en potenciometro a 20 °C.

La determinacion de alcaloides quinolizidinicos se realizé segin Muzquiz et al.
(1993). Se homogenizé una muestra de 0.5 g con 5 ml de acido tricloroacético al
5%. La mezcla se centrifugd a 10000 x g por 15 min repitiendo este procedimiento
tres veces. Los sobrenadantes recogidos se neutralizaron con 1 ml de hidroxido de
sodio 10 M. Se realizé tres extracciones con 10 ml de cloroformo (Merck Uvasol)
en embudo de decantacion. El cloroformo se recogié y se evapor6 a vacio 30 °C
hasta sequedad total. El residuo se disolvio en 1 ml de metanol para inyectar en
cromatégrafo. La cuantificacidén se realiz6 en un cromatdgrafo de gases Shimadzu
GC-17A equipado con un detector FID a una temperatura de 280 °C. Se us6 una
columna DB-1MS 1&W Scientific (30 m x 0.25 mm x DI 0.25 um) y helio como gas
de arrastre a una tasa de 1.0 ml min™. La programacién de temperatura comenzé
a 150 °C incrementando de 5 °C min™ hasta alcanzar los 235 °C. Se utiliz6
estandar de cafeina como patréon interno. La identificacion de los picos se hizo por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, en un equipo

Shimadzu GC-MS QP-2010 en las mismas condiciones de la cromatografia.
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El célculo de la detoxificacion se realizé con los valores obtenidos de alcaloides

totales en los diferentes puntos de la cinética. Se realiz6 mediante la ecuacion:
%D = (C-Cg)/C, * 100 Ec. (6)

Donde: C, = Contenido inicial de alcaloides (mg g™)
Cr = Contenido final de alcaloides (mg g™)

4.4, CARACTERIZACION DE LA SEMILLA
4.4.1. Determinacion propiedades fisicas

Los componentes de la semilla se determinaron pesando 10 g y haciendo la
separaciéon manual de tegumento y cotiledones. Cada parte se peso y finalmente
se estim6 su porcentaje en peso (g). La determinacién del tamafio se realiz
haciendo mediciones ortogonales utilizando un Vernier (precision 0.05 mm). Para
las mediciones, se tomaron aleatoriamente 100 semillas enteras parcialmente
secas. Posteriormente las medidas se hicieron en semillas hidratadas en 40, 50 y
60% de humedad. Para calcular el diametro promedio de cada particula o semilla

se utilizé la ecuacion siguiente (ASAE, 1986):

D, =3/HlLp =(HLp)"* Ec.(7)

-
x) )fr
- ) -

Donde: H, L, p son las dimensiones ortogonales de altura, longitud y profundidad,

H

respectivamente.

El volumen de la semilla se calculé con la ecuacién del casquete, cuya forma se

asemeja a la del cotiledén. Este multiplicado por 2 es el volumen de la semilla.
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h
V, = Zﬂhz(R_Bj Ec. (8)

Donde: h es la altura del casquete y R es el radio. El radio utilizado para el calculo

es el promedio de la longitud y la profundidad de la semilla.
4.4.2. Determinacidon de la composicion quimica

Los analisis quimicos se realizaron en la semilla completa, cotiledones y el
tegumento. Se utilizaron las siguientes metodologias: humedad A.O.A.C.
930.15/90, proteinas (N x 6.25) Kjeldahl Gunning-Arnold, materia grasa A.O.A.C.
920.39/90, fibra bruta A.O.A.C. 962.09/90, cenizas A.O.A.C. 942.05/90 y extracto
libre de nitrogeno por diferencia. La composicion mineral en cotiledones y
tegumento se determind por espectrofotometria de absorcion atémica: oxidacion
hameda, colorimétrica para el fésforo y turbidimétrica para el azufre y absorciéon
atomica para los demas elementos. Se utilizé un equipo Perkin Elmer 2380 Atomic
Absorption Spectrophotometer. Para la determinacion de fibra detergente neutra
(FDN), fibra &cida (FDA), lignina, celulosa y hemicelulosa se utiliz6 el método de
Van Soest (Bernal de Ramirez, 1994). La composicion elemental se determiné en
harina de semilla entera previamente secada en estufa a 105 °C. Se empled un

analizador CHN Analyzer Flash EA-1112 (Thermo Electron Corporation).
4.4.3. Determinacion de propiedades fisicoquimicas

Se determind la capacidad maxima de hidratacion del grano, la velocidad de
absorcion y el pH de acuerdo con el incremento en la humedad. Se tomaron
muestras de 20 g de material (base parcialmente seca) y fueron colocadas en
vasos de precipitados. Estas se cubrieron con 60 g de agua destilada a
temperatura constante de 30 °C. Cada 2 h durante 24 h, una de las muestras fue
drenada, secada con papel absorbente y pesada para determinar la ganancia en
peso de agua. Luego se determin6 el contenido de humedad de acuerdo con
A.O.A.C. 930.15/90.
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La caracterizacion del material en las humedades de 40, 50 y 60% se realiz6 en
50 g de material a los que se les adicion6 agua de acuerdo al balance inicial. La
medicion del diametro y volumen en cada nivel de humedad se hizo con un
Vernier y se utilizaron las ecuaciones 7 y 8 para hacer los calculos respectivos. La
medicion del pH se realizé de acuerdo con la técnica A.O.A.C. 943.02/90.

4.4.4. Analisis estadistico

El andlisis de datos se realizé aplicando estadistica descriptiva Se utilizé el
paquete estadistico MINITAB 14.

4.5. INFLUENCIA DEL pH EN LA DETOXIFICACION
4.5.1. Preparacion del medio

Se prepararon tratamientos de agar lupino con pH de 3.5 y 5.5 denominados AL
3.5y AL 5.5. Los agares se formularon con 4.5 g de harina por cada 100 ml de
agua destilada. Se adicion6 el 1.3y 1.0 % m/v de agar bacteriolégico No 1, para
cada tratamiento respectivamente. Se adicion6 0.95 ml de una solucién de acido
clorhidrico 1 N por cada 100 g de agar para alcanzar un pH de 3.5y 0.35 ml para
alcanzar un pH de 5.5. Para AL 5.5 se prepar6 el agar bacteriolégico, se mezclé
con la harina mas el acido y se esterilizé6 a 121° C por 15 min. El agar de 3.5 se
mezcl6 en dos partes, una fraccion de agua-agar con la harina y el acido y otra de

agua y acido. Luego de la esterilizacion las dos se mezclaron.

Los agares se vertieron en cajas petri una cantidad aproximada de 10 g. Cuando
el agar se enfri6 se cubri6 con una membrana de polipropileno de 90 mm de
diametro, 0.1 mm de espesor y con poro de 0.1 mm. Como testigo se utilizd agar
PDA en proporcion de 39 g por litro. Para cada unidad experimental se registro el
peso de la caja vacia y anhidra, peso de la caja mas el agar y el peso de la caja
mas agar y membrana anhidra. Por diferencia puede obtenerse el valor de cada

uno de los elementos dentro de la caja.
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4.5.2. Fermentacion

En cada unidad experimental se adicioné como in6culo el 1 % de la masa del
medio, equivalente a 100 pl de suspension que se distribuyd en toda la superficie
con aza. Las cajas se introdujeron en incubadora a 25° C y se retird

aleatoriamente 3 de ellas cumplido el tiempo de fermentacion.
4.5.3. Determinacion de biomasay materia seca

El peso seco de la biomasa adherida a la membrana se determind en cada tiempo
de fermentacion. La membrana se separé de la superficie del agar y se secé a 90°
C por 3 h. Luego se enfri6 en desecador y se peso. La biomasa se calculé por

diferencia entre el peso total (membrana + micelio) y el peso de la membrana.

Para determinar el contenido de materia seca, el agar que qued6 después de
retirada la membrana y la biomasa, se secé en estufa a 105° C por un tiempo de 6

h. Finalizado el tiempo las cajas se enfriaron en desecador y se pesaron.

En 48 h de fermentacién se realizaron 19 mediciones de biomasa y de materia
seca. Para pH 3.5 se muestre6 alas 0, 2, 4, 6, 7, 10, 12, 16, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
36, 39, 42, 45,48 hyenAL5.5alas 0, 2, 4, 6, 7, 10, 12, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 36, 39, 42, 45, 48 h. Se realizaron 10 mediciones de pH a las 0, 6, 12, 16, 20,
24, 28, 36, 42 y 48 h para AL 5.5 y para AL 3.5 se midi6 a las 0, 6, 12, 16, 22, 26,
30, 36, 42 y 48 h. La cinética de biodegradacion de alcaloides se construy6 con 8
mediciones tomadas a las 0, 12, 16, 20, 24, 28, 36, 42y 48 hy 0, 12, 16, 22, 26,
30, 36, 42 y 48 h para el pH 5.5 y 3.5 respectivamente.

4.5.4. Disefo experimental y analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza usando el modelo lineal general en el paquete

estadistico MINITAB 14. Se utiliz6 un nivel de significancia p<0.05.
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Tabla 4. Disefio experimental segunda fase

Unidad Total

Factores  Niveles  experimental Tratamientos Réplicas Unidades Q/arlables
: espuesta
(UE) Experimentales

PDA _
pH AL-3.5 Agar en Aé(i:glrlr?;dseas

AL-5.5 cajas petri 57 3 171 oH

: 19 10 g por caja

Tiempo Puntos Mat. Seca

4.6. INFLUENCIA DE LA HUMEDAD Y EL TAMANO DE PARTICULA EN
REACTOR CON AIREACION ESTATICA

4.6.1. Preparacion del medio

Se determiné el contenido de humedad del material vegetal y se realiz6 el balance
de agua, para calcular la cantidad necesaria para humedecer los cotiledones hasta
40, 50 y 60 % (H-40, H-50 y H-60). En un frasco hermético con capacidad de 2
litros se introdujo el material vegetal, agua destilada y la solucién de acido
clorhidrico 1.0 N para nivelar el pH en 5.5. La hidratacién se realizé durante 24 h
en refrigeracion con movimientos continuos para garantizar hidratacion
homogénea. Para el medio H-40 se prepararon 545.43 g de material hiumedo
conformados por 332.01 g de cotiledones (Base Parcialmente Seca BPS)®, 205.92
g de agua y 7.5 g de solucion de acido. Para H-50 se prepar6 666.67 g con 332.01
g de material, 322.89 g de agua y 11.76 g de acido. Para el medio H-60 se
prepararon 857.14 g utilizando 332.01 g de cotiledones, 506.64 g de agua y 18.48

g de &cido.

Las unidades experimentales (frasco), se utilizaron como envases de vidrio de 350

ml de capacidad con 43 mm de diametro por 95 mm de profundidad. En cada

® Este estado de humedad se considera como “base parcialmente seca” ya que a pesar de que los
cotiledones estan aparentemente secos, aun guardan una cantidad de humedad al interior. Este
valor de humedad se lo tiene en cuenta en los céalculos del balance de materia para elaborar el
medio.
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frasco se introdujo un papel aluminio con la forma del frasco para contener el
material. Se coloc6 20 g de materia seca inicial en cada frasco de manera que se
introdujo 36.36, 44.44 y 57.14 g de semillas humedas en H-40, H-50 y H-60
respectivamente. Los experimentos se realizaron en dos tamafos de particula;
cotiledén entero y quebrantada (Tyler malla No 4) en cada humedad. Por tanto, se
prepararon 15 frascos para cada uno de los seis tratamientos. La oxigenacion fue

Unicamente el espacio de cabeza dentro del reactor.

Hidratado el material vegetal se introdujo en cada frasco y se tap6 para someterse
a tratamiento térmico. La temperatura se elevé a 121° C a 15 psi durante 5 min,

seguido se despresurizo y enfrio hasta temperatura ambiente.
4.6.2. Fermentacion

La fermentacion se inicio inoculando en cada frasco el 1 % de la masa total de una
suspensién de esporas con poblacién de 10’ esp ml™*. Por tanto se inocularon
0.37, 0.45 y 0.58 ml de suspension para H-40, H-50 y H-60 respectivamente. En
cada reactor se homogenizé para distribuir el in6culo. Luego los frascos se
introdujeron en una incubadora a 25° C. Cumplido el tiempo de fermentacion se

tomaron aleatoriamente 3 frascos en los cuales se realizaron los analisis.
4.6.3. Determinaciones

De cada unidad experimental se registré al inicio el peso del frasco con su tapa
vacio, frasco mas papel aluminio, frasco mas papel y cotiledones humedos.
Durante las 48 h se muestred cada 12 h y se registro el peso del frasco con el
material fermentado. Este se introdujo dentro de una estufa a 105° C durante 72 h
para determinar por diferencia la humedad y el peso seco. En cada punto se
determiné el pH, alcaloides totales y cenizas. La humedad y el pH se determinaron
por las técnicas A.O.A.C. y la actividad acuosa inicial se determiné en un equipo

ACUALAB CX-2. Al inicio y al final del proceso se realiz6 un analisis proximal.
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4.6.4. Disefio experimental y analisis estadistico

Tabla 5. Disefio experimental tercera fase

Total

L Unidad i i
. Combinacio X . . Unidades Variables
Factores Niveles nes expe(rtlJmEeintaI Tratamientos ~ Réplicas Experimen Respuesta
tales
o Entero Ent H-40
Tamafio Quebrado Ent H-50 Frasco
con
H-40 Szte :ig material Alcaloides
Humedad H-50 Que H-50 hdamedo 30 3 90 pH
H-60 Que H-60 20 g de Mat. seca
5 material
Tiempo PuNtos 5 seca

Se realiz6 un andlisis de varianza usando el modelo lineal general con el uso del

paquete estadistico MINITAB 14. Se utiliz6 un nivel de significancia p<0.05.

4.7. INFLUENCIA DE LA HUMEDAD Y EL TAMANO DE PARTICULA EN
REACTOR CON AIREACION FORZADA

4.7.1. In6culo

Se preparo tubos de ensayo con agar PDA como cultivos de trabajo para utilizarse
como iniciadores. La produccion de esporas se realizd6 en matraces de 250 ml con

50 g de agar PDA. Se sembraron y se incubaron a 30° C durante 7 dias.

Para elaborar el inOculo, a los matraces se les adicion6 20 ml de solucion acuosa
al 0.1 % de Tween 80 y se rasp0l. La suspension se recolecté y se contd las
esporas por triplicado en camara de Newbauer. El volumen de suspensién a

adicionarse por materia seca de cotiledones, se calcul6 con la siguiente relacion:
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VSUS = [Emedl X MS EC (9)
[Esus]

Donde: Vgs = Volumen de suspension (ml)
Emeq = Esporas en el medio (esp g™)
Esus = Esporas en la suspensién (esp ml™)
MS = Materia seca en el medio (Q)

4.7.2. Preparaciéon del medio

Se calcul6 la cantidad de agua necesaria para humedecer los cotiledones en dos
humedades 50 y 60 % (H-50 y H-60) realizando el balance de agua. El medio se
prepar6 en un matraz con capacidad de 1 litro en el que se introdujo el material
vegetal, agua destilada y la solucién de acido clorhidrico 1.0 N para nivelar el pH

en 5.5. La hidratacion se realiz6 durante 24 h en refrigeracion.

El andlisis de humedad determiné que los cotiledones (BPS) tenian una humedad
de 10.315+0.125 % y un 89.685+0.125 % de sodlidos. Por tanto, para preparar 250
g de medio con 50 % de humedad se tomaron 139.37 g de material (BPS) y
110.63 g de agua. Para preparar 250 gramos de medio H-60 se utilizaron 111.51 g
de cotiledones y 138.49 g de agua. En el agua para cada medio estan incluidos los
valores de la solucion de acido y el inéculo. Por tanto el 80 % se utilizo en la
hidratacion inicial y el restante 20 % para el inoculo y el acido. El &cido en H-50 se
utilizdé en una proporciéon de 0.195 g por cada 11.1501 g de cotiledones
(equivalente a 10 g de materia seca). Para H-60 se utiliz6 0.309 g de acido por
igual cantidad. El faltante de agua que pudo quedar se completé con agua
destilada estéril. Los cotiledones hidratados y acidulados se sometieron a
tratamiento térmico a 121° C durante 5 minutos para luego ser enfriados hasta
temperatura ambiente. Luego se adicioné el indculo y el agua restante, se mezclo
para homogenizar las esporas inoculadas y se tomé el tiempo como el inicio del

proceso.
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Se utilizaron columnas de vidrio de 20 mm de diametro por 180 mm de altura total.
Dentro de la columna se definié una altura de lecho de 110 mm que fue el
volumen util del reactor en el cual se fermenté el material. El material inoculado
fue empacado en las columnas a las que se les colocé tapones de papel aluminio
y algodoén en los extremos. Se registré el peso de la columna vacia (con tapones)

y el peso de la columna llena.
4.7.3. Fermentacion

Se realizaron experimentos en tres tamafos de particula, entero y quebrantado en
serie Tyler malla No 4 y No 6. Dos niveles de humedad, H-50 y H-60 y tres
volimenes de aireacién, en 20, 60 y 100 ml min® a un tiempo de 48 h. Las
columnas se sumergieron en bafio maria a 25° C y se inyect6 aire humedo al
sistema. Durante ese tiempo se monitored la produccién de CO, y el pH, la
humedad y el contenido de alcaloides totales al inicio y al final. Con el tratamiento
en el que se observé mayor detoxificacion se realiz6 una cinética de 96 h, con

medicion cada 24 h.
4.7.4. Determinaciones

La humedad se determind en una termobalanza OHAUS MB 45. El equipo se
programo a una temperatura de 130° C durante 45 min. La medicion de pH se hizo
de acuerdo a la metodologia A.O.A.C. 943.02/90.

La determinacion de alcaloides se realiz6 de acuerdo a la técnica de Muzquiz et
al., (1993). La medicién se realiz6 en un cromatégrafo de gases Perkin Elmer
Corp. CG Autosistem XL R3, equipado con detector FID, columna capilar PE-1 de
30 metros, automuestreador y software Turbochrom Workstation versién 4.1. La
identificacién se realizé6 en un cromatografo de gases GC-6890 N Network GC
sistem, acoplado a un detector de masas 5975B VL MSD e inyector 7683B series,

de Agilent Technologies.
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Se monitored la produccion de CO, con la ayuda de un equipo de analisis
respirométrico. Esta conformado por un analizador GOWMAC (Gowmac
Instruments Company), gas cromatographer series 580 equipado con un detector
de conductividad térmica, columna CTR-1 concéntrica Altech. Se utilizé helio como
gas de arrastre a 40 ml min® y el equipo se programé a una temperatura de
columna de 50° C, inyector a 80° C, detector 80° C y 150 mA. La toma de muestra
de cada columna se control6 mediante un Multiposition Control Module de Valco
Vici Instruments Co. Inc. El sistema se controlé con el software Clarity Version
2.6.06.574 / 21 2009. La determinacion de la cantidad de CO, y O, se calculé con

las siguientes relaciones:

La diferencial del CO,y O,":

dC0, (CO,mov — COaire) = (Flujo Aire)] PMCO, CorrT® » CorrP
ar MSI Twver TR Ec (10)

Donde: dCO, / dt = Diferencial de concentracién de CO, (mg CO, h'* g MSI™)
CO2mov = Concentracion promedio de CO, movil (%)
COzaire = Concentracion de CO; en el aire (%)
Flujo Aire = Volumen de aire inyectado al reactor (ml min™)
MSI = Material seca inicial (g)
PM CO; = Peso molecular del CO, (mg mmol™)
VGI = Constante volumen molecular gas ideal (ml mmol™)
Corre T° = Factor de correccion de temperatura
Corre P = Factor correccion de presion

Para la integral (CO, y O, acumulado)
(52 = S50 o] o [(552), - 52 ] o] [ )]

t=0
Donde: (Cant CO, / g MSI), = Cantidad de CO; final (mg CO, g MSI'l)
(dCO,/ dt), = Diferencial de concentracién de CO, final (mg CO, h™* g MSI™)

Ec.(11)

" Las ecuaciones 10 y 11 se utilizan de igual forma para calcular el contenido de diéxido de
carbono y oxigeno cambiando solamente los pardmetros de cada compuesto.
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(t> — t;) = concentracion de CO, en el aire (%)
(dCO,/ dt), = Diferencial de concentracion de CO, inicial (mg CO, h™ g MSI™)
(Cant CO,/ g MSI), = Cantidad de CO; inicial (mg CO, g MSI'l)

Para el coeficiente respiratorio CR:

mmaol C0,

mmal 0 Ec. (12)

Donde: CR = coeficiente respiratorio
mmol CO, = Moles de CO, mdvil (mmol CO5)
mmol O, = Moles de O, en el aire (mmol Oy)

4.7.5. Disefo experimental y analisis estadistico

Tabla 6. Disefio experimental cuarta fase

Unidad Total

. N ; ) L : Variables
Factores Niveles Combinaciones  experimental ~ Tratamientos  Réplicas Unidades
(UE) Experimental Respuesta
Ent H-50 A,
Entero  EntH-50 A,
Tamafio  No. 4 Ent H-50 A;
No. 6 Ent H-60 A;
Ent H-60 A2
Ent H-60 A;
No.4 H-50 A; Alcaloid
caloides
Humedad 1120 No4 H-50 A2 o 1umna pH
H-60 No.4 H-50 A3 -
material 18 2 36 Mat.
No.4 H-60 A; htmedo Seca
No.4 H-60 A, CO;
No.4 H-60 Az

A;-20  No.6 H-50 A
Aireacion  A,-60 No.6 H-50 A,

A-100  No.6 H-50 A,
No.6 H-60 A,
: No.6 H-60 A,
Tiempo 1 N,.6 H-60 A,

Se realiz6 un analisis de varianza usando el modelo lineal general con el uso del

paquete estadistico MINITAB 14. Se utilizé un nivel de significancia p<0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DE LA SEMILLA
5.1.1. Propiedades fisicas de la semilla

La semilla de Lupinus mutabilis posee un color blanco opaco y una forma ovoide
con longitudes variables en las tres dimensiones. El diametro promedio ortogonal
es de 7.5083%0.4416 mm con un volumen calculado de 0.3368 cm® semilla™,
variando entre 0.2975 y 0.3722 cm®. Este tamafio de la semilla se considera
intermedio comparado con el frijol y arveja que tienen un diametro de 10.2 y 6.6
mm respectivamente (Codex Stand, 1989). La semilla de lupino posee un 17%
mas de diametro en comparacion con la semilla de soya (6.3 mm). El mayor
tamafio de la semilla de lupino indica que puede proveer mayor cantidad de
nutrientes por semilla mejorando el rendimiento en el procesamiento. La semilla
esta conformada por dos cotiledones y una radicula embrionaria equivalentes al
88.97% del peso total. Tienen un espesor promedio de 2.405+0.26 mm y un color
amarillo oscuro debido al contenido de grasas y carotenoides. El 11.03 % de la
semilla estd compuesta por un tegumento blanco y duro cuyo espesor promedio
es 0.20£0.06 mm, variando entre el borde longitudinal de 0.27 mm, transversal de

0.18 mm y superficial de 0.15 mm.

5.1.2. Composicion quimica de la semilla
5.1.2.1. Andlisis bromatoldgico

El lupino mostré un alto contenido de nutrientes principalmente proteina, grasas y
extracto libre de nitrégeno (ELN) (Tabla 7). Los valores de proteina y grasa se
incrementan en 9.73% y 10.58% respectivamente para los cotiledones. Estos

valores son inferiores a los reportados en la literatura, donde se citan contenidos
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de 51% de proteina en semillas (Caicedo et al., 2001). El material analizado de L.
mutabilis tuvo un contenido maximo de proteina de 49.22% en cotiledones. Los
valores de semilla entera y cotiledones son superiores al de otras materias primas
utilizadas en la industria alimentaria, como la soya que presenta 40% de este
compuesto (Orf, 1988).

Tabla 7. Analisis proximal de semilla, cotiledon y tegumento de Lupino (L.

mutabilis)
NUtrientes . Lupinl.Js n?utabilis

Semilla Cotiledoén Tegumento
Semilla entera; 100 88.97+3.12 11.03+0.64
Humedad; 9.63+0.18 9.67+0.21 10.79+0.53
Proteina, 44.86+1.92 49.22+1.37 9.39+0.19
Grasa, 13.91+0.97 15.38+1.01 2.20+0.22
Ceniza, 5.52+0.12 5.89+0.10 2.55+0.09
Fibra bruta, 8.58+0.35 2.42+0.19 58.35+0.72
E.L.N., 27.12+1.07 27.08+0.96 27.50+0.37

1 Porcentajes base parcialmente seca 2 Porcentajes en base seca

La grasa y el ELN presentaron valores de 13.91 y 27.12% en semillas y 15.38 y
27.08% en cotiledones, respectivamente. Estos resultados confirman que lupino
es una leguminosa de alto potencial energético. La fraccion fibrosa de la semilla se
encuentra principalmente en el tegumento que contiene el 58.35% de este
compuesto. Esta formado por celulosa y hemicelulosa ademas de lignina (30.44%)
la cual es responsable de la textura dura del tegumento. El valor de fibra
detergente neutra (FDN) (75%) indica el adecuado valor nutritivo que el material
podria tener para herviboros y que contribuye a la calidad global del lupino (Tabla
8). El analisis elemental encontré que las semillas de lupino contienen 7.35% de
nitrégeno total, 55.95% de carbono y 9.83% de hidrogeno. Con base en el
contenido de cenizas (5.52%) se estima que el contenido de oxigeno equivale a
21.35%.

En la ceniza se encontré que las semillas contienen elevados niveles de fosforo,
potasio y hierro. Sin embargo presenta bajo contenido de calcio y magnesio.

Aunque la mayor parte de los minerales se encuentra en los cotiledones, el hierro
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y el manganeso se encontraron mayormente en el tegumento. El calcio esta
predominante en el tegumento con una concentracion de 38% respecto a otros
minerales, mientras que en los cotiledones esta aproximadamente el 1% (Tabla 9).

Tabla 8. Composicién de fraccion fibrosa de cotiledén y tegumento de Lupino (L.
mutabilis).

Lupinus mutabilis

Compuesto Cotiledén  Tegumento
(%) (%)
FDN 75.06 75.55
FDA 67.6 68.04
Lignina 30.24 30.44
Celulosa 37.36 37.6
Hemicelulosa 7.46 7.51

Valores calculados en Base seca

Tabla 9. Composicién mineral de cotiledon y tegumento de Lupino (L. mutabilis).

Lupinus mutabilis

Minerales —
Cotiledén Tegumento

Calcio; 0.04 0.57
Fésforo, 1.24 0.14
Magnesio; 0.35 0.27
Potasio; 1.67 0.42
Azufre, 0.38 0.08
Cobre, 10 6
Manganeso, 38 12
Zinc, 34 8
Hierro, 58 46

1. Porcentaje p/p 2. mg/kg
Valores calculados en Base seca

5.1.2.2. Presencia de sustancias toxicas

Se han identificado aproximadamente 150 estructuras de alcaloides
quinolizidinicos diferentes cuya presencia varia de acuerdo a la especie y a las
condiciones de crecimiento de la planta (Wink, 1991). En los analisis realizados al

L. mutabilis se encontraron cinco alcaloides mayoritarios que conforman el 90 %
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de la fraccion total: la lupanina, la esparteina, la tetrahidrorombifolina, la 4-
hidroxilupanina y la 13-hidroxilupanina (Anexo 1). A diferencia de lo reportado por
Hatzold et al. (1983), para la especie, se encontré en el material analizado que
después de la lupanina es la esparteina la sustancia de mayor presencia, seguida
por los demas alcaloides (Tabla 10). Los cambios en la proporcién de metabolitos
ocurren en respuesta a las condiciones propias del ambiente como defensa frente
a los enemigos naturales (Wink and Twardowski, 1992).

Tabla 10. Contenido de alcaloides quinolizidinicos (AQ) del Lupino (L. mutabulis)

; Tiemp_q Concentracion
Alcaloide Retenmon (Mg AT gMS™)
(min)

Esparteina 7.782 12.90+0.57
NI 10.309 0.20+0.01
NI 13.149 0.28+0.02
NI 13.657 0.22+0.00
Tetrahidrorombifolina 13.863 3.91+0.04
NI 14.328 0.06+0.00
NI 14.557 0.10+0.00
NI 14.853 0.05+0.00
Lupanina 15.536 26.55+0.39
4-hidroxilupanina 17.469 1.53+0.08
13-hidroxilupanina 21.379 1.01+0.09
Valores totales 46.81+1.79

5.1.3. Propiedades fisicoquimicas

5.1.3.1. Hidratacién

La semilla de L. mutabilis estd compuesta en 88.97% por los cotiledones y un
11.03 % por el tegumento. Tiene un contenido de humedad de 9.63% (Base
parcialmente seca BPS) y 24 h después de sumergida en agua alcanza 64.32%,
estado en el cual los cotiledones representan el 90.66% y el tegumento 9.34%. En
estado parcialmente seco (9.67% BPS), los cotiledones presentan una estructura
rigida. Al ser hidratados hasta 55% de humedad se tornan elasticos y en completa
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hidratacion (65%) el fendmeno de turgencia hace que se vuelvan quebradizos y
sensibles a los esfuerzos mecéanicos (Figura 1).

El tegumento seco es de color blanco, duro e impermeable con un 10.79% de
humedad. En hidratacion completa alcanza una humedad de 40.65% tornandose
transparente y volviendo a su estado inicial al deshidratarse. Al estar hUmedo su

impermeabilidad disminuye permitiendo la hidratacién de los cotiledones.

Semilla BPS Semilla Himeda

Fig. 1. Semilla parcialmente seca y completamente himeda

5.1.3.2. Proceso de hidratacion de semillas y cotiledones.

El incremento de la humedad fue mas rapido en cotiledones que en las semillas
enteras debido al tegumento que retrasa la absorcién de agua (Figura 2). La
hidratacion de la semilla se inicia con un periodo de baja absorcién observandose
la aparicion de rugosidades sobre el tegumento a las 6 h. Después de 8 h las
semillas comienzan a ganar agua a una tasa constante, hasta que a las 18 h la
semilla gand 1.80 g de agua por cada gramo de materia seca. El valor de 64.32%
de humedad fue constante y se le consideré como el limite maximo de hidratacion
que puede alcanzar la semilla. La hidratacion de los cotiledones es mas rapida y
después de 6 h ya han absorbido 1.88 g H,O g MS™. Esto equivale a una

humedad de 65.32% considerado como maxima hidratacion de los cotiledones.
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5.1.3.3. Relacion entre hidratacion y tamafio de semillas.

El agua absorbida es almacenada en la estructura porosa de las semillas en los
espacios de las paredes celulares, provocando un aumento en el volumen total y
cambios en tamafio y estructura de las semillas. Para lograr las humedad de 40,
50 y 60%, se adicioné agua destilada ocasionando un incremento en las

dimensiones ortogonales, diametro y volumen de la semilla (Figura 3).

T 2.2
+ 20
+ 1.8
+ 1.6
+ 14
+ 1.2
+ 10
+ 08
+ 0.6
+ 04
+ 0.2
0+ T T T T T T T T T T T 0.0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)
Fig. 2. Cinética de absorcion de agua de semillas y cotiledones de L. mutabilis

Humedad Base Humeda {%)

A. Semillas BPS. B. Humedad 40%. C. Humedad 50%. D. Humedad 60%.

Fig. 3. Tamafio de la semilla en diferentes valores de hidratacion
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Una semilla cuyo diametro promedio en base parcialmente seca es de 7.53 mm
incrementa su diametro en 15.26% cuando la humedad llega 40%, y en 23.04 y
24.93% cuando es de 50 y 60%, respectivamente. De igual manera, se observa un
incremento de 34.18% en el volumen para semillas con 40% de humedad, y de
60.28 y 72.09% en semillas con 50 y 60% respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Incremento en el didmetro y el volumen de la semilla de Lupino (L.
mutabulis)

Agua presente en Dimensiones
Semilla Promedio
(9 agua g SS™) (mm)

Humedad
(%)

Diametro Volumen
(mm) (cm®)

Long =10.11
0.1065 Prof =8.12 7.5320 0.3481
Alt=5.24
Long =12.13
40 0.5601* Prof = 10.00 8.6811 0.4671
Alt =5.42
Long =13.14
50 0.8935 * Prof = 10.66 9.2671 0.5580
Alt=5.70
Long = 13.22
60 1.3935* Prof =10.73 9.4117 0.5991
Alt =5.90
* Cantidad de agua adicional que se debe agregar a la semilla.

BPS
(9.63 %)

5.1.3.4. Relacion entre la humedad y el pH

El pH de las semillas de lupino es acido variando entre 5.6 y 5.8 y esta relacionado
con el contenido de agua en el grano. Los valores promediados de pH medidos en
semillas con humedades de 40, 50 y 60% fueron de 5.67, 5.72 y 5.79
respectivamente. Este comportamiento se debe al contenido de proteinas que
amortigua los cambios de pH. La variacion de la humedad en los intervalos

estudiados no provoca cambios considerables en esta propiedad.
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5.2. INFLUENCIA DEL pH
5.2.1. Crecimiento del microorganismo

El andlisis se hace en base al area del plato por ser un factor limitante del
crecimiento (Figura 4). El diametro del plato tiene 90 mm y un area de 63.61 cm?.

Fig. 4. Extraccion de la biomasa fangica de la superficie del agar

Se observaron diferencias en la cantidad de biomasa, la velocidad de crecimiento,
el pH y en el tiempo de las fases de desarrollo. El crecimiento fue mayor para el
agar lupino con pH de 5.5 (AL 5.5), con una cantidad de biomasa seca de 68.75
mg BS plato™ en 48 h. Este fue mayor que el registrado para el pH de 3.5 (AL 3.5)
que tuvo un valor de 59.10 mg BS plato™. El valor en el agar PDA que fue de
53.10 mg BS plato™, ubicado por debajo del los agares con lupino. En AL 3.5 se
observo un 11.29 % mas de biomasa que en el agar PDA. Un 29.38 % mas de

crecimiento se observo en AL 5.5 respecto al agar PDA (Figura 5).

54



80

Biomasa (mg Caja')

Tiempo (h)

Fig. 5. Cantidad de biomasa por area de R. oligosporus en PDA y agar lupino a pH
de 3.5y 5.5.

El crecimiento del microorganismo fue mayor en los tratamientos de agar lupino,
posiblemente debido a la mayor biodisponibilidad de nutrientes. En los medios
estudiados no se observo inhibicion causada por la presencia de los alcaloides.
Entre los tratamientos se observé un 16.25 % mas para AL 5.5, de lo que se
concluye que el pH en el tiempo tiene incidencia en el hongo (Tabla 12). Los
resultados son consecuentes con los estudios de Sparringa et al., (2002), donde
se concluy6 que el pH esta directamente relacionado con el crecimiento. A un pH
de 5.8 hay mayor crecimiento y disminuye cuando el pH baja. Los resultados son

aplicables al lupino cuya composiciéon demostro ser 6ptima para el hongo.

Se determiné diferencias significativas en la tasa de crecimiento registrada en las
48 h de fermentacién. La tasa de crecimiento en PDA fue de 5.07 mg BS h™. La
méxima tasa de crecimiento para el AL 5.5 fue de 5.45 mg BS h™, 7.44 % por
encima de la registrada para el PDA (Figura 6). Para el AL 3.5 fue 4.51 mg BS h?,
12.85 % menor que para el PDA. Entre los agares lupino se observa una
diferencia del 21.2% mas de velocidad de crecimiento para el agar con pH 5.5.
Aparentemente el catabolismo de los nutrientes del agar lupino requiere de mayor

tiempo a medida en que disminuye el pH del medio.
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El tiempo en que se alcanzé la maxima velocidad de crecimiento fue diferente para
los tratamientos. Mientras que para el PDA se alcanzo a las 20 h de fermentacion,
para él AL 5.5 se alcanzo a las 28 h. Se observo un crecimiento mas lento para el
tratamiento del AL 5.5 con respecto al PDA, que pudo deberse a los nutrientes de
mas dificil aprovechamiento para el microorganismo. Para el AL 3.5 se alcanz6
hasta las 39 h, aparentemente el hongo experimentd dificultades de adaptacion
que retrasaron el consumo de nutrientes debido al pH. Esto se ha observado en
experimentos con Rhizopus en los que se ha visto crecimientos lentos en medios

con pHs bajos (Ikasari y Mitchell, 1996).

Tabla 12. Cantidad de materia seca consumida y de biomasa seca por unidad de

area.
Agar PDA Agar Lupino 3.5 Agar Lupino 5.5
Tiempo BSAL BS AT BSAY
(h) MSCs 1, (mgPlato” MSCs 1, (mg Plato” MSCo 1, (mgPlato”
(mg Plato™) 1) (mg Plato ™) 1) (mg Plato ™) 1)
0 0 0.57+0.11 0 0.55+0.07 0 0.55+0.07
2 1.62+0.18  1.104+0.14  5.45+0.54 1.01+0.07 2.15+0.22  1.05+0.07
4 1.39+0.23  1.01+0.14  3.28+0.34 0.95+0.07 3.56+0.23  1.55+0.21
6 3.55+0.37  0.55+0.07 1.22+0.12 0.75+0.07 3.90+0.38  0.50+0.05
8 7.30+0.66  1.00+0.09  4.62+0.26 1.55+0.35 5.56+0.12 6.70+0.56

10 13.37+0.90 3.15+0.21 1.09+0.06 0.75+0.08 11.31+0.52 2.05+0.21
12 18.20+0.67  6.95+0.35 7.61+0.64 1.20+0.14 20.42+1.55 2.35+0.21
16 30.70+2.92  9.95+0.35 2.31+0.21 0.90+0.08 28.67+2.51 5.15+0.21
18, 37.70£3.69 11.20+0.84 3.86+0.26 1.40+0.14 54.39+2.82 6.95+0.21
20, 51.62+4.28 21.35+0.21 10.37+0.80 1.45+0.08 65.17+2.44 7.90+0.28
22, 55.20+£3.69 29.45+0.91 13.82+1.20 2.05+0.21 69.78+2.49 10.10+0.14
24, 62.10+1.69 35.95+0.07 30.12+0.38 3.10+0.14 74.02+5.18 14.10+0.84
264 74.05+2.74 39.45+0.21 25.29+0.64 7.00+0.28 79.34+4.02 18.45+0.35
28, 79.12+1.75 40.85+0.21 59.13+5.14 10.70+0.42 90.35+3.46 29.35+0.35
36 89.06+£3.75 48.45+0.07 99.73+7.30 32.75+0.35 101.27+2.19 46.70+0.28
39 95.02+4.72 51.30+0.14 105.60+6.07 46.30+0.56 110.27+1.93 53.25+0.35
42 96.71+0.94 51.90+0.56 112.67+7.81 52.50+0.28 113.54+3.96 58.20+1.55
45 102.99+0.21 52.35+0.63 114.01+6.69 55.00+0.56 115.79+2.52 66.55+2.61
48 106.37+3.66 53.10+0.56 116.68+10.34 59.10+0.42 128.45+0.74 68.75+1.06

a. Para el tratamiento agar lupino 3.5 estos puntos se tomaron en las 20, 22, 24, 26, 28 y 30 h.
b. Materia seca consumida
c. Biomasa seca por Area
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Se observo que las fases de latencia, exponencial y estacionaria varian en los tres
tratamientos. La fase de latencia en PDA no supera las 10 h de siembra, tiempo
en el cual se observo la aparicion del primer micelio. En AL 5.5 se observé este
fenbmeno a las 12 h y varid para el AL 3.5 después de 24 h. Los estudios
muestran que el pH acido favorece la germinacion (Medwin y Grant, 1984),
sugiriendo que se presentd dificultades en el consumo de nutrientes.

Para calcular la tasa de crecimiento especifico (i) se realizd6 un ajuste con la
ecuacion exponencial (X=Xo.e""), mediante el método de minimos cuadrados. Se
obtuvo un R? de 0.9596, 0.9876 y 0.9585 para los tratamientos en PDA y los
agares lupino 3.5 y 5.5 respectivamente. La duraciébn de toda la fase de
crecimiento exponencial en PDA fue de 12 h y tuvo una tasa de crecimiento
especifico (1) de 0.1892 h™. En AL 5.5 esta fase tuvo una duracién de 16 h con
una p de 0.1490 h™". Para el AL 3.5 fue de 17 h y se calcul6 una p de 0.1688 h™. El
crecimiento se facilita en el PDA y aunque la adaptacion en AL 3.5 requiere mayor
tiempo, el crecimiento se realizé a una tasa mayor que para €l AL 5.5. La ecuacién
logistica fue también usada pero la correlacion fue menor siendo de 0.947, 0.715y
0.926 para PDA y agar lupino 3.5 y 5.5 respectivamente.

6.0
& 5.0
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c
°
£ 3.0 ——PDA
[&]
g AL3.5
2 20 —+—AL5.5
b
e 10 m
|_

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Fig. 6. Velocidad de crecimiento del R. oligosporus en PDA y agar lupino a pH de
3.5y5.5.
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Una fase estacionaria se observo en el agar PDA al final de la fermentacion que
duré 6 h. Para el AL 5.5 la biomasa sigue incrementandose aunque a una
velocidad menor, observandose una tendencia de desaceleracion en las 3 h
finales del proceso. Para el AL 3.5 se observé un crecimiento en la misma
tendencia de AL 5.5 pero en tiempo posterior (Figura 6). En la gréfica de velocidad
(Figura 6) también se puede observar para el AL 5.5 un punto de baja velocidad a
las 40 h y un posterior incremento, sugiriendo una tendencia de metabolismo
diauxico también reportada por Santana et al., (2002). De acuerdo a Nout and
Kiers (2005), el hongo prefiere los é&cidos grasos como fuente de carbono.
Teodricamente en los medios hubo 11.99+0.68 % de grasas, 38.38+2.17 % de
proteinas, 21.12+1.9 % de carbohidratos entre otros nutrientes que el hongo pudo
consumir simultdneamente y que provoco este comportamiento. Esta tendencia se

observa en las ultimas tres h para el AL 3.5 por lo cual es probable que continte.

Para los tres experimentos en las 48 h no se observo signos de muerte tales como
oscurecimiento o aplastamiento. La reduccion del crecimiento se debio
probablemente a la produccion de amoniaco aunque la cantidad no fue suficiente
para matar al microorganismo. La esporulacién esta relacionada con la madurez y
el estrés experimentado por el microorganismo. Después de que el hongo ha
invadido el sustrato comienza a ser visible la produccidén de esporas, lo que se
presentd a las 36 horas en AL 5.5 y PDA. En estos medios fue donde la
esporulacién se presentd mas rapido, mientras que en AL 3.5 se observé hasta las
39 h. Se puede concluir que la esporulacion es un fenbmeno que no esta
relacionado con alguna caracteristica propia del lupino. El incremento del pH
provocO condiciones desfavorables y la esporulacion podria ser la respuesta a

tales condiciones.

Las diferencias observadas en la cantidad de biomasa, las fases de crecimiento y
la magnitud, permite concluir sobre el impacto que el pH tuvo para el Rhizopus. De
acuerdo a estos resultados se puede concluir que el medio con pH 5.5 favorecié

su crecimiento (Anexo 2).
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5.2.2. Degradacion de alcaloides

Aunque observo degradacion de los alcaloides en ambos tratamientos, se
presentaron diferencias significativas en la cantidad de alcaloides, tiempo y perfil.

La concentracion de alcaloides (A) en AL 3.5 se incrementd pasando de
26.75+1.07 mg A g MS™ a 28.33+0.80 mg A g MS™. La cantidad de alcaloides
totales (AT) en 10 g de materia seca de agar fermentado (MSF) se calculd
multiplicando la concentracién de alcaloides por la cantidad de materia seca
presente en cada plato en el tiempo de muestreo (Tabla 13). Se calculé una
reduccion en la cantidad de alcaloides desde 14.740+0.583 mg AT hasta
12.297+0.351 mg AT plato™, lo que significa que se logré una detoxificacién del
16.58 %. Un comportamiento diferente se aprecié en el AL 5.5, en el cual se
observd una notable reduccién en la concentracion pasando de 24.90+1.34 mg A
g MS™ a 11.72+0.76 mg A g MS™. Por tanto el AL 5.5 pas6 de tener 14.547+0.785
mg AT a 5.348+0.348 mg AT plato™® logrando una reduccién de 10.102 mg
equivalente a una detoxificacion del 63.23 %.

La velocidad de eliminacion de alcaloides fue mayor para el AL 5.5. Para éste la
méxima velocidad se dio entre las 16 a 20 h a una tasa de 1.12 mg AT h™ plato™.
En él AL 3.5 la maxima velocidad fue de 0.18 mg AT h™ plato® y se dio en el
intervalo de las 26 a 30 h. Las maximas tasas de degradacion suceden para

ambos tratamientos en la etapa inicial del crecimiento exponencial. (Anexo 3 a).

El perfil de los alcaloides eliminados presentd diferencias significativas para
ambos tratamientos. La lupanina (LUP) se degrad6 hasta un 70.82 % en el AL 5.5,
pasando de 10.174+0.774 a 2.998+0.275 mg LUP plato™®. En él AL 3.5 la
reduccion de la lupanina fue menor pasando de 10.543+0.765 a 8.807+0.352 mg
LUP plato™ lo que constituye una reduccién de 16.46 %. Una reduccién similar
presentd la esparteina (ESP) en AL 5.5 que se redujo en un 62.32 % pasando
desde 2.427+0.185 a 1.065+0.098 mg ESP plato™. La reduccién fue menor en AL
3.5 la cual fue desde 2.683+0.152 hasta 1.992+0.080 mg ESP plato™, equivalente
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a una eliminacién de 25.75 %. La tetrahidrorombifolina (THR) no conservo la
tendencia anterior ya que se degrado igualmente en ambos tratamientos. Para AL
5.5 el contenido pasé de 1.003+0.076 a 0.525+0.048 mg THR plato™ y para el AL
3.5 disminuyé desde 1.148+0.065 hasta 0.687+0.027 mg THR plato™. Esto
equivale a una reduccion de 47.61 y 40.12 % para los tratamientos de pH 5.5y 3.5

respectivamente (Tabla 14).

Tabla 13. Contenido de alcaloides totales en agar lupino en pH 3.5 y 5.5 durante
las 48 h de fermentacion con R. oligosporus.

Agar Lupino pH 3.5

) Materia Seca  Concentracion Alcaloides Reduccién Tasa

Tiempo  “aqar (g MS Alcaloides Totales (mg A A162l0ides  Reduccion pH
) Plato™) (mg AgMS™) Plato ™) Totales (ma.*
(%) Plato™)

0 0.550 28.04+0.74 15.44+0.41 0 3.52+0.02
12 0.558 28.21+1.44 15.74+0.80 0.84 0.084 3.50+0.07
16 0.553 26.28+0.43 14.53+0.24 1.37 0.302 3.48+0.03
22 0.540 26.86+0.67 14.51+0.37 1.54 0.004 3.50+0.07
26 0.520 27.51+0.66 14.32+0.35 3.34 0.066 3.71+0.02
30 0.491 27.44+0.54 13.48+0.27 8.44 0.187 4.12+0.03
36 0.450 28.04+0.10 12.63+0.04 14.18 0.141 4.73+0.09
42 0.438 28.42+0.58 12.45+025 13.24 0.023 5.39+0.03
48 0.434 28.33+0.80 12.29+0.35 16.57 0.081 7.04+0.05

Agar Lupino pH 5.5

0 0.584 24.90+1.69 14.54+0.98 0 5.51+0.02
12 0.564 25.60+1.00 14.44+0.56 0.72 0.008 5.49+0.01
16 0.556 24.78+2.57 13.78+1.43 5.25 0.165 5.42:0.02
20 0.519 17.91+0.61 9.29+031 36.07 1.120 5.54+0.04
24 0.510 17.48+1.40 8.91+0.71  38.69 0.095 6.59+0.05
28 0.494 16.16+2.12 7.98+1.04 45.11 0.233  6.68+0.01
36 0.483 14.54+0.90 7.02+0.43 51.69 0.119 6.76+0.03
42 0.471 13.96+0.58 6.57+0.27 54.79 0.075 6.85+0.01
48 0.456 11.72+0.37 5.34+0.16 63.23 0.204  7.15+0.09

Los alcaloides minoritarios son aquellos no identificados con la informacion
disponible de espectros. Aqui estan alcaloides derivados de los mayoritarios tales
como la iso o hidroxilupanina y/o esparteina. La cantidad de estos disminuy6 en el
AL 3.5 pasando de 1.005+0.099 a 0.810+0.052 mg plato™. Para el AL 5.5 el
contenido se redujo desde 0.942+0.049 hasta 0.759+0.057 mg plato™. Al igual que

en la THR la degradacion fue similar entre tratamientos de pH 3.5y 5.5 con 19.40
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y 19.45 % respectivamente. Pese a la reduccion, entre las 16 y 24 h se observo un
incremento en estos alcaloides principalmente en el AL 5.5. Esto podria deberse a
reacciones intermedias de la degradacion de los alcaloides principales similar a lo

reportado por Hopper et al., (1991) (Anexo 3 b).

Los ensayos no alcanzaron la reduccién reportada por Jiménez et al., (2007),
donde se obtuvo una disminucion en la concentracion del 90 %. Diferencias
tecnoldgicas independientes del pH existieron entre experimentos. La de mayor
importancia fue que el hongo se someti®6 medios cuyos nutrientes estaban
solubilizados haciéndolos mas aprovechables. Sin la existencia de un metabolismo
selectivo para los alcaloides, estos pasarian a formar parte de un banco comun de

sustancias que puede consumirse indiscriminadamente.

La descripcion matematica del fendmeno de detoxificacion se realizo con el uso de
varias ecuaciones que relacionan las variables relacionadas en el proceso. La mas
simple de estas es una ecuacion exponencial transformada dD/dt = -pupD con su
forma integrada D=D.e™*p', para calcular pup en ambos tratamientos. Los valores
calculados de pip fueron 0.0044 y 0.0181 h™ para los agares lupino 3.5 y 5.5y un
R? de 0.88 y 0.86 respectivamente. Los valores de pp muestran que la
detoxificacion ocurre lentamente en AL 3.5 ya que los enzimas segregados no
afectan los alcaloides. Pese a la sencillez de la ecuacién los valores de R? revelan

gue ésta proporciona una aproximacion aceptable al fendmeno.

En conclusion los resultados obtenidos muestran la influencia considerable del pH
en la actividad metabdlica del microorganismo. Esta condicion cambia el perfil de

enzimas producidas y su actividad, por lo que la detoxificacion cambia.
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Tabla 14. Contenido de alcaloides: lupanina, esparteina, tetrahidrorombifolina y otros minoritarios, en agar lupino en
pH 3.5y 5.5 durante 48 h de fermentacion con R. oligosporus.

Eliminacion Alcaloides (AL 3.5) Eliminacion Alcaloides (AL 5.5)
Tiempo Cantidad (mg A. Plato™) Tiempo Cantidad (mg A. Plato™)
(h) LUP ESP THR Otros (h) LUP ESP THR Otros

0 10.54+0.42 2.68+0.15 1.14+0.06 1.00+0.09 0 10.17+0.77 2.42+0.18 1.00+0.07 0.94+0.04
12 10.59+0.76 3.00+0.21 1.14+0.08 1.00+0.09 12 10.35+0.46 2.42+0.11 0.81+0.03 0.85+0.05
16 10.49+0.24 2.36+x0.05 1.06+0.02 0.61+0.02 16 9.40+1.12 2.25+0.26 0.87+0.10 1,25#0.06
22 9.92+035 2.32+0.08 1.01+x0.03 1.25+0.06 20 5.50+050 1.75+0.16 0.89+0.08 1.14+0.05
26 10.03z0.64 2.49+0.16 0.86+0.05 0.93%0.07 24 5.36+0.60 1.68+0.19 0.74+0.08 1.12+0.00
30 9.85+050 2.39+0.12 0.55+0.02 0.68+0.07 28 4.89+0.90 1.58+0.29 0.73+0.13 0.76%0.01
36 9.24+0.06 2.18+0.01 0.65x0.00 0.54+0.09 36 4414038 1.35+0.11 0.58+0.05 0.66%0.02
42 8.98+x0.44 2.48+0.12 0.54+0.02 0.43%0.09 42 3.8440.22 1.32+0.07 0.48x0.02 0.92+0.00
48 8.80+0.35 1.99+0.08 0.68+0.02 0.81+0.05 48 2.99+0.27 1.06+0.09 0.52+0.04 0.75%0.05
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5.2.3. Consumo de sélidos totales

Los analisis quimicos realizados al Lupino demostraron que su composicién es
adecuada el crecimiento del hongo. Los experimentos se realizaron en medios

con exceso de solidos totales para garantizar provision de todos los nutrientes.

El consumo de materia seca se determiné estableciendo la diferencia de peso
seco entre el inicial y el retirado en cada tiempo. Se presentaron diferencias
estadisticas significativas para la materia seca consumida, tasa de consumo y
rendimiento, en relacién al pH y al tiempo. EI consumo en AL 3.5 fue de
116.68+10.35 mg plato™ y para AL 5.5 fue de 128.45+3.74 mg plato™ en 48 h.
La fermentacion de AL 5.5 presentd un 10.09 % mas en el consumo de solidos
totales con respecto a AL 3.5. El consumo para PDA fue de 106.37+3.66 mg
plato™ (Tabla 12). Este valor menor del PDA frente a los tratamientos de agar
lupino, pudo deberse al tipo de nutrientes y a la mayor disponibilidad de estos

en el Lupino.

La tasa maxima de consumo de materia seca fue mayor para el AL 3.5
equivalente a 16.91 mg h™* plato™, frente a 12.86 mg h™ plato™ para el AL 5.5.
El hongo de consume mas sustratos, principalmente proteinas, cuando el pH
es menor. Esto se observa en la duracién de la fase de crecimiento para este

medio.

La relacion entre el crecimiento y consumo de sélidos puede observarse en los
rendimientos (Ywwms)), biomasa seca producida (BS) por materia seca
consumida (MSC). El rendimiento en AL 5.5 fue de 0.5352 mg BS g MSP™?, el
cual es 5.69 % mayor que el AL 3.5 que fue de 0.5064 mg BS g MSP™. El
rendimiento en AL 5.5 fue mayor en un 7.32 % que el calculado para el PDA
que fue de 0.4991 mg BS g MSP™. Las diferencias entre los agares lupino y el
PDA se debieron a la mayor disponibilidad y calidad de nutrientes de los

primeros (Anexo 2).
5.2.4. Cambios en el pH

Se observaron diferencias significativas en el valor del pH para los tres

tratamientos a consecuencias de las diferencias en los medios.
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El pH de ambos tratamientos de agar lupino varié a lo largo del proceso siendo
imposible mantenerlo estable durante el experimento. El pH tuvo una tendencia
a incrementarse con valores maximos de 7.13 y 7.34 para el agar lupino a 3.5

y 5.5 respectivamente después de 48 h de fermentacién (Figura 7).

El incremento en el pH se debi6 a los productos de la protedlisis que sucede en
materias primas con alto contenido de proteina. En la fabricacion del tempeh de
soya el principal producto de la protedlisis es el amoniaco que incrementa la
basicidad (Sparringa y Owens, 1999). El pH se incrementa a una tasa mayor

para AL 3.5 que para AL 5.5 lo que coincide con el mayor consumo de solidos.

El tratamiento AL 3.5 permanecio cercano a ese valor hasta la hora 22 y tarda
20 h més en superar 7.0. El AL 5.5 comenz6 a subir en la hora 16 en un pH de
5.5 y superd el 7.0 después de 26 h. Un valor bajo de pH incrementa el
consumo de proteinas estimulando la produccion de amoniaco. Por el contrario
la fermentacion en PDA ocurre con tendencia inversa. El PDA tiene un pH de
5.8, que desciende en la hora 12 y baja hasta 4.6 en la hora 24 manteniéndose
asi hasta el final. Se evidencia la produccion de acidos organicos que provocan
la acidificacion del medio. Este metabolismo sucede por la composicion del

PDA gue posee un bajo contenido de proteinas.
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Fig. 7. Cinética de variacion de pH en 48 h de fermentacion con R. oligosporus.
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5.2.5. Relacién entre las caracteristicas del medio y la degradacién de

alcaloides
5.2.5.1. Crecimiento y degradacion

El micelio invadié la totalidad del AL 5.5 a las 16 h, tiempo en el cual se
observd la mayor tasa de detoxificacion. Se concluye que el crecimiento esta
relacionado con la detoxificacion en este tratamiento. En el AL 3.5 se observoé
una tendencia similar aunque en menor magnitud. Sin embargo, no se observa
relacion entre los puntos de maxima degradacion con el mayor crecimiento que

se presento las 39 y 28 h para pH 3.5 y 5.5 respectivamente.

Aunque el crecimiento presenta tendencias similares en ambos medios tiene un
tiempo de ejecucion y duracion diferente que afecta la detoxificacion (Figura 8).
Los sistemas implicados en la degradacién se desarrollan en la etapa inicial del
crecimiento en donde el hongo segrega gran cantidad de enzimas para obtener
nutrientes y energia. El tipo de sustancias consumidas dependen del pH lo cual

explicaria las diferencias en la degradacion entre ambos tratamientos.
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Fig. 8. Relacion entre cantidad de biomasa de hongo y alcaloides consumidos
en agar lupino 3.5y 5.5.

Las enzimas responsables de la detoxificacion estan mas activas dentro de las

primeras 24 h. Miszkiewiez et al., (2004) dividi6 la fermentacion del R.

oligosporus en varias etapas. Durante las primeras 24 h se producen lipasas,

glucosidasas, manosidasas y galactosidasas, que estan relacionadas con el

metabolismo energético. A las hora 48 se detecta una mayor actividad de

xilanasas, endoglucanasas, esterasas C4 y leucin arilamidasas, lipasa-esterasa
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y valina arilamidasas. Durante todo el proceso en el sistema actlan enzimas
tales como fosfatasas alcalinas y acidas, ademas de naftol-AS-BI
fosfohidrolasas. De lo anterior puede concluirse que en AL 5.5 las hidrolasas
estan involucradas en primera instancia en la degradacion. Seguidamente el
catabolismo para la obtencidon de energia permite aprovechar los atomos de
carbono y nitrégeno de los alcaloides. En el tratamiento de pH 3.5 se observé
un crecimiento que aunque similar al anterior no present6 la misma tasa de
detoxificacion. Aparentemente el metabolismo proteolitico en este tratamiento

no tuvo la misma incidencia.

La cantidad de biomasa seca (BS) se relacion6 con el contenido de alcaloides
eliminados mediante la ecuacion del rendimiento (Ywp)). En él AL 5.5 fue
necesario 6.42 mg BS para degradar 1 mg de alcaloides mientras que en AL
3.5 este fue de 16.00 mg BS mg A™*. En AL 5.5, Y wp) fue menor que en AL 3.5,

evidenciando que se requiere mas biomasa para detoxificacion en pH bajo.

Para describir matematicamente la detoxificaciéon en relacién al crecimiento se

utilizé la ecuacion de definicion del rendimiento (Y p)):
(X2-X1) = Y wp)(D1-Dy) Ec. (13)

Donde X, = Cantidad de biomasa (mg B plato™)

X1 = Cantidad de biomasa Inicial (mg B plato™)

Y xp) = Rendimiento cantidad de biomasa por alcaloides

consumidos (mg B mg A™)

D; = Contenido inicial de alcaloides (mg A plato'l)

D, = Contenido de alcaloides (mg A plato™)
Los valores predichos por esta ecuacion tienen un R? de 0.78 y 0.76 para los
medios con pH 3.5 y 5.5. Los valores de correlacion indican que la utilizacion
de los rendimientos totales como coeficiente y el crecimiento en esta ecuacion
no presentan un buen nivel de acercamiento al proceso de fermentacion para
predecir la detoxificacion. Sin embargo, la sencillez de la ecuacion que
relaciona dos variables que se incrementan inversamente, presenta una
correlacion aceptable que permite inferir que el crecimiento y la detoxificacion

estan relacionados.

La ecuacion de Luedeking-Piret (Ec. 5) también se utiliz6 para describir la
detoxificacion en relacién al crecimiento (Soto-Cruz, et al., 2002). Para el AL
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3.5 se logré un ajuste con un R? de 0.82 y valores de o de 0.1263 y B de -
0.0053. Para el AL 5.5 se obtuvo un a de 0.3418, B de -0.0152 y un R? de 0.80.
Ambos valores de a indican que la detoxificacion esta relacionada con la etapa
de crecimiento, lo que confirma las observaciones realizadas sobre los datos
obtenidos. El mayor valor para a en el AL 5.5 indica una mayor incidencia en la
detoxificacion derivada de las diferencias en el crecimiento. La fase de
crecimiento en pH 5.5 pese a que se realizé mas lentamente duré mas tiempo,
circunstancia que pudo contribuir a la detoxificacién. Por el contrario para el AL
3.5 la fase Lag duré mayor tiempo y posteriormente crecié a mayor velocidad lo
cual incidio poco en la detoxificacion. Los valores negativos de 3 indican la baja
incidencia de la fase estacionaria. La interpretacion de los valores del modelo
de Luedeking-Piret permite llegar a conclusiones las cuales ya se habia llegado
por el analisis de los datos experimentales. (Anexo 4).

5.2.5.2. Consumo de solidos y degradacion

El consumo de materia seca se realiz6 en tiempos diferentes entre los
tratamientos evidenciando las variaciones causadas por el pH inicial (Figura 9).
Las tasas maximas de consumo de materia seca se dan a las 16 y 28 h en los
tratamientos con pH 5.5 y 3.5 respectivamente, las cuales coinciden con los
valores maximos de consumo de alcaloides. Se podria inferir que las
reacciones de degradacion estarian dentro de las de consumo de nutrientes y
evidentemente su actividad de detoxificacion fue mayor a pH de 5.5.
Probablemente los alcaloides fueron utilizados para la obtencion de energia y

la sintesis de compuestos.
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Fig. 9. Relacion entre cantidad de materia seca y alcaloides consumidos en
agar lupino 3.5y 5.5.
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Con los valores de alcaloides totales degradados y materia seca consumida se
calculd el rendimiento Y pus) obteniéndose valores de 0.0276 y 0.0718 mg A
mg MS™ para 3.5 y 5.5 respectivamente. La ecuacién de rendimiento se tomé

para calcular D, y establecer la correlacién con los valores experimentales:
(D]_'Dz) = Y(D/Ms)(Msl-Msz) Ec. (14)

Donde Ms, = Contenido de material seca (mg MS plato™)
Ms; = Contenido inicial de material seca (mg MS plato™)
Y ovs) = Alcaloides consumidos por material seca consumida (mg
A mg MS™
D, = Contenido inicial de alcaloides (mg A plato™)
D, = Contenido de alcaloides (mg A plato™)

Esta ecuacion presento altos niveles de correlacién para ambos tratamientos,
en AL 3.5 el R® fue de 0.93 y para AL 5.5 el R* fue de 0.97. El valor de Y s
relaciona bien ambas magnitudes y permite observar que pese a que el
consumo de sdlidos es alto para ambos tratamientos, la detoxificacion es
menor en el AL 3.5. Se puede concluir que el consumo de materia seca tiene
mas relacién con la detoxificacion y por tanto es un parametro de mayor

precision para describir este fendmeno (Anexo 4).
5.2.5.3. El pHy ladegradacion

El principal incremento en el pH del AL 5.5 se observé entre las 16 a 20 h,
tiempo que coincide con la mayor detoxificacidon y consumo de sélidos. Las
reacciones enzimaticas de la detoxificacion se desarrollan a un pH de 5.5 lo
gue demuestra las diferencias bioquimicas con AL 3.5. Aparte de la reaccién
inicial de hidroxilacion de la lupanina, no se ha identificado rutas metabdlicas
especificas para la degradacion de alcaloides. Probablemente la degradacién
haga parte del catabolismo de otros compuestos, importantes en el inicio del
crecimiento para la obtencion de energia y la formacion de biomasa. Wang y
Hesseltine (1965), identificaron picos de actividad a pHs de 3.0 y 5.5, de lo cual
podria inferirse que las enzimas en pH 5.5 podrian relacionarse ya que se
requieren sustancias necesarias para el crecimiento. ElI metabolismo
eminentemente proteolitico del pH 3.5 parece no tener mayor incidencia en la

detoxificacion.
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La glucoamilasa a-1,4-glucano glucohidroxilasa es una enzima alimentaria
producida por el Rhizopus (Manjunath et al., 1983). Esta estaria relacionada
con la hidroxilacion de la lupanina nombrada por Toczko et al., (1963) y
explicaria la menor degradacién de la esparteina por la especificidad de la
reaccion (Hopper et al., 1991). En segunda instancia se produce glucoamilasas
gue podrian intervenir en la reaccion (Sukara y Doelle, 1989) y actian en pHs
gue estan alrededor del valor de 6ptimo crecimiento del hongo. Las lipasas
podrian estar involucradas en la biodegradacion de los alcaloides. Estas
enzimas se producen en pH cercanos a 5.5 (Nahas, 1988), lo cual podria

explicar los niveles de detoxificacion logrados en el tratamiento de pH 5.5.

5.3. LA HUMEDAD Y EL TAMANO DE PARTICULA CON AIREACION
ESTATICA

5.3.1. Descripcién del medio de fermentacién

Se observé que las variaciones en la humedad y el tamafio de particula
cambiaron las condiciones del medio afectando el crecimiento y la
detoxificacion (Tabla 15). El lecho tuvo un diametro de 4.3 centimetros y con
una altura que cambi6 de acuerdo al tratamiento. Se observaron cambios en la
densidad debidos a la altura del lecho, la cantidad de masa y el tamafio de
particula, aunque la materia seca inicial fue constante en los tratamientos. Por
tanto se puede concluir que el material quebrantado presentdé mejores

condiciones fisicas de area para el crecimiento.
5.3.2. Crecimiento observado

Se presentaron diferencias visibles en el crecimiento debidas a las variaciones
entre tratamientos para el medio H-40 y los medios H-50 y H-60. En H-40 el
desarrollo del hongo fue escaso en las primeras 24 h, aunque hubo micelio al
interior del lecho que provocé compactacion. Hasta las 48 h se observo el
medio completamente cubierto de micelio (Figura 10). El escaso micelio se
debié a que el agua no fue suficiente para sustentar el desarrollo del hongo
aunque la actividad acuosa fue de 0.96+0.001. Se observé oscurecimiento y la

formacion de textura elastica debido al calentamiento. Ademas se observéd

69



aplastamiento del micelio al final del proceso, lo que puede interpretarse como
un signo de muerte. La esporulacion fue escasa y se hizo visible después de
las 40 h. Pese a la baja humedad el crecimiento incrementé el pH por la

protedlisis y reduccion de materia seca por la produccion de CO..

Tabla 15. Caracteristicas iniciales del lecho de fermentacion

Material Volumen Densida Humedad
Tratamiento HI%E?&?IO Jec::tﬁ:) A(Eumr)a d Lecr;o Inicial | a‘V_V |
lcm % nicial
(@ () wem) OO

H-40 E 36.26+0.37 71.15 4.9 0.50 42.41+0.13 0.96
H-50 E 44.44+0.01 82.77 5.7 0.53 54.86+0.24 0.98
H-60 E 56.55+2.27 95.84 6.6 0.59 64.57+0.30 0.99
H-40 Q 36.30+0.24 76.96 5.3 0.47 44.66+0.10 0.96
H-50 Q 43.74+2.71 88.58 6.1 0.49 54.99+0.82 0.98
H-60 Q 56.51+2.43 100.20 6.9 0.56 64.82+0.27 0.99

H-40/0 h H-40/ 24 h H-40/ 48 h

Fig. 10. Crecimiento del R. oligosporus en cotiledones enteros con 40% de
humedad en 0, 24 y 48 h de fermentacién

Entre H-50 y H-60 la cantidad el micelio no tuvo diferencias visibles la parte
superior y longitudinal (Figura 11). En relacion al tamafio de particula tampoco
se presentan diferencias visibles observandose un crecimiento uniforme en
ambos tamafnos. La complejidad del medio imposibilitd hacer mediciones del
crecimiento aunque con lo observado se puede afirmar que se presentd un

desarrollo adecuado en los tratamientos H-50 y H-60.

En el interior del lecho H-50 y H-60 se presentd un comportamiento similar al
del exterior (Figura 12). Aunque en cotiledones enteros se observé uniformidad
se observaron ligeras diferencias en los quebrantados, que pudieron deberse a

la aglomeracion. La tendencia a compactarse se presentd en el medio de
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mayor humedad y particulas pequefias. Pese a estas condiciones no se

observé en H-50 y H-60 signos de crecimiento anormal.

R

Quebrantado H-50/ 48 h Quebrantado H-60/48 h

Fig. 11. Crecimiento del R. oligosporus en cotiledones enteros y quebrantados
50 y 60% de humedad en 48 h de fermentacion.

La esporulacion se presentd después de las 40 h de fermentacion
principalmente en la parte superior de los lechos (Figura 11). La cantidad de
esporas visibles fue variable en relacion a la humedad, observandose una
mayor proporcion en los medios H-50 que en los H-60 y muy poca en H-40. No

se observaron diferencias en relacion al tamafio de particula.

. N
Entero H-60 / 48 h Quebrantado H-60/ 48 h

Fig. 12. Crecimiento del R. oligosporus en el lecho interno de cotiledones
enteros y quebrantados con 60% de humedad en 48 h de fermentacion.
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5.3.3. Variacién en el pH

La variacion en el pH del medio es reflejo de la intensidad del proceso
fermentativo (Figura 13). El incremento de pH en H-40 fue menor que el
realizado en humedades superiores. Aparentemente la baja humedad inicial
disponible y el tratamiento térmico, cambia las propiedades del material
dificultando el crecimiento del hongo (Tabla 16). Hasta las 24 h de fermentacion
no hay diferencias considerables debido al escaso crecimiento. A partir de este
punto se observé un incremento del pH siendo ligeramente mayor para la
semilla quebrantada. Los cambios se observaron en las 36 y 48 h de

fermentacion llegando finalmente a un nivel de 6.6 en ambos tamafios.

Se presentd una mayor intensidad para H-60 y se notaron pequefas
diferencias con H-50. También se observaron diferencias entre los medios
enteros y quebrantados siendo mayor para el segundo. La cinética de variacion
del pH es similar a la reportada por Han et al., (1999) para el sistema de
fermentacion con lecho estético. EI mayor tamafio de particula disminuyé el
area para el crecimiento, reduciendo la actividad metabdlica. Estos valores son
comparables a los de la elaboracion de Tempeh reportados por Sparringa y
Owens (1999a), lo cual demuestra que no hay inhibiciones por la presencia de
los alcaloides. La alcalinizacion del medio se debe a la produccion de amonio
como consecuencia de la protedlisis. Estos resultados fueron similares a los

obtenidos en AL 5.5 demostrando su reproducibilidad.

7.25

7.00

6.75
6.50 —s—H-40ENT
—H—H-50ENT

pH 6.25
—— H-60 EMNT
6.00 ——H-40 QLUE
575 —#—H-50 QUE
—e&—H-60 QLUE

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)

Fig. 13. Variacion del pH durante 48 h de fermentacién con R. oligosporus.
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El pH puede relacionarse con las fases de crecimiento, actividad que se
evidencia a partir de las 12 h. A las 24 h esta en la fase de crecimiento. Entre
las 36 a 48 h el pH cambia a una menor tasa llegando a una fase estacionaria.
La mayor intensidad observada en el medio quebrantado y con humedades
(superiores al 50%) permite concluir que la actividad metabdlica es mayor. Los
valores en H-40 se debieron a la escasa cantidad de agua que disminuyo el

crecimiento e increment6 la concentraciéon de amoniaco.

Tabla 16. Variacion en el pH del medio durante el proceso de fermentacion

HORA  H-40 ENT H-50 ENT H-60 ENT H-40 QUE H-50 QUE H-60 QUE
0 5.50+0.00 5.51+0.01 5.52+0.00 5.49+0.00 5.49+0.01 5.49+0.00

12 5.57+0.00 5.48+0.01 5.55+0.01 5.49+0.00 5.48+0.01 5.50+0.00
24 5.59+0.00 5.93+0.00 6.26+0.00 5.60+0.01 5.97+0.00 6.00+0.01
36 6.19+0.00 6.73+0.01 6.72+0.00 6.33+0.01 6.75+0.03 6.83+0.01
48 6.60+0.01 7.05+£0.05 7.11+0.01 6.66+0.00 7.11+0.03 7.35+0.01

5.3.4. Cambios en el contenido de humedad-materia seca

La fermentacién provoca cambios en el medio que se observan en la materia
seca. La mayor disminucién fue en los tratamientos H-50 y H-60 frente a H-40,
en medios enteros y quebrantados (Tabla 17). Se observé una reduccion que
esta por encima del 4% en quebrantados H-60 y H-50 (Figura 14). En los
enteros H-60 y H-50 disminuyé de 4.1 y 3.8% respectivamente. Los H-40
mostraron un consumo de 2.1y 2.5% para entero y quebrantado. En H-50 y H-
60 la disminucion de la materia seca comenzo6 a las 12 h, lo cual coincide con
el inicio de la fase de crecimiento y que continué a una tasa constante poco
antes de las 48 h. Estos valores son menores a los registrados por Ruiz-Teran
y Owens (1996), que reportan una reduccion del 10 % en 32 h. Sin embargo se
ha registrado en soya una reduccién promedio del 3 % (Zamora y Vean, 2008).
Tales resultados indican la variabilidad del proceso para la soya, que podra

reproducirse al lupino.

Pese a tener una Aw de 0.96 los medios H-40 mostraron un comportamiento

diferente por la baja humedad. Una lenta fase exponencial se observa a las 24
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h y hasta las 48 h. El consumo de materia seca fue menor al de los medios

mas hidratados, reflejando limitaciones por la baja humedad.

2016
19.95 498 20.20

20.00
19.80
19.60

19.56 19.40

Materia Seca (g)

19.20

190
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12
pd -
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H-50 E
H40Q | 00
H-80Q

Fig.14. Reduccion en el contenido de materia seca en 48 h de fermentacion

En todos los medios la humedad se incrementd a valores por encima a los
iniciales (Figura 15). La deshidratacion sucede en lechos con aireacion forzada
(Rahardjo, 2005) y sin aireacion, la humedad crecid por la formacion de agua
metabdlica o la disminucién proporcional de la materia seca. Este
comportamiento fue independiente del tamafio de particula ya que son pocas

las diferencias entre los medios entero y quebrantado.

Tabla 17. Contenido de materia seca durante las 48 h de fermentacion con R.

Oligosporus.
Tiempo H-40 Ent H-50 Ent H-60 Ent H-40 Que H-50 Que H-60 Que
(h) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

12 0.05+0.00 0.14+0.02  0.07+0.01  0.08+0.02 0.23+0.04 0.29+0.03
24 0.90+0.12 1.59+0.21  2.09+0.16 1.07+0.35 1.73+0.15 2.60+0.12
36 1.78+0.09 3.21+0.44  3.58+0.33  2.23+0.30 3.57+.42 3.96+0.39
48 2.10+0.61 3.82+0.33  4.11+0.51  2.57+0.49 4.22+0.71 4.52+0.69

En conclusién la humedad en los ensayos en aireacion estatica permanece

constante durante el proceso y se garantiza a lo largo del mismo. Aungue la
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actividad acuosa inicial fue superior a 0.9 en el tratamiento H-40, la cantidad de
agua no fue suficiente para sostener el crecimiento. Por tanto el agua en el

medio es un factor limitante para el desarrollo de la fermentacion.

64.33
-9 0%4.97
70.00 | :

Humedad (%)
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| 24 L
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Fig. 15. Variacion de la humedad en la fermentacion con R. oligosporus.

5.3.5. Cambios en el contenido de materia organica

Los cambios en la materia organica se producen por la obtencién de energia y
biomasa, produciéndose dioxido de carbono y amoniaco (Sparringa y Owens,
1999b; Feng et al., 2007). Su variacion se midié por diferencia con el peso de
las cenizas (Figura 16).

Se identificaron diferencias significativas entre los medios de mayor humedad
frente a H-40. En el material quebrantado H-60 se determiné un maximo
consumo de materia organica de 5.05, 4.68 y 2.75% para H-50 y H-40
respectivamente. En cotiledones enteros H-50 y H-60 hay consumo de 4.15 y
4.45% respectivamente. Un consumo de 2.14% se registr0 para particulas
enteras H-40. Se concluye que la reduccion de materia organica es mayor

cuando la humedad del medio garantiza un adecuado crecimiento.
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La reduccién de tamafio de particula provoca un mayor consumo de materia
organica para los tres medios. En el medio H-40 se incrementd el consumo de
materia organica en un 28.4 %. Ademas de la mayor disponibilidad de area, se
mejoro la disponibilidad de agua y nutrientes para el hongo. En los medios H-
50 y H-60 el incremento fue de un 12.73 % y 13.4 % respectivamente. El mayor
consumo se observo en los cotiledones quebrantados por lo que se evidencia

gue el tamafio tiene mayor influencia que la humedad.

Los cambios mas significativos se observan en el extracto etéreo y en la
proteina ya que el R. oligosporus tiene preferencia en los lipidos para la
obtencién de energia (Nout y Kiers, 2005). Como se muestra en la tabla 18 se
presentd una reduccion en la concentracion de extracto etéreo presente en las
cotiledones enteras del 2.29% para H-60 y de 1.3% para el medio H-50. En el
medio con 40% de humedad no hubo reduccién pero se observé una
disminucion del extracto libre de nitrégeno. En los cotiledones quebrantados H-
40 se alcanzé una reduccion de 0.49% y la reduccion llega al 3.27 % para H-60
y 2.47 para H-50. El consumo de lipidos en el lupino puede realizarse como se
ha referenciado, principalmente después de las 24 h hasta el 6 % en 72 h (De
Reu et al.,, 1994). Esto contribuye a la disminucién de los lipidos y al

incremento proporcional del contenido de proteinas (Nout y Rombouts, 1990).

95.19 %
95.00 %

94.73 %

94.58 % 94.66 %

.53 %
94 25 %

94 24 %

Inicial

H-40

H-50
H-60

® Entero ® Quebrantado

Fig. 16. Contenido porcentual de materia organica en cotiledones enteros y
quebrantados en tres niveles de humedad después de 48 h de fermentacion.
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La proteina se increment6 proporcionalmente en la medida que hay mas agua
en el medio (Tabla 18). Para H-60 quebrantado se experimento un incremento
de 2.82 % y de 1.89 % para H-50. En los medios enteros se experimenté un
incremento de 2.24 % para H-60 y de 1.12 % para H-50. El valor en H-40 es
menor que los anteriores calculandose un incremento de 0.28 % para enteros y
de 0.73 % para quebrantados. El incremento en el contenido de proteina
presenta valores similares a la fermentacion de la soya (Wang et al., 2008).
Ademas es probable que se provoque el incremento de aminoacidos libres y
proteinas solubles similar a lo que ocurre en la fermentacion con soya
(Yokotsuka, 1991).

Tabla 18. Andlisis proximal de cotiledones enteros y quebrantados después de
48 h de fermentacién

Cotiledones Enteros

Nutriente (%) Inicial H-40 H-50 H-60
Ceniza 556+0.16 5.81+0.11  6.09+0.19  5.90+0.09
Extracto etéreo 16.18+1.10 16.46+0.94 14.88+1.15 13.89+1.01
Fibra cruda 2.98+0.25 2.96+0.18 3.07+0.21  4.01+0.19
Proteina 48.64+1.66 48.66+1.15 50.06+1.31 51.18+1.42
E.L.N. 26.33+0.97 26.12+0.88 24.90+0.71 25.02+0.79

Cotiledones Quebrantados

Nutriente (%) Inicial H-40 H-50 H-60
Ceniza 5.11+0.21  5.65%0.12 5.83+0.14 6.17+0.16
Extracto etéreo 17.58+0.98 17.09+0.77 15.11+0.79 14.31+0.82
Fibra cruda 2.20+0.11  2.71+0.17  3.36+0.13  3.90%0.09
Proteina 47.49+1.87 48.22+1.85 49.38+1.54 50.31+0.98
E.L.N. 27.62+1.02 26.33+0.90 27.32+1.22 25.31+1.16

5.3.6. Cambios en el contenido de alcaloides

La concentracion de alcaloides en los cotiledones presentd diferencias
significativas durante la fermentacion disminuyendo a medida en que se
incrementa la humedad (Tabla 19) (Anexo 5). Entre H-40 y H-60 de cotiledones
enteros se observo una diferencia en la concentracion de alcaloides de 16.75
% después de 48 h. Esto se atribuye al mayor contenido de agua que facilita la
difusibn de los alcaloides y de los enzimas, circunstancia que se ha
demostrado en otros estudios (Geisseler et al., 2011). A menor crecimiento de
micelio menor actividad enzimatica, que sumada a una menor difusion

intraparticular, explicaria la menor detoxificacion en H-40. Sin embardo la
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actividad enzimatica también se presenta en medios con bajos contenidos de
humedad (Doyle et al., 2006), puesto que se observa que la concentracion de
alcaloides baja. En conclusién el crecimiento que se presentd en H-40 produjo

la suficiente cantidad de enzimas para degradar estos alcaloides.

Una tendencia diferente se presento entre H-50 y H-60 donde solo se observa
una diferencia de 3.20 %. Esto evidencia la importancia de la humedad y a la
vez indica que su exceso no contribuye proporcionalmente en el incremento de
la detoxificacion. Estudios acerca del crecimiento y actividad enzimatica
microbiana han llegado a conclusiones similares en relacion a la humedad
(Geisseler et al.,, 2011). Se ha demostrando que la actividad enzimatica fue
mayor en niveles de 50 % aunque el crecimiento fue mayor a 60 % (lkasari y
Mitchel, 1994). Se puede inferir que en H-50 el hongo cuenta con una cantidad
de agua que garantiza el crecimiento y la detoxificacibn en unos niveles

ligeramente por debajo a los obtenidos en H-60.

Una tendencia similar se observd en los cotiledones quebrantados, con una
diferencia de 17.14 % entre H-40 y H-60 y una diferencia de 2.83 % entre H-50
y H-60. Esto ratifica que el exceso de agua no incrementa proporcionalmente la
detoxificacion (Figura 6).

El objeto del quebrantamiento fue mejorar el alcance del micelio, tratando de
mantener un equilibrio entre la porosidad y la tendencia del material a
apelmazarse para garantizar suficiente aireacién. Esta propiedad afectd la
concentracion de alcaloides, puesto que entre particulas enteras y
guebrantadas H-60, se calculé una diferencia de 6.32 % después de 48 h. De
igual forma la diferencia entre los tratamientos H-50 fue de 6.69 % y entre los
H-40 es de 5.93 %. Los valores revelan que la reduccion del tamafio de
particula tiene un efecto significativo en la degradacién de los alcaloides. El
efecto es mayor cuando la humedad esta por encima del 50 % ya que fue en H-
50 y H-60 donde el efecto del tamafio fue mayor que el de la humedad. Por
tanto, mediante el quebrantamiento a la mitad, fue posible obtener una
reduccion adicional de 6.5 %. Particulas mas pequefias incrementan el area del
lecho para crecimiento aumentando la cantidad de enzimas y la detoxificacion,

lo cual ya se habia observado en otras aplicaciones (Nandakumar et al., 1996).
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La reduccién de alcaloides para enteros y quebrantados en H-50 fue en
promedio de 17.0 % mas que para H-40. Una baja humedad hace que la
detoxificacion sea mas lenta y por tanto, en una humedad igual o mayor a 50
%, habra una mayor detoxificacion. Entre H-40 y H-50 el efecto de la humedad
fue mayor que el de la reduccién de tamafio. El agua en suficiente cantidad es
indispensable para que haya detoxificacion. Pese a que se ha reportado que la
disminucién en el tamafio mejora la actividad enzimatica (Zadrazil y Kumar,
1995), para los medios con alta humedad no se apreciaron grandes diferencias,
por lo que se puede concluir que los sistemas estudiados no se ajustan a este
regla. Los efectos combinados entre humedad y tamafio revelan que su
influencia es significativa para la detoxificacion. El tamafio de particula tuvo un
mayor efecto que la humedad cuando esta Ultima se encuentra en cantidad
suficiente para el hongo. Esta circunstancia estaria relacionada con la
combinacion de una mejor movilidad molecular, una mayor area para el

crecimiento y el ablandamiento de la particula que facilita la penetracion.

La tendencia de disminucion de la concentracién es similar para los seis
tratamientos con un maximo para H-60 quebrantado. Como se habia concluido
en los experimentos en agar, la degradacion de los alcaloides se realiza
mayoritariamente en la fase de crecimiento. Esta fue desde las 12 hasta las 40
h a una tasa casi constante, tendencia que se observé también en los

cotiledones.

La cantidad de alcaloides totales en cada unidad experimental se calculo
multiplicando la materia seca en cada punto con su respectiva concentracion.
Para H-40 entero y quebrantado se tuvo una eliminacion de 400.53 y 457.44
mg por unidad experimental (frasco) respectivamente y 521.37 y 594.59 mg
frasco™ para H-50. En cotiledén entero desde H-40 hasta H-50 se presenté un
30.17% mas en la detoxificacion que fue similar para quebrantados con un
incremento de 29.98% (Figura 17). En H-60 se eliminé las mayores cantidades
con 569.93 y 596.15 mg frasco™ para enteros y quebrantados respectivamente,
siendo los mayores. Entre H-50 y H-60 para entero y quebrantado la
degradacion fue 4.5% mayor para la segunda. La reduccion de tamafio mejoré
la detoxificacion en 5.93, 6.69 y 6.32 % para H-40, H-50 y H-60

respectivamente.
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La detoxificacion en todos los tratamientos se presentd en una mayor
proporcion durante las primeras 24 h, aunque la degradacion se continlda
realizando hasta las 48 h a una tasa menor. Los resultados de las primeras 24
h de fermentacion son similares a los obtenidos por Jiménez et al., (2007), que
obtuvo un 46 % de eliminacién, confirmando que las enzimas de la degradacién

se producen en la fase de crecimiento exponencial.

Tabla 19. Cinética de variacion de los alcaloides quinolizidinicos presentes en
los cotiledones de Lupino fermentados con R. oligosporus.

Tiempo H-40 H-50 H-60

(h)  Concentracion  Cantidad ~ Concentracion Cantidad Concentracion  Cantidad
(mgAgMS™) (mgAfrasco’) (mgAgMS™?) (mgAfrasco®) (mgAgMS™) (mgA frasco™)

Cotiledones Enteros

0 42.64+1.20 851.52+23.89  42.74+0.52  853.58+10.48 44.41+3.50 886.87+69.92
24 31.60+0.41 630.14+8.24 28.41+0.44 563.73+8.71 27.88+1.75  553.44+34.80
48 22.65+0.88 450.99+17.49  16.91+0.20 332.20+3.96 16.15+0.33 316.94+6.42

Cotiledones Quebrantados

0 43.25+0.95 863.19+19.03  43.58+0.69  878.16+13.94  42.33+1.56  845.00+31.22
24 28.36+0.25 565.54+4.93 29.57+0.11 592.01+2.13 24.34+0.18 482.82+3.66
48 20.41+2.38  405.75+47.37 14.33+0.63  283.57+12.49 12.72+0.13 248.86+2.54

Aunque hay diversas referencias de la actividad antimicrobiana de los
alcaloides (Wink, 1984; Tyski et al., 1988; De la Vega et al., 1996), no se han
identificado registros de inhibicion para el R. oligosporus. Por los resultados

obtenidos no se observa sensibilidad del hongo frente a estas sustancias.
5.3.6.1. Cambios por cada alcaloide

En los cotiledones se observé un comportamiento con una tendencia similar a
los experimentos en agar (Tabla 20) (Anexo 5). La lupanina fue el alcaloide
mas degradado llegando a un porcentaje del 77.91% en cotiledones
quebrantados y con una diferencia de 5.22% para los enteros. El incremento en
la degradacion de la lupanina por el aumento de la humedad entre H-50 y H-60
fue de 4.51 y 0.04% mas para enteros y quebrantados respectivamente. En H-
40 la degradacion de la lupanina se dio en una proporcion mayor que en
humedades superiores, siendo la mayor para los cotiledones quebrantados

donde estuvo por el orden del 61% de degradacion.
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Fig. 17. Porcentaje de reduccion en la cantidad de alcaloides totales en
cotiledones de Lupino durante 0, 24 y 48 h de fermentacion con R. oligosporus.

Un comportamiento similar se presentdé para la esparteina que tuvo una
maxima detoxificacion en material quebrantado H-60 con un 69.35%, seguido
con un 63.05% para enteros. En este alcaloide se observo un bajo porcentaje
de degradacion en ambos tratamientos H-40 cuyas detoxificaciones
promediaron en 40%. Las limitaciones de agua afectaron la degradacién de
esta sustancia. Al igual que para la lupanina la diferencia de degradacion entre

los tratamientos H-50 y H-60 para la esparteina no supera el 1.3%.

La tetrahidrorombifolina (THR) alcanza una maxima eliminacion de 76.55 % en
material quebrantado H-60. Al igual que con la esparteina, en la THR se
observo bajos niveles de eliminacién en el tratamiento H-40 con valores de 41y
57 % para enteros y quebrantados. La degradacion de estos alcaloides es mas
afectada que otros por la menor disponibilidad de agua.

La 4-hidroxilupanina present6 una baja degradacién en comparacion con los
demas alcaloides. La maxima eliminacion se situé en H-60 quebrantado
llegando a un 40.1 %. Una de las razones de su baja eliminacion podria ser a la
reduccion de la lupanina cuya degradacién incrementa continuamente la

cantidad de hidroxilupanina. Estudios han demostrado que la hidroxilacién es
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una de las primeras reacciones en la degradacion de la lupanina provocada por

pseudomonas (Toczko et al., 1963) lo cual podria realizarse por el hongo.

En los alcaloides minoritarios se presentaron bajos niveles de degradacién en
todos los tratamientos. Al contrario de los medios de mayor humedad, se
observo que la mayor degradacion se presentd en H-40 con un promedio para
ambos del 31 %. Los tratamientos H-50 y H-60 en material quebrantado estan
por el orden del 23 y 27 % de degradacion. De igual manera para material
entero se obtuvo una eliminacién de solamente un 21 y 20 % respectivamente
para los mismos medios. Los bajos porcentajes de eliminacion podrian deberse
a la reaccion de hidroxilacion de la lupanina, que podria incrementar la cantidad
de estas sustancias. Por otra parte los alcaloides pueden ser de dificil
eliminacién para el hongo. Por la carencia de informacién que respalde alguna

de estas teorias, no es posible hacer conclusiones sobre la detoxificacion.

Tabla 20. Cantidad de alcaloides totales presentes en el medio de fermentacion
durante las 48 h.

] Semilla Entera Semilla Quebrantada
Tiempo
(h) H-40 H-50 H-60 H-40 H-50 H-60

(mg Afrasco’) (mgAfrasco’) (mgAfrasco™) (mgAfrasco™) (mg A frasco™) (mg A frasco™)

Lupanina
0 453.43£34.92 428.48+10.37 487.72+33.82 498.37+36.13 557.58+13.47 467.66+4.84
24 313.29+2.30 285.94+19.83 271.21+4.61 306.56+19.51 273.85+8.68 239.32+6.93
48 189.42+10.88 136.33+x0.35 133.19+8.59 192.00+23.79 123.37+10.53 103.29+5.60
Esparteina
0 203.0746.21  254.00+2.64 225.19+28.07 215.35%8.41 192.63+4.16 211.85+6.38
24 155.91+0.81 155.06+11.26 167.42+23.54 143.70+0.25 137.42+8.58 125.99+0.44
48 130.09+10.51  96.50+0.17 83.21+0.21 115.91+2.35 62.04+1.03 64.93+4.78
Tetrahidrorombifolina
0 73.80+4.93 72.05+x4.40 67.37+£3.83 74.42+4.64 78.25+2.12 75.34+2.02
24 47.44+3.37 28.53+2.41 21.53+0.66 41.68+3.06 37.93+1.70 28.54+2.03
48 42.93+4.45 18.12+2.29 17.96%1.62 31.60+3.00 22.19+2.00 17.66+1.90
4-Hidroxilupanina
0 39.40+0.59 38.51+0.61 38.51+0.17 37.90+4.64 39.96+1.65 39.70+4.64
24 39.15+0.94 35.39+1.05 34.80+2.99 33.07+£4.63 33.71+£2.73 30.21+2.35
48 34.47+1.48 25.86+2.27 28.72+2.65 26.88+2.71 26.81+2.29 23.78+2.46
Alcaloides Minoritarios
0 81.81+0.49 70.52+6.53 68.09+1.70 56.10+5.93 64.06+4.17 70.31+0.41
24 74.35+£2.45 58.81+3.59 58.47+4.32 57.07+£5.98 55.14+3.26 58.76+2.52
48 54.08+2.02 55.39+3.77 53.86+3.41 39.36+£3.51 49.16+3.28 51.10+2.00
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5.4. LA HUMEDAD, EL TAMANO DE PARTICULA CON AIREACION
FORZADA

5.4.1. Caracterizaciéon de los lechos de fermentacién

La fermentacién se realiz6 en columnas de vidrio con volumen (til de reactor®

es de 34.55 cm® (Figura 18). Se hizo los lechos con cotiledones hidratados con
una cantidad de materia seca varidé entre tratamientos por la humedad y el
tamanfo de particula (Tabla 21). A menor contenido de agua y/o mayor tamafio
de particula mas cantidad de materia seca en el reactor. Entre H-50 y H-60
enteros hubo una diferencia de materia seca mas para H-50 de 1.8828 g. La
diferencia respectiva fue de 1.2531 y 1.7921 g de materia seca, para los
tamafios No 4 y No 6 respectivamente. La diferencia entre particulas enteras y
No 4 fue en promedio de 0.54 g, mientras que para No 4 y No 6 la diferencia
fue de 2.08 g. Una menor diferencia en la materia seca se presenté en los
tratamientos de mayor tamafo en razon de la menor porosidad. También se
midié la densidad observandose que ésta disminuy6 en la medida en que el

tamano de particula es menor.

Y ' ‘ : 4 ‘
~ & 3 e Veis W
Fig. 18. Columnas rellenas con material en particulas quebrantadas y enteras,
en tiempo inicial de fermentacién

5.4.2. Observaciones sobre el crecimiento

El crecimiento fue similar a lo registrado en los experimentos en agar y medio

sin aireacion forzada. Se observd homogeneidad transversal y longitudinal en

8 Se define como “volumen util” el espacio real que el lecho de particulas utiliza dentro de la
columna.
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toda la columna en los medios H-50 y H-60 (Figura 19). A las 24 h el hongo

invadié completamente ambos medios observandose ademas esporulacion.

Tabla 21. Contenido promedio de materia seca y densidad inicial del lecho de
fermentacion en columnas

Entero No. 4 No. 6

Lecho Materia seca Densidad Materia seca Densidad Materia seca Densidad

Hum Inicial (g) (g/cm) Inicial (g) (g/cm’) Inicial (g) (g/cmd)

H-50 14.17+0.17  0.81+0.01 13.15+1.34 0.75+0.07 11.34+0.32 0.66+0.02
H-60 11.97+0.84 0.87+0.06 11.90+0.79 0.84+0.05 9.55+0.31 0.67+0.02

24 h ~ 48h
Fig. 19. Crecimiento en las 24 y 48 h de fermentacion

Aunque la esporulacion se hizo visible al final del proceso, las observaciones
en microscopio muestran esporas a las 24 h (Figura 20). La esporulacion se
presenté desordenadamente y su control es dificil. Gracias a observaciones
microscépicas se determiné que hay una adecuada propagacién al interior del

lecho, con un crecimiento homogéneo sobre toda la superficie de la particula.

24 h ~ 48h

Fig. 20. Observacién microscoépica de la esporulacion durante el proceso de

fermentacién
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5.4.3. Comportamiento de la humedad en el sistema

En todos los tratamientos se experimenté un incremento de la humedad que
fueron ligeramente superiores para H-50 (Tabla 22). En los medios H-50 se
establecié un incremento promedio de 3.76 % y en los H-60 de 3.60 %. Esto
pudo deberse primero, a la capacidad higroscopica de los cotiledones y
segundo, la produccién de agua metabdlica. El agua producida por el hongo es

proporcional a la cantidad de materia seca consumida.

Se observé mayores porcentajes de humedad en el tratamiento de menor
tamafio de particula. Esto pudo deberse a la mayor area disponible tanto para
la formacion de agua metabdlica como para el contacto con el aire himedo. No
se observé algun efecto de la aireacion sobre la humedad del medio, ya que no

se pudo observar una tendencia en particular.

Tabla 22. Porcentaje de humedad en el medio después de 48 h de
fermentacion

Aireacion Entero No. 4 No. 6
(ml min'l) H-50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60
Inicial;  49.95+0.11 60.02+0.81 49.23+0.04 59.45+1.83 50.70+0.63 59.18+1.72
20 50.40+0.33 61.34+0.42 52.91+1.29 61.51+0.19 52.13+0.71 62.84+0.29
60 50.50+0.83 61.01+0.47 51.93+0.19 61.13+0.45 53.06+0.32 63.51+1.17
100 50.28+0.57 61.63+0.67 52.30+0.83 60.56+0.83 52.96+0.18 61.69+1.34

1 Humedad tomada al inicio del proceso de fermentacion en medio inoculado

La humedad permanecié sobre el nivel de estudio hasta la finalizacion, pese a
los reportes sobre la pérdida de agua en lechos con aireacién forzada
(Rahardjo, 2005). No se registré deshidratacion en los medios ni siquiera en los
de mayor aireacion. La formacion de agua metabdlica y su retencion dentro del

material permiti6 mantener estos niveles.
5.4.4. Respiracion del hongo

El hongo por su metabolismo aerobio estricto, requiere una provision de
oxigeno constante. La alimentacion de este se realizo a través de la inyeccion
de aire humedo, que ademas moviliza el CO,. La produccién de CO, y
consumo de O, se monitored para estudiar la fermentacion y el metabolismo

del hongo.
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5.4.4.1. Punto maximo de produccion de CO;

Se observaron diferencias significativas en los tratamientos de 50 y 60 % de
humedad. Los puntos maximos de produccién de CO, se presentaron en
promedio para los tratamientos H-60 a las 19.28+0.51 h, mientras que para H-
50 se presentd a las 21.14+1.01 h (Figura 21a). Para H-50 tarda 1.86 h mas
que para H-60, lo cual puede explicarse con la humedad que mejora el
crecimiento. Se identificé un segundo punto de incremento de produccion de
CO, que fue poco perceptible® especialmente en alta aireacion. Su presencia
podria sugerir un metabolismo diauxico el cual ha sido reportado por Santana
et al., (2002) en la degradacién de alcaloides en extractos acuosos de Lupinus
albus. El exceso de nutrientes en los cotiledones, hacen que la produccion de
CO, sea casi constante después del primer punto maximo, razén que hace
poco perceptible el segundo punto. Este se presentd entre las 30 y 40 h de
fermentacion y su baja intensidad, variabilidad en el tiempo y la composicion

del medio, dificultan hacer mayores precisiones sobre este comportamiento.
5.4.4.2. Concentracién de CO; en el sistema

La concentracion de CO, disminuyo lentamente después del punto maximo en
todos los tratamientos en las 48 h (Figura 21a). La concentracibn maxima de
CO, se alcanz6 en la aireacion de 20 ml min™®, con 2.33%, valor que no
presenta riesgos de toxicidad para el hongo de acuerdo a los estudios (Nout y
Kiers, 2005). En aireaciones superiores se acumulé CO, en concentraciones

por debajo del 1% lo que no representa riegos para el hongo (Tabla 23).

La mayor concentracion de CO, se presento en cotiledones quebrantados No 6
y H-60. El quebrantamiento hasta No. 6 incremento el area de crecimiento sin
afectar la aireacion del medio. En H-60 la concentracion fue mayor que en H-
50, con diferencias adicionales de 17.25, 4.25 y 9.24%, para particulas enteras,
No 4 y No 6 respectivamente (Tabla 23). Al igual que los experimentos sin

aireacion forzada, el proceso es afectado por la humedad y el tamafio.

° Estos valores no son graficamente perceptibles y se evidencian solamente por la revision
detallada de los datos.
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5.4.4.3. Cantidad de CO, producido

Se identificaron diferencias significativas en la produccion de CO, por las

variaciones en el tamafio de particula, humedad y aireacién.

Tabla 23. Porcentaje de concentracion de CO; en su punto maximo de
produccion

Aireacion Entero No. 4 No. 6

(mmin®) H50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60
A-20 187 219 168 175 213 233
A-60 029 0.39 057 051 062 0.75
A-100 021 023 027 034 023 0.35

La cantidad de CO; producido fue mayor en H-60, con una diferencia a favor en
cotiledones enteros del 4.98% y en No. 4 de 9.35%. Para el No. 6 el aumento
fue de 20.87%. La mayor produccion de CO, se presentd en los tratamientos

con mayor humedad y con particula mas pequefias (Figura 21b).

La produccion de CO, también se incrementd proporcionalmente por la
reduccion en el tamafio de particula que aumenté el area para el crecimiento.
En cotiledones enteros el CO, producido fue de 51.99 mg CO, g MSI?,
cantidad que se incrementé hasta 80.48 28.49 mg para el tamafio No. 4. En
tamafio No. 6 el CO; lleg6 a un valor maximo promedio de 111.41 mg de CO, g
MSI™. Es evidente que los efectos provocados a consecuencia de la reduccion
de tamafo de particula son mayores que los que causados por el incremento
en la humedad. Estos efectos combinados mejoran la captacion de nutrientes
incrementando la mineralizacion. Esto también se habia observado en medios

sin aireacion forzada donde el tamafio fue mas representativo que la humedad.

La cantidad de CO, producido también fue afectada por la aireacion. Entre 20 y
60 ml min™ no se observaron diferencias significativas con valores alrededor de
los 50, 82 y 121 mg CO, g MSI' en cotiledones enteros, No. 4 y No. 6
respectivamente. El CO, producido en 100 ml min™ bajé proporcionalmente con
el tamafio de particula. En cotiledones enteros la cantidad permanecié casi
invariable en las tres aireaciones pero disminuy6 en particula No 4 y bajé mas
en No. 6 (Tabla 24). La ocurrencia de variaciones metabolicas se ha reportado

en fermentacion sélida cuando la aireacion forzada es alta (Spier et al., 2007).
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Tabla 24. Cantidad de CO, producido en la fermentacion de cotiledones de Lupino por Rhizopus oligosporus

Di6xido de Carbono

Entero No. 4 No. 6

Aireacion H-50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60

(ml min™)
CO. H CO; H CO; H CO; H CO; H CO; H
(mg g MSI™) (h (mg g MSI™) (h™ (mg g MSI™) (1) (mg g MSI™) (h (mg g MSI™) (h (mg g MSI™) (h

A-20 47.91+0.93 0.28+0.01 50.51+1.67 0.19+0.01 82.75+6.15 0.23+0.01 83.85+5.08 0.24+0.04 109.22+8.35 0.41+0.01 140.87+5.08 0.52+0.03

A-60 52.224#5.01 0.28+0.05 52.48+4.75 0.16+0.01 74.06+2.57 0.20+0.01 88.73+2.77 0.22+0.01 97.66+3.44 0.40+0.02 138.88+7.36 0.57%0.02

A-100 52.05+4.90 0.33+0.05 56.78+4.74 0.17+0.01 73.95+1.56 0.18+0.01 75.23x4.64 0.21+0.01 95.76+5.16 0.40+0.05 86.08+4.72 0.56+0.01

Porcentaje de Mineralizacion

(%)
. ., Entero No. 4 No. 6
Alreapl_(l)n
(ml min) H-50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60
A-20 2.34+0.05 2.46+0.08 4.04+0.49 4.09+0.25 5.33+0.02 6.87+0.71
A-60 2.55+0.24 2.56+0.23 3.61+0.13 4.33+0.14 4.76+0.17 6.77+0.36
A-100 2.54+0.13 2.77+0.23 3.61+0.08 3.67+0.28 4.67+0.25 4.20+0.23

88



La disminucién en la actividad enzimdtica puede afectar mas a particulas
pequefias y un exceso de oxigeno puede afectar la fase de fermentacion

anaerobia que realiza el Rhizopus después de las 24 h.

Con la grafica de produccién de CO, (Anexo 6), se determind las fases Lag de
los tratamientos. El medio con tamafio entero durd en promedio 15.77+0.17 hy
presentd cambios insignificantes en relacion a la humedad y la aireacion. Esto
no se reprodujo en los tratamientos con cotiledones quebrantados. Para el
medio No. 4 H-50 esta fase tuvo una duracién de 13.17+0.23 h, 0.81 h mas que
H-60, cuyo valor fue de 12.36+0.29 h. De igual forma para el tamafio No. 6 H-
50, fue de 11.79+0.45 h y para H-60 fue de 10.96+0.50 h. El tamafio de
particula cambi6 la duracion de esta fase, presentdndose una diferencia de 3y
4.4 h mas para cotiledones enteros frente a No. 4 y No. 6 respectivamente.
Entre los quebrantados la diferencia fue de 1.39 h mas para las particulas No.
4, lo que evidencia mejores condiciones del medio cuando las particulas son
pequefias. En los medios mas humedos la fase dur6 menos mostrando una
mejor adaptacion del hongo. La aireacion redujo la duracion de la fase en todos
los tratamientos, no obstante, la magnitud fue menor a 1 hora. La maxima
diferencia observada fue de 0.98 h entre el entero y No. 6 con H-60. Con esto
se demuestra la baja incidencia de la aireaciéon, asi como la mayor influencia

del tamafio y la humedad en la duracion de esta fase.

La produccion de CO, en la fase de crecimiento se caracterizé mediante el
célculo de las tasas de crecimiento especifico (1) (Tabla 24). Se utilizé la
ecuacion logistica presentando R? que fluctuaron entre 0.98 y 0.99 en todos los
tratamientos. El valor de p se incrementa en los tratamientos de mayor
humedad y se observo los valores mas altos en los experimentos de tamafio
No. 6. Una vez méas se evidencia la influencia del tamafio de particula en el

crecimiento del hongo y su actividad respiratoria.

Se calculo el grado de mineralizacion del carbono presentado en el proceso
(Tabla 24). El valor méas alto se obtuvo en el tratamiento con tamafio No. 6 y H-
60 el cual llega al 6.87 %. La aireacion donde se logré ese nivel es de 20 ml

min™, aunque hubo pocas diferencias con 60 ml min™ donde la mineralizacién

solo disminuye en un 1.36 %. Sin embargo la diferencia en 100 ml min™, esta
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por el orden del 38 % lo que evidencia el efecto inhibidor del exceso de

aireacion.

5.4.4.4. Oxigeno consumido

El oxigeno consumido en una fermentacién con Rhizopus, depende del area
disponible para el crecimiento (Oostra et al., 2001). Por tanto, a menor tamafo
de particula habra una mayor oxigenacion del medio y se registrara un mayor
consumo. En los resultados se observd que el consumo se triplicé desde el
medio con cotiledones enteros hasta en material quebrantado No. 6 (Tabla 25).
A mayor superficie disponible se facilitara el crecimiento y el consumo de las

fuentes de carbono, requiriendo para esto una mayor cantidad de oxigeno.

El consumo de oxigeno en relacion a la humedad y tamafio de particula
presentd variaciones entre H-50 y H-60 similares a las observadas con el
dioxido de carbono. En el tamafio entero y No. 4 se presentaron valores
menores debidos posiblemente a que la mineralizacién fue menor por la
dificultad del hongo para aprovechar los nutrientes en particulas grandes. En
No. 6 los valores mayores permiten concluir sobre la interrelacion entre la

humedad y el tamafio de particula y sus efectos sobre el hongo.

El consumo de oxigeno en A-20 y A-60 no presentd diferencias significativas.
Esto revela la poca influencia que estos tratamientos tuvieron sobre la cantidad
de oxigeno captada por el hongo. En A-100 se observo una reducciéon en el
oxigeno captado, lo que permite inferir que un exceso de aire no mejora la
captacion de oxigeno. Esto pudo deberse a que la excesiva aireacion arrastra

el agua de la superficie la cual es necesaria para que el hongo tome el oxigeno.

Otro factor importante esta relacionado con el tiempo de maximo consumo. En
todos los tratamientos este se presenté en el intervalo de las 23 y 28 h, siendo
posterior al del CO,. En este tiempo se observé toda la superficie del lecho
completamente cubierta de la primera capa de micelio, la cual respira en su

totalidad y explicaria la maxima captacion en esta etapa del proceso.
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5.4.4.5. Coeficiente respiratorio (CR)

El coeficiente respiratorio (mmol CO, producido / mmol O, consumido) esta
relacionado con el metabolismo celular (Figura 21c). De esto puede concluirse
el tipo de sustrato utilizado, su nivel de oxidacion y el efecto de las condiciones
de cultivo (Beaudin et al., 1996).

El CR no presentd variaciones significativas en relacién al tamafio de particula
y la humedad, reflejando que el hongo aprovechd los nutrientes de igual
manera en los medios. En relacién a la aireacibn se observé una ligera
disminucién en el valor del coeficiente para el tratamiento A-100. Esto confirma
gue el exceso de aireacion afectd la cantidad de oxigeno captado y por tanto se

limito el aprovechamiento de las fuentes de carbono disponibles.

Las graficas del CR vs tiempo (Figura 21c) muestran que este tiende a
disminuir después de las 20 h en todos los tratamientos. Esto evidencia la gran
cantidad de fuentes de carbono presentes en los cotiledones para el
crecimiento y mantenimiento de la biomasa. En general las fermentaciones
presentaron pocas diferencias en su tendencia. Esto evidencia un proceso un
proceso estable donde el aprovechamiento de las fuentes de carbono es
constante. La uniformidad en el consumo de nutrientes pudo deberse a la

afinidad del hongo frente a estos componentes.

5.4.5. Variacion en la relacién humedad-materia seca

La humedad puede variar de acuerdo a la fase gaseosa que rodea el medio y

por las reacciones bioquimicas que se producen dentro de éste.

Se observé un incremento en la humedad en todos los medios. La magnitud
varia en funcion del tamafio con un incremento del 1.54 % para el medio de
cotiledones enteros. En quebrantados se observé un incremento del 4.53 y
4.93 % para los No. 4 y No. 6 respectivamente. La humedad se increment6 en

una mayor cantidad en la medida en que el tamafio de particula disminuye.
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Fig. 21. Concentracion de CO; (a), produccion total de CO, (b) y coeficiente respiratorio (c) en 48 h de fermentacién con
R. oligosporus para los medios de cotiledones enteros, Tyler No. 4 y No. 6.
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El incremento en la humedad puede relacionarse con la aireacién del medio
(Tabla 26). Los medios aireados a una tasa de 100 ml min™, registraron una
menor humedad que los menos aireados. Pese a la saturacion el exceso de
aireacion pudo arrastrar la humedad de la superficie de la particula,

circunstancia que explicaria este comportamiento.

El contenido de materia seca presentdé un maximo valor de reduccion de 5.57
% para el medio con tamafio No. 6, H-60 y A-60. Todos los valores de
reduccion fluctian alrededor de los porcentajes de mineralizacion calculados
por el CO, producido (Tabla 24). Otras sustancias se evaporan en el proceso,
sin embargo, su medicion es dificil por estar en baja cantidad. En conclusion la
mayor reduccion de la materia seca sucede a menor tamafio de particula. La
variacion por la aireacion tiene una significacion menor, lo que implica que la

reduccion solamente esta en funcion del tamano.
5.4.6. Variacion en la concentracién y cantidad de alcaloides

La concentracion de alcaloides disminuy6 para todos los tratamientos. Las
diferencias significativas pueden atribuirse a la humedad, al tamafio de

particula y al nivel de aireacion.

Para todos los tratamientos se obtuvo una disminucién en la concentracion
superior al 50 %. El valor maximo de reduccién fue del 75 % en el tratamiento
de tamafio No. 6, H-60 y A-60 (Tabla 27). La disminucion en la concentraciéon
llegd al 70 % solamente en H-60, de alta aireacién y No. 6. Los tratamientos H-
50 alcanzaron una disminucion superior al 60 % solo en los medios
guebrantados. En H-50 de particulas enteras se presentaron niveles inferiores

al 60 % con una caida en A-20 que lleg6 hasta el 52 %.

La humedad tuvo un efecto significativo en la disminucion de la concentracion
con una diferencia en promedio del 12 % mas para el tratamiento mas humedo.
Los porcentajes de incremento en la degradacién para H-50 y H-60 fue de 6.87,
5.84 y 7.72 % en particulas enteras, No. 4 y No. 6 respectivamente. La
humedad ha demostrado ser importante en la detoxificacion, no obstante esta

no es mejorada proporcionalmente por la presencia de un exceso de agua.
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Tabla 25. Cantidad de oxigeno consumido y coeficiente respiratorio promedio en el proceso de fermentacion con R. oligosporus.

Entero No. 4 No. 6
Aireacilén H-50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60
(i miri”) CR CR CR CR CR CR
OZ 02 02 Oz 02 02
mggmsrty TS mogmsry (OlCQ mggmsrty (TS mggmsry  MRISS: mggmsry TS mggmsry (T 098

A-20 39.37+0.88 0.90+0.05 41.31+0.96 0.83+0.07 71.36+5.24 0.85+0.10 69.02+3.42 0.90+0.09 95.24+1.48 0.86+0.09 126.22+7.90 0.83+0.09
A-60 33.89+2.25 0.93+0.03 37.49+3.60 0.83+0.08 59.90+3.21 0.92+0.08 68.97+5.01 0.94+0.10 89.06+7.88 0.90+0.10 114.99+9.29 0.95+0.05

A-100 26.69+1.99 0.89+0.02 43.99+4.74 0.79+0.06 65.53+4.07 0.70+0.06 53.62+2.67 0.71+0.08 80.27+2.27 0.83+0.07 75.91+4.75 0.88+0.07
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Tabla 26. Contenido de humedad y reduccién de materia seca de los medios,
punto inicial y después de 48 h de fermentacion.

Humedad
(%)
Aireacion Entero No. 4 No. 6
(ml min™) H-50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60
Inicial  49.95+0.11 60.02+0.81 49.23+0.04 59.45+1.83 50.71+0.63 59.19+1.72
A-20  50.28+0.57 61.63+0.67 52.91+1.29 61.51+0.19 52.13+0.71 62.84+0.29
A-60  50.40+0.33 61.34+0.42 51.93+0.19 61.13+0.45 53.06+0.32 63.51+1.17

A-100 50.50+0.83 61.01+0.47 52.30+0.83 60.56+0.83 52.96+0.18 61.69+1.34
Reduccién de Materia Seca
(%)

Aireacion Entero No. 4 No. 6

(ml min®) H-50 H-60 H-50 H-60 H-50 H-60
A-20 2.25+0.20 2.19+0.25 3.32+0.42 3.39+0.27 4.05+0.30 5.24+0.26
A-60 2.44+0.22 2.59+0.21 4.28+0.52 4.32+0.44 4.60+0.69 5.57+0.95
A-100 2.72+0.50 3.43+0.30 4.04+0.23 4.30+0.64 4.51+0.55 5.10+0.85

El agua mejora los fendmenos difusivos requeridos para la movilidad molecular

tanto de alcaloides como de las enzimas que los degradan.

Se observé que la concentracion de alcaloides disminuye cuando el tamafio de
particula es menor. Para H-50 se calculé un incremento entre enteros hasta
No. 4 y No. 6 de 7.55y 2.35 % y para H-60 un incremento de 5.62 y 5.93 %. La
reduccion de tamafio es positiva para la degradacion de alcaloides y al igual
que experimentos anteriores su incidencia fue mayor que la humedad. Sin
aireacion, se habia determinado la inconveniencia de hacer reducciones por
debajo de No. 4. No obstante los valores de reduccién de alcaloides revelan
gue en el No. 6 con aireacion la degradacion es mejorada. Sin embargo, las
mayores diferencias de reduccion se observan desde la particula entera hasta
el No. 6, y la reduccion desde No 4 a No. 6 tiene una menor significacion. Esto
implica que al igual que la humedad, una reduccion de tamafio excesiva no

presenta avances contundentes en la degradacion.

Con respecto a la aireacion se observd la mas baja disminucion en la
concentracion de alcaloides en A-20. Pese a que se present0 un crecimiento
adecuado, aparentemente la mayor concentraciéon de CO, en estos medios
afectd el desempefio del hongo en la eliminacion. Por el contrario, los medios

con mas aireacion presentaron una mayor disminucidbn con porcentajes
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ligeramente superiores para A-60 en relacion a A-100. Esto podria sugerir que
la degradacion de los alcaloides depende de la aerobiosis del sistema. La
reduccion en la actividad enzimatica por exceso de aireacion se ha reportado lo
cual podria explicar estos resultados (Spier, et al., 2007). Aunque la diferencia
observada es pequefia, puede inferirse que después de los 100 ml min™, la

aireacion comienza a jugar un papel negativo en la degradacion.

La reduccién de alcaloides totales en el medio se calculé6 como el producto de
la concentracion de alcaloides y la materia seca. Esto ubicé al tratamiento A-
60, H-60 con particulas No. 6, como aquel donde se observé la mayor
detoxificacion. Estos resultados se ubican 7 puntos porcentuales por encima de
la reduccién obtenida en medios sin aireacidén. Se debe tener en cuenta que los
ensayos sin aireacion forzada se realizaron en particulas No. 4, medios en los
cuales para el experimento con aireacion se obtuvieron valores similares. Se
puede concluir sobre la poca incidencia que tiene la aireacion forzada en la
degradacion de alcaloides. El sistema de fermentacion en columnas que
favorecié la acumulacién de CO,, pudo provocar los resultados de los niveles
A-20 bajando la detoxificacion. La degradacion de alcaloides es parte de un

metabolismo aerobio que es afectado por las altas concentraciones de CO».

La relacién entre la cantidad de CO; y los alcaloides totales puede expresarse
a través del rendimiento Y co.p). Este se incrementa a medida que el tamarfio de
particula disminuye. El valor de Yozp) para H-60 es en promedio de
1.99+0.10, 2.82+0.07 y 3.69+0.13 mg CO, mg AT para particulas enteras, No.
4 y No. 6 respectivamente. El valor de Y refleja que la mineralizacién y la
detoxificacion ocurren a ritmos diferentes. Esto comprueba la inexistencia de un
metabolismo especifico para el catabolismo de los alcaloides y que las enzimas

actuan sobre los alcaloides en paralelo al consumo de otras sustancias.

5.4.6.1. Disminucion por cada alcaloide

La degradacion de los alcaloides present6 diferencias en relacion lo visto en
experimentos con aireacion estatica. Se observO mayores niveles de

eliminacién en los tratamientos con particulas quebrantadas No. 6.

96



Tabla 27. Variacion en la concentracion y la cantidad de alcaloides después de
48 h de fermentacién con R. oligosporus
Cotiledones Enteros
Concentracion Cantidad Totales
fratamiento Totales  Identificados donttoades RETUCCION Inicial Final  Detoficacion
(MgATgMSIY) (mgAgMSI™) iy (%) (moAcolumna’) (g Acolumna’) (%)

INICIAL  44.02+5.10 40.19+4.45 3.83+0.65 0.00

H-50 A-20 21.04+0.83 19.50+0.78 1.54+0.05 52.20 625.00+12.45 291.74+1151 53,32
H-50 A-60 17.78+0.96 16.52+0.90 1.26+0.06 59.61  630.63+4.49 248.23+13.40 60.64
H-50 A-100 18.04+0.59 16.64+0.52 1.40+0.07 59.02  616.18+14.07 246.11+8.05 60.06
H-60 A-20 17.58+0.67 16.21+0.65 1.37+0.02 60.06  627.52+8.88 244.43+9.32 61.05
H-60 A-60 14.96+0.42 13.62+0.40 1.3420.02  66.02  497.12+41.45 164.60+4.62 66.89
H-60 A-100 14.65+0.63 13.46+0.59 1.19+0.04  66.72 542.59+27.70 175.56%7.55 67.64

Cotiledones No. 4

INICIAL  44.89+5.08 40.82+4.62 4.07+0.46 0.00

H-50 A-20 18.15+0.44 16.85+0.41 1.30+0.03 59.57 564.27+28.02 218.91+5.31 61.20
H-50 A-60 17.18+0.82 15.79+0.72 1.39+0.10  61.73  567.74+69.61 209.42+10.00  63.11
H-50 A-100 16.87+0.95 15.58+0.86 1.29+0.09 62.42  657.69+31.93 238.26x13.42  63.77
H-60 A-20 15.01+0.79 13.88+0.73 1.13x0.06  66.56  534.79+26.83 171.51+9.03 67.93
H-60 A-60  13.75%+0.22 12.42+0.20 1.33+0.02 69.37 572.46+35.93 167.76+2.68 70.69
H-60 A-100 14.50+0.44 13.34+0.42 1.16+0.02  67.70 610.23+35.56 192.81+5.85 68.40

Cotiledones No. 6

INICIAL ~ 45.97+4.35 42.77+6.88 3.20+0.29 0.00

H-50 A-20 18.08+1.04 16.68+0.95 1.40+0.09  60.67 529.71+13.32 197.24+11.35  62.77
H-50 A-60 16.73+0.82 15.70+0.76 1.23+0.06  63.17  511.32+6.45 179.34+8.69 64.93
H-50 A-100 16.46+1.50 15.11+1.44 1.35+0.06  64.19 514.95:19.95 175.76+16.02  65.87
H-60 A-20 15.05+0.90 14.0530.87 1.00+0.03  67.26  449.41+14.51 137.06%8.20 69.50
H-60 A-60 11.18+1.22 10.15+1.20 1.03+0.02  75.68  444.73+10.69 100.83+11.00  77.33
H-60 A-100 12.52+0.41 11.41+0.37 1.11+0.04  72.76  420.14+15.64 109.62+3.59 73.91

La maxima reduccion para la lupanina se observo en los tratamientos A-60, H-
60 en particulas No. 6, con una degradacién del 79% (Tabla 28). Se observoé
valores de detoxificacion superiores al 60% en la mayoria de tratamientos solo
con valores inferiores en A-20. La aireacion insuficiente parece afectar la

degradacion de este alcaloide.

Para la esparteina se observd una degradacion maxima del 63% que se
presentdo en el menor tamafo de particula, maxima humedad y A-60. Es el
alcaloide menos degradado de todos los experimentos con valores alrededor
del 55%. Esto también se presentdé en medios sin aireacién, aparentemente, la

degradacion de la esparteina es limitada frente a los demas alcaloides.
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Tabla 28. Variacién en la cantidad de cada alcaloide por unidad experimental después de 48 h de fermentacion con R. oligosporus

Cotiledones Enteros

Lupanina Esparteina THR
Tratamiento (mg Lup columna™) (mg Esp columna™) (mg THR columna™)
Inicial Final Detoxificacion Inicial Final Detoxificacion Inicial Final Detoxificacion
(%) (%) (%)
H-50 A-20  318.32+35.07 157.80+10.40 50.43 147.94+17.04 81.67+3.88 44.80 64.17+6.82  17.19+0.28 73.21
H-50 A-60  321.19+35.38 125.93+7.54 60.79 149.28+17.19 81.39+3.21 45.47 64.75+6.88 16.06+0.42 75.21
H-50 A-100 313.83+34.57 127.42+6.91 69.40 145.86+16.80 74.62+3.00 48.84 63.27+6.72  11.60+0.27 81.67
H-60 A-20  319.61+35.21 131.81+9.32 58.76 148.54+17.11  77.03+4.45 48.14 64.43+6.84 10.57+0.28 83.60
H-60 A-60  253.19+27.89 77.4612.86 69.41 117.67+13.55 59.86+1.65 49.13 51.04+5.42 6.05+0.22 88.14
H-60 A-100 276.35+30.44 86.28+2.88 68.78 128.44+14.79 66.75+2.76 48.03 55.71+5.92 5.75+0.36 89.68
Cotiledones No. 4
H-50 A-20  288.86%32.68 116.15+1.57 59.79 136.13+15.46 68.39+1.21 49.76 50.91+5.78 6.75+0.36 86.73
H-50 A-60  290.64+32.88 113.49+3.66 60.95 136.97+15.56 65.34+1.71 52.30 51.22+5.82 6.46+0.12 87.39
H-50 A-100 336.69+38.09 130.36+6.21 61.28 158.67+18.02 73.58+5.23 53.63 59.3416.74 7.63+0.56 87.15
H-60 A-20  273.77+£30.97 90.38+8.57 66.99 129.02+14.65 56.90+1.37 55.90 48.25+5.48 4.46+0.23 90.76
H-60 A-60  293.05%£33.16 87.36+1.83 70.19 138.11+15.69 56.73+2.56 58.92 51.65+5.87 2.81+0.37 94.57
H-60 A-100 312.39+35.34 103.98+3.06 66.71 147.22+16.72  65.02+1.99 55.83 55.06+6.25 2.66+0.40 95.17
Cotiledones No. 6

H-50 A-20  276.44%40.45 98.29+2.07 64.44 133.09+17.98 66.33+2.73 50.16 48.74+6.57 7.31+0.87 78.23
H-50 A-60  266.84+39.04 95.76+3.71 64.11 128.47+17.35 62.60+3.07 51.27 47.05+6.34 6.67+0.11 85.82
H-50 A-100 268.73+39.32 97.38+3.84 63.76 129.38+17.47 57.66+2.56 55.43 47.38+6.39 3.42+0.64 92.79
H-60 A-20  234.53%£34.31 74.59+6.74 68.20 112.91+15.25 48.54+2.00 57.01 41.35+5.57 1.91+0.36 95.38
H-60 A-60  232.09%£33.96 47.89+1.98 79.37 111.74+15.09 44.77+1.62 63.52 40.92+5.51 1.984+0.18 95.15
H-60 A-100 219.26+32.08 53.41+5.95 75.64 105.56+14.26 41.94+1.05 60.27 38.66+5.21 2.10+0.18 94.56
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Tabla 28. Continuacion...

Cotiledones Enteros

4-HLup 13-HLup Minoritarios
Tratamiento (mg HL columna™) (mg HL columna™) (mg columna™)
Inicial Final Detoxificacién Inicial Final Detoxificacion Inicial Final Detoxificacién
(%) (%) (%)
H-50 A-20 25.27+2.70 8.46+0.69 66.53 14.91+1.56 5.27+0.28 64.66 54.38+2.13 21.35%0.69 60.73
H-50 A-60 25.50£2.72 5.03+0.14 80.29 15.04£1.58 2.23+0.14 85.15 54.87+£2.15 17.59+0.84 62.94
H-50 A-100  24.92+2.66 8.46+0.27 66.05 14.70£1.54  4.91+0.27 86.58 53.61+2.10 19.10+0.95 64.37
H-60 A-20 25.37£2.71 4.45x0.14 82.47 14.97+£1.57 1.53+0.28 89.78 54.60+£2.14 19.05+0.28 65.11
H-60 A-60 20.10£2.15 4.51+0.22 77.56 11.86+1.24 1.98+0.11 83.30 43.25+1.69 14.74+0.22 65.91
H-60 A-100  21.94+2.34 1.56+0.12 92.90 12.94+1.36 0.96+0.12 92.59 47.21+1.85 14.26+0.48 69.79
Cotiledones No. 4
H-50 A-20 19.86+2.26 6.15+0.48 69.03 17.35£2.01 5.79+0.48 66.63 51.161£5.78 15.68+0.36 69.35
H-50 A-60 19.98+2.28 3.05+£0.24 84.75 17.45£2.02 4.14+0.37 76.25 51.4815.82 16.94+1.22 67.08
H-50 A-100  23.15+2.64 3.81+0.56 83.53 20.22+2.34  4.66+0.28 76.95 59.63+6.74 18.22+1.27 69.45
H-60 A-20 18.82+2.14 5.48+0.23 70.86 16.44+1.91 1.37+0.23 91.66 48.49+5.48 12.91+0.69 73.37
H-60 A-60 20.15+2.30 3.42+0.24 83.05 17.60+2.04 1.22+0.12 93.07 51.9045.87 16.23+0.24 68.74
H-60 A-100  21.48+2.45 3.99+0.66 81.43 18.76+2.18 1.73+0.13 90.79 55.33+6.25 15.42+0.27 72.12
Cotiledones No. 6

H-50 A-20 22.82+3.11 5.56+0.55 75.61 11.75+1.61 1.20%0.22 89.79 36.87+£3.34 15.27+0.98 68.58
H-50 A-60 22.02+3.00 1.64+0.11 92.11 11.35£1.56 0.64+0.11 84.40 35.59+3.23 13.03+0.64 63.39
H-50 A-100  22.18+3.02 1.27+0.21 93.19 11.43+1.57 1.82+0.21 84.11 35.85+£3.25 14.42+0.64 59.79
H-60 A-20 19.36+2.64 1.82+0.09 90.59 9.97+£1.37 1.09+0.18 89.04 31.28+2.84 9.11+0.27 70.89
H-60 A-60 19.16+2.61 1.31+0.18 93.01 9.87+£1.35 0.90+0.09 90.86 30.96%2.81 9.29+0.18 69.99
H-60 A-100 18.10+2.47 1.49+0.09 91.77 9.32+1.28 0.96+0.10 89.67 29.25+2.65 9.72+0.35 66.77
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Para la tetrahidrorombifolina (THR) se observaron valores altos de degradacion
registrandose el 95%. Esta situacion es particular ya que en experimentos sin
aireacion se observo una menor degradacion. La eliminacion fue mejorada en
presencia de mayor cantidad de oxigeno, indicando que la aerobiosis del medio

mejora su degradacion.

Un comportamiento similar se observé con la 4-hidroxilupanina que mostré mas
detoxificacion que en medios sin aireacion, logrando una eliminacion del 93%.
Un comportamiento similar se observo en la 13-hidroxilupanina con un 90%, lo
gue permite deducir sobre el efecto del oxigeno en la degradacion. Como se ha
reportado el Rhizopus tiene varias etapas que comprenden una aerobia y una
fermentativa (Miszkiewiez et al., 2004). La primera se caracteriza por una
aerobiosis donde se favorece la degradacién de los alcaloides. Esta es
prolongada y permite la mayor degradacion de los alcaloides, retrasando la
etapa de fermentacion donde la degradacion es baja. La hidroxilacion de la

lupanina podria mejorarse con la extension de la etapa aerobia.

Finalmente en los alcaloides no identificados se presenté una degradacion de
alrededor del 65% en las particulas mas pequefias y de mayor humedad. Estos
alcaloides tuvieron una degradacién intermedia respecto a los demas
alcaloides. Esto se observo ligeramente por debajo en los experimentos sin
aireacion. Se puede inferir que hay alcaloides cuya biodegradacion es mas

compleja y no se adaptan a las rutas metabolicas del hongo.

5.5. ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS: EFECTO DEL TIEMPO, TAMARNO
DE PARTICULA Y TEMPERATURA EN LA DETOXIFICACION

La fermentacion en tempeh puede realizarse durante 24, 36 o0 48 h
dependiendo de las condiciones de elaboracion. En el lupino se ha reportado
gue la fermentacion con R. oligosporus elimina porcentajes del 90 % en 48 h y
en cotiledones enteros (Jiménez et al., 2007), raz6n por la los experimentos se
planearon a ese tiempo. Sin embargo, no se alcanzaron estos niveles de
degradacion, razon por la cual se decidié hacer estudios después de las 48 h.

Para esto se hicieron medios con las caracteristicas donde se presento la
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mayor reduccion en la concentracion de alcaloides en las 48 h. Se prepararon
columnas para una cinética por triplicado de 96 h, con medio con 60 % de

humedad, un tamafio No. 6 y una aireacién de 60 ml min™.
5.5.1. Respiracion del hongo durante 96 h

La produccion de dioxido de carbono mostré variaciones de la fermentacién
durante las 96 h (Figura 22). La cantidad de CO, producido en cada hora
(dCO,/dt) disminuyo en un 38.32 % después de las 48 h. Esta reduccién puede
ser respuesta a un agotamiento de las fuentes de carbono utiles para el hongo,
aunque, los cotiledones sean una fuente elevada de nutrientes. Otra causa
probable es la disminucion de la actividad metabdlica y la ocurrencia de
procesos anaerobios (Rajardjo, 2005). Finalmente la disminucion en la
respiracion puede deberse al cambio en el metabolismo inicialmente aerobio,
transformandose a anaerobio al interior de la particula cuando la aireacion es
bloqueada por la acumulacién de micelio sobre la superficie. Aunque la
autolisis puede presentarse para la supervivencia de las capas superiores, las

inferiores al interior dependen de la fermentacién anaerobia. (Anexo 6).

dCO,/dt (mg CO, g MSI-'h-")
o
P

Cantidad (mg CO, g MSI")

o 70 20 30 40 50 60 /0 8 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (h) Tiempo (h)

Fig. 22. Cantidad de dioxido de carbono producido durante 96 h de
fermentacion

La méaxima produccién de CO, lograda en las 96 h fue de 313.88 mg g MSI™
gue equivale a una mineralizacion de 15.31 %. Se calculé una p promedio de
0.4795 h™ que es similar a los valores obtenidos para los experimentos en 48
h. La mineralizacibn se incrementa desde el 2.44, 7.05 y 11.56 % que
corresponde a una produccion de CO, de 49.97, 144.60 y 236.95 mg CO, ¢
MSI™* en las 24, 48 y 72 h respectivamente.
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dOy/dt (mg O; g MSI-Th")
Cantidad (mg O, g MSI-1)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 20 40 50 80 70 80 90 100

Tiempo (h) Tiempo (h)

Fig. 23. Cantidad de oxigeno consumido durante 96 h de fermentacion

El oxigeno siguid una tendencia similar a la produccion de CO,, variando
principalmente en el tiempo en el cual se alcanzé el maximo consumo (Figura
23). Para el oxigeno este punto fue a las 31 h, 11 horas después del punto
maximo del CO,, que se presenté a las 20 h. A las 30 h se observo en la
grafica de CO, un segundo incremento correspondiente a otro punto maximo
gue significa el consumo de otra fuente de carbono. La coincidencia con el
maximo del oxigeno, implica que la oxidacidbn de materia organica en este

momento demanda una mayor captacién de oxigeno.

El coeficiente respiratorio presentd un comportamiento similar a lo ya
observado hasta las 48 h (Figura 24). Posteriormente el CR se increment6 en
promedio desde 0.9 hasta 1. Esta variacion se produce por el cambio
metabdlico, que se caracterizd por la disminucion en la producciéon de CO,

debido posiblemente al consumo de otras fuentes de carbono.

5.5.2. Variacion en el pH

La variacion en el pH es similar a lo observada en experimentos anteriores
hasta 48 h tanto en agar como en cotiledones (Figura 25). La hidrdlisis proteica
provoca la produccién de amoniaco lo que conlleva al incremento del pH. El

valor de pH que inici6 con 5.48+0.01 alcanz6 un valor de 6.78+0.08 en las
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primeras 24 h, periodo en el cual se presentd el incremento mas fuerte. Hasta
las 48 h con un incremento menor en comparacion al anterior se llego a
7.11+£0.09. En la hora 72 se obtuvo un pequefio incremento llegando a un pH
de 7.20+0.05 y a la hora 96 el pH se ubicé en 7.32+0.06. La velocidad de
incremento del pH después de la hora 24 es lenta, y superior a 7 finalizando las

96 h, el pH se constituye en un inhibidor del crecimiento.

08

0.6

CR (mmol CO; mmol O5 ")

04

02

0

0 10 20 30 40 50 60 70 30 90 100

Tiempo (h)

Fig. 24. Evolucion del coeficiente respiratorio durante 96 h de fermentacion

Las razones del comportamiento del pH después de las 24 h, serian la
desaceleracion del crecimiento y el metabolismo provocado por el mismo
incremento del pH en la protedlisis. La incapacidad de los tratamientos
guimicos para detener su incremento sin control, podria constituir un fenémeno

de inhibicién del crecimiento por los productos amoniacales generados.

Adicional a la utilizacién de acido para tratar de controlar el pH, se realizaron
pruebas preliminares utilizando sulfato de amonio (1, 1.5y 2 %). Los resultados
negativos obtenidos demostraron la imposibilidad para contener el incremento
del pH. El pH esta relacionado con el crecimiento y la degradacion, por tanto

sus variaciones afectan la velocidad de detoxificacion después de las 24 h.
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Fig. 25. Variacion del pH en el tiempo durante 96 h de fermentacion

5.5.3. Variacion en la detoxificacion

La concentracion de los alcaloides presentd un comportamiento similar a lo
observado durante las primeras 48 h. La mayor tasa de degradacion se
observo durante las primeras 24 h y cuando se llego a las 48 se alcanzé el 72
% de reduccion. En las siguientes 24 h la concentracion continué bajando en
un 7.25 %. Hasta completar las 96 h se observé una pequefia disminucién
equivalente a 1.05 %. Se puede afirmar que es probable que la degradacion de
los alcaloides se reduzca a su minima tasa y comience su detencién después
de las 72 h (Tabla 29). (Anexo 7)

La cantidad de alcaloides totales pasé desde 589.47 a 90.40 mg A columna™,
gue representa una detoxificacion del 84 %. El alcaloide mas eliminado fue la
THR llegando a un 97 %, para el que se observd una reduccién continua en los
96 h. De igual forma para la 4-HLup se que registr6 altos niveles de
degradacion con un 93 %, aunque se incrementd en las 72 h. Lo mismo se
observd en la 13-Hlup que presenté un ligero incremento en la hora 72 y
termind a las 96 h con una reduccién del 87 %. La hidroxilaciéon de la lupanina
en su degradacion puede ser la razén por la que se presenta el

comportamiento oscilante en las hidroxilupaninas.
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La lupanina llego a un 87 % de eliminacion a una velocidad creciente hasta la
hora 72. La mayor degradacion se presento en las primeras 48 h y hasta las 72
h se observo el 11.92 % de degradacion lo que explicaria la acumulacién en las
hidroxilupaninas que estan pendientes de ser eliminadas. Posteriormente se
presentd una disminucion del 1.51 %, que refleja la rebaja drastica en la

detoxificacion después de las 72 h.

El alcaloide menos eliminado es la esparteina que llegd después de 96 h a una
eliminacién del 72 %. Este comportamiento ha sido permanente en los
experimentos evidenciando que este alcaloide es la sustancia que mas

dificultad presenta para su degradacion.

Los alcaloides minoritarios tienen un comportamiento diferente. Se observé una
degradacion total del 82 % en 96 h, aunque hubo ligeros incrementos en las 48
y 72 h. Estos pueden ser derivados de la degradacion de los alcaloides

mayoritarios, fendmeno observado en los demas experimentos.

Los puntos de maxima produccion de CO, se presentaron aproximadamente a
las 18 h de fermentacion. Esto coincide con el tiempo donde se logré la mayor
detoxificacion que estuvo dentro de las primeras 24 h. Por tanto el metabolismo
de mineralizacion de la materia organica esta implicado directamente en la

degradacion de los alcaloides.

Los datos de alcaloides totales se ajustaron con la ecuacion de Luedeking-Piret
con base en la produccion de CO; en las 96 h (Soto-Cruz, et al., 2002). Se
obtuvo un R? de 0.84 y los valores de o y B fueron de 2.411 y -0.132
respectivamente. El valor de a confirma la relacidon directa entre la degradacion
de los alcaloides y la produccién de CO; cuyo incremento es analogo a la etapa
de crecimiento. Posterior a esta etapa la degradacion fue muy lenta y al final
incipiente, lo que se refleja en los valores de (. Resultados similares para
ambas variables se obtuvieron en los experimentos con agar reflejando la

congruencia de los resultados de ambos experimentos.

Frente a los resultados obtenidos por Jiménez et al. (2007), se presentaron
diferencias y similitudes. El perfil de alcaloides en la muestra fue diferente a lo

gue se obtuvo en nuestro andlisis. Posiblemente aunque sea la misma especie
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de Lupinus mutabilis los experimentos pudieron realizarse en ecotipos
diferentes. Entre las similitudes estuvieron la disminucion de la concentracion
de alcaloides totales durante la fermentacién que equivale al 86 %. Esta
reduccion se reportd durante 48 h, mientras que el 84 % reportado en los
presentes experimentos se logré6 después de 96 h. Diferencias en la
preparacion del medio pueden ser las responsables de las variaciones. El 91 %
de eliminacion reportado por Jiménez et al. (2007), se calculé desde los
procesos previos realizados para el acondicionamiento de los cotiledones
(remojo y coccion). En nuestros experimentos la disminucion de alcaloides
provocada por estos tratamientos fue imperceptible ya que los procesos de
acondicionamiento fueron diferentes. No se presentaron pérdidas de alcaloides
por remojo y el tratamiento térmico fue de solamente 5 min, tiempo en el cual

no se pudieron detectar diferencias significativas.

5.5.4. Relacién entre produccion de CO,, alcaloides consumidos vy

detoxificacion

El estudio de 96 h reveld que la detoxificacion se produce a una tasa constante
durante las primeras 24 h (Figura 26). A partir de este tiempo no se observa la
misma tasa de detoxificacién llegando en la parte final una fase estacionaria.
Sin embargo se observé que la produccién de dioxido de carbono continla
incrementdndose a una tasa constante hasta las 96 h. La detoxificacion es
favorecida en la primera parte del crecimiento del hongo y en las etapas
posteriores, la biomasa presente continla mineralizando la materia organica,
pero con una baja detoxificacion. Los alcaloides consumidos fue mayor a las 24

hy después de este tiempo se observo una caida gradual.

Pese a que la fermentacidn continu6 activa durante todo el periodo del ensayo,
la detoxificacibn tuvo una tendencia a disminuir. Por lo tanto tiempos
prolongados de fermentacion no contribuyen proporcionalmente con la
detoxificacion. Por el contrario afectan sensiblemente el contenido de materia

seca de los cotiledones ya que esta se pierde a través de la mineralizacion.
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Tabla 29. Cinética de variacion en la concentracion y cantidad de alcaloides durante 96 h de fermentacion con R. oligosporus

Concentracion de Alcaloides

Tiempo Totales Identificados  No Identificados ~ Disminucion THR 4 HLup 13 HLup Esparteina Lupanina
(h) (mg ATgMSIY)  (mgAgMSI™Y) (mg A gMsI?) (%) (mgTHRgMSI™) (mgHLgMSI™)  (mgHLgMSIY) (mgEgMSIY) (mgLgMSIh
0 47.3243.36  46.39+3.32 0.93+0.04 0.00 4.10£0.40 1.52+0.17 0.91+0.10 13.09+0.57 26.77+1.79
24 23.24+2.10  22.32+2.02 0.92+0.08 50.89 0.62+0.05 0.22+0.01 0.34+0.06 8.29+0.37 12.84+1.17
48 13.17+1.46 13.03+1.43 0.14+0.03 72.17 0.14+0.02 0.13+0.01 0.15+0.01 4.91+0.29 7.69+0.55
72 9.74+1.05 9.51+1.02 0.23+0.03 79.42 0.13+0.01 0.19+0.02 0.25+0.02 4.71+0.35 4.23+0.54
96 9.24+0.84 9.03£1.20 0.21+0.04 80.47 0.11+0.02 0.12+0.01 0.14+0.03 4,53+0.27 4,12+0.52

Cantidad de Alcaloides

Tiempo Totales Identificados  No Identificados Detoxificacion THR 4 HLup 13 HLup Esparteina Lupanina
(h) (mg AT Colum™)  (mg A Colum?)  (mg A g Colum™) (%) (mg THR Colum™)  (mg HL Colum™  (mg HL Colum™)  (mgE Colum™)  (mg L Colum™)
0 589.47+41.86 577.90+41.36 11.57+0.50 0.00 51.09+4.98 18.88+2.12 11.33+1.25 163.08+7.10 333.51+22.30
24 286.58+25.90 275.22+24.91 11.37+0.99 51.38 7.67+0.62 2.74+0.12 4.25+0.74 102.24+4.56 158.32+14.43
48 145.82+16.16 144.32+15.83  1.50%0.33 75.26 1.59+0.22 1.48+0.11 1.71+0.11 54.42+3.21 85.12+6.09
72 104.54+11.27 102.08+£10.95  2.46%0.32 82.27 1.45+0.11 2.08+0.21 2.64+0.21 50.54+3.76  45.38+5.80
96 90.40+12.13 88.33+11.74 2.07+0.39 84.66 1.08+0.20 1.16+0.10 1.40+0.29 44.36+2.64  40.33+5.09
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5.5.5. Efecto de un menor tamafio de particula en la detoxificacién

El tamafio de particula afecta la eliminacion de alcaloides en todos los
tratamientos. Entre los tamafos entero, No. 4 y No. 6 se presentaron
diferencias en la disminucion de la concentracion equivalentes a 4.71 y 4.43%
respectivamente. Evidentemente se observo un mayor nivel de degradacion en
el medio con el menor tamafio de particula. No obstante, se realizaron ensayos
preliminares en columna con particulas de menor tamafio al No. 6. Para esto se
estandariz6 en tamafio No. 12 con H-60 y A-60. El experimento se realiz6 en
columnas de 1 cm de didametro en las condiciones de temperatura

estandarizadas para todos los experimentos.

350 80
300 I
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& 550 Co2z
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o 200 - 50 @ :
2 g —8— Alcaloides
= I § Consumidos
s 150 40 © {mg/gM3)
= - 30 &
8 100 ——Porcentaje de
- 20 Detoxificacion
50 - 10
0 & E\E\k H- o
0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)
Fig. 26. Relacioén entre produccién de CO,, alcaloides consumidos y
detoxificacion

Los resultados demostraron que el menor tamafio de particula afecta la
disminucidn en la concentracion de los alcaloides. Comparando las
concentraciones obtenidas después de 96 h en los medios No. 6 y No. 12, se
observd un 13.53% mas de concentracion para el medio No. 12. La
concentracién en este medio pasé de 44.02+5.1 mg AT g MSI™ a 10.49+1.07
mg AT g MS™; frente a 9.24+0.84 mg AT g MS™ obtenido para el medio No. 6.
Este resultado pudo deberse a las limitaciones de crecimiento en el interior del
lecho. Las particulas de menor tamafio a un elevado contenido de humedad se

compactan facilmente impidiendo el crecimiento. Por tanto se concluyé que el
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tamafio de particula No. 6 es adecuado para el crecimiento del hongo y en este

se obtiene la mayor reduccién de alcaloides.
5.5.6. Efecto de una mayor temperatura en la detoxificacién

Un ensayo de fermentacion se realiz6 en columnas con particulas enteras y
quebrantadas No. 4, durante 48 h y a 30° C. La biodegradaciéon de los
alcaloides se observé en ambos tratamientos, no obstante, los niveles se
encontraron muy por debajo de lo que se habia obtenido en los experimentos
previos. La concentracion inicial de alcaloides fue de 40.10+3.05 mg AT g MSI™*
y finalizo en 35.04+0.79 mg AT g MS™ para semillas enteras y de 30.26+0.54
mg AT g MS™ para el material quebrantado. La eliminacién para las primeras
fue de 12.60% mientras que para las segundas se calcul6 una eliminacién del
24.52%. Esos niveles estan muy por debajo de experimentos anteriores, en los
cuales se ha superado el 70 % de eliminacion. Probablemente la
biodegradacion de los alcaloides se limité por el estrés generado por el exceso
de temperatura y se evidenci6 en el microorganismo por el escaso crecimiento

de micelio y por la excesiva esporulacion.
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6. CONCLUSIONES

El proceso de fermentacion cambia con las condiciones del proceso. En orden
de importancia el pH, el tamafio de particula y la humedad influyen en la
detoxificacion. La aireacion contribuye a la degradaciéon de alcaloides
minoritarios. En el sistema no se observaron signos de inhibicion a causa de
los alcaloides. Aunque las condiciones para el hongo fueron 6éptimas, la
detoxificacion no alcanza a los niveles de consumo alimentario, debido a la

dificultad para controlar efectivamente las variaciones sufridas por el medio.

Los valores de pH estudiados permiten el crecimiento del hongo y el consumo
de materia seca en diferentes fases. En pH 3.5 la detoxificacion se reduce a
una tercera parte de lo logrado en el pH de 5.5 y es la lupanina la sustancia
mas degradada. Aunque no hay evidencia contundente que esclarezca la ruta
metabolica seguida en el proceso de degradacion, la detoxificacion puede estar
relacionada con el catabolismo de los glucidos cuya maxima actividad se
encuentra en pH 5.5y en las primeras 24 h.

El tamafio de particula tiene una mayor incidencia que la humedad en la
degradacion de los alcaloides y en el crecimiento, aunque ambas son
determinantes en el proceso. La fermentacién requiere que el medio tenga una
humedad minima del 50 % y particulas con tamafio entre 5y 5.7 mm. En la
fermentacion hay una disminucion aproximada del 5 % de materia seca. No se
evidenciaron signos de inhibicién del crecimiento que puedan ser atribuidos a

los alcaloides en esta concentracion.

El tamafio de particula tiene una mayor incidencia que la humedad en la
degradacion de los alcaloides y en el crecimiento, aunque ambas son
determinantes en el proceso. La fermentacion requiere que el medio tenga una
humedad minima del 50 % y particulas con tamafio entre 5y 5.7 mm. En la
fermentacion hay una disminucion aproximada del 5 % de materia seca. No se
evidenciaron signos de inhibicién del crecimiento que puedan ser atribuidos a

los alcaloides en esta concentracion.
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La aireacion forzada tiene un aporte limitado en la eliminacion de los alcaloides.
Mientras la atmoésfera del reactor provea de oxigeno y evacue el CO,; la
detoxificacion continuara. No obstante la presencia de oxigeno en una mayor
proporcién contribuye a la degradacion de los alcaloides minoritarios. Sin
embargo, el exceso de aireacion contribuye a la hidrataciéon del medio y
aumenta la mineralizaciéon. La lupanina y la esparteina, se degradan de similar
forma a los medios sin aireacion. La THR y las hidroxilupaninas incrementan su

degradacion por la mayor disponibilidad de oxigeno en el medio.

La detoxificacién puede relacionarse mejor con el consumo de materia seca y
la ecuacion puede utilizarse para predecir el comportamiento del proceso. Los
valores de a y B de la ecuacion de Ludueking-Piret confirman que la
detoxificacion sucede en la etapa de crecimiento concordando con las

observaciones experimentales.

La fermentacion posterior a las 48 h tiene un beneficio limitado en la
detoxificacion. La degradacién de los alcaloides disminuye después de las
primeras 48 h. En el proceso se reduce excesivamente el contenido de materia

seca afectando el rendimiento, la calidad nutricional y organoléptica.

La fermentacion de los cotiledones de lupino con el R. oligosporus, podria
considerarse como una alternativa de detoxificacion parcial. EI mejoramiento de
la detoxificacion esta en la identificacion de las rutas metabdlicas implicadas en
el proceso. Esto permitird disefiar estrategias de mejoramiento de las
expresiones genotipicas o fenotipicas relacionadas con la degradacion de los

alcaloides.
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Anexo 1. Andlisis cromatografico y espectrometria de masas de alcaloides quinolizidinicos del Lupino (L.mutabilis)
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Anexo 2. Datos de materia seca consumida y biomasa producida

PDA

AL 3.5

AL 5.5

Materia Seca

Biomasa Total

Materia Seca

Biomasa Total

Materia Seca

Biomasa Total

Tiempo Consumida » Tiempo Consumida » Tiempo Consumida '
(h) mg Plato™ mg Plato™ (h) mg Plato™ mg Plato™ (h) mg Plato™ mg Plato™
Rep 1 Rep 2 Rep 1 Rep 2 Rep 1 Rep 2 Rep 1 Rep 2 Rep 1 Rep 2 Rep 1 Rep 2
0 0 0 0.4900  0.6556 0 0 0 0.6000  0.5000 0 0 0 0.6000  0.5000
2 1.4895 1.7508 1.0000  1.2000 2 5.0714 5.8396 0.9600  1.0600 2 2.3090 1.9973 1.0000  1.1000
4 1.2260 1.5607 11100  0.9000 4 3.0428 3.5282 0.9000  1.0000 4 3.3985 3.7351 1.7000  1.4000
6 3.2922 3.8156 0.6000  0.5000 6 1.3151 1.1435 0.8000  0.7000 6 3.6377 4.1778 0.5400  0.4600
8 6.8287 7.7711 0.9300  1.0700 8 4.8136 4.4357 1.3000  1.8000 8 5.4704 5.6489 0.7100  0.6300
10 12.7376 14.0199  3.0000  3.3000 10 1.1422 1.0471 0.6900  0.8100 10 10.9416 11.6789 1.9000  2.2000
12 17.7224 18.6784  7.2000  6.7000 12 7.1568 8.0679 1.1000  1.3000 12 21.5272 19.3220  2.2000  2.5000
16 28.6389 32.7768  10.2000  9.7000 16 2.1665 2.4638 0.9600  0.8400 16 30.4515 26.8932 50000  5.3000
18 40.3186 35.0875  10.6000 11.8000 20 3.6752 4.0460 1.3000  1.5000 18 56.3870 52.3956  7.1000  6.8000
20 54.6553 485941  21.2000 21.5000 22 10.9425 9.8092 1.5100  1.3900 20 63.4513 66.9045 7.7000  8.1000
22 52.5985 57.8174  30.1000 28.8000 24 14.6832 12.9740  1.9000  2.2000 22 71.5527 68.0183  10.0000  10.2000
24 63.3008 60.9095 359000  36.0000 26 29.8552 30.3981  3.2000  3.0000 24 70.3545 77.6906  14.7000  13.5000
26 75.9973 721211  39.6000  39.3000 28 24.8377 25.7550  7.2000  6.8000 26 82.1871 76.5016  18.7000  18.2000
28 80.3682 77.8807  40.7000  41.0000 30 62.7704 55.4962  11.0000 10.4000 28 87.8988 92.8022  29.1000  29.6000
36 86.4122 91.7184  48.4000 48.5000 36 104.8996  94.5639  32.5000 33.0000 36 99.7263  102.8293  46.5000  46.9000
39 98.3657 91.6887  51.4000 51.2000 39 109.8932  101.3074  45.9000 46.7000 39 111.6415  108.9085 53.0000 53.5000
42 96.0485 97.3864  52.3000 51.5000 42 107.1475  118.2028  52.3000 52.7000 42 110.7354  116.3442  57.1000 59.3000
45 103.1298  102.8271 52.8000 51.9000 45 118.7385  109.2705 54.6000 55.4000 45 117.5827  114.0137  64.7000 68.4000
48 103.7851  108.9673  53.5000 52.7000 48 109.3744  123.9967 59.4000 58.8000 48 127.9280  128.9837  68.0000 69.5000
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Anexo 3.

a) Cinéticas de disminucion en la concentracion de alcaloides totales en agar

lupino
AL 3.5 AL 5.5
Concentracion Concentracion
Tiempo (mg A mg MS™) Tiempo (mg A mg MS™)
REP 1 REP 2 REP 1 REP 2

0 27.5157  28.5686 0 26.1026  23.7149
12 27.1941  29.2358 12 26.3101 24.9023
16 25.9780  26.5994 16 26.6064 22.9686
22 27.3460 26.3876 20 18.3469  17.4855
26 27.0404 27.9766 24 18.4772 16.4953
30 27.0336  27.8033 28 17.6607 14.6608
36 27.9498  28.0873 36 15.1810 13.9142
42 28.8366  28.0123 42 14.3692  13.5508
48 28.9043  27.7608 48 11.4686 11.9885

b) Cinéticas de disminucion en la concentracién de cada alcaloide en agar
lupino

Agar Lupino 3.5

Concentracién de Alcaloides
Tiempo __(mg lupanina g MS™)  (mg esparteina g MS™) (mg tetrahidrorombifolinag MS™)  (mg minoritarios g MS™)
(h) REP 1 REP2 REP1 REP 2 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2
0 17.0107 18.0805 4.6767 5.0635 2.1683 2.0006 1.6599 1.4239
12 18.0060 19.9548 5.1031 5.6553 2.1592 1.9501 1.9258 1.6756
16 18.6606  19.2806 4.2146 4.3546 1.9503 1.8859 1.1525 1.0783
22 18.8260 17.9070 4.1901 4.4080 1.9334 1.8406 2.3964 2.2320
26 18.4058 20.1362 5.0070 4.5694 1.7333 1.5825 1.8943 1.6886
30 19.3148 20.7421 5.0370 4.6824 1.1780 1.0962 1.5037 1.2826
36 20.6021  20.3972 4.8306 4.8760 1.4501 1.4653 1.0670 1.3488
42 21.2329 19.7991 5.4694 5.8626 1.2840 1.1962 0.8504 1.1544
48 20.8654 19.7194 4.4586 4.7201 1.6281 1.5394 1.9522 1.7818

Agar Lupino 5.5
Concentracion de Alcaloides
Tiempo __(mg lupanina g MS™)  (mg esparteina g MS™) (mg tetrahidrorombifolina g MS™)  (mg minoritarios g MS™)
(h) REP 1 REP 2 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2
0 18.3584  16.4845 4.3799 3.9318 1.8093 1.6255 15551 1.6731
12 18.9448 17.7686 4.4417 4.1659 1.4847 1.3912 1.4389 1.5766
16 18.3318  15.4817 4.3945 3.7093 1.6995 1.4352 2.1806  2.3424
20 11.2952 9.9101 3.1673 3.6081 1.6055 1.8278 2.2789  2.1395
24 11.3701 9.6855 3.5770 3.0469 1.3348 1.5677 2.1953  2.1952
28 11.2080 8.6095 3.6336 2.7907 1.2997 1.6929 15194 1.5677
36 9.7166 8.5830 2.9803 2.6315 1.1348 1.2846 1.3492 1.4151
42 8.4899 7.8145 2.9386 2.7042 0.9849 1.0681 1.9558  1.9640
48 6.1492 7.0013  2.4887 2.1839 1.0780 1.2266 1.7527 1.5768
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Anexo 4. Valores de alcaloides totales calculados por las ecuaciones

Agar Lupino 3.5

Tiemp Valores Valores Valores Valores Valores
0(h)  Experimentales Calculados Ec. 13 Calculados Ec. 3 Calculados Ec. 14 Calculados Ec. 5
(mg AT plato™) (mg AT plato™) (mg AT plato™) (mg AT plato™) (mg AT plato™)
0 15.44 15.45 15.45 15.45 14.94
12 15.74 1541 14.65 15.66 14.87
16 14.53 15.43 14.39 15.51 14.90
22 14.51 15.39 14.01 15.16 14.85
26 14.32 15.29 13.77 14.61 14.70
30 13.48 14.81 13.52 13.81 14.01
36 12.63 13.44 13.17 12.53 12.38
42 12.45 12.20 12.82 12.33 12.49
48 12.29 11.79 12.49 12.22
Agar Lupino 5.5
0 14.54 14.55 14.55 14.55 13.65
12 14.44 14.27 11.70 13.08 13.23
16 13.78 13.83 10.88 12.49 12.57
20 9.29 13.40 10.12 9.86 11.94
24 8.91 12.44 9.41 9.23 10.58
28 7.98 10.07 8.75 8.05 7.67
36 7.02 7.37 7.57 7.27 5.83
42 6.57 5.58 6.79 6.39 7.09
48 5.34 3.94 6.09 5.32
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Anexo 5. Concentracién de alcaloides quinolizidinicos en 48 h de fermentacion
en medios sin aireacion forzada

Alcaloides Totales

REP1 REP2 REP1 REP2 REP1 REP2 REP1 REP2 REP1 REP2 REP1 REP2
Tiempo E-40 Q-40 E-50 Q-50 E-60 Q-60
0  41.7941 43.4855 425718 43.9198 423719 43.1139 44.0704 43.0919 41.9345 46.8861 41.2288 43.4408
24 31.3097 31.8939 28.1874 28.5369 28.7239 28.1033 29.6462 29.4957 29.1206 26.6412 24.4659 24.2052
48  23.2725 22.0299 18.7251 22.0947 16.7722 17.0570 14.7751 13.8827 159227 16.3853 12.6311 12.8145
Lupanina
Tiempo E-40 Q-40 E-50 Q-50 E-60 Q-60
0  21.4692 23.9418 23.6887 26.2483 21.0893 21.8234 28.1443 27.1986 23.2252 25.6199 23.6011 23.2582
24 156301 15.7929 14.6821 16.0660 15.1190 13.7052 13.3725 13.9853 13.8273 13.4988 12.3097 11.8154
48  9.9004 9.1272 88115 10.5041 6.9290 6.9543 6.6101 5.8577 6.4793 7.0981 54829 5.0780
Esparteina
Tiempo E-40 Q-40 E-50 Q-50 E-60 Q-60
0 10.3887 9.9493 10.4914 11.0870 12.8127 12.6257 9.8627 9.2568 10.2826 12.2704 10.3877 10.8398
24 7.8476 7.7899 7.2153 7.1977 7.4144 82168 7.0104 6.7182 9.2732 7.5957 6.3345  6.3661
48  6.9071 6.1604 51067 6.5545 4.9195 4.9071 3.0978 3.1717 4.2335 4.2484 3.4922  3.1468
Tetrahidrorombifolina
Tiempo E-40 Q-40 E-50 Q-50 E-60 Q-60
0 38703 35210 3.8925 3.5639 3.7636 3.4524 3.9577 3.8088 3.5091 3.2381 3.7030 3.8458
24 22599 24988 1.9816 2.1989 1.3521 15238 1.9547 1.8344 1.0610 1.1081 15108  1.3659
48 19982 23144 16961 1.4829 0.8403 1.0050 1.1931 1.0498 0.9736 0.8567 0.9714 0.8338
4-Hidroxilupanina
Tiempo E-40 Q-40 E-50 Q-50 E-60 Q-60
0 1.9520 1.9941 1.8989 1.9029 1.9069 1.9504 1.9252 2.0411 1.9224 1.9342 1.9615 1.9888
24 19300 19968 1.6584 1.7523 1.7466 1.8213 15871 17801 1.8594 16466 1.4388  1.6061
48  1.6787 1.7836 12558 1.4485 1.3985 1.2347 1.2727 1.4366 1.3684 1.5596 1.1242  1.2157
Minoritarios
Tiempo E-40 Q-40 E-50 Q-50 E-60 Q-60
0 41140 4.0794 2.6002 3.0206 2.7994 3.2620 3.0328 3.3252 2.9952 3.8236 3.5370  3.5081
24 36420 3.8155 2.6499 3.0743 3.0918 2.8362 2.8691 2.6390 3.0997 27919 2.8721  3.0517
48 27881 2.6443 1.8550 2.1047 2.6849 2.9560 2.6014 2.3668 2.8679 2.6224 2.6846  2.5401
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Anexo 6. Datos de concentracion de CO, y oxigeno durante 96 h de
fermentacion

TIEMPO (h) COLUMNA 1 COLUMNA 2 COLUMNA 3
De Real o) [ o)
monitoreo  Fermentacién (%)2 02 (%) (%)2 02 (%) (%)2 0z (%)

0:00:00 2:00:00 0.0500 22.2798  0.1168  22.0731  0.0745  22.2242
1:05:53 3:05:53 0.0431 221746  0.1035  22.1875  0.0376  22.2282
2:11:46 4:11:46 0.0569  22.3176  0.0902  22.0642  0.1114  22.1683
3:17:41 5:17:41 0.0707 221727  0.1272  21.9925  0.0736  22.0977
4:23:30 6:23:30 0.0917  22.0481  0.1784  22.0551  0.1053  22.0315
5:29:38 7:29:38 0.1047  22.0934  0.1996 21.8629  0.113  22.03105
6:35:36 8:35:36 0.1374  22.0409  0.1447  21.9141  0.1879  22.0301
7:41:26 9:41:26 0.1795  22.0391  0.199  21.9692  0.1873  22.0287
8:47:16 10:47:16 0222  21.9374 02583 21.8176 0.2672  21.9644
9:53:10 11:53:10 0334 218519 03623 21.7734 03588  21.8156
10:59:02 12:59:02 0.4244 217548 03477 217229 04998  21.6594
12:04:52 14:04:52 0.5908  21.6124  0.6319  21.5128  0.6203  21.5653
13:10:42 15:10:42 0.7324  21.4958  0.7596  21.3913  0.7648  21.4952
14:16:33 16:16:33 0.8616  21.3633  0.8598  21.2935  0.857  21.3424
15:22:23 17:22:23 0.9567  21.3455  1.0204  21.2956  0.9822  21.2507
16:28:14 18:28:14 0.9867  21.2732  1.0237  21.2099 09776  21.1948
17:34:05 19:34:05 0.9743 211903  0.952  21.1404 09555  21.1698
18:39:55 20:39:55 0.9572  21.2372  0.9331  21.0954 0.9669  21.1927
19:45:45 21:45:45 0.9101  21.2383  0.9348  21.1474  0.9486  21.2115
20:51:36 22:51:36 0.9043  21.2024 0.93 21.0707 0.8843  21.0766
21:57:27 23:57:27 0.9228  21.1296  0.935 21.031 09171  21.1134
23:03:59 25:03:59 0.9233  21.0832  0.919 20.953  0.9497  20.9955
24:10:34 26:10:34 0.9129 209501  0.9131 209673 0.9132  20.984
25:16:28 27:16:28 0.9531  20.9404 0956  20.8833  0.9648  20.9689
26:07:08 28:07:08 0.9652  20.9001  0.9583  20.8388  0.9484  20.9031
26:57:48 28:57:48 0.9517 20.8556  0.9579  20.8211  0.9653  20.9026
27:48:29 29:48:29 0.9554  20.9242 0.9709  20.8398  0.9601  20.8708
28:39:10 30:39:10 0.9588  20.9184  0.9474  20.6866  1.0375  20.7697 o »

:29:51 31:29:51 0.9818  20.9101  1.0294  20.8058  1.0021  20.8254 Cinética de concentracion de CO; durante 96
30:20:32 32:20:32 0.9504  20.8913 09512  20.7779 09614  20.9213 i
31:11:12 33:11:12 0.969 20.821 0972 207308 0.9825  20.8742 horas de Fermentacion.
32:01:52 34:01:52 0.9468 209048 009734  20.7988  0.9997  20.9033
32:52:33 34:52:33 0.9403 21.0365 1043 207578 0979  21.0948 12000
33:43:16 35:43:16 0.9623  20.9243 0.9716  20.8363  1.0013  20.8617
34:33:58 36:33:57 0.9704  20.9013  0.9839  20.8339  0.9916  20.869 A
35:24:40 37:24:39 0.9871  20.8726  0.9823  20.7989  0.9835  20.8288 1.0000 ﬂ\‘\ Ay w
36:15:21 38:15:21 0.9933  20.9141  0.9865 20.7772  0.9908  20.9055 & 7 : i J
37:06:03 39:06:03 0.9743  20.8663  0.9768  20.7531  0.9916  20.8438 & 0so0 - ‘le
37:56:45 39:56:45 0.9732  20.8471  0.9681  20.8372  0.9995  20.8842 4 [ Rl
38:47:26 40:47:26 0.9724  20.882  0.9862 20.84 0.9945 20.8852 = | N,
39:38:08 41:38:08 09684 20944 09867 208516 0986 208812 g " v
40:28:50 42:28:50 0.9896  20.8761  0.9829  20.8488  0.9925  20.8767 =
41:19:32 43:19:32 0.9763  20.9469  0.9346  20.8359  0.9925  20.941 § 04000 ——cott
42:10:15 44:10:15 0.9584  20.9281 09783  20.8472  1.0035  20.8766 & ——coL2
43:00:58 45:00:58 0976  20.9886 09943  20.8669 09967  20.897 02000 ‘ coL3
43:51:40 45:51:40 0.9598  20.9704 0.9874  20.8406  0.9961  20.9561 < /"/

44:42:23 46:42:23 0.9446  20.9831  0.9589  20.9107 0.9962  20.9402 N/
45:33:06 47:33:06 0.9611  20.9325  0.9612  20.929  0.9882  20.923 0.0000
46:23:48 48:23:48 0.9342  21.0085 0.9502  20.9315  0.9844  20.8867 0:00:00 24:00:00 48:00:00 72:00:00 96:00:00
47:14:44 49:14:44 0.9491 209786  0.9687  20.8621  0.9552  20.9731 Tiempo (h)
48:06:23 50:06:23 0.9485  20.9221  0.9404  20.846  0.9617  21.008

48:57:11 50:57:11 0.9523 209758 09558  20.8374  0.9696  20.9236

49:32:46 51:32:46 0.9304 209838  0.917  20.9206 0.9511  20.986

50:08:21 52:08:21 0.8845 21.0415 009102  20.9458  0.9128  20.9784

50:43:55 52:43:55 0.9274 20998  0.8996  20.958  0.9087  20.9686

51:19:29 53:19:29 0.8964  21.0522  0.9215  20.9848 09174  21.0269

51:55:04 53:55:04 0.9051  21.0328  0.9279  20.8619  0.9288  20.9573

52:30:38 54:30:38 0.8993  21.0838  0.9212 20.92 0.9066  21.043

53:06:11 55:06:11 0.8714  21.0007 0.9337  20.9349 09182  21.0057

53:41:43 55:41:43 0.9529  20.8483  0.9679  20.8986  0.8712  20.9941

54:17:16 56:17:16 0.8885  21.0136  0.8812  20.9404  0.9222  20.9928

54:52:50 56:52:50 0.8771  21.0948  0.8645  21.0004 0.8809  21.0043

55:28:23 57:28:23 0.869  21.0805 0.8878  20.9563  0.889  21.0905

56:03:56 58:03:56 0.8537 21.0961 08711  20.9677 0.8853  21.0074

56:39:28 58:39:28 0.8866  21.0973  0.8442 21.0241 0.8886  21.0616

57:15:01 59:15:01 0.851  21.0439  0.883  20.9935 0.8854  21.0814

57:50:34 59:50:34 0.854  21.0768 0.8624  21.0471  0.8818  21.0445

58:26:07 60:26:07 0.8435  21.1181  0.8619  20.9502  0.882  21.0762

59:01:39 61:01:39 0.8692  21.0848  0.8495  20.994  0.8817  21.0691

59:37:12 61:37:12 0.8607  21.1032 0.8764  20.9951  0.8812  21.0586

60:12:44 62:12:44 0.8424  21.1315  0.8419  21.0514 0.8742  21.0477

60:48:18 62:48:18 0.8071  21.1487  0.8405 21.0505  0.866  21.1089

61:23:52 63:23:52 0.8455  21.155  0.8746  21.0532  0.8756  21.0962

61:59:26 63:59:26 0.8394  21.1543 08476 21.0185 0.8579  21.1045

62:34:59 64:34:59 0.859 21117  0.8677 21.0761  0.8526 21.14

63:10:32 65:10:32 0.8655 21.1152 0.8223 21.0639 0.8763  21.0897

63:46:05 65:46:06 0.8619  21.1633  0.8346 211199  0.8621  21.1092

64:21:39 66:21:39 0.8654  21.1483  0.866  21.0591  0.8879  21.1087

64:57:12 66:57:12 0.8632  21.1858  0.8554  21.0724  0.8336  21.1588

65:32:46 67:32:46 0.8472  21.1704 0.8583  21.1129  0.8384  21.1866

66:08:21 68:08:21 0.8586  21.1614 0.8669  21.079  0.8434  21.163

66:43:55 68:43:55 0.864  21.1775 0.8398  21.0749  0.862  21.1395

67:19:29 69:19:29 0.8606  21.1354  0.8684  21.1319  0.8701  21.2158

67:55:03 69:55:03 0.8383  21.1438  0.8326  21.0998  0.8693  21.1831
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68:30:38 70:30:38 0.8513 21.2441 0.836 21.1122 0.8452 21.156

69:06:12 71:06:12 0.8209 212417 0.8491  21.194 08444  21.1979
69:41:47 71:41:47 0.8855 212338  0.8639 21.1692  0.8637  21.2901

70:17:21 72:17:21 0.8431 212649  0.8702 21.1128 0.8478  21.1729

70:52:58 72:52:58 0.8323 212018 0.8552  21.1175 0.8207  21.2482

71:28:35 73:28:35 0.8883 212196  0.9085 21.1142 0.8674  21.3213

72:04:12 74:04:12 0.9452 211456  0.9073  21.2954  0.8903  20.8564

72:40:04 74:40:05 0.8656  21.1333  0.8436  21.0234  0.8731  21.1944

73:15:42 75:15:42 0.8335  21.1532  0.7812 21.15 0.8505  21.1531

73:36:11 75:36:11 0.8845  21.199  0.8458 21.1379 0.8616  21.2017

73:56:57 75:56:58 0.8985 212493  0.8659  21.0418 009323  21.2035

74:17:18 76:17:18 0.8437 211494 0.7945 21.0649 08738  21.1611

74:37:42 76:37:42 0.8571 212308 0795  20.9598  0.8489  21.2034

74:58:02 76:58:03 0.7874 212163  0.8691  21.2107 0.7996  20.9667

75:18:23 77:18:23 0.8051 212101  0.8092 21.1256  0.8077  21.1672

75:38:41 77:38:42 0.8008  21.1776  0.7948  21.0923  0.8168  21.1809

75:59:00 77:59:01 0.7827 212172 07374 211729 07977  21.2469

76:19:21 78:19:21 0.8129 211916 0.7743  21.1656 07779  21.2194

76:39:41 78:39:42 0.7969 212492  0.7593  21.1855  0.7904  21.2598

77:00:02 79:00:02 0786  21.2598  0.8024  21.1262  0.7753  21.2743

77:20:21 79:20:21 0.7842  21.2008  0.7826  21.0636  0.7753  21.2009

77:40:41 79:40:42 0.8283 212484  0.8134 21.0521 07777  21.2743

78:01:00 80:01:00 0.8292 21296  0.8785 21.0751 08101  21.1482

78:21:21 80:21:21 0.7849 21.3 0.7917 211736  0.7895  21.2979

78:41:41 80:41:41 0.7715 212523  0.7734 211235 07626  21.2212

79:02:03 81:02:03 0.7987 212403 0.7581  21.1648  0.783  21.2197

79:22:24 81:22:24 0.7515  21.2064 0.7666  21.1104  0.745  21.2082

79:42:44 81:42:44 0.7684  21.2663  0.7713  21.1465 07687  21.2617

80:03:05 82:03:05 0.7762  21.2204 07633  21.2141  0.7563  21.2318

80:23:25 82:23:25 0.7704 21.2736 0.7649 21.1939 0.7529 21.2765 Cinética de concentracion de 02 durante 96
80:43:45 82:43:45 0.7645  21.2531  0.763  21.1568  0.7698  21.2636 L
81:04:06 83:04:06 0.76 21.3265 07647 211913  0.7527  21.2889 horas de Fermentacion.
81:24:27 83:24:27 0.7026 212706  0.7615 211752  0.717  21.2776 24

81:44:48 83:44:48 0.7653  21.3028 0.7316  21.1669 07455  21.3258

82:05:08 84:05:08 0.7573 213077  0.7564  21.234 07164  21.2478 29 "\\

82:25:29 84:25:29 0.7229  21.3055  0.7285  21.1723  0.728 21.238

82:45:50 84:45:50 0.7217 213154  0.7468 21.2341 07269  21.294 2 ,\, \

83:06:11 85:06:11 0.718  21.3112 0.7102 212446  0.7493  21.3673 —coL1

83:26:31 85:26:31 0.7407 213181  0.7425 212709 07119  21.3772 £ g V‘ o2

83:46:52 85:46:52 0.7188  21.2949  0.7334  21.2266  0.7308  21.286 S

84:07:13 86:07:13 0.7344  21.3335  0.7227 212989  0.7443 21.349 £ 26 coL3

84:27:34 86:27:34 0.7366  21.3134  0.7217  21.2588  0.7365  21.2697 E N’
84:47:55 86:47:55 0.742 21292 07328  21.318 07306  21.3541 £ 214 ;JWL
85:08:16 87:08:16 0.7648  21.3965 0.6603  21.2848  0.6977  21.3176 g .
85:28:36 87:28:36 0.7347 214231 07398 21.1748 07125  21.4152 5 212 ,.”-]h v
85:48:58 87:48:58 0.7317  21.372  0.6998 21.2802  0.7443  21.3637 © W ,,ﬂ",‘.ﬂ\- |
86:09:18 88:09:18 0.6687  21.4646  0.7384  21.2385  0.741  21.2871 21 | ‘n"-’ v p\
86:29:39 88:29:39 0.7185 213712  0.7157 21.3591  0.6932  21.464 o ha AL

86:50:00 88:50:00 0.7673  21.4878  0.6756  21.3677  0.7095  21.3308 208 W

87:10:21 89:10:21 0.7047  21.3921  0.6904  21.2628  0.7084  21.4034

87:30:43 89:30:43 0.7051  21.389  0.6474 21.3936 0.6989  21.3765 206

87:51:04 89:51:04 0.7186  21.3631  0.6881  21.3047 07033  21.3568 0:00:00 24:00:00 48:00:00 72.00:00 96:00:00
88:11:25 90:11:25 0.6553  21.4444  0.6972  21.2985  0.6869  21.4349 e

88:31:46 90:31:46 0.6959 21.41 0.6838 213372  0.6904  21.4363 Tiempo (h)

88:52:07 90:52:07 0.6948  21.3854  0.618  21.3482 06754  21.4857

89:12:28 91:12:28 0.6922  21.3957 0.6608 21.3449 06796  21.4814

89:32:50 91:32:50 0.7025  21.3847 0.6573  21.347  0.6448  21.4541

89:53:11 91:53:11 0.679 21.469  0.6565 21.3509  0.6524  21.4953

90:13:32 92:13:32 0.6706  21.4672  0.6478  21.3994  0.6508  21.4508

90:33:53 92:33:53 0.6876  21.4398  0.6467 21.3616  0.6514  21.4482

90:54:15 92:54:15 0.6684 215053  0.687  21.4533 05909  21.4508

91:14:36 93:14:36 0.6678  21.4806  0.623  21.4029 06234  21.4485

91:34:58 93:34:58 0.6286  21.4961  0.6652  21.3668  0.6475  21.4934

91:55:20 93:55:20 0.6533  21.4582  0.6481  21.4247  0.6369  21.4877

92:15:42 94:15:42 0.624  21.4807 06331 214258 0.6421  21.4823

92:36:03 94:36:03 0.6373 215283 0.6363 214502 06313  21.5615

92:56:25 94:56:25 0.6539 214732 0.6256  21.4843 06114  21.5636

93:16:47 95:16:47 0.6222 215252  0.646  21.4181 06377  21.4923

93:37:09 95:37:09 0.6311 215339  0.6269  21.4277  0.605 21.488

93:57:30 95:57:30 0.6226  21.4894  0.6269  21.4322 05744  21.5525

94:17:52 96:17:52 0.6197 215041  0.6202  21.4317 05937 21.5763

94:38:14 96:38:14 0.6164  21.4939  0.6037 21.48 0.6274  21.5063

94:58:36 96:58:36 0.6247 21514  0.6046 215172 0.6074  21.5243

95:18:58 97:18:58 0.5498  21.5483  0.5843  21.5381  0.579  21.4844

95:39:29 97:39:29 0.6373  21.5519  0.6258  21.5155  0.6249  21.5929

95:59:52 97:59:52 0.6178 215205  0.619 214122 06222  21.5075

96:20:17 98:20:17 0.621 21533  0.6107  21.4327 0.6173  21.5643

96:40:41 98:40:41 0.6066 215845  0.5866  21.4197  0.6234  21.5696
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Anexo 7. Cinética de disminucién en la concentracion de alcaloides en 96 h de fermentacién con R. oligosporus.

CONCENTRACION INICIAL DE ALCALOIDES

CONCENTRACION A LAS 24 H DE FERMENTACION

Sustancia Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 PROMEDIO Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 PROMEDIO
Pico TR Componente mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS  ALCALOIDES mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMs  ALCALOIDES
1 7.819 Esparteina 13.7404 12.9027 12.6315 13.0915+0.58 7.8492 7.9035 8.5224 8.8885 8.2909+0.37
2 10.354 NI 0.1962 0.1912 0.2129 0.2001+0.01 0.1252 0.1739 0.1448 0.1394 0.1458+0.02
3 13.211 NI 0.2723 0.2799 0.2927 0.2816+0.01 0.2075 0.1935 0.1658 0.2597 0.2066+0.02
4 13.708 NI 0.2192 0.2165 0.2397 0.2251+0.01 0.4646 0.3953 0.3643 0.4561 0.4201+0.05
5 13.913 THRombifolina 3.8287 3.9138 4.5615 4.1014+0.40 0.5759 0.5135 0.6147 0.7853 0.6224+0.05
6 14.453 NI 0.0673 0.0634 0.0668 0.0658+0.00 0.0415 0.0208 0.0327 0.0530 0.0370+0.01
7 14.603 NI 0.1068 0.0932 0.1084 0.1028+0.01 0.0838 0.0486 0.0652 0.0913 0.0722+0.02
8 14.899 NI 0.0553 0.0601 0.0604 0.0586+0.00 0.0296 0.0744 0.0386 0.0146 0.0393+0.02
9 15.578 Lupanina 25.1039 26.5558 28.6589 26.7728+1.79 12.4182 11.1646 13.5118 14.2586 12.8383+1.17
10 17.862 4-Hlupanina 1.3384 1.5332 1.6752 1.5156+0.17 0.2238 0.2100 0.2279 0.2271 0.2222+0.01
11 21.236 13-Hlupanina 0.7989 1.0055 0.9343 0.9129+0.10 0.2803 0.3859 0.3735 0.3483 0.3470+0.06
TOTAL 47.3283+1.9098 TOTAL 23.2418+1.9507
IDENTIFICADOS 46.3943+1.8729 IDENTIFICADOS 22.3208+1.9312
NO IDENTIFICADOS 0.9341+0.0410 NO IDENTIFICADOS 0.921+0.0854
CONTENIDO DE ALCALOIDES A LAS 48 H DE CONTENIDO DE ALCALOIDES A LAS 72 H DE
Sustancia FERMENTACION PROMEDIO FERMENTACION PROMEDIO
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 ALCALOIDES Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 ALCALOIDES
Pico TR Componente mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS mgA/gMS
1 7.819 Esparteina 4.8390 5.3045 4.6017 4.9042 4.9124+0.29 4.9478 4.3864 4.4401 5.0767 4.7128+0.35
2 10.354 NI 0.0081 0.0397 0.0396 0.0322 0.0299+0.01 0.0711 0.0418 0.0554 0.0706 0.0597+0.01
3 13211 NI 0.0255 0.0383 0.0388 0.0398 0.0356+0.01 0.0441 0.0441 0.0541 0.0534 0.0489+0.01
4 13.708 NI 0.0314 0.0337 0.0202 0.0346 0.0300+0.01 0.0559 0.0331 0.0223 0.0696 0.0452+0.02
5 13.913 THRombifolina 0.1278 0.1325 0.1566 0.1590 0.1440+0.02 0.1353 0.1543 0.1283 0.1221 0.1350+0.01
6 14.453 NI 0.0188 0.0265 0.0336 0.0269 0.0265+0.01 0.0442 0.0301 0.0336 0.0487 0.0392+0.01
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7 14.899 NI 0.0207 0.0257 0.0243 0.0235 0.0236+0.00 0.0377 0.0561 0.0383 0.0281 0.0401+0.01
8 15578 Lupanina 8.3352 7.4650 7.9022 7.0589 7.6904+0.55 4.9398 4.2791 4.0530 3.6497 4.2304+0.54
9 17.862 4- Hlupanina 0.1406 0.1340 0.1340 0.1274 0.1340+0.01 0.1668 0.1804 0.2106 0.2173 0.1938+0.02
10 21.236 1-3 Hlupanina 0.1515 0.1393 0.1485 0.1666 0.1515+0.01 0.2777 0.2299 0.2299 0.2654 0.2507+0.02
TOTAL 13.1776+0.4197 TOTAL 9.7557+0.6576
IDENTIFICADOS 13.0321+0.3922 IDENTIFICADOS 9.5226+0.6396
NO IDENTIFICADOS 0.1455+0.0275 NO IDENTIFICADOS 0.233+0.0338
CONTENIDO DE ALCALOIDES A LAS 96 35773
Sustancia H DE FERMENTACION
Muestra 1 Muestra Muestra Muestra ~ PROMEDIO . .
2 3 4 ALCALOIDES Min THRombif
Pico TR Componente mgMAé/ 9 mgMAS/ 9 mgMAé/ 9 mgMAS/ 9 m4HLup . 13HLU.p
1 7819 Esparteina 48182 41915 44532 46636  4.5316+0.27 Concentracion Esparteina  FLupanina
2 10.354 NI 0.0694 0.0483 0.0503  0.0706 0.0596+0.01 mg Alc/ g MSF
3 13.211 NI 0.0820 0.0797 0.0634  0.0953 0.0801+0.01
4 13.913 THRombifolina  0.1261 0.0863 0.1292  0.1015 0.1108+0.02
5 14.603 NI 0.0336 0.0331 0.0316  0.0377 0.0340+0.00
6 14.899 NI 0.0340 0.0252 0.0296  0.0529 0.0354+0.01
7 15.578 Lupanina 4.0113 3.7519 4.8819 3.8431 4.1220+0.52
8 17.862  4- Hlupanina 0.1231 0.1216 0.1340  0.1138 0.1231+0.01
9 21.236 1-3 Hlupanina  0.1534 0.0989 0.1607  0.1605 0.1434+0.03
TOTAL 9.2401+0.6243

IDENTIFICADOS
NO IDENTIFICADOS

9.0309+0.5770
0.2091+0.0474

Condiciones de Fermentacion:

Tamafio de Particula: Malla No. 6
Humedad: 60 %

Tiempo: 96 h

Aireacion: 60 ml min™

pH: 5.5
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