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RESUMEN

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es uno de los cereales mas importantes a nivel mundial, su
produccion se ha mantenido constante a través de los ultimos afios, siendo usado principalmente para
alimentacion animal. En general, presenta caracteristicas nutricionales comparables con otros cereales, pero
la presencia de factores antinutricionales, como los taninos condensados, limitan su uso debido a que
interfieren con la digestibilidad de proteinas y carbohidratos; por tanto, la reduccién de estos compuestos
es esencial para el mejoramiento de la calidad y el fomento del uso del sorgo. Son diversos los métodos
estudiados para reducir estos factores, entre los cuales se encuentra la fermentacion, la cual aumenta la
calidad y digestibilidad de la proteina presente. Sustentado en estos beneficios, el presente estudio se realizé
con el objetivo de aplicar un proceso de fermentacion sélida con hongos filamentosos considerados GRAS,
determinando los niveles adecuados de las variables de proceso temperatura, velocidad de aire, tamafio de
particula y concentracion de coadyuvantes (salvado de trigo) que permitieran una reduccion significativa

de los taninos en el sorgo, obteniéndose de esta manera un producto de mejor calidad nutricional.

Inicialmente se evalud la capacidad de crecimiento de dos tipos de hongos, Aspergillus oryzae (ATCC
20387) y Rhizopus oryzae (MUCL 28168), sobre sorgo sin remojo previo y remojado durante 16 h en agua
acidificada, encontrandose que el microorganismo que presenta los mejores comportamientos en todos los
casos estudiados fue el Rhizopus oryzae en sustrato sin remojo previo, teniendo una tasa de crecimiento
radial de 0,76 mm/h + 0,02 mm/h, crecimiento longitudinal de 5,31 mm/h + 1,30 mm/h y produccion de
biomasa de 3,75 % + 0,50 %.

Posteriormente se evalud cual técnica podria proveer un inéculo iniciador de forma constante y abundante,
para esto se evaluaron el método tradicional de produccidn de esporas en agar PDA, el método tane-koji y
colocando trozos de micelio esporulado sobre el sustrato, encontrando que en todos los casos hay un
contenido inicial de esporas adecuado por encima de 107, sin embargo cuando se inocul6 el sustrato con
tane-koji hubo una mayor homogeneidad en la distribucion del micelio. Por tal motivo, este fue
seleccionado como in6culo iniciador. Después de esta seleccidn, se llevaron a cabo ensayos experimentales
para determinar los niveles adecuados de las variables de proceso de fermentacion sélida que permitieran
una reduccion efectiva de los taninos en el sorgo. Para ello, se us6 un disefio central compuesto con 4

factores y 2 niveles por factor, y se aplicé posteriormente la funcién de deseabilidad compuesta
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encontrandose que, a temperatura de 32.97 °C, velocidad de aire de 84.11 mm3/min, concentracién de
salvado de trigo de 1.16% y tamafio de particula de 0.82 mm se obtuvieron los mejores resultados. Con
estos parametros se llevé a cabo una cinética de fermentacion con el objetivo de observar el comportamiento
de las variables azUcares, proteinas, taninos, pH y CO; a través del tiempo y cuantificar los pardmetros
cinéticos, encontrandose que el hongo tuvo una tasa especifica de crecimiento de 0,22 h™* sobre este sustrato,

con un rendimiento del proceso de 1.18 g Proteinas/g AzUcares.

Finalmente se realiz6 el proceso de fermentacion sélida con los parametros establecidos y tiempo de 21
horas, para evaluar las caracteristicas finales del producto, determinando que se presentdé aumento del
23.87% en el contenido de proteinas y disminucion del 86.29% en el contenido de taninos, comprobando
de esta manera que el proceso aplicado fue exitoso y mostrandose como potencial para escalamiento y uso

a nivel industrial.

Palabras claves: Sorgo, taninos, fermentacion solida, hongos filamentosos.



INTRODUCCION

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es el cuarto cereal de mayor importancia a nivel mundial, después
del arroz, el trigo y el maiz. Segun la USDA, se estima que la produccion mundial para el afio 2014 fue de
60.46 millones de toneladas, representando un incremento de 1.56 millones de toneladas lo que equivale a
2.58%. Colombia es el productor nimero 25, contribuyendo con el 0,4% de la produccion mundial (Espinal
et al., 2005). Por sus caracteristicas agro-climatoldgicas y nutricionales, el sorgo es un cereal de amplio uso
en alimentacion humana en territorios como Africa y Asia, mientras que en otros paises es basicamente
utilizado en la alimentacion animal, lo que ha constituido un elemento dinamico en el &mbito del consumo
global del sorgo. Su demanda ha sido la principal fuerza motriz para elevar la produccién mundial y el
comercio internacional de este cereal (LOpez Ortiz et al., 2011).

A pesar de que el contenido nutricional del sorgo es bueno, la presencia de factores antinutricionales, entre
otros, limita su empleo. Estos factores antinutricionales interfieren con la digestibilidad de proteinas y
carbohidratos y con la biodisponibilidad de minerales, impidiendo la absorcién de los nutrientes presentes.
Por tanto, la reduccién de estos compuestos es esencial para el mejoramiento de la calidad y el fomento de
su uso como alimento (Schons et al., 2012). Se han evaluados diferentes técnicas para disminuir el
contenido de factores antinutricionales, entre los cuales se encuentran el remojo en agua, los tratamientos
guimicos con solventes, la ruptura mecanica, los tratamientos térmicos, el uso de enzimas exdgenas y los
procesos de germinacion y fermentacién (Savén & Scull, 2006). En el caso de los procesos de fermentacion
se ha comprobado que producen incremento en el contenido de aminoécidos esenciales y proteinas solubles
(Urbano et al., 1995), disminuyen significativamente los niveles de los diversos factores antinutricionales,
reducen el contenido de micotoxinas, ayudan a la prevencion de la rancidez oxidativa, entre otros (Robert
Nout & Aidoo, 2010; Savon & Scull, 2006).

La fermentacion solida es por tanto, un método de interés, debido a su capacidad de aumentar
satisfactoriamente la biodisponibilidad de los nutrientes (Chelule et al., 2010). Sin embargo, son escasos
los estudios aplicados a sorgo, por tanto se desconocen los parametros que logren una disminucion efectiva
del contenido de taninos en este cereal. Por tal motivo, durante este estudio se evalu6 el efecto del proceso
de fermentacion solida utilizando hongos probados en la alimentacién humana, con el propoésito de
disminuir el contenido de taninos en granos de sorgo, y de este modo, evaluar el potencial que este tipo de

productos pueda representar en la alimentacion.



1. MARCO TEORICO

1.1. Sorgo

El sorgo es un cultivo herbaceo de la familia Poaceae o Graminae, subfamilia Panicoideae, tribu
Andropogoneae, especie Sorghum bicolor. Los mayores productores de sorgo en 2005 fueron EUA (17%
de la produccién mundial), México (12%), Nigeria (9.6%), Sudan (8.6%) e India (8.6%) (Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA), 2015). El sorgo presenta ventajas frente a otros granos en climas
calidos y secos, asi mismo es mas tolerante a suelos humedos e inundados y con diferentes grados de
toxicidad, lo cual hace que sea un cultivo ideal para crecer en ambientes abiéticos estresados (Edel Leon &
Rosell, 2007).

La composicion proximal del sorgo se presenta en la Tabla 1. Los carbohidratos corresponden al principal
macronutriente del sorgo, con un porcentaje aproximado del 75%, presente principalmente en forma de
almidén. EIl contenido de proteina se encuentra en 11,3%, sin embargo este puede variar de acuerdo con
las caracteristicas genéticas y el lugar de cultivo. Las proteinas del sorgo son deficientes en arginina, lisina,
glicina, tirosina y metionina. La baja calidad de la proteina del sorgo puede estar asociada a compuestos
fendlicos, como los taninos, los cuales forman complejos con las proteinas, impidiendo su digestiéon y
absorcion. No obstante, otros componentes del cereal también estan asociados al bajo aprovechamiento de
las proteinas. Se ha demostrado que las kafirinas, proteina de reserva principal, se vuelve menos soluble e
indigerible durante la coccion himeda debido a la formacién de enlaces disulfuro. Los granos de sorgo
también pueden ser considerados buenas fuentes de vitaminas liposolubles y del complejo B, como tiamina,

riboflavina y piridoxina; ademas de minerales como fosforo, potasio y zinc (Queiroz et al., 2011).

Tabla 1. Contenido nutricional del grano entero del sorgo y sus fracciones

Fraccion del Peso en Proteina Ceniza Aceite  Almidén Niacina Riboflavina

grano ¢ (g(:)no (%) (%) (%) (%) (mg/100g) (mg/100g)
Grano entero 100 12,3 1,67 3,6 73,8 4,5 0,13
Endospermo 82,3 12,3 0,37 0,6 82,5 4.4 0,09
Germen 9,8 18,9 10,4 28,1 13,4 8,1 0,39
Salvado 79 6,7 2,0 4,9 34,6 4,4 0,40

Fuente: (Edel Le6n & Rosell, 2007)



1.2. Factores antinutricionales del sorgo

Los factores antinutricionales (FAN) son sustancias que se generan por el metabolismo secundario de las
plantas para protegerse de los depredadores. Pueden aparecer en cualquier parte de la planta, y su
concentracioén varia de acuerdo a la especie, el cultivo, las condiciones de crecimiento, las estaciones del

afio, el tratamiento pos-cosecha, entre otras (Garcia, 2004; Savon & Scull, 2006).

Los FAN interfieren con el aprovechamiento de nutrientes y en algunos casos promueven pérdidas
importantes de proteina enddgena, produciendo dafios al organismo del animal que los consume. Estos
compuestos influyen en la aceptabilidad animal, inhiben la digestion al afectar la actividad catalitica de
algunas enzimas, producen efectos tdxicos y pueden limitar la absorcién de nutrientes (Garcia, 2004). El
sorgo, como otro tipo de cereales, presenta una gran variedad de FAN, tales como inhibidores de tripsina,
inhibidores de amilasas, &cido fitico y taninos (Osman, 2004); de estos, los taninos son los compuestos que
interfieren en mayor grado con la digestibilidad de la proteina, al formar complejos estables con éstas que

impiden su absorcion.

Los taninos son compuestos fenolicos de naturaleza compleja, solubles en agua con peso molecular relativo
entre 500-3000 Dalton (D), los cuales tienen la propiedad de precipitar los alcaloides, los albuminoides y
la gelatina, aparte de sus reacciones fendlicas (Lopez Coello, 2002), (Marquez Lara & Suarez Londofio,
2008). Segun el grupo biosintético al que pertenecen, los taninos se dividen en: taninos condensados o
proantocianidinas, los cuales son polimeros flavonoides que pueden ser oxidativamente degradados en
acido a antocianidinas, estan formados por unidades poliméricas de 3-flavonol (catequinas) o de 3,4-
flavonodiol (leucoantocianidinas) o derivados (Figura 1); taninos hidrolizables, que son derivados de los
acidos galico y elagico; y florotaninos, los cuales se encuentran especialmente en las algas pardas (Marquez
Lara & Suarez Londofio, 2008).



OH OH OH
3= flavonol 3 4- flavonodiol
(catequina) (leucoantocianiding)

Mo Estructura de varios taninos condensados
de origen vegetal

Figura 1. Estructura de los taninos condensados

Fuente: (Garcia, 2004)

Entre los efectos negativos de los taninos se encuentran la formacion de complejos con proteinas,
carbohidratos y minerales, asi como su efecto pro-oxidante a altas concentraciones; los taninos tienen la
capacidad de precipitar proteinas presentes en la saliva, lo que causa sensacion de astringencia, se unen
fuertemente a proteinas ricas en aminoacidos como prolina, glicina, &cido glutdmico y péptidos a través de
dos interacciones: puentes de hidrégeno (entre el grupo carbonilo de los péptidos y los hidrégenos del grupo
hidroxilo de polifenoles) e interaccion hidrofébica (entre los aminoacidos neutros y los anillos arométicos
de los taninos), dichas interacciones dependen de la preferencia de cada molécula de tanino para arreglarse
tridimensionalmente, y de su estado coloidal; inhiben las enzimas digestivas, comprometiendo la digestién
de proteinas y otros macronutrientes; e interactiian con minerales divalentes como el hierro no hematico,

inhibiendo la absorcion de los metales (Vasquez-Florez et al., 2012).

La formacion de los complejos con las diferentes moléculas depende del pH, la fuerza idnica, el tamafio del
tanino y el tipo de proteina a la que se ligue. Sin embargo, cuando el peso molecular de los taninos es muy
grande (>5000 D) se vuelven insolubles y pierden la posibilidad de precipitar proteinas. Otros factores que

influyen en el grado de enlaces tanino-proteina son la estructura y la concentracion de los taninos, asi como
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la compatibilidad de los sitios de unién de las moléculas tanino-proteina, el punto isoeléctrico y la
configuracion de las proteinas (Lopez Coello, 2002) . Se ha identificado que el efecto antinutritivo de los

taninos es evidente en dosis de 0.5 a 2 g/kg/dia (5% de la dieta) (Vasquez-Florez et al., 2012).

1.3. Fermentacién Solida

La fermentacion sélida (FMS), ocurre espontaneamente en la naturaleza. La FMS implica el crecimiento
de microorganismos sobre sustratos sélidos en ausencia de agua libre, pero lo suficientemente himedo para
apoyar el crecimiento y el metabolismo del microorganismo, sobre materiales sélidos texturizados y
porosos, lo que hace que el proceso sea adecuado para la obtencidn de diversos productos. El bajo contenido
de humedad significa que la fermentacion sélo puede llevarse a cabo por un limitado nimero de
microorganismos, principalmente hongos y levaduras, aunque algunas bacterias también se han utilizado.
La FMS ha sido empleada desde hace mucho tiempo en la preparacion de alimentos orientales y actualmente
es usada a escala comercial para la produccion de diferentes alimentos fermentados, los cuales tienen
caracteristicas de sabor, textura y valor nutritivo superior a los no fermentados, obtencion de acidos,
enzimas fungicas y metabolitos secundarios (Pérez-Quilatan, 1996; Mitchell et al., 2002; Pandey, 2003;
Singhania, et al., 2009).

La FMS ha sido reportada como una tecnologia de costo relativamente bajo. La FMS se ha aplicado en
subproductos agroindustriales porque ofrece ventajas potenciales en el tratamiento y un valor agregado a
tales residuos (Usgame, 2008). Los hongos filamentosos son el grupo mas importante de microorganismos
usados en los procesos FMS debido a sus propiedades fisioldgicas, enziméticas y bioguimicas y también
por tener la capacidad de degradar factores antinutricionales mejorando la biodisponibilidad de los
minerales (Robert Nout & Aidoo, 2010). Entre los microorganismos de interés particular se encuentran los
pertenecientes a los géneros Aspergillus spp y Rhizopus spp, los cuales tienen la capacidad de degradar una

amplia gama de sustratos organicos.

Los hongos del género Aspergillus han sido utilizados en muchos procesos industriales las capacidades que
tienen este tipo de microorganismos. Los procesos mas antiguos en donde se han utilizado estos hongos
han sido en la fermentacién de alimentos y bebidas en los paises orientales. Entre los productos elaborados
se encuentran: miso (pasta de soja), shoyu (salsa de soja), sake (vino de arroz), shochu (espiritus), y yonezu
(vinagre de arroz) (Golman & Osmani, 2008). El Rhizopus, se ha utilizado para la elaboracién de productos
como el Tempeh, debido a las caracteristicas organolépticas y nutricionales que le proporciona al producto

(Robert Nout & Aidoo, 2010), gracias a su actividad enzimética, durante el proceso de fermentacion, se



modifica la textura, el sabor y se generan cambios complejos en el valor nutritivo, al variar el contenido

proteico, de lipidos, carbohidratos y por la liberacion de vitaminas (Munguia-Pérez, et al., 2008).

Otra caracteristica que los hace ser ampliamente usados es que algunas especies de estos son categorizados
como GRAS (Generalmente Reconocidos Como Seguros) segun la Administracion de Alimentos y Drogas
del gobierno de los Estados Unidos, puesto que no hay reportes de ser productores de micotoxinas; esta
clasificacion es muy deseada cuando se requiere trabajar con alimentos para animales y humanos (Papini,
et al., 2010), (Munguia-Pérez, et al., 2008). Asi mismo la estabilidad de los productos fermentados es
superior, gracias a la liberacion de acidos organicos durante el metabolismo de los hongos, los cuales acttan
como agentes antimicrobianos, debido a la disminucion del pH del producto. El crecimiento de este grupo
de hongos es afectado por la temperatura, la presencia de &cidos organicos, la presencia de otros hongos
inhibidores y la concentracion de oxigeno, que puede acelerar o retrasar su crecimiento (Robert Nout &
Aidoo, 2010).

Modelamiento de los procesos de fermentacion sélida

Son importantes para establecer el grado de correlacion existente entre las variables en el sistema
microorganismo-sustrato. La fermentacion sélida ha tratado de describirse a través de mdltiples modelos
matematicos que explican los fendmenos que ocurren en el proceso (Ortega David, 2012) (Mitchell et al.,
2003).

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 de
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. 1y 2). Es utilizada para la prediccion en
funcidn de la concentracidn 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 descripcion del crecimiento del Rhizopus.

z X(1 z E i6n 1
= H ( X) cuacio
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Xm

X= 1+(()§(—7:)—1)e—ﬂt

Ecuacion 2



Cinética de biomasa

Considerando la relacion directa entre el CO; y el Oy, es posible conocer la evolucion de la biomasa,

midiendo la velocidad en el consumo de oxigeno o la velocidad de generacion de CO:

= —.— 4 mgy, X Ecuacion 3

De esta ecuacidn, y considerando que dX/dt = pX, se puede escribir:

dco, Iz L
— =(C— + mgy )X Ecuacion 4
dt Yco, 2

Considerando el cambio total como %CO,, y F como flujo de aire:

dco,
dt

= %CO0,.F = Yo, X Ecuacion 5

La forma logaritmica de esa ecuacion es:

In(CO,) = u.t+ constante Ecuacion 6

De esta Gltima ecuacién, es posible calcular la tasa especifica de crecimiento del micelio usando la
composicidn del aire de salida de la columna del bioreactor, sin destruir la muestra, observando la cinética
de evolucién de la muestra durante todo el tiempo de fermentacion. Esto representa una gran ventaja en los

procesos de fermentacion solida (Raimbault, 1997).



2. ANTECEDENTES

La fermentacién es uno de los métodos mas antiguos y econémicos de procesamiento de los alimentos, la
cual permite un mejoramiento en el valor nutricional a través de un bio-enriquecimiento con proteinas
microbianas, aminodcidos, lipidos y vitaminas. La fermentacion es generalmente usada para mejorar la
digestibilidad de la proteina y el contenido de vitamina Bs en cereales, entre otras, ya sea porque disminuye
la cantidad de inhibidores, factores antinutricionales o por la liberacién de nutrientes para la absorcién
(Osman, et al., 2010). La fermentacion es uno de los procesos que logra una mayor reduccién de factores
antinutricionales, (Chelule, et al., 2010; Liang, et al., 2008; Eklund-Jonsson, et al., 2006), al mismo tiempo

prolongando la conservacion y el valor nutritivo del alimento.

Marfo et al., (1990) encontraron que en 72 h de fermentacion disminuy6 significativamente el contenido
de fitatos en los productos alimenticios Yy ocurrié una disminucion de acido fitico (56 — 96%). Hernandez
et al., (2010), utilizaron cepas de Aspergillus oryzae y Rhodotorula sp., para fermentar harina de maiz,
encontrando que el primero tiene una buena actividad hidrolitica sobre el fosforo fitico e indicaron que

utilizando esta harina fermentada, la nutricion de los animales monogastricos puede ser mas productiva.

La fermentacion con Aspergillus oryzae podria mejorar la calidad nutricional de la soya, segin Hong et al.
(2004) quienes demostraron que la proteina y grasa cruda se incrementan después de realizar el proceso
(Stein, 2011). Romero et al., (2011), desarrollaron un proceso de fermentacion solida utilizando
microorganismos nativos seleccionados que redujeron en 100% la presencia de alfa-galactésidos y 15% los
polisacaridos no almidén (NSP), que son los factores antinutricionales termoresistentes de mayor volumen

en la soya, ademas el proceso permitié incrementar la proporcion proteica en 6%.

Osman, (2004) evaluo el efecto de la fermentacion tradicional con microorganismos nativos (Khamir) sobre
los inhibidores de enzimas, el acido fitico, el contenido de taninos y la digestibilidad in vitro de tres
variedades de sorgo, encontrando que tanto la actividad de inhibidores de enzimas (inhibidores de tripsina,
inhibidores de amilasas), el contenido de &cido fitico, y el de taninos se redujo durante 24 horas de
fermentacion, en un 35% aproximadamente. Asi mismo, la fermentacion mejord considerablemente la

digestibilidad in vitro de la proteina, llegando a valores entre el 74,6 — 79,4%.
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Elmoneim, et al., (2005) fermentaron harina de sorgo durante 24 horas, encontrando que la fermentacion
con microorganismos nativos aumentd la solubilidad de la proteina, la capacidad de ligar grasa y la
capacidad emulsificante. Towo, et al., (2004), afiadieron enzimas durante la fermentacion de tortas de
sorgo, encontrando que se present6 una reduccién significativa de los compuestos fendlicos del sorgo, y de
las fitasas; ademas se increment6 la digestibilidad in vitro del hierro. Correia, et al., (2005), realizaron
fermentaciones de harina de sorgo con bacterias acido-lacticas, encontrando un incremento en los

aminodcidos libres y el contenido total de proteinas.

Mohamed et al., (2007) evaluaron el efecto del procesamiento y la posterior fermentacion sobre el
contenido de factores antinutricionales del mijo perla. Particularmente, para el contenido de taninos
encontraron que los tratamientos aplicados (molienda, remojo, autoclavado, fermentacion) a excepcion de

la germinacion, contribuyeron a la disminucion del mismo.

Teniendo en cuenta esto Osman, et al., (2010) estudiaron los cambios en la proteina cruda, los azlcares
solubles y los &cidos orgéanicos durante la fermentacién tradicional, con microorganismos nativos, del sorgo
(Kisra), encontrando que a diferencia de otros estudios, con las variedades de sorgo utilizadas, el aumento
en el contenido de proteina cruda fue poco (<1%), mientras que la variacion en el contenido de glucosa,
fructosa y maltosa fue notoria durante el proceso debido a la actividad microbiana, presentandose en general
una reduccion del contenido de azlcares, asi mismo encontraron que el contenido de &cido lactico, &cido

acético y alcohol fue significantemente mayor al finalizar la fermentacién.

Abdelseed, et al., (2011) estudiaron, entre otros, el contenido de factores antinutricionales en cuatro nuevas
lineas desarrolladas del sorgo antes y después de aplicar un método tradicional de fermentacion,
encontrando que los valores disminuyeron significativamente. En el caso del sorgo, la reduccion fue
alrededor del 50%, comparable con lo obtenido por autores como Abdel Rahman (2005) y El Tinal (1995).
Asi mismo, evaluaron el contenido de proteina digerible indicando que este aumentd de 44.01 a 70.38%.
Algunos estudios muestran que los grupos terminales de las proteinas forman complejos estables que son
insolubles y no disponibles biolégicamente para los humanos y animales monogastricos, se ha sugerido que
durante la fermentacion las proteinas insolubles (prolaminas y glutelinas) experimentan cambios
estructurales, que los hacen mas accesibles al ataque de la pepsina y por tal motivo presentan mayor

digestibilidad, lo cual explica los resultados obtenidos.

Murekatete et al., (2012), evaluaron el efecto de la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae sobre las

propiedades nutricionales de una harina compuesta de soya, maiz y sorgo germinado; los resultados
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obtenidos muestran un incremento en la digestibilidad in vitro de la proteina, debido posiblemente a la
hidrolisis que ocurre durante la fermentacién, acorde con otros estudios reportados por los autores. Schons,
etal., (2012) investigaron el efecto de las enzimas tanasa, fitasa y la fermentacion con Paecilomyces variotii
sobre el contenido de taninos (hidrolizable y condensados) y fitatos, los experimentos realizados mostraron
gue el contenido de estos fue reducido en todos los tratamientos; para los taninos condensados se presento

una reduccion entre el 86 al 93% acorde con otros estudios realizados.

Pranoto, et al., (2013) estudiaron los cambios en digestibilidad in vitro de la proteina en la harina de sorgo,
sometidos a dos métodos de fermentacion, uno natural y otro utilizando Lactobacillus plantarum. En cada
caso, se presentd un incremento en la proteina, siendo mayor durante el proceso con L. plantarum (41,81 a
80,31%). Este incremento fue asociado a la hidrélisis de proteinas y los taninos, llevada a cabo por el
microorganismo, el cual presenta actividad proteolitica.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las proteinas son parte fundamental de los alimentos, su consumo diario en las proporciones adecuadas
debe cubrir todos los requerimientos esenciales para mantener funcionando cualquier organismo, llevando
a cabo todas las funciones metabolicas, durante toda la vida de este (Segura Nieto et al., 2005). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), una proteina
biol6gicamente completa es aquella que contiene todos los aminoéacidos esenciales (AAE) en una
proporcion igual o superior a la requerida por la especie, humanos o animales. De acuerdo a esto, las
proteinas de origen animal (POA) tienen ventajas sobre las proteinas de origen vegetal (POV), ya que
poseen una adecuada y biodisponible cantidad de aminoacidos, lo que genera una tendencia creciente al
consumo mundial de este proteina, como respuesta al crecimiento de la poblacion y la urbanizacion. Sin
embargo, en muchos paises, el acceso a la proteina de origen animal es limitado, entre otros motivos, por

su elevado precio relacionado con los costos del sistema de produccion (Latham , 2002).

A pesar de que los cereales, como el sorgo, son importantes fuentes de proteinas, carbohidratos y minerales
(hierro, potasio, magnesio, zinc) también contienen compuestos como acido fitico, proteasas, taninos, entre
otros, que se consideran factores anti-nutricionales en humanos y animales, debido a que forman complejos
insolubles, impidiendo la absorcion de los nutrientes presentes (Poutanen et al., 2009) y disminuyendo la
digestibilidad de los aminoacidos. De estos, los taninos en el sorgo son los que se encuentran en mayor
proporcidn, por tanto la reduccién de estos factores es imperante, tanto para el mejoramiento de la calidad

de los alimentos suministrados, como para potenciar el uso de este cereal como alimento humano y animal.

Se han evaluado varios métodos encaminados a la reduccion de estos factores antinutricionales, su
aplicacion depende de las caracteristicas fisico-quimicas y la sensibilidad de estos factores a los cambios
fisicos, quimicos, asi como a procesos tecnoldgicos (Van der Poel y Melcion 1995). Una de las alternativas
tecnoldgicas viables para la disminucion de estos compuestos es la fermentacién sélida. En los dltimos
afios, se han incrementado los estudios en este proceso para ser aplicado a destoxificacién y reduccion de
factores antinutricionales de diversos productos, debido a que esta presenta ciertas ventajas como costos,
variedad de sustrato, escasa produccion de efluentes, calidad y cantidad de productos obtenidos, entre otros,

sobre otro tipo de procesos. La fermentacion sélida es por tanto, un método de interés, debido a su capacidad
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de aumentar satisfactoriamente la biodisponibilidad de los nutrientes (Chelule, Mbongwa, Carries, &
Ggaleni, 2010).

Los estudios utilizando procesos de fermentacion son variados, sin embargo utilizando hongos son escasos.
Para llevar a cabo un proceso de este tipo es necesario conocer los parametros involucrados que garanticen
una disminucién de los taninos a limites permisibles. Por tanto se plantea, la aplicacién de un proceso de
fermentacion sélida a granos de sorgo, identificando el microorganismo mas adecuado para el proceso y
determinando las variables que permiten su crecimiento y mejor accién sobre el sustrato para la reduccion

efectiva del contenido de taninos.
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4. JUSTIFICACION

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), por sus caracteristicas nutricionales y agroclimatolicas, se encuentra
entre el grupo de cereales de mayor importancia a nivel mundial. Estas caracteristicas hacen que este cereal
pueda ser considerado como una alternativa potencial para la fabricacién de alimentos dirigidos a la
alimentacion humana y animal (Lépez Ortiz, Tique, & Pérez Lavalle, 2011). A pesar de su contenido
nutricional, comparable con el de otros cereales, presenta algunas limitaciones en su uso debido a la
presencia de factores antinutricionales como los taninos condensados, los cuales son compuestos capaces
de formar complejos estables con proteinas y otros polimeros, interfiriendo en la asimilacion y digestion de
los mismos produciendo dafios al organismo que los consume. Por tanto, la reduccion de estos compuestos,
es esencial para el mejoramiento de la calidad y el fomento del uso como alimento de los granos de sorgo
(Schons, Battestin, & Alves Macedo, 2012).

Todos los factores antinutricionales pueden ser reducidos hasta niveles de seguridad para su empleo si se
someten los granos a tratamientos adecuados. Sin embargo, cuando se someten a tratamientos térmicos,
éstos pueden afectar la digestibilidad de la proteina y la disponibilidad de los aminoacidos; igualmente, el
valor energético de la grasa disminuye (Ortiz, 2009). La fermentacion sélida (FMS), representa una
alternativa tecnol6gica para reducir esos factores antinutricionales e incrementar el valor nutricional de una
gran variedad de legumbres y cereales, manteniendo propiedades sensoriales aceptables (Cuevas-

Rodriguez, y otros, 2006).

La FMS es uno de los procesos que logra mayor reduccion de factores antinutricionales, (Liang et al., 2008;
Chelule et al., 2010; Eklund-Jonsson et al., 2006), debido al aporte de enzimas microbianas o la misma
activacion de las enzimas enddgenas de los granos, que ocasionan la degradacion de estos factores
(Mahgoub & Elhag, 1998), al mismo tiempo, ayuda a la conservacién y el incremento del valor nutritivo
del alimento. Con la reduccién de los factores antinutricionales la fermentacion provoca incremento de la
solubilidad de minerales en los alimentos, mejorando la biodisponibilidad de los mismos en cereales (Liang
et al., 2008).
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En los ultimos afios, se han incrementado los estudios de fermentacion en estado sélido con hongos
filamentosos, para la disminucion de factores antinutricionales debido a que esta ofrece ciertas ventajas
como variedad de sustrato, escasa produccion de efluentes, calidad y cantidad de productos obtenidos, entre
otros. Algunos de los microrganismos de interés particular para llevar a cabo el proceso de FMS son los
pertenecientes a los géneros Aspergillus spp y Rhizopus spp, los cuales tiene la capacidad de degradar una
amplia gama de sustratos organicos (Papini, Salazar, & Nielsen, 2010), (Munguia-Pérez, Espinosa-Texis,
Hernandez-Arroyo, Reyes-Matias, Gonzales-Salome, & Melgoza-Palma, 2008). La fermentacion solida
(FMS), representa una alternativa tecnol6gica para reducir esos factores antinutricionales en el sorgo e
incrementar su valor nutricional, manteniendo propiedades sensoriales aceptables (Cuevas-Rodriguez, et
al., 2006).

Teniendo en cuenta las ventajas que trae aplicar un proceso de fermentacion sélida y que son una alternativa
viable para obtencién de productos con mejores caracteristicas nutricionales, Gtil tanto en la alimentacion
humana como animal, en el presente estudio se establece los pardmetros del proceso, con hongos

filamentosos que reducen el contenido de taninos condensados en el sorgo.
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5. HIPOTESIS

El proceso de fermentacion sélida con hongos filamentosos a granos de sorgo, reduce el contenido de
taninos a niveles inferiores al 2% (Valor correspondiente al total presentado en granos con alto contenido
de taninos).

17



6. OBJETIVOS

6.1.  Objetivo General

Evaluar el efecto del proceso de fermentacion solida sobre el contenido de taninos condensados del sorgo
(Sorghum bicolor (L)).

6.2.  Objetivos Especificos
e Seleccionar el microorganismo apropiado para utilizar durante el proceso de acuerdo a su
capacidad de crecimiento sobre el sustrato.
e Comparar el rendimiento en la produccion de esporas y la homogeneidad en el consumo de
sustrato durante la fermentacion con diferentes indculos iniciadores
e Optimizar los parametros de fermentacion de acuerdo al microorganismo seleccionado, que

permitan la reduccion de taninos condensados y el incremento de la digestibilidad del sorgo.
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7. METODOLOGIA

Para la realizacion de esta investigacion inicialmente se seleccion6 de un grupo de microorganismos de la
coleccion caracterizados como GRAS, el més adecuado para llevar a cabo el proceso teniendo en cuenta su
velocidad de crecimiento radial, longitudinal y la produccion de biomasa; asi mismo se evalué si el sustrato
requeria de un remojo previo para que la adaptaciéon del microorganismo al medio fuera apropiada. Una
vez seleccionado el hongo y la adecuacion del sustrato se llevaron a cabo las pruebas descritas por el disefio
experimental para optimizar las principales variables del proceso: temperatura, velocidad de aire, tamafio
de particula y concentracion de coadyuvantes (salvado de trigo). Una vez seleccionado el mejor tratamiento,
se realizaron las cinéticas de fermentacion para caracterizar el proceso, en las cuales se relacionaron el
comportamiento de los azucares totales y reductores, las proteinas y el contenido de taninos condensados.

Finalmente se realizé una caracterizacion microbioldgica y fisicoquimica del producto obtenido.

7.1. Seleccion del microorganismo apropiado para utilizar durante el proceso de acuerdo a

su capacidad de crecimiento sobre el sustrato.

7.1.1. Obtencién y caracterizacion de la materia prima

El sorgo se adquiri6 en un mercado local de la ciudad de Cali, posteriormente fue transportado al laboratorio
de Microbiologia y Biotecnologia Aplicada de la Universidad del Valle, donde se separé y empac6 en
bolsas de polietileno de 500 g, las cuales fueron selladas a vacio y almacenadas a 5 °C durante el periodo

de experimentacion.

El sorgo se caracteriz6 en cuanto a su contenido de humedad (AOAC 934.01), cenizas (AOAC 942.05),
contenido de grasas (AOAC 920.39) y proteina cruda (AOAC 976.05). Asi mismo, se cuantifico el
contenido de taninos condensados, su capacidad de retencion de agua, pH y el contenido de azlcares totales

y reductores, siguiendo la metodologia descrita a continuacion:
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7.1.1.1. Contenido de Taninos Condensados (NTC 602):

Se tomo6 1 mL de las muestras convenientemente diluidas en dos (2) tubos de ensayo y se colocaron en un
bafio de agua termo-regulado a 30 °C. Después de que las muestras se atemperaron, se agregaron 5,0 mL
de reactivo de vainillina a uno de los tubos y 5,0 mL de HCI al 4 % a otro tubo (blanco) a intervalos de 1,0
min entre una muestra y la siguiente. Las muestras se dejaron en el bafio de agua por 20 min. Luego se
retiraron y se leyo la absorbancia a 500 nm. La absorbancia del blanco corresponde a la absorbancia de la
muestra que contiene la vainillina. La diferencia en absorbancias se compard con la obtenida en la curva

patron para hallar el equivalente de catequina.

7.1.1.2. Capacidad de retencion de agua (WAI):

Para determinar la capacidad de retencion de agua, se suspendi6 1.25 g del sorgo molido en 15 mL de agua
destilada, por 10 min con agitacién constante. Posteriormente la suspension fue centrifugada a 3000 rpm
por 10 minutos; el sobrenadante se decantd, se registrd el peso del gel obtenido y se calculé la WAL segln

la ecuacion 7.

Peso del gel
WAI = g (Ecuacion 7)

Peso del soporte seco

7.1.1.3. pH
Se suspendi6 1 g de sorgo molido en 10 mL de agua destilada por 30 min. Al cabo de este tiempo a la
solucion obtenida se le realizé la determinacién de pH utilizando un equipo Orién 710 — A del laboratorio
de Biologia Marina de la Universidad del Valle (AOAC 943.02/90).

7.1.1.4. Azlcares totales y reductores

Para la cuantificacion de los azucares presentes en el sorgo, se pesaron 10 g de la muestra y se adicionaron
a 90 mL de agua destilada esteéril, posteriormente la mezcla se homogenizd y se dejé durante 12 ha 5 °C,
al cabo de este tiempo se centrifug6é a 3000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se separé y se diluyd
convenientemente en agua destilada. Los azucares totales fueron determinados por el método de DUBOIS
et al., (1956), conocido como el método de antrona, mientras que los azlcares reductores fueron

determinados por el método DNS.
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7.1.2. Reactivacion y conservacion de los microorganismos

Se utilizaron esporas secas de 2 microorganismos, reconocidos como GRAS, Aspergillus oryzae (ATCC
20387) y Rhizopus oryzae (MUCL 28168). Para la reactivacion y propagacion, las esporas se suspendieron
en tubos de ensayo con 5 mL de agua destilada estéril durante 30 min, se prepararon tubos de ensayo con 8
mL de Agar Papa Dextrosa (PDA), y posteriormente la solucion de esporas fue sembrada por agotamiento
en los tubos con agar e incubados a 30 °C por 8 dias. Al cabo de este tiempo se adicionaron 10 mL de agua
destilada estéril a los tubos de ensayos con el cultivo y se almacenaron a 28 °C, con resiembra cada tres

meses para su conservacion.

7.1.3. Seleccion del microorganismo y adecuacion del sustrato

Para determinar el tipo de microorganismo mas indicado y la adecuacién apropiada del sustrato, los granos
de sorgo, crudos y secos, fueron quebrados empleando un molino de cuchillas y separados en diferentes
tamafios de particulas, utilizando para esto una serie de mallas ASTM en el equipo Ro —Tap durante 10
minutos. Se seleccionaron particulas de tamafio 0,3 mm (Malla # 50), las cuales fueron sometidas a dos
tratamientos: (1) Sin Remojo Previo (2) Remojado. Los granos se remojaron durante 16 h en una

proporcion 3:1 con agua acidificada con acido lactico, a pH 3.5y posteriormente se drenaron.

Posterior a la adecuacion, los granos fueron dispuestos en el medio de cultivo agar — agar, inoculados con
el microorganismo e incubados a temperatura constante de 30 °C durante 4 dias (Figura 2). Se utilizé un
disefio factorial completamente al azar con dos factores (tipo de microorganismo, adecuacion del sustrato),
como variable respuesta la velocidad de crecimiento radial, la velocidad longitudinal, la cantidad de
biomasa producida y el contenido de taninos condensados (Tabla 2) , y considerando un nivel de

significancia de 0.05, utilizando el software Minitab®©.
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Figura 2. Montaje para medicién de la velocidad radial de crecimiento y cuantificacion de biomasa

Tabla 2. Disefio Factorial para seleccion del microorganismo y adecuacion del sustrato

FACTORES NIVELES VARIABLE RESPUESTA
Rhizopus Oryzae (MUCL 28168)
Aspergillus Oryzae (ATCC 20387) e Velocidad de crecimiento radial

Microorganismo

Crudo e Velocidad méaxima de crecimiento

Tratamiento del sustrato . e Cantidad de biomasa producida
Remojado

7.1.3.1. Determinacion de la velocidad de crecimiento radial y longitudinal

El crecimiento radial y longitudinal fueron los dos métodos propuestos para evaluar la capacidad de los

hongos para invadir y adaptarse a los nutrientes sobre un sustrato.

Para evaluar la velocidad de crecimiento radial, se cortaron discos de 5 mm de diametro de muestras del
hongo (1,8 x 107 esporas/g), sembrados en cajas Petri con agar PDA durante 8 dias anteriores al ensayo, los
cuales se colocaron en el centro de cajas Petri con 15 mL del sustrato sorgo — agar agar preparado
previamente. La capacidad de invasion se determind midiendo el incremento del valor del radio de la

colonia cada 12 h.

Para la velocidad longitudinal, se prepararon tubos de Ryan con 20 mL del medio sustrato sorgo — agar agar
preparado previamente y se inocularon por picadura en un extremo del tubo con 200 pL de una dilucién de
esporas de 8 x 107/mL. La capacidad de invasion se determiné midiendo con un pie de rey el crecimiento

longitudinal cada 12 h.
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7.1.3.2. Cuantificacion de biomasa por peso seco

Para la determinacién de biomasa se inocularon por picadura 200 L de una dilucién de esporas de 8 x
107/mL en una caja Petri con medio sustrato sorgo — agar-agar y con papel filtro. Al cabo del periodo de
crecimiento (4 dias), el papel filtro fue retirado del medio, y la biomasa obtenida fue lavada con una solucion
de NaCl al 10% p/v, colocandola en un papel filtro nuevo de peso conocido. La biomasa colocada en el
papel fue lavada 2 veces con agua destilada y llevada a peso constante durante 24 h a 60 °C.

7.1.3.3. Evaluacion del efecto de la fermentacion sobre la degradacion de los taninos

Para la determinacion del contenido de taninos en el sustrato después de fermentacion, se inocularon por
picadura 200 pL de una dilucién de esporas de 8 x 107/mL en una caja Petri con medio sustrato sorgo —
agar-agar. Al cabo del periodo de crecimiento (4 dias), se tom6 1 g de muestra, se homogeniz6 en 10 mL
de Metanol y se mantuvo en agitacion constante a 120 rpm durante 30 min, al cabo de este tiempo la muestra
fue centrifugada a 10000 x g por 15 min, el sobrenadante fue retirado para seguir el protocolo descrito el
item 7.1.1.1.

7.2. Comparacion del rendimiento de la produccion de esporas y la homogeneidad en el

consumo de sustrato durante la fermentacion de diferentes in6culos iniciadores

Con el objetivo de realizar una produccion masiva de esporas, verificar y asegurar su mantenimiento por
periodos prolongados y lograr un proceso de fermentaciéon homogéneo, se evaluaron tres métodos de
preparacion de indculos: solucion de esporas, micelio y tane-koji. Para este ensayo se llevo a cabo el
proceso de fermentacién solida en columnas empacadas tipo Raimbault, utilizando sorgo molido vy
tamizado, con un tamafio promedio de particulas de 1,6 mm y humedad ajustada de 35% (bh), a temperatura
de 34 °Cy velocidad de aire de 100 m/s durante 24 h. Antes de empacar las columnas el sorgo fue inoculado
en concentracion promedio equivalente de 5,0 x 107 esporas/g, para los tres tipos de indculos. Se empled
un disefio experimental unifactorial completamente al azar, con niveles esporas, micelio y tane-koji, y con

nivel de significancia de a<0,05.

Para establecer el tipo de in6culo, se evalué la homogeneidad en el consumo de sustrato, como variable
respuesta, midiendo el contenido de azticares totales (item 7.1.1.4) y el contenido de az(cares reductores
(item 7.1.1.4) en diferentes puntos aleatorios de la columna al finalizar el proceso de fermentacion y se

calcul6 la desviacion estandar con la ecuacion 8.
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Donde:

S:

N

Xj

)

/21'\’: (x;—x)?
s = # (Ecuacion 8)

desviacion estandar

> nimero de muestras

: Concentracion de azlicares en cada muestra

: Valor medio del contenido de azUcares

Los in6culos estudiados fueron preparados de la siguiente forma:

1. Solucién de esporas: Se elabor6 un medio con 50 mL de PDA (contenidos en matraces Erlenmeyer

de 250 mL) y se inoculd con esporas previamente desarrolladas en tubos inclinados, incubandose
por 5 dias a 30 °C; las esporas producidas se recolectaron con 100 mL de una solucién Tween
80 al 0.01%

Tane-Koji: El indculo se elabor6 siguiendo la técnica del método tane-koji, a partir de arroz
integral cocido a vapor. Durante el proceso, el arroz se inocul6 con esporas en suspension en una
concentracién de 7 x 10’/mL, durante 75 horas hasta completa esporulacion, posteriormente se secé
a 45 °C durante 20 min hasta alcanzar un contenido de humedad del 12% (Hidaki, 2009). El
producto obtenido se molié en molino de cuchillas y fue almacenado en recipientes estériles a 28
°C.

Micelio: Se elaboré un medio de cultivo en caja Petri con 15 mL de PDA y se inocularon por
picadura en el centro de la caja con una solucién de esporas del hongo previamente desarrolladas,
incubandose por 8 dias a 30 °C; para utilizar el micelio cono in6culo iniciador se cortaron discos

de 5 mm.

En todos los casos se realizd conteo de esporas en camara de Neubauer y se cuantifico la concentracion

empleando la ecuacion 9:

No.esporas

—— = 5)(1x10%)(factor de dilucioén) (Ecuacion 9)
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7.3. Optimizacion de los pardmetros de fermentacion de acuerdo al microorganismo

seleccionado

7.3.1. Preparacion de las muestras

El sorgo fue molido y tamizado utilizando un conjunto de tamices serie ASTM. Se seleccionaron los granos
gue quedaron retenidos en las mallas 10, 16 y 30, que corresponden a rangos de tamafio de (a) 1.2 a 2.0 mm
(b) 0.6 a 1.2 mm y (c) 0.3 a 0.6 mm respectivamente. Posteriormente los granos fueron adecuados de
acuerdo a los resultados obtenidos en el item 7.1.3, se adicionaron 40 mL de agua por cada 100 g de sorgo
ajustando la humedad del sustrato a 35% (bh). Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 7.2, se
preparé el indculo iniciador, se adiciond al sorgo humedo preparado, empleando 1 g in6culo/100 g de
sustrato, y se homogenizé durante 5 min sobre una bandeja de aluminio estéril en la cabina de flujo laminar

para evitar contaminacion con otro tipo de microorganismos.

7.3.2.  Proceso de fermentacion y seleccién de parametros

El proceso se llevd a cabo en un biorreactor, compuesto por un sistema de columnas de 4 cm de diametro
y 20 cm de altura, las cuales se empacaron con 100 g de sorgo humedo (32% agua bh) inoculado
previamente con las esporas del hongo seleccionado. Dichas columnas se colocaron en un bafio
termorregulado a 28 o 34 °C segln los requerimientos del ensayo, y se conectaron a un sistema de

mangueras para permitir la aireacion (Figura 3).

Figura 3 Montaje del proceso de fermentacion sélida. (a) Vista frontal (b) Vista lateral
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Las mejores condiciones de temperatura de crecimiento, velocidad de aire, tamafio de particula y la
concentracién de un coadyuvante (salvado de trigo) del proceso de fermentacion de sorgo se obtuvieron
mediante un disefio central compuesto, con dos niveles por factor como lo muestra la Tabla 3. Se tomaron
en cuenta datos obtenidos en la literatura para seleccionar el nimero y la variacion de niveles de las
variables de proceso en el disefio experimental. El disefio experimental se ajusté al modelo de segundo

orden segun la ecuacién 10:

Y =PBo+ 251 Bi xi + Xhoy Bux? + Ticj X Bij xixj + € (Ecuacion 10)

Tabla 3. Niveles de los factores Temperatura, Velocidad de aire, tamafio de particula y concentracion de

coadyuvantes de fermentacion

Factor Variable Codificada Variable Natural

Nivel bajo Nivel alto Nivel bajo Nivel alto

Temperatura (°C) -1 +1 28 34

Velocidad de Aire (mm?3/min) -1 +1 60 100

Tamafio de particula (mm) -1 +1 0.3 2.0
Concentracion de Salvado (%) -1 +1 0 5

Las variables de respuesta que se utilizaron para conocer las mejores condiciones de proceso fueron el
contenido de proteinas, azlcares totales y reductores y el contenido de taninos condensados. La Tabla 4,
muestra los ensayos que se llevaron a cabo para obtener las diferentes combinaciones de las variables

estudiadas en el proceso de fermentacion sélida del sorgo.

Tabla 4. Ensayos llevados a cabo para determinar los parametros del proceso de fermentacion sélida en sorgo

Ensayo  Temperatura Velocidad Concentracion Tamafio de

(°C) de aire de salvado particula
(mm3/min) (X) (mm)
1 29,5 70 0,01 1,3
2 31,0 80 0,03 1,0
3 31,0 80 0,03 1,0
4 32,5 90 0,04 1,3
5 28,0 80 0,03 1,0

26



6 32,5 90 0,04 0,6
7 32,5 90 0,01 0,6
8 29,5 90 0,04 0,6
9 31,0 80 0,03 1,0
10 31,0 80 0,03 1,0
11 32,5 90 0,01 1,3
12 29,5 70 0,01 0,6
13 32,5 70 0,04 0,6
14 29,5 90 0,01 0,6
15 31,0 80 0,03 1,0
16 32,5 70 0,01 0,6
17 31,0 80 0,03 0,3
18 29,5 90 0,04 1,3
19 29,5 90 0,01 1,3
20 34,0 80 0,03 1,0
21 29,5 70 0,04 0,6
22 31,0 80 0,03 1,0
23 32,5 70 0,01 13
24 31,0 60 0,03 1,0
25 31,0 80 0,03 1,0
26 31,0 100 0,03 1,0
27 32,5 70 0,04 1,3
28 31,0 80 0,05 1,0
29 29,5 70 0,04 1,3
30 31,0 80 0,00 1,0
Sl 31,0 80 0,03 1,6

7.3.2.1 Cuantificacion del contenido de proteinas

Para la cuantificacién de la concentracién de proteina soluble, se utilizé el método de Lowry modificado

(LOWRY etal., 1951).
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7.3.2. Cinética de fermentacién en columna

De los resultados obtenidos al evaluar los parametros de fermentacion, se seleccionaron las condiciones de
fermentacion mas favorables para llevar a cabo las cinéticas en biorreactor en columna. Las cinéticas de
fermentacion se realizaron en el biorreactor, empacando las columnas con 100 g de sorgo humedo (35 %
bh) e inoculado previamente con 1% de una solucion de esporas. Una vez colocadas las columnas en el
bafio regulado, se suministré un flujo constante de aire. Se tomaron muestras directas cada 3 h durante 24
horas, para cuantificar la produccion de CO;, el consumo de azlcares totales y reductores, el contenido de

proteina y amino&cidos.

7.3.2.1. Cuantificacion del CO,

Para cuantificar el CO; producido por los microorganismos durante su crecimiento, se utilizaron trampas
de CO- y posterior titulacion, siguiendo el protocolo descrito por Barrena Gomez, 2006. El aire de salida
de las columnas de la respiracion, se condujo a una columna empacada con silica gel para retener el agua
presente (Figura 4) y permitir el paso del dioxido de carbono, a la salida de estas columnas se conect6 una
manguera que cae a una trampa de hidroxido de bario, contenido en un Erlenmeyer de 1000 mL sellado
herméticamente. Al descargar el contenido total de las mangueras en la trampa, se procedid a la titulacion.
La cantidad de CO; producido se determind mediante la formula de intensidad respiratoria:

LR= ((Vb-Vm)*N*22*60)/ (W*t) (Ecuacion 11)

Donde:

Vm=Volumen de acido oxalico para titular la muestra (mL)
Vb= Volumen de 4cido oxalico para titular el blanco (mL)
N= Normalidad del &cido oxalico (meg/L)

22=Peso miliequivalente del CO2 (g/meq)

60=Factor de conversion para el tiempo (min/h)

t=Tiempo de barrido (min)

W=Peso de la muestra (Kg)
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Figura 4. Montaje para cuantificacion del CO;

7.3.3. Caracterizacion del producto obtenido

Luego de 21 horas de fermentacion, se realizaron diversos andlisis para caracterizar el producto final
obtenido. Se realizé un anélisis proximal que comprendié humedad (AOAC 934.01), cenizas (AOAC
942.05), contenido de grasas (AOAC 920.39) y proteina cruda (AOAC 976.05).

Se realiz6 la caracterizacion del sorgo por microscopia electrénica de barrido (SEM), utilizando un
Microscopio de Barrido Electronico (SEM), referencia G3 ProX de Phenom-World (www.phenom-
world.com), con capacidad de aumentos de 100.000X y resolucién de 17 nm por pixel, ubicado en el
laboratorio de Cecoltec, de la ciudad de Medellin (Antioquia).

Se efectlio ademas andlisis de aminoacidos mediante HPLC, utilizando una columna AGILENT - ZORBAX
Eclipse® AAA Analytical 4.6x150 mm - 5 um en los laboratorios de la Universidad Nacional y el
laboratorio de andlisis TECNIMICRO S.A.S de la ciudad de Medellin (Antioquia). Se realizo la

cuantificacion de 10 aminoacidos esenciales incluyendo Triptofano.

Se llevaron a cabo pruebas microbioldgicas de acuerdo a las Normas Técnicas Colombianas (NTC). El
recuento de aerobios mesdfilos (NTC 4519 de 1998) se realiz6 en Agar Plate Count (PCA) incubando las
muestras a 35 °C por 48 h; el recuento de mohos y levaduras (NTC 4132 de 2008) se determin0 por siembra
en PDA (PDA) a 25 °C durante un periodo de 3 a 5 dias; para el conteo de coliformes totales se utilizé el
método del nimero mas probable (NMP) (NTC 4516 de 1998) a 35 °C de 24 a 48 horas.
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Asi mismo se realizé un analisis del contenido de taninos condensados (NTC 602), digestibilidad in vitro
(NTC 719) y Espectrofotometria con acido tiobarbitirico (T.B.A).

Los resultados obtenidos se compararon con los exigidos en las Normas Técnicas Colombianas (NTC 602)
para este tipo de productos y se compararon con harinas sin fermentar.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Seleccion del microrganismo apropiado para utilizar durante el proceso de acuerdo a

su capacidad de crecimiento sobre el sustrato.

8.1.1. Caracterizacién de la materia prima

El sorgo adquirido presentaba una coloracion rojiza, lo cual es un indicio del contenido de taninos

condensados del mismo (Figura 5). Su forma era esférica con diametros variables promedios de 4.20 mm

+ 0.6 mm. Este material se caracterizd siguiendo la metodologia propuesta en el item 7.1.3., los resultados

se presentan en la Tabla 5.

Figura 5. Aspecto fisico de los granos de sorgo

Tabla 5. Caracterizacion del sorgo crudo

Componente Valor
Humedad (%) 9,98+0,34
Carbohidratos totales %(bs) 89,62 £ 0,50
Azucar reductor (g glucosa/g sustrato) 2,95+1,43
Azucar total (g glucosa/g sustrato) 15,12 + 2,95
Proteina cruda % (bs) 7,33+0,50
Proteina soluble (%) 57,34 £ 0,50
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Fibra cruda % (bs) 2,41 + 0,50

Cenizas % (bs) 1,19+ 0,50

Grasa % (bs) 1,86 + 0,50

Taninos Condensados % 2,24 157

pH 6,30 £ 0,50

WAI (g gel/ g soporte) 1,82 +0,13
Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) ng/Kg No detectable

Es evidente que el mayor macronutriente del sorgo son los carbohidratos, representando un 89,62% del
total. Los carbohidratos de este cereal estan presentes principalmente en forma de almidén, que corresponde
a un polisacarido de reserva de las plantas. De los carbohidratos totales la fibra cruda represent6 un 2,41%.
La proteina cruda de este cereal se encontr6 en un rango de 7,33%, siendo el segundo macronutriente de
mayor contenido del grano, estas proteinas se encuentran representadas principalmente por prolaminas. Los
lipidos, correspondieron a 1,86% del total de nutrientes en el cereal, siendo la mayoria de los lipidos acidos
grasos poliinsaturados (Queiroz et al., 2011). Se encontré ademas que la capacidad de retencion de agua
por parte del material, dado por el valor del WAL, fue de 1,82 g gel/g s6lido, mientras el contenido de

taninos condensados fue del 2.24%.

Los valores registrados en la Tabla 5 son inferiores a los reportados por Lopez et al., (2011), (Bustos
Véazquez et al., (2010) sin embargo son superiores a los encontrados en algunas variedades de maiz

(Betancourt, 2013) lo cual muestra el potencial que tiene este cereal para ser utilizado en la industria.

8.1.2. Seleccidn del microorganismo apropiado a utilizar durante el proceso

Siguiendo la metodologia propuesta en el item 7.1.3.1, se registr6 el crecimiento radial y longitudinal de
los hongos Rhizopus oryzae y Aspergillus oryzae durante 4 dias. La medicion de la velocidad de crecimiento
de hongos filamentosos, indica la capacidad de los mismos, para colonizar algun sustrato empleado en
procesos de fermentacién sélida. En la Figura 6 se puede observar el aspecto de la colonia al finalizar el
periodo de crecimiento. Es notable que mientras la colonia de Rhizopus oryzae invadié todo el espacio de
la caja (63,61 cm?), el Aspergillus oryzae mostr6 ligero crecimiento, mostrando ademas una rapida
esporulacion, debido posiblemente al estrés generado sobre el hongo y a que las condiciones del medio no

eran adecuadas para su desarrollo.
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Figura 6 Crecimiento radial microorganismos durante 4 dias (a) en medio agar-agar sin sustrato sorgo (b)

Aspergillus oryzae sobre sustrato sorgo (c) Rhizopus oryzae sobre sustrato sorgo

Con los datos obtenidos, se graficé el radio en funcion del tiempo (Figura 7). Las curvas muestran la
tendencia general del crecimiento radial de las cepas estudiadas. Se observa que el hongo Rhizopus oryzae
creciendo sobre sustrato sin remojo previo tiene un corto periodo de adaptacion (24 h) seguido por un rapido
crecimiento que corresponde a la fase de crecimiento exponencial, mientras que el hongo Aspergillus oryzae

en sorgo remojado presenta la fase de adaptacion y posterior crecimiento mas lenta.
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Figura 7. Crecimiento radial de los hongos en el tiempo
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Con los valores registrados del radio, se obtuvo la velocidad promedio de crecimiento radial, considerando
en el calculo de ésta, el periodo de adaptacion del microorganismo al medio. Los resultados se presentan
en la Tabla 6. Es posible observar que la mayor velocidad de crecimiento (0,76 mm % 0,02 mm) se da

cuando crece Rhizopus oryzae en sorgo sin ningun tipo de tratamiento.

Tabla 6. Velocidad de crecimiento radial de Hongos Filamentosos, en sustratos con sorgo.

Velocidad Radial (mm/h)
SS SR
Rhizopus Oryzae MUCL 28168  0,76+0,02¢  0,29+0,14°

Microorganismo

Aspergillus Oryzae ATCC 20387  0,12+0,01*  0,03+0,02°

SS: Sorgo Sin Remojo; SR: Sorgo Remojado.
Se reporta la media y la desviacion estandar. Las medias de la misma columna con diferente letra son

significativamente diferentes (p<0.05).

Los resultados en la prueba ANOVA (Tabla 7) muestran que el estadistico p es menor a 0.05, lo que indica
que existe un efecto significativo en la interaccién microorganismo y adecuacion del sustrato, sobre la

velocidad de crecimiento radial de los hongos (mm).

Tabla 7. Resultados ANOVA para las velocidades de crecimiento radial

Fuente Valor P
Microorganismo 0,000
Tratamiento 0,000

Microorganismo*Tratamiento 0,002

Para determinar cuales fueron las interacciones que ejercen un efecto significativo sobre la velocidad de
crecimiento, se realizd la prueba POS-ANOVA de Tukey (Tabla 6), se observa que el microorganismo
Rhizopus oryzae presenta la mayor velocidad de crecimiento radial cuando crece en sorgo sin remojo,

siendo este valor estadisticamente diferente a los demas obtenidos.

En la Figura 8 se puede observar el crecimiento longitudinal de los hongos durante el tiempo de
experimentacion. Se evidencia que el hongo Rhizopus oryzae tuvo crecimiento mas abundante, invadiendo
a lo largo del tubo en corto tiempo, mientras se observd que el Aspergillus oryzae presenté una baja

velocidad de elongacion y una rapida esporulacion.
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Figura 8. Crecimiento longitudinal en 4 dias de fermentacion de microrganismos en tubos Ryan. (a) Montaje inicial
para los ensayos (b) Vista frontal de los tubos (c) Crecimiento de Rhizopus Oryzae (d) Crecimiento de Aspergillus

oryzae

Con los datos, se grafico la longitud en funcién del tiempo (Figura 9). En estas graficas se puede observar
la alta relacion lineal que presentan los microorganismos estudiados en el sustrato con y sin tratamiento,

después de su periodo de adaptacion y a través del periodo de crecimiento (4 dias).
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Figura 9. Crecimiento longitudinal de los hongos durante el tiempo de experimentacion

Con los datos se calcul6 la velocidad promedio de crecimiento longitudinal, sin considerar el periodo de
adaptacion del microorganismo al medio. Los resultados se presentan en la Tabla 8. Es posible observar
gue la mayor velocidad de crecimiento (5,31 mm £ 1,30 mm) se da cuando crece Rhizopus oryzae en sorgo

sin ningun tipo de tratamiento previo.

Tabla 8. Velocidad de crecimiento longitudinal de Hongos Filamentosos, en sustratos con sorgo.

Microorganismo Velocidad Longitudinal (mm/h)

SS SR
Rhizopus Oryzae MUCL 28168 5,31+1,30? 3,7310,64%¢
Aspergillus Oryzae ATCC 20387 2,98+1,20 0,44+0,23¢

SS: Sorgo Sin Remojo; SR: Sorgo Remojado.
Se reporta la media y la desviacion estandar. Las medias de la misma columna con diferente letra son

significativamente diferentes (p<0.05).

Los resultados en la prueba ANOVA muestran que el estadistico p es menor a 0.05, lo que indica que existe
un efecto significativo en la interaccion microorganismo y adecuacion del sustrato, sobre la velocidad de

crecimiento longitudinal de los hongos (mm). Se observa que la interaccion entre el microorganismo y el
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tratamiento no ejercieron un efecto significativo sobre la variable respuesta, por ende se evalué solo la

significancia que tienen los factores individuales.

Tabla 9. Resultados ANOVA para las velocidades de crecimiento longitudinal

Fuente Valor P
Microorganismo 0,001
Tratamiento 0,005
Microorganismo*Tratamiento 0,404

Para determinar cudles fueron las interacciones que ejercen un efecto significativo sobre la velocidad de
crecimiento longitudinal, se realizd la prueba POS-ANOVA de Tukey (Tabla 8), se observa que el
microorganismo Rhizopus oryzae presenta la mayor velocidad de crecimiento longitudinal cuando crece en
sorgo sin tratamiento, sin embargo, este valor no presenta diferencias estadisticas con los obtenidos por
Rhizopus oryzae en sorgo remojado y Aspergillus oryzae en sorgo sin remojo.

Siguiendo la metodologia descrita en el ftem 7.1.3.2, se cuantifico la biomasa obtenida. Los resultados se
consignan en la Tabla 10.

Tabla 10. Cuantificacion de la cantidad de biomasa producida por Hongos Filamentosos en sustratos con sorgo.

Biomasa (%)
SS SR
Rhizopus Oryzae MUCL 28168 3,750,508  1,28+1,27%

Microorganismo

Aspergillus Oryzae ATCC 20387 1,34+1,00  0,09+0,13°

SS: Sorgo Sin Remojo; SR: Sorgo Remojado.
Se reporta la media y la desviacion estdndar. Las medias de la misma columna con diferente letra son

significativamente diferentes (p<0.05).

En la Figura 10 se puede observar la biomasa obtenida después del periodo de crecimiento. A nivel
macroscopico se observaron diferencias en las densidades de los micelios de los hongos cuando se trabajaba
con el sustrato crudo seco, lo cual esta relacionado con la mayor produccion de biomasa por parte del
Rhizopus oryzae (3,75% + 0,05%).
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Figura 10. Biomasa obtenida después de crecimiento (a) Rhizopus oryzae (b) Aspergillus oryzae

Los resultados en la prueba ANOVA (Tabla 11) muestran que el estadistico p es menor a 0.05, lo que indica
que existe un efecto significativo en la interaccién microorganismo y adecuacién del sustrato, sobre la

biomasa producida (%).

Tabla 11. Resultados ANOVA para la produccién de biomasa

Fuente Valor P
Microorganismo 0,006
Tratamiento 0,005

Microorganismo*Tratamiento 0,246

Para determinar cudles son las interacciones que ejercen un efecto significativo sobre la produccion de
biomasa, se realiz la prueba POS-ANOVA de Tukey (Tabla 10), se observa que el microorganismo
Rhizopus oryzae presenta la mayor produccién de biomasa cuando crece en sorgo sin tratamiento, siendo
este valor estadisticamente diferente frente a los otros.

Siguiendo la metodologia descrita en el item jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
cuantifico el contenido de taninos condensados, posterior al proceso de fermentacion, con cada uno de los
microorganismos. Los resultados fueron consignados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Contenido de taninos condensados en el sustrato sorgo después del proceso de fermentacion

. . Taninos condensados (%)
Microorganismo

SS SR
Rhizopus Oryzae MUCL 28168 0,63£0,08°  0,83%0,06%
Aspergillus Oryzae ATCC 20387 1,04+0,06° 2,430,102

SS: Sorgo Seco; SR: Sorgo Remojado.
Se reporta la media y la desviacion estandar. Las medias de la misma columna con diferente letra son

significativamente diferentes (p<0.05).

Los resultados en la prueba ANOVA (Tabla 13) indican que tanto el microorganismo, como el tratamiento
y la interaccion de los mismos, ejercen efecto significativo sobre la variable respuesta, dado que el
estadistico p tuvo un valor <0,05. Por tal motivo se realiz6 la prueba Post-Anova (Tabla 12) indicando que
el tratamiento que presenta diferencias estadisticamente significativas en cuanto a un menor contenido de

taninos condensados es en el sorgo sin remojo y con el hongo Rhizopus oryzae.

Tabla 13. Resultados ANOVA para el contenido de taninos condensados

Fuente Valor P
Microorganismo 0,000
Tratamiento 0,000

Microorganismo*Tratamiento 0,000

Es evidente que existen diferencias significativas entre los microorganismos y tratamientos estudiados,
siendo el Rhizopus oryzae en cada uno de los tratamientos, el que presenta mejor comportamiento, debido
posiblemente a las habilidades que presentan estos tipo de microorganismos para fermentar diversos tipos
de sustratos bajo las condiciones de temperatura y humedad relativa estudiadas. El sustrato crudo puede
favorecer el crecimiento miceliar, dado que estos hongos contienen las enzimas apropiadas para la digestion

de este tipo de sustratos (Robert Nout & Aidoo, 2010), ademés la cantidad de agua facilito su adaptacion.

Resultados comparables de velocidad de crecimiento y produccion de biomasa se han obtenido en estudios
con harina de yuca cruda (Sarria, 1997). Otros estudios aplicando fermentacion sélida (Martinez Avila et
al., 2013; Ghosh et al., 2011) han comprobado que los hongos pertenecientes a esta especie son buenos

productores de enzima tanasa (17.7U/mL), la cual permite reducir los taninos condensados, evidenciando
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el potencial de aplicacion que tienen. Estos resultados son importantes, ademas, desde el punto de vista
industrial pues no se requiere el uso de tratamientos como el remojo que son poco eficientes por su alto

consumo de agua y tiempo de proceso requerido.

8.2. Comparacién del rendimiento de la produccion de esporas y la homogeneidad durante

la fermentacion de diferentes indculos iniciadores

Para evaluar el mejor tipo de indculo para la produccién constante de esporas, se siguié la metodologia
descrita en el item 7.2 cuantificando las esporas producidas por cada uno. Los resultados se encuentran
registrados en la Tabla 14. Se puede observar que todos los indculos presentan una concentracion de esporas
del orden de 107. De acuerdo a Raimbault (1996) esta concentracion de esporas es ideal para iniciar un
proceso de fermentacion solida garantizando que no exista contaminacion por parte de otro tipo de

microorganismos.

Tabla 14. Concentracion de esporas de acuerdo al tipo de indculo

i ., Concentracion de
Tipo de in6culo

esporas

Solucién de esporas 7,3 x 107 /mL
Koji seco molido 8,4 x 10" /g
Micelio 3,3x107 /g

Posterior a la cuantificacion inicial de esporas, se llevé a cabo un proceso de fermentacion con los diferentes
in6culos propuestos. Al cabo del tiempo se realizaron observaciones a nivel macroscépico de la forma de
invasion del micelio, los cuales pueden apreciarse en la Figura 11. ES evidente que cuando se inocula con

koji — molido, existe un crecimiento mas abundante y homogéneo en el sustrato.
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Figura 11. Muestras de sorgo (a) sin indculo (b) inoculadas con esporas (c) inoculadas con micelios (d) inoculadas

con koji

Después de la fermentacion, se cuantificé el contenido de azlcares totales y reductores en diferentes puntos
del sustrato, con el objeto de validar la homogeneidad en el consumo de nutrientes por parte del
microorganismo al ser inoculado de diferentes formas. Los resultados promedios, junto con la desviacion

estandar se encuentran registrados en la Tabla 15.

Tabla 15. Contenido promedio de azlcares totales y reductores después de fermentacidn variando el tipo de indculo

. AZUCARES TOTALES AZUCARES
TIPO DE INOCULO
(9/9) REDUCTORES (g/9)
Esporas 19,52 + 1,13 5,60 £ 1,27
Micelio 13,85+1,80 4,63+2,31
Koji (Granos molidos) 27,85+ 0,95 6,21 £1,10

Los resultados en la prueba ANOVA para los azlcares totales (Tabla 16) y azUcares reductores (Tabla 17)

indican que no existen diferencias significativas entre los tipos de inéculos utilizados sobre concentracion
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final del sustrato en la muestra. Sin embargo, al inocular con tane — koji seco molido se presento la menor

desviacion estandar (0,95), relacionandose con una mayor homogeneidad en la muestra.

Tabla 16. Resultados ANOVA para azlcares totales

Fuente Valor P
Tipo de In6culo 0,822

Tabla 17. Resultados ANOVA para azlicares reductores

Fuente Valor P
Tipo de In6culo 0,254

Durante el proceso de fermentacion, uno de los pardmetros que tiene mayor influencia sobre la
homogeneidad y la eficiencia en el consumo de sustrato es el tipo y la forma del indculo iniciador. Las
formas de in6culo comdnmente utilizadas son los micelios y la solucién de esporas, mientras que uno de
los métodos poco conocidos es el método tane—koji. El tane-koji seco molido, mostrd ser un inéculo
iniciador eficaz, facilmente aplicable, garantizando un proceso homogéneo, con buenas caracteristicas al
final del proceso, mostrandose con potencial para uso en procesos de fermentacion sélida controlados,
ademas de ser un producto Util durante un periodo de tiempo superior a un mes. Por tal motivo para evaluar

los parametros de fermentacion se utilizd este como indculo iniciador.

8.3. Establecimiento de los parametros de fermentacion de acuerdo al microorganismo

seleccionado
8.3.1. Proceso de fermentacion y seleccion de parametros
Siguiendo la metodologia propuesta en el numeral 7.3, se realizo el montaje para evaluar los parametros

adecuados del proceso de fermentacion (

Figura 12).
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Figura 12. Aspecto de la columna (a) antes de crecimiento (b) después de crecimiento

Los resultados, segun el tratamiento, para cada una de las variables estudiadas durante el proceso de
fermentacion sélida (pH, azlcares, proteinas, taninos condensados) se encuentran registrados en la Tabla
18. Para el pH, el menor valor registrado (4.36) esté en el tratamiento a una temperatura de 31 °C, velocidad
de aire 80 mm?min, 1,0 mm de tamafio de particula y 0% de salvado de trigo. Para los az(cares totales el
mayor valor (75,09 g/g) se encuentra a temperatura de 32,5 °C, velocidad de aire 70 mm?/min, 0,6 mm de
tamafio de particula y 1% de salvado de trigo. Para los azlcares reductores el mayor valor (87,8 g/g) esta a
temperatura de 31 °C, velocidad de aire 80 mm?®/min, 0,3 mm de tamafio de particula y 3% de salvado de
trigo, para las proteinas el mayor valor (38,54 g/g) esta en temperatura de 32,5 °C, velocidad de aire 70
mm?3/min, 0,6 mm de tamafio de particulay 1% de salvado de trigo y para los taninos el menor valor (0,02%)
estd a una temperatura de 32,5 °C, velocidad de aire 70 mm®/min, 0,6 mm de tamafio de particula y 1% de

salvado de trigo.
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Tabla 18. Resultados para cada uno de los parametros evaluados (pH, Azlcares Totales, Az(cares reductores, Proteina y

Contenido de Taninos) después del proceso de fermentacién sélida en sorgo

Velocidad .. Tamafio de Azlicares  Azlcares i Taninos
Ensayo Temperalura de aire Concentracion particula pH  Totales Reductores Proteina Condesados

YO meming 0 wo @y Y
5 28,0 80 0,03 1,0 500 40,159 17,879 24,607 1,817
1 29,5 70 0,01 13 450 45,750 9,550 7,821 0,350
12 29,5 70 0,01 0,6 453 54,412 37,925 32,821 0,861
21 29,5 70 0,04 0,6 466 61,434 49,482 32,464 2,906
29 29,5 70 0,04 1,3 4,63 46,191 25,300 27,929 1,680
14 29,5 90 0,01 0,6 4,61 58,471 22,425 29,786 1,906
19 29,5 90 0,01 1,3 4,72 50,162 4,425 19,607 0,071
8 29,5 90 0,04 0,6 4,67 60,125 35,425 21,214 1,295
18 29,5 90 0,04 1,3 4,63 43912 10,550 25,857 0,605
24 31,0 60 0,03 1,0 442 63,691 24,925 26,214 0,700
30 31,0 80 0,00 1,0 436 62,846 14,675 24,179 0,517
2 31,0 80 0,03 1,0 4,44 63,853 40,925 32,434 2,240
3 31,0 80 0,03 1,0 4,42 65,088 37,300 26,214 0,017
9 31,0 80 0,03 1,0 4,48 63,140 39,550 31,750 1,278
10 31,0 80 0,03 1,0 4,46 63,316 30,482 29,429 0,417
15 31,0 80 0,03 1,0 439 62,919 32,425 29,250 0,017
17 31,0 80 0,03 0,3 442 66,426 87,800 30,143 0,340
22 31,0 80 0,03 1,0 4,46 63,250 35,175 26,929 1,200
25 31,0 80 0,03 1,0 446 63,081 42,050 24,679 1,250
31 31,0 80 0,03 1,6 4,48 39,844 36,325 24,429 0,317
28 31,0 80 0,05 1,0 446 66,265 43,300 30,679 1,007
26 31,0 100 0,03 1,0 4,50 66,926 20,050 28,175 0,343
16 32,5 70 0,01 0,6 440 63,176 55,425 38,536 0,628
23 32,5 70 0,01 1,3 4,40 50,382 31,325 17,464 2,128
13 32,5 70 0,04 0,6 458 75,088 62,050 33,893 0,572
27 32,5 70 0,04 1,3 4,45 55,713 41,425 35,500 2,772
7 32,5 90 0,01 0,6 4,46 70,015 53,175 38,536 0,850
11 32,5 90 0,01 1,3 4,60 57,191 35,425 28,893 0,017
4 32,5 90 0,04 1,3 4,59 52,654 51,800 30,500 0,128

32,5 90 0,04 0,6 4,59 73,581 74,300 21,750 0,017
20 34,0 80 0,03 1,0 480 57912 56,925 34,250 0,639

Para obtener los modelos adecuados que permitan encontrar la mejor relacion entre las variables

temperatura, tamafio de particula, velocidad de aire y salvado de trigo que predigan efectivamente el pH,
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los azUcares, totales y reductores, las proteinas y los taninos como variables respuesta, se aplicé un disefio

de superficie de respuesta, segln lo descrito en el item 7.3.2, con los datos obtenidos en la Tabla 18.

El disefio de superficie de respuesta aplicado fue el central compuesto, el cual consta de 16 puntos

correspondientes a las combinaciones de los tratamientos del disefio 24, 7 puntos centrales constituidos por

un tratamiento conformado por el punto medio ente el nivel alto y bajo de cada variable del proceso,

logrando la estimacion del error experimental y 8 puntos axiales que permiten la incorporacion de los

términos cuadréticos en el modelo cuando la relacion entre la variable respuesta y los factores de estudio lo

requieran. Se calcul6 el valor p para cada tipo de modelo, seleccionando el de mayor orden con términos

significativos (p<0,05). Para determinar la calidad del modelo se encontro el coeficiente de correlacién R?

y se realiz6 la prueba de falta de ajuste para verificar las fallas del modelo. Los resultados del analisis de

varianza ANOVA para cada una de las variables respuesta se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19. ANOVA del modelo de superficie de respuesta para optimizacion del proceso de fermentacion sélida.

Valor P
Fuente pH Azucares Azucares Proteinas | Taninos
Totales Reductores

Regresion 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Lineal 0,000 0,000 0,062 0,006 0,000
Temperatura 0,000 0,000 0,347 0,858 0,000
Velocidad de aire 0,335 0,077 0,102 0,683 0,000
Salvado de Trigo 0,350 0,927 0,965 0,013 0,000
Tamaiio de Particula 0,418 0,000 0,010 0,002 0,000
Cuadratica 0,000 0,000 0,000 0,742 0,000
Temperatura*Temperatura 0,000 0,000 0,898 0,729 0,000
Velocidad de aire*Vel. aire 0,404 0,066 0,000 0,397 0,000
Salvado de Trigo*Salvado de Trigo 0,275 0,297 0,019 0,469 0,000
Tamaio de Particula*Tamaio de Particula 0,652 0,000 0,000 0,424 0,901
Interaccion 0,006 0,000 0,017 0,000 0,000
Temperatura*Vel.aire 0,468 0,087 0,000 0,908 0,000
Temperatura*Salvado de Trigo 0,386 0,009 0,642 0,067 0,000
Temperatura*Tamafio de Particula 1,000 0,009 0,534 0,152 0,000
Vel.aire*Salvado de Trigo 0,009 0,000 0,455 0,000 0,000
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Vel.aire*Tamaio de Particula 0,009 0,632 0,402 0,000 0,499
Salvado de Trigo*Tamaiio de Particula 0,009 0,000 0,813 0,000 0,649
Error residual
Falta de ajuste 0,371 0,287 0,626 0,804 0,534
R-cuadrado (%) 96,07 99,34 97,05 87,91 98,33

Para el caso del pH, los resultados muestran que tanto el modelo lineal como el cuadratico presentan un
efecto significativo p<0,05 sobre la variable respuesta, sin embargo, puede observarse que solo el término
lineal de la temperatura y su cuadrado son los que realmente presentan este efecto. En cuanto a las
interacciones, solo tres (velocidad de aire — salvado de trigo, velocidad de aire — tamafio de particula,
salvado de trigo — tamafio de particula) de las seis ejercen un efecto significativo, siendo incluidas estas en
el modelo. Por tanto para la prediccion adecuada del pH como variable respuesta se tuvieron en cuenta
todos los términos lineales, el término cuadratico de la temperatura y las interacciones que presentaron
efecto significativo. Esto se confirmé con el valor de R? de 0,9607, indicando que los términos
seleccionados explican el 96.07% de la variabilidad de la respuesta, mientras que alrededor del 4% sigue
siendo inexplicable. La falta de ajuste presentd un p>0.05, indicando que dicho modelo no presenta fallas

significativas y es adecuado para representar la variable pH.

Se puede observar en la tabla ANOVA para los azlcares totales que los modelos lineal y cuadraticos tienen
un efecto significativo (p<0,05) sobre la variable en mencién, asi como las interacciones entre la
temperatura — salvado de trigo, temperatura — tamafio de particula, velocidad de aire — salvado de trigo y
salvado de trigo — tamafio de particula. Para obtener el modelo se retiraron los coeficientes que no ejercian
un efecto significativo, sin embargo se mantuvieron todos los términos lineales, puesto que era necesario
para mantener la calidad del mismo. El valor obtenido de R? fue de 0,9934, indicando que los términos
seleccionados explican el 99.34% de la variabilidad de la respuesta, mientras que alrededor del 1% sigue
siendo inexplicable. La falta de ajuste presentd un p>0,05, indicando que dicho modelo no presenta fallas

significativas y es adecuado para representar la variable azlcares totales.

Para los azUcares reductores, el analisis de varianza arrojé que solo el término lineal de tamafio de particula,
los términos cuadraticos de velocidad de aire y tamafio de particula, y la interaccién entre la temperatura 'y
la velocidad de aire tienen un efecto significativo sobre la variable respuesta. Sin embargo, al retirar los

otros términos del modelo, este presentaba fallas, por lo cual se tuvieron en cuentan todos los términos
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lineales de los factores estudiados. Teniendo en cuenta esto, el modelo que representé a los azlcares
reductores presenté un R? de 0,9705, considerandose un buen ajuste y por tanto puede representar la variable

estudiada efectivamente.

Como se observa en la Tabla 18, todos los ensayos mostraron contenidos altos de proteina soluble, los
cuales a medida que incrementa la temperatura de incubacion muestran una ligera tendencia a la baja. Sin
embargo el andlisis de varianza indicd que ni la temperatura, ni la velocidad de aire ejercen influencia
significativa (p>0,05) sobre la proteina soluble. Se encontré que los términos que ejercen un efecto
significativo sobre la variable respuesta son los lineales de salvado de trigo y tamafio de particula, y las
interacciones entre velocidad de aire— salvado de trigo, velocidad de aire — tamafio de particula y salvado
de trigo — tamafio de particula. Igualmente en este caso, y para garantizar la calidad del modelo, se tuvieron
en cuenta todos los términos lineales de las variables estudiadas. El valor registrado de R?fue de 0,8791, lo
que garantiza los términos seleccionados la variabilidad de la respuesta, mientras que la falta de ajuste
(p>0.05) indic6 que el modelo no presentaba fallas.

Finalmente, se encontrd para los taninos que la mayoria de los términos ejercen un efecto significativo
sobre la variable respuesta dado que p<0,05. Los Unicos términos excluidos del modelo fueron el cuadrado
del tamarfio de particula y las interacciones entre velocidad de aire — tamafio de particula y salvado de trigo
— tamafio de particula, puesto que no ejercieron efecto significativo y no afectaban la precision del modelo.

Esto se corrobor6 con los valores de R? el cual fue de 0,9833 v la falta de ajuste que fue 0,534.

Con los resultados de la tabla ANOVA se plantearon los modelos para cada una de las variables respuesta
estudiadas, teniendo en cuenta los coeficientes de los componentes temperatura (°T), velocidad de aire
(VA), salvado de trigo (ST) y tamafio de particula (TP). Las ecuaciones obtenidas se registraron en la Tabla
20.

Tabla 20. Modelos planteados para las variables pH, azlcares totales, aziicares reductores, proteinas y taninos

Ecuacion
Variable Modelo
Nro.
y =54,4428 —3,2123 (° T) + 0,0014 (VA) + 24,7385 (ST) — 0,4359 (TP)
pH +0,0512 (° T?) — 0,2000 (VA)(ST) + 0,0077 (VA)(TP) — 6,4615 12

(ST)(TP)

47



y=-1728,82 + 108,10 (° T) + 0,46(VA) + 338,67 (ST) + 108,69 (TP) —
1,68 (° T2 — 26,01 (TP?) + 44,68 (°T)(ST) — 2,24 (°T)(TP) — 15,14 13
(VA)(ST)

Azucares

Totales

Aziicares  y=398,1 - 16,6 (°T) — 3,9 (VA) + 1170,8 (ST) — 148,8 (TP) -12888,6
Reductores (ST?) + 59,2 (TP?) + 0,3 (°T)(VA)

14

y=17,71+ 1,86 (° T) - 0,17 (VA) + 1005,26 (ST) — 103,43 (TP) —
Proteinas 15
27,32 (VA)(ST) + 0,82 (VA)(TP) + 1174,75 (ST)(TP)

y = 17,0772 — 0,6401(° T) — 0,1266(VA) — 99,9499 (ST) —1,3706 (TP) +
Taninos 0,0066 (°T2) + 0,0005 (VA2) -77,5170 (ST?) + 0,0014 (°T)(VA) + 16
2,4674 (°T)(ST) + 0,0451 (°T)(TP) + 0,3446 (VA)(ST)

En la ecuacion 12 se observa que la temperatura, el tamafio de particula y las interacciones velocidad de
aire-salvado de trigo, salvado de trigo-tamafio de particula, ejercen efecto negativo sobre la variable
respuesta, siendo esta una situacién deseable dado que entre mayor sea la disminucién del pH, existe menor
riesgo por contaminacién microbioldgica. Esta ecuacion permite observar el efecto que tiene cada
componente independientemente de su nivel, por lo cual valores intermedios de temperatura pueden
favorecer un descenso en el pH, caso contrario a lo que puede ocurrir con el salvado de trigo. Lo anterior
debe considerarse en el momento de la optimizacién para encontrar las mejores combinaciones que

permiten obtener rangos adecuados de esta variable.

Para el caso de los azlicares totales, representados en la ecuacion 13, se observa que los términos cuadraticos
y las interacciones, a excepcion de la interaccién temperatura-salvado de trigo, ejercen efecto negativo
sobre los azucares, mientras que los factores lineales ejercen efecto positivo. Lo anterior indica que para
favorecer esta variable es necesario por tanto que los factores estudiados se encuentren en valores

intermedios a los planteados para la optimizacion.

En la ecuacidon 14 se observa el modelo, con sus respectivos coeficientes, para la variable azlcares
reductores. Se puede notar que la temperatura, la velocidad de aire y el tamafio de particula ejercen un
efecto negativo sobre la variable, por tanto valores altos de estas puede conllevar a una disminucion en su

concentracion.

Para las proteinas, representadas en la ecuacion 15, la velocidad de aire, el tamafio de particula y la

interaccion velocidad de aire-salvado de trigo, son los componentes que ejercen un efecto negativo sobre
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la variable, disminuyendo su valor a medida que estas se incrementan; por tanto el disefio debe orientarse
a seleccionar valores intermedios 0 bajos de estos factores. La concentracién de salvado de trigo, es el
componente que ejerce un mayor efecto positivo sobre esta variable, dado que este puede ser una buena
fuente de minerales que el microorganismo utiliza para su crecimiento, permitiendo llevar a cabo las

funciones metabolicas necesarias para la produccién e hidrolisis de otros compuestos.

El modelo obtenido para los taninos, se encuentra representado en la ecuacion 16. En este caso, las variables
que ejercen un efecto negativo son la temperatura, la velocidad de aire, el tamafio de particula, el salvado
de trigo y el cuadrado del salvado de trigo. Durante el presente estudio se requieren buscar combinaciones
gue permitan obtener valores bajos de los taninos, por tanto es adecuado que las variables que ejercen
efectos negativos tengan valores elevados.

Posterior al analisis de varianza, se requiere la validacion de los supuestos de normalidad, homogeneidad
de varianza e independencia de los errores. Su comprobacion se hace necesaria para sustentar la validez del
andlisis. La verificacion de los supuestos subyacentes se realiza en la practica a través de los predictores de
los términos de error aleatorio que son los residuos aleatorios asociados a cada observacion (Plaza, 2014).

La validacion de los modelos establecidos se presenta en las figuras 11 a 15. En la parte superior izquierda
de cada una de las figuras se presenta el grafico de probabilidad normal utilizado para comprobar el
supuesto de comportamiento normal de los residuos. Es posible observar que para cada uno de los modelos
los residuales se distribuyen alrededor de una linea recta, comprobando asi este supuesto. En los graficos
presentados en la parte superior e inferior derecha, de cada una de las figuras, no se observa una tendencia
en la distribucién de los datos, confirmando asi que existe aleatoriedad en los residuales, indicando

homogeneidad en la varianza.
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Para observar adecuadamente el comportamiento de cada una de las variables estudiadas, fueron realizados
graficos de contorno (Figura 18 a Figura 22). En dichos gréaficos es posible observar las regiones en las que
se presentan los valores mas bajos 0 mas altos de cada una de las variables, a través de una variacion en las
tonalidades, lo que permite identificar la region de interés y predecir en que niveles deben estar los factores
(temperatura, tamafio de particula, salvado de trigo y velocidad de aire) para encontrar los valores deseados

de respuesta.
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Figura 18. Grafico de contorno para el comportamiento del pH

En la Figura 18, se muestra la grafica de contorno para el comportamiento del pH bajo las diferentes
combinaciones de los factores estudiados. El color verde claro representa la zona donde después del proceso
de fermentacion se presentan los menores valores de pH, el color verde oscuro presenta la zona donde se
dan los valores mayores. Es posible notar que las zonas donde se obtienen valores més bajos de pH es en
la interaccion velocidad de aire-temperatura, salvado de trigo — temperatura y tamafio de particula —

temperatura.

En general se presenta una reduccion de pH cuando hay mayor crecimiento microbiano ocasionado por un
incremento en la temperatura. Sin embargo se puede observar que en general todas las muestras presentaron
valores bajos de pH para los tratamientos realizados, obteniéndose valores por debajo de 5.0. En
condiciones aerobias, algunos de los principales metabolitos del Rhizopus oryzae son el acido fumarico, y
el acido lactico, los cuales hacen que el pH del medio donde se encuentre en crecimiento descienda (Ghosh
& Ray, 2011); (Ruiz Badillo, 2013). Estudios realizados por Correia et al., (2005) efectuados en harinas de
sorgo con otro tipo de microorganismos han encontrado que el pH desciende atribuyendo este

comportamiento a la sintesis de acidos, como el fumarico, el citrico y el lactico, realizada por estos.
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Figura 19. Grafico de contorno para el comportamiento de los aziicares totales

En la Figura 19, se muestra la grafica de contorno para el comportamiento de los azucares totales bajo las

diferentes combinaciones de los factores estudiados. El color azul oscuro representa la zona donde se

presentan los menores valores de azucares, mientras el color verde oscuro presenta la zona donde se dan

los valores mayores, la cual corresponde a la interaccion tamafa de particula — temperatura, salvado de

trigo — velocidad de aire y tamafio de particula — salvado de trigo.

El aumento en el contenido de azlcares totales en todos los tratamientos se explica por el crecimiento

microbiano en el sustrato. El hongo, posterior al consumo de los azucares simples, inicia una hidrolisis de

las cadenas de almidon, por accion de las enzimas tales como la a-amilasa, para realizar sus funciones

metabdlicas. Dicha hidrolisis ocasiona que las grandes cadenas de almidon se fraccionen en varias unidades,

lo cual se refleja en un aumento de los aztcares (Raimbault M. , 1996).
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Figura 20. Grafico de contorno para el comportamiento de los azlicares reductores

En la Figura 20, se muestra la grafica de contorno para el comportamiento de los azlcares reductores bajo
las diferentes combinaciones de los factores estudiados. El color verde claro representa la zona donde se
presentan los menores valores de azlcares reductores mientras el color verde oscuro presenta la zona donde
se dan los valores mayores. Es posible observar que las zonas donde se obtienen valores mas altos de
azucares reductores son en la interaccion tamafio de particula — temperatura, tamafio de particula —
velocidad de aire y tamafio de particula — salvado de trigo. En general a menores tamafios de particula hay
una mayor concentracion de azucares reductores, esto debido a que un menor tamafio hace méas susceptible
los compuestos al ataque microbiano hidrolizando las moléculas grandes generando una gran cantidad de

azUcares reductores.
Al igual que el comportamiento registrado para los azlcares totales, la hidrolisis de almidon durante el

crecimiento del hongo en el sustrato, hace que se liberen cadenas de glucosa, principal aztcar reductor, lo

que se traduce en un aumento de este tipo de azlcares para todos los tratamientos realizados.
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Figura 21. Gréafico de contorno para el comportamiento de las proteinas

En la Figura 21, se muestra la grafica de contorno para el comportamiento de las proteinas bajo las
diferentes combinaciones de los factores estudiados. El color verde claro representa la zona donde se
presentan los menores valores de proteinas mientras que el color verde oscuro presenta la region donde hay
mayor concentracion. Es posible notar que las zonas donde se obtienen valores méas altos de proteinas son
en la interaccion salvado de trigo — velocidad de aire, velocidad de aire-tamafio de particula y tamafio de
particula-salvado de trigo. Puede observarse que en casi todas las interacciones se encuentra involucrado
el salvado de trigo, y de acuerdo al analisis de varianza realizado anteriormente, una mayor cantidad de
este compuesto tiene efecto positivo sobre la variable respuesta. Esto puede ocurrir porque el salvado es
una fuente répida de minerales para los microorganismos durante la fermentacion utilizdndolos para llevar
a cabo los procesos metabdlicos sintetizando biomasa fungica, la cual es buena fuente de proteina

incrementando su concentracion (Perez Quilatan, 1996).

El sorgo contiene aproximadamente un 10% de su peso en proteinas, en donde las prolaminas (kafirinas)
son las principales proteinas de almacenamiento. Estas proteinas estan localizadas junto con el almidén en
el endospermo y constituyen aproximadamente el 70% de la proteina total (Kuo et al., 2013). Casi todas

las prolaminas del sorgo se encuentran enlazadas a compuestos fenoélicos como los taninos, formando
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complejos tanino-proteinas (Montiel et al., 2012). La alta afinidad de los taninos por este tipo de proteinas
se fundamenta en que la molécula de tanino presenta un gran nimero de grupos fenélicos que proporcionan
numerosos puntos para la formacién de enlaces con los grupos carbonilo de los péptidos. La reactividad y
afinidad de estas uniones viene determinada tanto por el tipo, concentracion, estructura y peso molecular
del tanino, como por el grado de polimerizacion, conformacion y peso molecular de la proteina, por tanto
proteinas con una alta proporcion del aminoacido prolina, y una estructura tridimensional abierta y flexible,
muestran mayor afinidad por los taninos (Nogueira, 2011). Estudios in vitro han mostrado que ademas de
los complejos tanino-proteina, los complejos fitatos-proteina, presentes también en el sorgo, estan formados
por interacciones electrostaticas que involucran uniones con los grupos terminales N-amino, los grupos s-
amino de la lisina, el grupo imidazol de la histidina y los grupos guanidilo de la arginina (Taylor et al.,
2002). La mayoria de estos complejos son insolubles, haciendo que la digestibilidad del sorgo y la
concentracién de proteina soluble sea bastante baja en sorgo sin ningun tipo de tratamiento (Kuo et al.,
2013; Duodu et al., 2003).

Durante el presente estudio, independientemente del tratamiento realizado se obtuvieron mayores valores
de proteina soluble comparados con el sorgo sin tratamiento (23,18 g/g). Esto debido a que durante el
proceso de fermentacién, por la accion de enzimas tanasas y fitasas, presentes en el hongo utilizado,
Rhizopus oryzae, los complejos tanino-proteina y fitasas proteinas, son hidrolizados promoviendo la
liberacion de la proteina que se encuentra enlazada, incrementando de esta manera el contenido de proteina
soluble. Taylor y Taylor (2002) propusieron que durante la fermentacion las proteinas (prolamina y
glutelina), sufren cambios estructurales, que hacen que este tipo de proteinas sean mas susceptibles al ataque
enzimatico de la pepsina, incrementando por tanto la digestibilidad del sorgo. Resultados similares a los
del presente estudio encontraron Abdelseed et al., 2011, Kuo et al., Elkhalifa, et al. 2006 en ensayos
realizados con sorgo, y Nnam et al., 2011 en otro tipo de granos. En todos los casos las fermentaciones se

llevaron a cabo con otro tipo de microorganismos.
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Figura 22. Grafico de contorno para el comportamiento de los taninos

En la Figura 22, se muestra la grafica de contorno para el comportamiento los taninos bajo las diferentes
combinaciones de los factores estudiados. El color azul oscuro representa la zona donde se presentan los
menores valores de taninos, mientras que el color verde oscuro presenta la zona donde se dan los valores
mayores. Es posible notar que la zona donde se obtiene un menor valor de contenido de taninos es en la
interaccién salvado de trigo — temperatura, temperatura — tamafio de particula y salvado de trigo — velocidad

de aire.

Las enzimas tanino-acil hidrolasas, conocidas cominmente como tanasas, catalizan la hidrolisis de los
enlaces éster presentes en los galotaninos, elagitaninos, complejos taninos y ésteres de acido galico
(Colombo et al., 2008). Las tanasas son producidas por diversos microorganismos, como estrategia para
invadir sustratos vegetales, algunos microorganismos como el Rhizopus oryzae son productores de esta
enzima (Ghosh & Ray, 2011);(Chéavez-Gonzélez et al., 2012). Por lo anterior, en todos los tratamientos
donde hubo crecimiento del hongo se present6 reduccion considerable de este tipo de compuestos. Osman,
2004 y Kuo et al., 2013, realizando fermentaciones tradicionales con harina de sorgo, encontraron
reducciones considerables en el contenido de taninos y otros compuestos fenélicos despues del proceso,

atribuyendo este comportamiento a la accién de enzimas como las fitasas.
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Para optimizar el proceso se aplicé la funcién de deseabilidad (d), la cual esta representada en gréficas. El
valor d equivale al grado de deseabilidad de la respuesta, valores cercanos a 1 indican que la respuesta es
deseable (Plaza, 2014). Para aplicar esta funcidn se busco obtener los mayores valores de azlcares y
proteinas y los menores valores de taninos y pH. En la Figura 23, se observa la gréafica del compuesto de
deseabilidad. La respuesta encontrada tiene un valor alto de deseabilidad (d=0,97), por tanto el proceso
alcanza una respuesta Optima global. Los factores adecuados para el proceso, segin lo encontrado en la
funcion son temperatura 32,97 °C, velocidad de aire 84,11 mm?®min, salvado de trigo 1,16% y tamafio de
particula 0,82 mm.
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Figura 23. Grafica de optimizacion para el proceso de fermentacion sélida, segln los factores estudiados

La temperatura es un parametro vital no solo para el crecimiento, germinacion y esporulacion del hongo,
sino también para su metabolismo, por lo cual temperaturas extremas pueden dificultar su desarrollo. La
temperatura de crecimiento varia entre las especies y el sustrato en el cual se encuentran creciendo,

resultando para este estudio en particular una temperatura de 32,97 °C, intermedia a las estudiadas.
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La cantidad de oxigeno que debe colocarse a disposicion del micelio es otro factor importante para su
desarrollo. Esta cantidad debe ser suficiente para no limitar su crecimiento, y depende de la velocidad de
flujo de aire, la masa de producto, la transferencia de oxigeno en el centro y la velocidad de consumo de O-
por el micelio (Raimbault et al., 1998). Por lo anterior la aireacién es fundamental para el crecimiento y la
produccién de metabolitos. La transferencia de oxigeno también esta relacionada con el tamafio de
particula, por lo que medios porosos permiten el intercambio eficiente de gases con los del medio y
mantienen ademas la humedad. Los resultados muestran que la velocidad de flujo de aire 6ptima para el
crecimiento del Rhizopus oryzae sobre el sorgo es 84,11 mm?®/min, mientras que particulas de 0,82 mm
favorecen su desarrollo. Este tamafio de particulas permite que el hongo tenga mayor superficie de contacto,
pueda difundir los nutrientes, invadir el medio y lograr una mayor degradacion del sustrato por las enzimas
extracelulares. Estudios realizados por Mitchell et al.,, 2006 en fermentaciones en columnas empacadas
indican que la velocidad de flujo recomendada esté entre 85y 120 mm®min.

El salvado de trigo representa el 15% del exterior de la semilla y esta compuesto principalmente de
carbohidratos no almiddn (58%), almiddn (19%) y proteina cruda (18%); entre los polisacaridos no almidon
se encuentran los arabinoxilanos (70%), la celulosa (24%) y el B - (1,3) (1,4) glucano (6%) (Xianyun et al.,
2008). Algunas investigaciones (Palmarola-Adrados et al., 2005) han mostrado que la variacion en la
concentracién de salvado de trigo en los sustratos preparados para la fermentacion, puede aumentar la
produccién de enzimas tales como celulasas, y en general las enzimas hidroliticas por parte de los hongos
filamentosos, para que estos puedan invadir efectivamente la superficie de sustratos vegetales. De acuerdo
a los resultados, una concentracién de salvado de trigo de 1.16% es suficiente para garantizar que el hongo

consuma efectivamente el sustrato y se logren los resultados esperados.

8.3.2. Cinética de fermentacién en columna

Siguiendo la metodologia descrita en el numeral 7.3.2 se llevd a cabo la cinética de fermentacion
considerando los valores de las variables temperatura, tamafio de particula, concentracion de salvado de
trigo y flujo de aire, establecidos previamente. Las figuras 22 y 23, muestran el comportamiento de las

principales variables durante el tiempo.

La Figura 24 representa la evolucién cinética de la sintesis de proteinas, disminucion de taninos y el
consumo de sustrato durante el proceso de fermentacion a las condiciones dptimas establecidas. Para el
caso de los azucares y las proteinas, durante las primeras 12 horas de proceso se presenta disminucion en

su concentracion, incrementandose paulatinamente después de este tiempo. Ese comportamiento se atribuye
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al rapido crecimiento inicial que presentan los microorganismos, tomando las proteinas solubles y los
azUcares mas simples para su energia, el desarrollo de sus funciones metabdlicas y la produccion de
biomasa. Estudios desarrollados por Taylor et al., 2002 indican que las proteinas solubles son las primeras
en ser hidrolizadas durante la fermentacion y que los péptidos liberados durante esta etapa son tomados
para el crecimiento microbiano, lo cual también lo corroboran otros ensayos realizados por Nabila y
Abdullahi, 2001.

La hidrolisis durante la fermentacion de las proteinas solubles en la capa mas externa de las grandes
estructuras en las que estan incrustados los granulos de almidén conduce a la liberacion de estos, dejando
la matriz de proteina que no se ve afectada por los acontecimientos proteoliticos durante la fermentacion
(Elkhalifa et al., 2006), favoreciendo el aumento de las mismas, en el periodo comprendido entre las 6 y
las 21 horas de crecimiento. Al cabo de este tiempo, la disminucion en la cantidad de proteina es debido a
la accion de las proteasas y puede estar vinculado al comienzo de la autolisis del micelio (Raimbault M. ,
1996). Para el caso de los taninos, variable objeto de estudio, se puede observar su disminucién durante las
primeras 12 horas del proceso, lo cual es atribuido a la actividad metab6lica desarrollada por el hongo en
este tiempo; sin embargo entre las 12 y las 18 horas se presenta un incremento, esto puede deberse a la
accion de las enzimas tanasas sobre los complejos tanino-proteina que acttan hidrolizando estas uniones,
liberando estos compuestos, los cuales son posteriormente hidrolizados por accién nuevamente de estos
complejos enzimaticos. Este comportamiento estuvo acorde al presentado por las proteinas corroborando

lo sucedido con estas.
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Figura 24. Comportamiento de los azlcares, las proteinas y el pH durante la cinética de fermentacion.
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En la Figura 25 se observa el comportamiento del CO; y el pH durante el proceso de fermentacion sélida.
El CO; es una variable fundamental pues esta altamente relacionada con el crecimiento; en la figura es
posible observar como la concentracion de este compuesto incrementa con el tiempo presentando entre las
12 y 15 horas la mayor produccién. EI comportamiento del pH es opuesto al de las otras variables,
disminuyendo en forma constante durante las primeras horas, y drasticamente entre las 12 y las 15 horas de
proceso, y a partir de las 21 horas presenta un incremento. Esta disminucién del pH se explica por el
crecimiento de microorganismo, el cual usa los azlcares para sintetizar algunos compuestos como el &cido
fumérico, el &cido lactico, entre otros, que hacen que el pH descienda. Ademas, la hidrolisis de compuestos
fendlicos también ocasiona la liberacion moléculas acidas. Después de 15 horas, el comportamiento del pH
se atribuye al aumento de la actividad de las enzimas proteoliticas, que hidrolizan las proteinas del sorgo
liberando aminodcidos, péptidos y amoniaco. La liberacion de estos compuestos en el medio permite que
este pH se mantenga, y al continuar el proceso de fermentacién y por la concentracion de estos, el pH se
incremente. Comportamientos similares durante procesos de fermentacion han encontrado Nnam &
Obiakorn (2011) y Nnam (2000).
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Figura 25. Comportamiento de los taninos y el CO2 durante la cinética de fermentacion

En la Figura 25, es posible observar la mayoria de fases de crecimiento del microorganismo asociadas al
comportamiento del CO,. Entre las 0 y 3 horas se presenta una fase de germinacién, donde la produccion
de CO- es poca, Yy los cambios en el sustrato son poco significativos. Posteriormente empieza el periodo de

crecimiento exponencial el cual tiene una duracion de 12 horas, durante este periodo se presentan los
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principales cambios en el contenido de proteinas y azUcares en el sustrato, mientras el pH alcanza su valor
mas bajo (4.5). Finalmente se llega a la fase de desaceleracion donde se alcanza la mayor cantidad de
azucares reductores debido a la hidrolisis rapida del almidon, y de proteinas debido a la sintesis y liberacion
de la misma. La fase estacionaria y la fase de muerte, donde se presenta la lisis del microorganismo, no

fueron observadas en este tiempo.

Durante el proceso, se tomaron muestras cada 3 horas para ser observadas en el estereoscopio con el objeto
de observar el desarrollo del hongo. La Figura 26 muestra la vista macroscopica del sorgo durante el tiempo

de fermentacion.

Figura 26. Vista macroscdpica del micelio desarrollado durante el proceso de fermentacion sélida con sorgo. a) Inicial b) 3h; c)
6h; d) 9h; e) 12h; f) 15h; g) 18 h; h) 21 h; i) 24h.
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En la Figura 26 puede observarse la aparicion del micelio a través del tiempo. Entre las 12 y las 15 horas
de proceso la presencia de micelio se incrementa, lograndose una invasion completa a las 24 horas. Lo
anterior se encuentra intimamente relacionado con los resultados de consumo de sustrato y generacion de

producto, los cuales indicaron que entre las 12 y 21 horas se presentaron los mayores cambios.
Con los datos del contenido de azUcares, proteinas, taninos, produccion de CO; y pH, durante el tiempo de
fermentacion, se calcularon los pardmetros cinéticos, los cuales permiten observar la eficiencia del proceso

(Tabla 21).

Tabla 21. Datos cinéticos para el Rhizopus Oryzae (MUCL 28168) en sorgo crudo

INICIAL FINAL

Masa total del material (g) 70,80 66,30
Porcentaje Masa seca (%) 70,00 58,53
Flujo de aire (mm*/min) 8500 -
Masa seca total 49,56 38,81
Duracidn de la germinacién (h) 3 -
Tiempo para la velocidad maxima (h) 18-24  -—----

Velocidad Maxima de produccion de CO, (mg/h/gss) 1,18 -

CO; Total (mg/gss) 037 -
Duracion de la fase exponencial (h) 15 -
Constante especifica de crecimiento () 022 -
Proteina (%Dbs) 19,96 28,18
AzUcares totales (%bs) 18,80 58,03
Perdida en peso seco (g) 14,07 -
Rendimiento Proteina/Azlcar 1,18 -
Velocidad de reduccién de taninos 229 -
Rendimiento 025 -

Con la cinética de CO, en coordenadas semilogartimicas, se obtuvo que la constante especifica de
crecimiento fue de 0,22 h't entre las 3 y 18 horas de crecimiento, donde se presenté la fase exponencial de
crecimiento. Esta tasa de crecimiento es comparable con las obtenidas por el mismo hongo en otro tipo de

sustratos (Raimbault et al., 1998), lo cual indica que teniendo las condiciones 6ptimas para su crecimiento
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este puede desarrollarse rapidamente en cualquier tipo de medio. El rendimiento proteina/aztcar fue alto
comparado al de otros estudios, esto posiblemente debido a la naturaleza del sustrato donde se desarrolld
el microorganismo y las condiciones establecidas, lo cual permitié una mayor liberaciéon de proteinas
comparado con el azlcar consumido. Se establecié ademas que la velocidad de reduccion de taninos,

comparada con la generacion de CO- fue de 2.29.

8.3.3. Caracterizacion del sorgo fermentado.

Después de llevadas a cabo las cinéticas de fermentacion bajo los pardmetros Optimos seleccionados, se
realizo el proceso de fermentacion sobre sorgo durante un tiempo de 21 horas, tiempo en el cual se obtenian
los mejores resultados para cada una de las variables estudiadas, con el objetivo de evaluar los principales
cambios fisicoquimicos y microbiolégicos ocurridos al producto.

Para observar los efectos ocasionados por la degradacion del hongo, durante la fermentacion, sobre la
organizacion estructural del sorgo, se observé una muestra fermentada y una sin fermentar por microscopia

electronica de barrido. La imagen se presenta en la Figura 27.

(@ (b)
Figura 27. Vista de la morfologia del sorgo (a) antes de tratamiento (b) después del proceso de fermentacién, a
500x

Es posible observar en la Figura 27-(a) como los granulos de almidén en el sorgo estdn completamente

encerrados en una matriz proteica muy compacta, mientras que en la Figura 27 - (b) los eventos proteoliticos
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y amiloliticos que ocurren durante la fermentacion impactaron esta estructura deteriorandola y liberando
los granulos de almiddn que antes estaban dentro de dicha estructura revestida. Observaciones similares

fueron realizadas por Elkhalifa et al., 2006 en harinas de sorgo cocinadas fermentadas.

Algunos autores (Oliveira et al., 2010) observaron que el crecimiento del microorganismo en el sustrato
puede cambiar su composicion quimica debido a la generacion de enzimas extracelulares para obtener
nutrientes y adicionalmente producir otros metabolitos. Estos metabolitos pueden enriquecer los sustratos
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes que este tenga. La accion microbiana utiliza los componentes
disponibles para sus procesos quimicos y enzimaticos (Blandino et al., 2003) (Olanipekun et al., 2009)
(Othman et al., 2009).

En la Tabla 22 se pueden observar los efectos en la composicion proximal, mostrando incremento
considerable en el contenido de proteina cruda de 23,87%, fibra cruda del 7.05% y cenizas de 26.05% asi
mismo se presentd disminucion en el contenido de carbohidratos de 1.746%, y grasas de 26.88%, como
consecuencia del metabolismo microbiano. Acorde con los resultados ya descritos anteriormente, la
disminucidn del almidén se explica porgue el hongo utiliza los carbohidratos para su desarrollo, siendo su
principal fuente de energia. El aumento en el contenido de fibra puede estar relacionado con la produccion
de algunos polisacaridos por parte del hongo para la formacion de sus estructuras celulares, tales como
celulosa y quitina, y asi mismo con la reduccién en el contenido de grasas, dado que deben utilizar algunos

lipidos para la sintesis de estos compuestos (Oliveira et al., 2010).

Tabla 22. Caracterizacion proximal del sorgo después del tratamiento

Resultado
Componente Sin Fermentar Fermentado
Humedad (%) 9,98 +0,34 30,43+ 0,34
Carbohidratos totales %(bs) 89,62 + 0,50 88,06 + 0,50
Azlcar reductor (g glucosa/g sustrato) 2,95+143 40,17 £ 0,18
Azucar total (g glucosa/g sustrato) 15,12 £ 2,95 54,50+ 1,72
Proteina cruda % (bs) 7,33+ 0,50 9,08 + 0,50
Proteina soluble (%) 57,34 £ 0,50 68,59 £ 0,50
Fibra cruda % (bs) 2,41 +0,50 2,58 + 0,50
Cenizas % (bs) 1,19 £ 0,50 1,50 + 0,50
Grasa % (bs) 1,86 + 0,50 1,36 + 0,50
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pH 6,30 £ 0,50
Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) ug/Kg No detectable

4,50 + 0,50
No detectable

La digestibilidad de la proteina es una caracteristica nutricional del grano, puesto que las proteinas de alta
digestibilidad son mas susceptibles a la hidrélisis por parte de las enzimas proteoliticas que las de baja
digestibilidad, proporcionando de ese modo mas amino&cidos y otros nutrientes de los alimentos (Duodu
et al., 2003). La digestibilidad de la proteina del sorgo, expresada en pepsina, presentd incremento del
19.62%, mejorando la calidad nutricional del grano. Este aumento de la digestibilidad de la proteina es
atribuido a la liberacién de enzimas hidroliticas tales como pepsinas, amilasas y fitasas a partir del
microorganismo durante la fermentacién; estas enzimas son capaces de separar la reticulacion de los enlaces
kafirinas para reducirlos a moléculas mas pequefias convirtiéndose en mas asequibles por las enzimas
proteoliticas (Kuo et al., 2013). Abdelseed et al., (2011) encontraron que despues de un proceso de
fermentacion tradicional en diferentes lineas de sorgo, la digestibilidad tuvo incremento del 61.50%. Otros
autores tambien han encontrado incremento en la digestibilidad de diferentes variedades de sorgo con alto
contenido de taninos, despues de procesos de fermentacion natural (Murwan & Ali, 2011) (Hassan & El
Tinay , 1995). Estudios realizados por Amadioha, 1998 con Rhizopus oryzae mostraron diminucion en el
contenido de almidén, maltosa, sacarosa, proteinas y lipidos de papas almacenadas. Oliveira et al. (2010)

encontraron para el salvado de arroz un incremento de 17% del contenido de proteinas.
Se realiz6 el perfil de aminoacidos a la muestra fermentada durante 21 horas bajo las condiciones
establecidas en el item 8.3.2 y se compar6 con la muestra sin fermentar. Los resultados se encuentran

registrados en la Tabla 23.

Tabla 23. Contenido de aminoacidos del sorgo sin fermentar y fermentado

Resultado
Determinacion (mg/100g) Sorgo sin Sorgo
fermentar fermentado
Acido aspartico 463,0 496,5
Acido glutamico 1352,0 1499,2
Serina 316,1 319,6
Histidina No detectable ~ No detectable
Glicina 228,1 251,1
Treonina 200,4 232,1
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Arginina 2379 405,0

Alanina 600,8 594,4
Tirosina 247,2 233,3
Valina 282,3 265,3
Fenilalanina 340,3 3477
Isoleucina 2491 235,8
Leucina 855,1 749,6
Lisina 141,5 176,8
Prolina 536,0 519,5
Tript6fano 89,7 91,9

Puede observarse que los aminoacidos &cido aspartico, acido glutamico, serina, glicina, treonina, arginina,
fenilalanina, lisina y el triptdfano, incrementaron durante el proceso de fermentacion, mientras que los
aminodcidos tirosina, valina, isoleucina, y la prolina presentaron disminucion. EI aumento en los
aminodcidos durante la fermentacion es debido a diferentes razones: por un lado esta estrechamente
relacionado con la hidrolisis de los complejos proteinas — taninos, proteinas — fitasas y proteinas — fenoles,
dado que como se sefiald anteriormente, estos compuestos atrapan los grupos terminales de algunos
aminodcidos lisina, histidina y arginina, y al liberarlos, el contenido de estos aminoacidos aumenta; otra de
las razones es que durante el proceso las proteinas, por accion de las proteasas, son divididas en sus
componentes mas pequefios, los aminoacidos. Otros autores (Zhang et al.,2007) han sefialado ademas que
durante su ciclo de crecimiento, los microorganismos pueden sintetizar algunos aminoacidos. Asi mismo
la reduccién en el contenido de aminoacidos se explica por el crecimiento microbiano, los cuales degradan
las proteinas en péptidos y aminoacidos para aprovechas estos facilmente en su desarrollo. Mugula y Lyimo
(2000) y Kazansy Fields (1981), reportaron que la fermentacion del sorgo y algunas mezclas de cereales

produce aumento significativo de los aminoacidos lisina, leucina, isoleucina y metionina.

En la Tabla 24 se muestran los resultados de los andlisis de taninos condensados y microbiol6gicos. Para el
contenido de taninos se presentd disminucion del 86,29%; observaciones similares, han sido reportadas por
otros investigadores. Schons et al., (2012) utilizaron para un proceso de fermentacién en sorgo el
microorganismo Paecilomyces variotii, encontrando una reduccion del 58% en el contenido de taninos.
Abdelseed et al. (2011), encontraron que despues de un proceso de fermentacion natural aplicado a
diferentes variedades de sorgo, el contenido de taninos disminuy6 en promedio 42.54%. Mugula & Lyimo

(2000) llevaron a cabo una fermentacion controlada con Rhizopus oligosporus en mezclas de sorgo con
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otros cereales y determinaron que hubo reduccion hasta del 94% en el contenido de taninos. Hassan vy El
Tinay (1995) concluyeron que realizando un proceso de fermentacién natural en variedades de sorgo con
alto y bajo contenido de taninos, se presentaba reduccion del 63% y 61,4%, respectivamente. El Khalifa y
El Tinay, (1994) lograron a través de fermentacion una disminucién del 92% en el contenido de taninos de

harina de sorgo.

En cuanto al analisis microbiol6gico de las muestras, puede observarse claramente la presencia del hongo
en el sorgo fermentado. Los otros pardmetros medidos no dan indicio de algin tipo de deterioro
microbioldgico, por lo cual puede afirmarse que el alimento esté estable. EI T.BA., indicador de la rancidez
oxidativa de los productos, permanecié sobre el limite permisible para este tipo de productos.

Tabla 24. Andlisis de TBA, taninos y microbiolégico para el sorgo con y sin tratamiento

Analisis Resultado

Sorgo sin tratamiento  Sorgo fermentado

T.B.A. (mg/Kg) 0,53 0,57
Taninos Condensados Catequinas (%) 1,24 0,17
Microbioldgico
Entéricas (UFC/mL) 0 0
Coliformes (NMP/g) <3 <3
Hongos y levaduras (UFC/g) <3 3,4 x 10
Meséfilos (UFC/g) <3 <3

Los resultados anteriores muestran que los parametros del proceso de fermentacion seleccionados fueron
efectivos, logrando encontrar todas las variables en los intervalos requeridos, considerando particularmente
el caso de la reduccién de taninos, donde se mostrd ser altamente efectivo, por lo cual esto favorece al
mejoramiento en la calidad del producto para aplicaciones posteriores en el desarrollo de alimentos, al
mostrar, entre otras, caracteristicas proteicas superiores al del grano sin tratamiento y con la ventaja de ser

obtenido a través de la aplicacion de tecnologias limpias.
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9. CONCLUSIONES

Se demostrd que el hongo Rhizopus oryzae (MUCL 28168), presenta un potencial de crecimiento
sobre el sorgo, lo cual comprueba la capacidad que tienen estos microorganismos para invadir este

sustrato y la utilidad de aplicacion en procesos fermentativos.

Se encontr6 que el hongo Rhizopus oryzae (MUCL 28168) tiene las mejores caracteristicas de
crecimiento en comparacidn al Aspergillus oryzae (ATCC 20387). Los resultados presentaron una
velocidad mayor de crecimiento y una produccién de biomasa mas alta, cuando crece sobre sustrato
sin remojo previo; lo cual representa un resultado de interés al reducir gastos innecesarios de agua

para procesos iniciales de adecuacion.

De los métodos estudiados para la obtencion de indculos iniciadores, el método tane-koji garantizo
la homogeneidad de la formacion del micelio sobre el sustrato, manteniendo de manera constante
y disponible inéculo iniciador durante el desarrollo de la experimentacion, disminuyendo los
factores de error asociados a la calidad y procedencia del inéculo, ademas de presentar una ventaja
para los procesos de fermentacion sélida al reducir los tiempos empleados en la elaboracién de

inéculos tradicionales.

Con el proceso desarrollado bajo las condiciones establecidas, se obtuvo un producto con
caracteristicas nutricionales mejores al producto inicial, disminuyendo el contenido de taninos en
86,26% y aumentando la concentracidn de proteina en un 23,87%, demostrando la potencial
aplicacion de la fermentacion solida al sorgo con el Rhizopus oryzae (MUCL 28168) para la
obtenciéon de una materia prima de alto nivel nutricional que puede ser utilizada tanto en

alimentacion humana como animal.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar estudios para establecer qué tipo de actividad enzimética presenta el microorganismo en

cada etapa de crecimiento sobre este sustrato.

Cuantificar e identificar los componentes volatiles obtenidos durante el proceso.

Realizar un estudio econdmico y de mercado para evaluar los mercados potenciales al cual puedan

destinarse este tipo de productos.
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