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RESUMEN

El tempeh es un alimento de origen vegetal con un alto contenido proteico (40-50%),
resultado de un proceso de fermentacién en estado sélido en el que intervienen legumbres
y/o cereales y hongos filamentosos del género Rhizopus spp. Durante la fermentacién el
hongo crece formando una red de micelio, de color blanco y denso, que une los granos en
un nuevo producto de valor agregado y estructura compacta.

El objetivo de ésta tesis fue seleccionar una cepa de crecimiento rdpido de Rhizopus
oligosporus de la colecciéon de cultivo de la NRRL (ARS, USDA) para la producciéon local de
tempeh y optimizar el proceso de elaboracién de tempeh a base de una mezcla de garbanzo,
quinoa roja y semillas de girasol (GQGir) como fuente de proteina de alta calidad.

Para ello se prepararon muestras mezclando los granos cocidos y acidificados (pH= 5.0-5.5)
con esporas de las cepas NRRL 2549, 2710, 3271, 5865, 5905, 66266, 66270 y 66271 a una
concentracién de 1 x 10* esporas/g de grano himedo y se incubaron a 32 °C. Se determiné
la evolucién del micelio a tiempo 0, 9, 12, 15, 20, 24 y 33 horas de fermentacién. El
desarrollo de micelio se evalu6 a través de la determinacién de ADN filingico de cada cepa
utilizando una qPCR adaptada a la matriz de trabajo. Las curvas de crecimiento flingico de
cada cepa se ajustaron utilizando la ecuacién de Baranyi & Roberts (1994) y el software
DMFit, para obtener los pardmetros cinéticos principales como fase de latencia (/ o lag), tasa
maxima de crecimiento (s«,4), y concentracion mdaxima (Y,;). Luego, con la cepa
seleccionada, se optimizé el proceso de fermentacion del tempeh mediante el nivel de
inéculo, la temperatura y el tiempo de fermentacién. Y por ultimo se determind el
contenido, composicién y calidad de las proteinas y los lipidos en el nuevo tempeh.

Todas las cepas evaluadas mostraron crecimiento sobre los granos (entre 3,39-5,4 ng/g) y
generaron micelio visible a excepciéon de la cepa NRRL 2549. Mediante el modelado de las
curvas de crecimiento se determinaron diferencias en 4, s,. € Y. entre las cepas,
seleccionando la cepa NRRL 66271.

El tempeh GQGir obtenido en esta tesis, elaborado con la cepa NRRL 66271 y producido en
condiciones optimizadas (nivel de in6culo: 3 log esporas/g, temperatura de fermentacién de
33°C y tiempo de fermentacién de 27 horas) puede definirse como una fuente de proteina de
alta calidad conteniendo todos los aminodcidos esenciales sin presentar aminoacidos
limitantes. Esta proteina estd acompafada de un buen aporte de A4cidos grasos
monoinsaturados (AGM) y 4&cidos grasos poliinsaturados (AGP) con bajo contenido de &cidos
grasos saturados (AGS). El producto cumple con los requisitos analiticos propuestos por el
Codex Alimentarius en la norma CODEX STAN-313-R para humedad y lipidos.



En conclusién, las cepas de Rhizopus oligosporus, sometidas a las mismas condiciones de
elaboracién, se comportaron distinto en cuanto a la generacién de micelio y aroma,
remarcando la importancia de la seleccién. La estrategia combinada de pardmetros cinéticos
y sensoriales permitié seleccionar una cepa con buenas caracteristicas sensoriales para un
tempeh de GQGir. NRRL 66271 fue seleccionada como la cepa con mayor capacidad de
desarrollar tempeh y también por sus atributos sensoriales contando con una buena cepa
para producir el inéculo a nivel local.

Para impulsar la produccién de tempeh, se estd avanzando en el desarrollo y produccion
nacional del cultivo iniciador utilizando la cepa NRRL 66271. La posibilidad de producirlo
localmente aportard beneficios al sector productivo de alimentos nacional y a los

consumidores que buscan incorporar otras fuentes de proteina a su dieta.

Palabras claves: tempeh, fermentacién, Rhizopus oligosporus, qPCR, proteina vegetal
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ACRONIMOS Y SIMBOLOS

AAE: Aminodcidos esenciales

AAS: Amino Acid Score / Puntuacién de aminodcidos

ADN: Acido desoxiribonucleico

AG: Acido graso

AGS: Acido graso saturado

AGM: Acido graso monoinsaturado

AGP: Acido graso poliinsaturado

ARS: Agricultural Research Service / Servicio de Investigacién Agricola

BAL: Bacterias acido lacticas

CCA: Comisiéon del Codex Alimentarius

Ct: Cycle threshold / Ciclo umbral

EMBL: European Molecular Biology Laboratory / Laboratorio Europeo de Biologia Molecular
FAME: Fatty Acid Methyl Ester / Esteres Metilicos de Acidos Grasos

FAO: Food and Agriculture Organization / Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura

FDA: Food and Drugs Administration / Administraciéon de Alimentos y Medicamentos
FINUT: Fundacién Iberoamericana de Nutricién

GC-FID: Gas chromatography- flame ionization detector/ Cromatografia de gases con detector
de ionizacién de llama

GQGir: Garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol

GRAS: Generalmente reconocida como segura

IVPD: In vitro protein digestibility / Digestibilidad de la protein in vitro

IVPDCAAS: Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score /Puntuacién de aminodcidos
corregido por digestibilidad de la proteina in vitro

NRRL: Northern Regional Research Laboratory

OMS: Organizaciéon mundial de la salud

PBS: Phosphate buffered saline / Buffer fosfato salino

PDA: Potato dextrose agar / Papa dextrosa agar

PDB: Potato dextrose broth /Papa dextrosa caldo

pH: - log [H+]

gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

RSM: Response surface methodology/ Metodologia superficie de respuesta

ufc: Unidades formadoras de colonias

USDA: United States Department of Agriculture / Departamento de Agricultura de Estados
Unidos

UV: Ultravioleta

A: fase de latencia o retraso del crecimiento o fase lag (horas)

Hma: Tasa de crecimiento maxima (ADN fingico log/g/h)



Y,: Concentracién de ADN de Rhizopus oligosporus en tempeh de GQGir predicho por la
ecuacion de Baranyi & Roberts (ADN fingico log/g)

Y. Concentracién méxima de ADN de Rhizopus oligosporus en tempeh de GQGir predicho
por la ecuacién de Baranyi & Roberts (ADN fiingico log/g)
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1. INTRODUCCION

En las tdltimas décadas del siglo XX, la nutricién en base a alimentos de origen vegetal ha
sido de particular interés en el ambito cientifico. El intento de identificar las dietas mds
beneficiosas para los seres humanos se inicié a partir de datos obtenidos mediante estudios
en paises africanos, asidticos y mediterrdneos. Dichas poblaciones tenian, en promedio, las
tasas mds bajas de enfermedades no transmisibles relacionadas con la dieta y vivian una vida
mdas larga. Las dietas tradicionales asidticas y mediterrdneas se basan principalmente en
alimentos de origen vegetal, lo que sugiere que una dieta basada en estos alimentos
proporciona beneficios a la salud que van mds alld del suministro de nutrientes en cantidades
adecuadas (Leitzmann, 2014, Niva, M. & Vainio, A., 2021).

Actualmente, la industria ganadera es considerada uno de los principales responsables de los
graves problemas medioambientales. Se estima que es responsable del 18 % de emisiones de
gases de efecto invernadero y ocupan grandes cantidades de suelo (70 % del uso de la tierra
agricola) y agua (20 % del consumo de agua dulce) para producir alimentos de origen animal
(Bonny et al.,, 2015, Garibaldi et al.,, 2018). En consecuencia, la industria ganadera ha
comenzado a ser cuestionada por su responsabilidad social y ambiental. Una de las
alternativas para mitigar este problema es la incorporaciéon de nuevas fuentes de alimentos
para cuidar el medio ambiente. En este contexto, las proteinas de origen vegetal son
ecolégicamente menos intensivas en recursos naturales que las de origen animal en términos
de huella de carbono, uso del agua y de la tierra (Poore et al., 2018; Renault, D., &
Wallender, W. W., 2000). Sumado a esto, se ha evidenciado un aumento significativo de la
demanda mundial de productos vegetarianos y/o veganos debido al aumento de personas que
han decidido disminuir o eliminar el consumo de productos de origen animal, o aquellas
personas que quieren tener mds variedad en sus dietas incorporando diferentes fuentes de
proteinas (UnivDatos Market Insights [UMI], 2020).

Muchos de los alimentos basados en proteinas vegetales son nutricionalmente densos, altos
en fibras y su consumo puede -contribuir a reducir los riesgos de enfermedades
cardiovasculares, obesidad y diabetes (Xiao 2016). Sin embargo, a pesar de sus beneficios, las
proteinas de origen vegetal no ofrecen un sustituto completo de la proteina de origen
animal, dadas sus limitaciones nutricionales. Estas limitaciones se deben, por un lado, a la
falta de varios aminodcidos esenciales (AAE) y por otro a su menor digestibilidad en
comparacién con las proteinas de origen animal (Schaafsma 2000). Sin embargo, la
combinacién de diferentes fuentes vegetales puede compensar los AAE limitantes presentes
en las fuentes individuales transformdndose en una proteina completa o de alta calidad
(Craig & Mangels, 2009, Marsh, 2013) y la digestibilidad de las proteinas puede aumentar
significativamente mediante el procesamiento de los materiales vegetales (Craig & Mangels,
2009, Marsh, 2013, Nosworthy et al.,, 2018). La digestibilidad de las proteinas de las



legumbres y cereales es de 70- 80 % y este valor puede aumentar un 10-15% con el proceso
de coccién y fermentaciéon (Kumitch et al., 2019). Esto se debe a la transformacion de
compuestos complejos en compuestos mds simples, producto del metabolismo enzimdtico de
los microorganismos involucrados en el proceso de fermentacién, asi como a la eliminacién
de factores antinutricionales resultado del proceso de remojo y de coccién. Estos procesos, no
s6lo afectan la digestibilidad de algunos nutrientes, sino que también mejoran la
biodisponibilidad de algunos aminodcidos y minerales (Angulo-Bejarano et al., 2008;
Chandra-Hioe et al., 2016).

Figura 1. Tempeh. Alimento fermentado

Por lo tanto, para promover una alimentacién con beneficios en la salud, con menor impacto
ambiental y enfocada en personas que no consuman productos de origen animal se propone
el desarrollo e incorporacién en el pais del alimento fermentado conocido como tempeh
(Figura 1).



2. MARCO TEORICO

Tempeh

El tempeh es originario de Indonesia y es el alimento a base de soja més popular en esa
regiéon (Shurtleff, W., Aoyagi, A., 2021). Es cominmente utilizado como alternativa a la
carne por su textura, palatabilidad y particular sabor. Ademads, es rico en proteinas (40-50 %
en base seca), bajo en grasas y grasas saturadas, libre de azicar, alto en fibra, hierro y
calcio y bajo en sodio (Ahnan-Winarno et al., 2021).

El tempeh resulta de la fermentacién en estado sélido de la soja utilizando el hongo
filamentoso del género Rhizopus spp. (oligosporus, stolonifer, oryzae) (Reyes- Moreno et al.,
2004). Durante la fermentacién del tempeh, el crecimiento del hongo produce un micelio
algodonoso y denso de color blanco que une los granos en un nuevo producto de estructura
compacta, y de valor agregado, que aporta versatilidad para su preparacién y consumo
(Reyes-Bastidas et al., 2010, Vital et al., 2018, Ahnan-Winarno et al., 2021). El tempeh
tradicional es a base de soja pero otros tipos de legumbres (garbanzos, porotos, lentejas),
granos (quinoa, amaranto), semillas (girasol, zapallo, lino) o mezclas de ellas pueden ser
utilizadas como sustrato.

La Comisién del Codex Alimentarius (CCA), describe al tempeh como un producto compacto,
blanco, en forma de torta, preparado a partir de semillas de soja hervidas descascaradas
mediante fermentacion en estado sélido con Rhizopus spp. (FAO/OMS, 2017). Los tunicos
inéculos o cultivos iniciadores reconocidos por la CCA para producir tempeh son Rhizopus
oligosporus, Rhizopus oryzae y Rhizopus stolonifer. La textura del tempeh debe ser compacta
y no se debe desintegrar facilmente al cortarla con un cuchillo. Su color debe ser blanco
debido al crecimiento del micelio de Rhizopus spp., limitando el grado de esporulacién
natural del inéculo. El sabor del tempeh debe ser carnoso, parecido al hongo y a la nuez,
mientras que su olor debe ser fresco y sin ninglin olor a amoniaco. Por lo general, el
tempeh debe estar libre de aditivos alimentarios y de materias extraflas como otros granos,
céscaras y piedras pequenas. La composicién de tempeh debe tener un contenido minimo de
proteina del 15 %, un contenido médximo de humedad del 65 %, un contenido minimo de
lipidos del 7 % y un mdximo de 2.5 % de fibra cruda (FAO/OMS, 2017) (Tabla 1).



Tabla 1. Factores de calidad organolépticas y requisitos analiticos para el tempeh segtin la
Norma CODEX STAN 313R-2013.

Factores de calidad organolépticos Requisitos analiticos

Textura Compacta Humedad maéx. 65 %

z

Color  Blanco, con crecimiento abundante del micelio de Proteinas min. 15 %
Rhizopus spp

Sabor  Caracteristico del tempeh, que recuerda a la nuez, la Lipidos min. 7 %
carne y las setas

Olor Caracteristico del tempeh fresco, sin olor a amoniaco Fibra bruta méx. 2.5 %

Proceso de elaboracién del tempeh

La producciéon del tempeh se compone de las siguientes etapas: partido del grano, remojo,
descascarado, coccién, filtracién, secado, inoculacién y fermentacién, las que se representan
en la Figura 2 (Nout & Kiers, 2005, Ahnan-Winarno et al., 2021). En la etapa de remojo se
deja reposar el sustrato vegetal en agua (al menos 8 horas) para luego descartar el agua y
seguir con la siguiente etapa. Este paso contribuye a la reduccién de antinutrientes por
acciéon enzimdtica. A continuacién en el descascarado se retira la capa externa rica en fibra.
Esta etapa es importante dado que la céscara, segtin la CCA contiene antinutrientes y, por lo
tanto, es considerada un contaminante del alimento. Luego se prosigue con la coccién,
generalmente entre 20 y 40 minutos, dependiendo del sustrato utilizado. El agua resultante
de este proceso se denomina aquafaba y es en ésta donde se retienen los oligosacéridos
relacionados con los malestares digestivos. Se prosigue con la filtracién y secado, que
consisten en escurrir el agua remanente para reducir el contenido de humedad del sustrato.
El valor 6ptimo de humedad para la fermentacién es cercano al 40-50 %. Seguido a esto, se
acidifica el sustrato mediante el agregado de vinagre hasta alcanzar un pH de 4.5-5.5 para
prevenir el crecimiento de otros microorganismos y mantener un pH adecuado para el
correcto crecimiento del hongo Rhizopus spp. (Reddy, Veena, & Savalgi, 2008). Finalmente,
se procede a inocular con esporas flingicas (cultivo iniciador), utilizando una relacion
sugerida de 1 x 10* unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g) para asegurar el
correcto crecimiento del micelio y que resulte con la densidad deseada. El sustrato y el
cultivo iniciador deben ser mezclados homogéneamente y luego se empacan en bolsas
perforadas a intervalos entre 1.2 y 1.9 cm para permitir una entrada de oxigeno lenta y
homogénea.



La fermentacién se considera completa cuando los granos quedan firmemente unidos,
formando una torta compacta de aproximadamente 2 cm de espesor, totalmente recubierto
por el micelio denso y blanco del hongo (Nout & Kiers, 2005; Shurtleff, W., Aoyagi, A.,
2021).
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Figura 2. Proceso de elaboracién de tempeh modificado de Ahnan- Winarno et al., 2021 y adaptado a
la produccién local.

Microflora del tempeh

La microflora responsable de la fermentacién del tempeh estd formada principalmente por
Rhizopus spp. pero existe en el tempeh una flora normal acompafiante compuesta por
bacterias 4cido lacticas (BAL) (Pisol et al., 2015) y levaduras (Wikandari et al., 2012). Las
BAL (Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactiplantibacillus
plantarum, Pediococcus pentosaceus) actian en primer lugar sobre los granos himedos y son
las responsables de acidificar el ambiente e impedir el crecimiento de microorganismos
patégenos o contaminantes (Nout y Kiers, 2005, Feng et al., 2005). Posteriormente, durante
la fermentacién, interviene el Rhizopus spp. y los granos son transformados por la accién de
sus enzimas (Tahir et al., 2018) que, junto a las BAL y levaduras, crean deseables
propiedades sensoriales en el tempeh por la liberacién de compuestos que contribuyen al



aroma y sabor (Jelén et al.,, 2013). Ademds, durante la fermentacién el hongo produce
metabolitos que le permiten inhibir a otros mohos y bacterias potencialmente dafinas
(Shurtleff, W., Aoyagi, A., 2021; Jennessen et al., 2008; Tahir et al., 2018). Por ejemplo,
Rhizopus oligosporus puede inhibir el crecimiento y la acumulacién de aflatoxina B1 de
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Tahir et al., 2018). También produce compuestos
fendlicos que inhiben el crecimiento de Helicobacter pylori y se ha purificado una proteina
antibacteriana con actividades contra Bacillus spp. (especialmente contra Bacillus subtilis),
Staphylococcus aureus y Streptococcus cremoris (Tahir et al., 2018).

Rhizopus spp. y Rhizopus oligosporus

Se han aislado varios géneros de hongos filamentosos del tempeh tradicional, pero los
pertenecientes al género Rhizopus spp. son esenciales para la elaboracién de tempeh (Owens
& Astuti, 2015, Shurtleff, W., Aoyagi, A., 2021).

El género Rhizopus estd formado por los grupos Rhizopus stolonifer, Rhizopus oryzae y
Rhizopus microsporus. Este tltimo grupo estd formado por taxones con morfologia similar e
incluye las especies Rhizopus homothallicus y Rhizopus microsporus. Esta tltima especie se
subdivide en cuatro variedades: var. microsporus, var. rhizopodiformis, var. oligosporus y
var. chinensis.

Los mds utilizados para la elaboracién de tempeh son Rhizopus microsporus var. oligosporus
(en adelante Rhizopus oligosporus) y Rhizopus oryzae (Tahir et al., 2018). Rhizopus
oligosporus es una variedad de rdpido crecimiento, no produce a-galactosidasa y, por tanto,
no puede degradar compuestos como la estaquiosa y la rafinosa, tiene alta actividad
proteolitica y lipolitica obteniendo gran parte de su energia de los lipidos, en particular del
adcido oleico, y produce compuestos con alta actividad antioxidantes (isoflavonas como
genisteina y daidzeina en tempeh de soja) (Tahir et al.,, 2018). Ademds, a diferencia de
Rhizopus oryzae, tiene muy baja actividad amilasa por lo tanto es util para fermentar
legumbres, granos, semillas y mezclas de ellos con baja generacién de 4cidos orgénicos y sus
aromas desagradables asociados (Nout & Kiers, 2005).

Rhizopus oligosporus se utiliza frecuentemente en la elaboracién de tempeh dado que fue
declarado en 2021 como una especie GRAS (generalmente reconocida como segura) por el
Centro de Seguridad Alimentaria y Nutricion Aplicada de la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA, 2021).


https://topkorae.com/wiki/es/Morphology_(biology)

Estructura de Rhizopus oligosporus

La caracterizacién del género es microscopica y como la mayoria de los hongos filamentosos
Rhizopus estd formado por una serie de filamentos tubulares grandes llamados hifas con un
tamafo de 10 a 20 um de didmetro que se ramifican y entrelazan para formar una estructura
de alimentacién denominado micelio (Figura 3-A y 3-B) (Owens & Astuti, 2015).

Figura 3. Micelio de Rhizopus oligosporus en placas de SDA incubadas a 28°C durante 48 horas (A) y
(B). Estructura de Rhizopus oligosporus (C). Esporas flingicas observadas mediante microscopia éptica
de contraste de interferencia diferencial (LM-DIC) (D). Barra = 10 um. Extraida de Jennessen et al.,
2008).

En la Figura 3-C se muestra la estructura de Rhizopus oligosporus. Las hifas son aseptadas o
cenociticas, lo que significa que la estructura tubular de las paredes que constituyen la hifa
no presenta septos o lo hace excepcionalmente. A partir de una hifa, o una espora, comienza
a crecer una nueva hifa, que se extiende de manera apical (desde la punta) y cada hifa
puede ser multinucleada y presentar ciento de nticleos flotando por el citoplasma (Owens &
Astuti, 2015). Con el tiempo las hifas se ramifican y se entrelazan para formar el micelio. El
micelio se denomina continuo y los ntcleos, el citoplasma y los organelos se mueven
libremente desde una regién a otra (hacia los &pices de crecimiento). Inicialmente el micelio
del hongo 'mina' su sustrato adquiriendo nutrientes. Posteriormente produce tres estructuras
distintas, todas cenociticas: (1) esporangi6foros orientados verticalmente que llevan en su



extremo una estructura redonda, globosa con una pared simple, llamado esporangio, que
produce y contiene innumerables esporas asexuales. Los esporangios se producen por simple
diferenciacién de la hifa de crecimiento al final de los esporangi6foros. El tamano de los
esporangiéforos es variable, dentro del género Rhizopus varia entre 20 a 140 pm de didmetro
(Jennessen et al.,, 2008); (2) 'rizoides' similares a wuna raiz ubicados debajo de los
esporangiéforos. Estdn embebidos en el sustrato y permiten que los esporangiéforos crezcan
hacia arriba y (3) 'estolones' que propagan el hongo lateralmente y producen esporangiéforos
y rizoides donde se adhieren al sustrato. Solo dentro de la estructura productora de esporas
se forman paredes celulares alrededor de ntcleos individuales, formando células uninucleadas
que se desarrollan en esporas las que se dispersan cuando el esporangio se abre al final de
su desarrollo. Las esporas son grandes e irregulares con tamafos variables (hasta 43 um de
didmetro) (Figura 3-D) (Jennessen et al., 2008). Las esporas de Rhizopus oligosporus se
clasifican como esporangiosporas debido a que son producidas dentro de los esporangios,
(Jennessen et al., 2008).

Cultivo iniciador para tempeh

La elaboracién del tempeh requiere de un cultivo iniciador o inéculo. (Shurtleff, W., Aoyagi,
A., 2021). Un cultivo iniciador consiste en una o mds cepas de una especie, o combinacién
de especies microbianas, que una vez adicionadas a un sustrato alimentario dan inicio a la

fermentacién (Herrera, 2006).

Se describen cuatro formas de preparar un cultivo iniciador para elaborar tempeh. Tres
corresponden a formas tradicionales y una a la forma moderna. Las formas tradicionales
consisten en (i) envolver los ingredientes cocidos en hojas de pldtano que contienen esporas
de Rhizopus spp. y esperar a que fermente, (ii) usar como cultivo iniciador un trozo de
tempeh recién hecho y agregarlo a los ingredientes cocidos o (iii) utilizar como cultivo
iniciador un trozo de tempeh esporulado (se corta una rebanada fina de la superficie de un
tempeh recién hecho, se incuba hasta que la esporulacién sea visible y la superficie adquiera
un color gris oscuro o de algodén negro y se cosechan las esporas). Todas estas formas
generan problemas de inocuidad, asi como la pérdida de calidad del tempeh e inconsistencias
en la produccién (Chutrtong et al., 2014).

En cambio, en la produccién moderna los cultivos iniciadores estdn elaborados con esporas
provenientes de cepas puras de Rhizopus spp. cultivadas en sustratos vegetales como soja,
arroz, yuca u otros sustratos similares (Shurtleff, W., Aoyagi, A., 2021). Estos suelen
prepararse inoculando el sustrato, previamente esterilizado, con esporas provenientes de
cepas fluingicas puras (Chutrtong et al.,, 2014) y se incuban a 30 - 32 °C hasta que la
esporulacion sea visible. Luego se seca, se tritura y se obtiene un concentrado en polvo
conteniendo esporas, micelio y sustrato. Los cultivos preparados de esta manera se los



conoce como cultivos iniciadores puros ya que contienen esporas de una unica cepa de
hongos.

Los cultivos iniciadores recién preparados tienen un alto grado de germinabilidad, alrededor
de un 69 %, correspondiente al porcentaje de esporas viables, es decir, aquellas esporas que
germinan en un momento dado. A las cuatro o seis semanas de preparado el cultivo
iniciador este porcentaje disminuye a 35 % permaneciendo constante hasta doce meses
(Shurtleff, W., Aoyagi, A., 2021).

La ventaja de utilizar cultivos iniciadores producidos a partir de cepas puras, como en la
producciéon moderna, permite estandarizar el proceso de elaboracién del tempeh evitando
problemas de contaminacién, deterioro asi como la pérdida de calidad del tempeh (Chutrtong
et al., 2014).

Ademéds, trabajar con cultivos iniciadores puros permite hacer una caracterizaciéon de las
cepas segun las caracteristicas sensoriales de los tempeh que producen. De la misma manera
que tempehs producidos a partir de diferentes fuentes de leguminosas, granos, semillas o
mezclas de ellos, elaborados con la misma cepa de Rhizopus oligosporus, como cultivo
iniciador, producen tempehs con diferente composicién, calidad nutricional (humedad,
proteinas, perfil de aminodcidos, fibra, etc), textura, aroma y sabor (Pilco et al., 2019, Erkan
et al., 2020), tempehs elaborados con las mismas fuentes vegetales pero utilizando cultivos
iniciadores provenientes de diferentes cepas de una misma especie (por ejemplo, cepas NRRL
2710 y NRRL 5905 de Rhizopus oligosporus), permiten obtener un producto final con
texturas, aromas y sabores diferentes (Erkan et al., 2020). Las cepas de una misma especie
fingica pueden comportarse distinto aunque se sometan a las mismas condiciones de
elaboracién, produciendo compuestos aromdticos diferentes y mejorando las caracteristicas
sensoriales en el tempeh.

Descripcién del problema de estudio

En Uruguay, existe actualmente una variedad limitada de proteinas de origen vegetal en
comparacién con otros paises con niveles de ingreso per cdpita similares. Localmente, el
mercado de proteinas vegetales estd restringido por la disponibilidad de fuentes de proteina
completa que garanticen la ingesta de todos los aminodcidos esenciales. Esto es
particularmente importante para las personas que evitan el consumo de proteinas de origen
animal. Estas personas en general, son mds conscientes de la calidad nutritiva de los
productos que consumen, ya que su Unica fuente de proteinas son las proteinas vegetales.

Los productos que se encuentran en locales comerciales estdn mayoritariamente elaborados en
base a soja. La soja tiene la gran ventaja de ser fuente de proteina completa, sin embargo su
uso tiene algunos problemas, por un lado, es un potente alergeno y, por el otro, las



practicas agricolas asociadas a su produccién tienen un impacto ambiental negativo que
generan rechazo. Otra forma posible de sustituir la proteina animal es mediante el consumo
de mezclas de legumbres y granos de forma de obtener todos los aminoacidos esenciales. Sin
embargo, muchas personas tienden a evitar estas alternativas debido a los problemas de
digestién asociados a estos alimentos. Estos inconvenientes pueden ser subsanados por los
procedimientos vinculados en la elaboracién de tempeh como remojo, coccién y
fermentacion.

Actualmente en Uruguay, sélo existe una empresa registrada que comercializa tempeh. En un
proyecto previo, en conjunto con la empresa se habia establecido, en funcién de datos
reportados sobre perfil de aminodcidos de distintos granos, la siguiente formulacién para la
producciéon de un tempeh alternativo al de soja formado por una mezcla de garbanzo (50%),
quinoa roja (33%) y semillas de girasol (17%) resultando en un producto con proteinas de
alta calidad

Sin embargo, una de las limitantes para la produccién nacional de tempeh es la no
disponibilidad en el pais ni en la regién del cultivo iniciador (Rhizopus spp.). Los cultivos
iniciadores de tempeh comerciales provienen de Indonesia, EE. UU y Europa lo que provoca
demoras en aduana, pérdida de viabilidad de las esporas y la posibilidad de no ser cultivos
puros.

En ésta tesis se plantea seleccionar una cepa de Rhizopus oligosporus proveniente de la
coleccién de la NRRL que sea capaz de fermentar y formar micelio en la mezcla de granos
seleccionada y optimizar el proceso de elaboracién del tempeh con la nueva cepa.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Seleccionar una cepa de Rhizopus oligosporus para la producciéon local de tempeh y
optimizar el proceso de elaboracion de tempeh a base de una mezcla de garbanzo, quinoa
roja y semillas de girasol como fuente de proteina de alta calidad.

Objetivos especificos

-Desarrollar y validar un método de cuantificacion de ADN especifico para Rhizopus
oligosporus adaptado a la matriz alimentaria de trabajo utilizando la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (qPCR).

-Seleccionar una cepa con mayor potencial de producir tempeh elaborado a base de una
mezcla de garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol (GQGir) en una proporcién de 50, 33
y 17% respectivamente, a partir de 8 cepas de Rhizopus oligosporus disponibles en la
coleccién de cultivos del Laboratorio de Investigacién Regional Norte (NRRL) del Servicio de
Investigacién Agricola (ARS) del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA).

-Optimizar el proceso de fermentaciéon en estado sélido del tempeh de garbanzo, quinoa roja
y semillas de girasol con la cepa seleccionada mediante el nivel de inéculo, la temperatura

de fermentacién y el tiempo de fermentacidn.

-Determinar el contenido, composicién y calidad de la proteina y de los acidos grasos en el
nuevo tempeh.
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4. Carituro 1

PUESTA A PUNTO DE UNA REACCION EN CADENA DE 1A

POLIMERASA EN TIEMPO REAL PARA CUANTIFICAR EL CRECIMIENTO
DE Rhizopus oligosporus DURANTE LA FERMENTACION DEL TEMPEH

4.1. INTRODUCCION

El crecimiento flingico puede cuantificarse midiendo la longitud de las hifas o por recuento
de wunidades formadoras de colonias en medios selectivos (Feng et al., 2007). Las
determinaciones de microscopia directa de longitudes de hifas permiten la cuantificacién
diferencial del micelio, sin embargo, requiere de tiempo, experiencia y tiene un alto error
experimental (Feng et al.,, 2007). Por otro lado, el recuento en placa, para hongos
filamentosos formadores de esporas como Rhizopus oligosporus en presencia de otros
microorganismos no es el ideal. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa cuantitativa (qQPCR)
en tiempo real, puede superar los problemas de los métodos convencionales y ha sido
utilizada para la cuantificacion rapida del crecimiento flingico en distintas matrices
alimentarias (Feng et al.,, 2007). Con la qPCR se obtiene una medida indirecta del
crecimiento flingico ya que la cantidad de ADN se correlaciona con la cantidad de micelio
(Feng et al., 2007).

La qPCR es una técnica in vitro que permite amplificar una regién especifica de ADN
delimitada por dos primers o cebadores, mediante ciclos de calentamiento y enfriamiento
sucesivos, utilizando compuestos fluoréforos que permiten seguir la amplificacién del ADN en
cada ciclo en tiempo real (Livak KJ & Schmittgen TD. 2001). Para cada reaccién de
amplificacion se define un Ct (Cycle threshold o ciclo umbral), ciclo en el cual la
fluorescencia supera el umbral de ruido y es detectada. Durante la fase exponencial de la
amplificacién el Ct es proporcional al logaritmo de la concentracién de ADN en la reaccién.
La eficiencia de amplificaciéon (E) de los productos de ADN se determina a partir de la
amplificacién de diluciones en serie del respectivo ADN diana segin Wilhelm y Pingoud

(2003): E =107 endieme], donde la pendiente se calcula a partir de la curva estandar de
concentraciones de ADN frente a los valores de ciclo umbral o cycle threshold (Ct).

Feng et al.,, (2007) cuantificaron ADN de Rhizopus oligosporus extraido de tempeh de
cebada, mediante qPCR en tiempo real utilizando SYBR green como fluoréforo reportero. El
gen diana seleccionado para la detecciéon de Rhizopus oligosporus fue el gen chsl, que
codifica una quitina sintasa, ntimero de acceso EMBL D10159. Las secuencias y las



temperatura de hibridacién o temperatura de melting (Tm) de los primers especificos, asi
como la longitud del amplicén (producto de qPCR) se muestran en la Tabla 2.

La eficiencia de amplificacién maxima tedrica (valor E) de la qPCR en tiempo real de un
ciclo de amplificaciéon es 2 (Wilhelm y Pingoud, 2003) y el valor E determinado por Feng et
al., (2007) fue de 1.95 para el gen chsl de Rhizopus oligosporus, demostrando que la qPCR
desarrollada puede ser un método rdpido, confiable y selectivo para la cuantificaciéon de
hongos filamentosos en el tempeh de cebada y que también puede ser posible aplicarlo en
otras fermentaciones de alimentos y piensos en estado sélido eligiendo combinaciones de
primers apropiadas.

Tabla 2. Caracteristicas de los primers para la cuantificacién de ADN de Rhizopus oligosporus
mediante qPCR en tiempo real.

Primer Secuencia Tm (°C) Longitud Gen Ref.
amplicén (pb) diana
R.olig 1F 5°-GTCCCCTTCTTAAGCCCAATG-3’ 61.3 62 chs 1 Feng et al., 2007
R.olig 1R 5’-GCGACCACCAGGCTTTGTAC-3” 62.5 62 chs 1 Feng et al., 2007

4.2. OBJETIVO

Desarrollar y validar un método de cuantificacion de ADN especifico para Rhizopus
oligosporus adaptado a la matriz alimentaria de trabajo utilizando la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (qQPCR) el cual se utilizard luego para la seleccién de la cepa.

Para ello se plantearon las siguientes actividades:

e Comprobar la especificidad de la reaccién de qPCR y de los primers descritos por
Feng et al.,, 2007 en extracciones de ADN extraido a partir de micelio de ocho
cepas de Rhizopus oligosporus.

e Realizar la curva de calibraciéon a partir de un estdndar de ADN de Rhizopus
oligosporus y determinar el ADN fiingico mediante qPCR con la curva disefiada.

e Verificar si existe efecto de la matriz alimentaria en el método de cuantificacién
por qPCR.
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4.3. METODOLOGIA
Adquisicién y acondicionamiento de cepas de Rhizopus oligosporus

Se solicitaron a la Coleccién de Cultivos del NRRL, ARS, USDA, ocho cepas de Rhizopus
oligosporus: NRRL 2549, NRRL 2710, NRRL 3271, NRRL 5865, NRRL 5905, NRRL 66266,
NRRL 66270, NRRL 66271, todas aisladas de tempeh (ver Anexo A. Tabla 14). Esta coleccién
no limita el uso de las cepas pudiendo utilizarse en procesos productivos. Las cepas se
recibieron liofilizadas en viales conteniendo células viables (micelio y esporas) en una
suspension espesa en suero bovino estéril. El procedimiento para la activaciéon recomendado
por la NRRL, consisti6 en: (i) limpiar el tubo con alcohol al 70%, (ii) romper el tubo, (iii)
transferir el pellet a 2 ml de medio de cultivo liquido de papa dextrosa (PDB- marca
OXOID), (iv) permitir que el pellet se disuelva durante varios minutos, luego llevar al vortex
para homogeneizar la suspensién.

Para la conservaciéon de las cepas se sembraron 10 pL con ansa estéril en tubos de PDA
inclinado y se llevaron a estufa a 28 °C hasta que la esporulacién fue visible y la superficie
adquirié un color oscuro como algodén negro, aproximadamente a los 7 dias. De éstos tubos
se tomaron esporas con ansa estéril, se colocaron en crioviales, los cuales contenian 1 ml de
glicerol al 10 % (Meza et al., 2002) y se guardaron en freezer a -80 °C.

Preparacién de micelio

Para la preparacién de micelio se tomaron, con ansa estéril, 10 pL del stock de esporas de
Rhizopus oligosporus conservado a -80 °C y se colocaron en matraces con 100 ml de medio
de cultivo liquido de papa y dextrosa (PDB-marca OXOID). Se incubaron en una estufa
Thermo Scientific Heraeus a 28°C y a las 48 horas se cosech6 todo el micelio utilizando un
ansa estéril (Figura 4-A y 4-B). El micelio obtenido, se congelé a -80°C durante 4 horas y
luego se colocé en un liofilizador Christ GAMMA 1- 16 LSC durante 48 horas en las
siguientes condiciones: temperatura de condensador de -55 °C y presiéon de sublimacién del
hielo de 0,021 mbar. Una vez seco se molié utilizando una varilla de vidrio y se almacené
en desecador a temperatura ambiente para luego realizar la extraccién de ADN.

Extraccién de ADN fiingico a partir de micelio y de tempeh

La extraccion de ADN se realizé mediante la utilizacién del kit comercial Quick-DNA™
Fungal/Bacterial Miniprep Zymo. Para la extraccion de ADN a partir de micelio, la
muestra se prepar6 homogeneizando 30 mg de micelio liofilizado en 1 ml de buffer
fosfato salino (PBS), se tomaron 200 pL y se continud con el procedimiento indicado por



el fabricante del kit (ver Anexo C. 2). En el caso del tempeh, la muestra para la
extraccion se preparé a partir de 3 g de tempeh (liofilizado y molido) en 30 ml de PBS,
se homogeneiz6 2 minutos en stomacher, se realiz6 una toma de 2 ml de la muestra y se
centrifugé a 10000 rpm durante 2 minutos.

Se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 750 pL del buffer de lisis
BashingBead™, por dltimo la muestra se pasé al tubo de lisis ZR BashingBead™ para
continuar con el procedimiento del kit (ver Anexo B. Seccién B.2). El ADN obtenido se
alicuoté y se almacené a -20 °C. El ADN se cuantific6 mediante espectrofotometria UV
usando el equipo Thermo Scientific, NanoDrop™ Lite para determinar la concentracién
(ng/ul) y la pureza (A260/280) de las muestras (ver Anexo A. Tabla 15).

Figura 4. (A) Esporas de Rhizopus oligosporus sembradas en medio liquido de papa y dextrosa
(en matraces) y en medio s6lido de papa y dextrosa (en tubos de agar inclinado) a las 24 horas
en estufa a 28 °C y (B) micelio de Rhizopus oligosporus (NRRL 2710) a las 48 horas.

Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real en tempeh de
GQGir

Se utiliz6 la qPCR descrita por Feng et al., (2007), donde se utilizan para la cuantificacién
de Rhizopus oligosporus primers especificos que amplifican un fragmento del gen chsl que
codifica una quitina sintasa, nimero de acceso EMBL D10159.

Para la qPCR se utilizaron los pares de primers R.olig 1F (5 -GTCCCCTTCTTAAGCCCAATG-
3’) y R.olig 1R (5 -GCGACCACCAGGCTTTGTAC- 3?) especificos para Rhizopus oligopsorus.

El programa térmico para la reaccién consistié en un ciclo de activacién de ADN polimerasa
de 3 minutos a 98 °C, seguido de 30 ciclos de amplificacion de 5 segundos a 98 °C y 30
segundos a 63 °C. Luego se realizé la curva de desnaturalizacién de los productos de la
amplificacién mediante el aumento gradual de la temperatura de 63 a 95 °C en 20 minutos
(£ 0.6 °C/20 segundos) utilizando el termociclador Rotor—-Gene Q. La reaccién se realizé en



un volumen final de 20 pL. con 10 pL. de Supermix Sso Advanced Universal SYBR® Green
BIO RAD, compuesto por la enzima Taq ADN polimerasa, dNTP’s, el buffer y el SYBR
GREEN, 3 uL de ADN muestra, 1 puL de cada primer y 5 puL de agua milliQ. Se agregaron
dos blancos (sin ADN) y todas las reacciones se realizaron por duplicado. La reaccién se
llevé a cabo en un equipo termociclador Rotor-Gene Q (Quiagen, Venlo, Netherlands). El
software utilizado fue la versién Rotor-Gene 2.1.0.9.

Cuantificacién de ADN de Rhizopus oligosporus a partir de micelio por gPCR

Para la obtencién de la curva estdndar o de calibracién se procedié a realizar la qPCR a
partir de diluciones seriadas en agua destilada estéril (4.3 a 4.3 x 10" ng/uL) utilizando
como estdndar de ADN la cepa Rhizopus oligosporus NRRL 66271. Para cada concentracion
se determiné el ciclo threshold. Los valores de Ct de las curvas de cada dilucién se
graficaron contra el logaritmo de la concentracién de ADN fiingico presente en la muestra y
los puntos de la curva se ajustaron a una recta mediante una regresién lineal (Livak KJ &
Schmittgen TD. 2001).

A partir de la curva se determiné el coeficiente de correlaciéon R? la pendiente y la
eficiencia (E) de la reacciéon de amplificacién mediante la siguiente férmula:

E = 10[—1/pendiente]

Los valores requeridos para una buena cuantificacién son: R* > 0.99, pendiente de la recta
cercana o igual a -3.32 log ng/ul’ y eficiencia de la amplificacién de 100 % (adecuada
eficiencia entre 100 % * 10 %) (Livak KJ & Schmittgen TD. 2001).

Influencia de la matriz en la cuantificacion mediante qPCR

Para determinar el efecto de la matriz en la cuantificacién se realiz6 una extracciéon de ADN
de la matriz alimentaria a utilizar durante el trabajo de tesis con el kit comercial Zymo.
Para ello se elaboré una muestra a base de 50 % de garbanzo, 33 % de quinoa roja y 17 %
de semillas de girasol, cruda molida y estéril. La muestra para la extraccién de ADN se
prepar6 homogeneizando 3 g de la mezcla preparada en 30 ml de PBS, se tomaron 2 ml y
se centrifugé 1 minuto a 10000 rpm y el pellet obtenido se suspendié en el buffer del kit y
se continu6 con el procedimiento indicado por el fabricante del kit. El extracto se utilizé
como solucién para preparar las diluciones 1/10 de la curva estdndar En paralelo se realizé
una curva estdndar en agua destilada estéril en las condiciones mencionadas previamente.
Todas las muestras se prepararon por duplicado.
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION
Puesta a punto de la qPCR para la cuantificacién de ADN fiingico

Todas las cepas estudiadas de Rhizopus oligosporus pudieron ser amplificadas utilizando los
primers reportados por Feng. et al., 2007 (Figura 5).

Las curvas de las cepas de Rhizopus oligosporus amplificaron con valores de Ct cercanos
entre si a excepcion de la curva correspondiente a la cepa NRRL 2710 que su amplificacién
estuvo méas desplazada hacia la derecha, esto es consecuente con que tuvo una concentracién
de ADN inicial menor y por lo tanto un Ct mayor.

La Figura 6 muestra la curva de disociacién donde los primers seleccionados amplificaron el
ADN de Rhizopus oligosporus obteniéndose un unico producto (pico) de amplificacién que
sugiere la especificidad de la reaccién, es decir, que los productos de qPCR que se formaron
serian del tamafio esperado con valores de Tm entre 81,10 y 82,00 °C dentro del valor
reportado por Feng et al., 2007 para Rhizopus oligosporus (82 °C = 1 °C).

011 [Threshoid

2 4 B B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 3} 34
Ciclos

— NRRL 2543 NRRL 2543 —MRRL 2710 -— NRRL 2710 NRRL 3271 MRRL 3271
— MRRL 5865 NRRL 5265 — MNRRL 5305 ~—MRRL5905 — MRRLEE2EE — NRRL EEZEE
MNERL BE270 MNERL BE270 MNERL BE271 MNEAL BE271 — BLANCO BLANCO

Figura 5. Curva de amplificacién de las 8 cepas de Rhizopus oligosporus obtenidas con SYBR®
Green.
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Figura 6. Curva de disociacién de las 8 cepas de Rhizopus oligosporus obtenidas con SYBR®
Green

La Figura 7-B muestra la curva estdndar obtenida a partir de los valores de Ct de la curva
de amplificacion del estdndar de Rhizopus oligosporus NRRL 66271 (Figura 7-A). La
pendiente de la curva fue -3.2 log ng/ul' y la eficiencia de la reaccién de amplificacién en
el rango lineal calculada a partir de la pendiente de la curva fue del 102 %, lo que indica
que el ensayo qPCR fue altamente eficiente con un valor de R*> > 0.99.

18



o

2 4 G a 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 a0
Ciclos

—— 4 31070 ng/ul — 4321070 ngdul — 4.3 %1071 ngful = 4.3 2 107-1 ngdul
— 435102 ngful — 43 x10%-2 ngful — 4.3210%-3 ngdul — 4.3 107-3 ngdul
= 4 351074 ngdul 4.3 %1074 ng/ul — Blanco — Blanco

¥ T T : - Cycling A.Green (Page 1):
e it .o -1
' ' ' b---{ Rr2=0,99513
W=-3,282
B=14,870
Efficiency=1,02

Concentration

Figura 7. (A) Curva de amplificacién de qPCR obtenida con SYBR® Green y (B) curva de

calibracion.
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La curva de calibracién se realizé en cada cuantificacién para evitar variaciones debido a los
reactivos de uso en cada ocasién. Se cuantificé (por triplicado) ADN flingico de cada cepa de
Rhizopus oligosporus mediante dos métodos, qPCR y espectrofotometria UV (ver Anexo A.
Tabla 16). Luego se realizé un andlisis de correlacién entre los valores obtenidos por qPCR y
la cuantificacion realizada por espectrofotometria UV. Se obtuvo una relacién lineal con un
coeficiente de correlacién de Pearson de 0.998 (Figura 8). Por lo tanto se considera que la
curva estdndar obtenida con la cepa NRRL 66271 es adecuada para la cuantificacién de todas
las cepas de Rhizopus oligosporus usadas en este estudio.

® ADN fangico - Coeficiente de correlacion de Pearson = R2 = 0,998

40 T

30 T

n?*

10 T
(1 J

0 } } t }
10,00 20,00 30,00 40,00

ADN fiangico por espectrofotometria UV (ng/ul)

ADN fiangico por qPCR (ng/ul)

Figura 8. Correlacién lineal de los valores de concentracién de ADN fungico de Rhizopus
oligosporus, cuantificados mediante qPCR y por espectrofotometria UV.

Influencia de la matriz en el método qPCR disefiado para la cuantificacién de ADN a
partir de micelio flingico

Se compararon los Ct obtenidos de las dos curvas de calibracién preparadas en agua y en
extracto de granos sin inocular y se graficaron en funcién de la concentracién de ADN
fingico. Como resultado se observa que las curvas se superponen (Figura 9). No se observé
influencia de la matriz en estudio, en las condiciones del ensayo, ya que al comparar los Ct
de las curvas de amplificaciéon entre si, a la misma concentracién, la diferencia fue menor a
0.5 Ct y por lo tanto no existe diferencia significativa entre los valores de Ct de las curvas
de calibracién (Cankar et al., 2006) (ver Anexo A. Tabla 17).
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Figura 9. Valores de Ct en funcién de la concentracién de ADN fiingico obtenidos de la curva
de calibracién en agua y la curva de la matriz en agua mediante qPCR.

4.5. CONCLUSIONES DEL CAPfTULO

Se puede concluir que el método de qPCR implementado es adecuado para la cuantificacién
de todas las cepas de Rhizopus oligosporus evaluadas. Con respecto a la eficiencia de la
reaccién de PCR en tiempo real la misma se encontré dentro del rango esperado (90 y 110
%) (Rebrikov et al., 2006), por lo cual se puede inferir que la amplificacién ha funcionado
correctamente en el rango de concentraciones estudiado y sin interferencias. Es pertinente
utilizar la curva de calibracién obtenida con la cepa NRRL 66271 para determinar las
concentraciones de ADN fiingico de las otras cepas ya que la cuantificacién mediante la
curva estandar correlaciona con la cuantificacién mediante espectrofotometria UV para todas
las cepas. Este método no presenté inhibicién por la matriz; la fluorescencia generada en
presencia de la mezcla de GQGir no difiere de la generada en presencia de agua, por lo que
se cuenta con un método rapido, selectivo y adecuado que podrd ser aplicable para la
cuantificacién de Rhizopus oligosporus en tempeh de GQGir.



5. Carituro 2

SELECCION DE UNA CEPA DE Rhizopus oligosporus CON MAYOR

POTENCIAL PARA PRODUCIR TEMPEH DE GARBANZO, QUINOA ROJA
Y SEMILLAS DE GIRASOL

5.1. INTRODUCCION
Condiciones de la fermentacién del tempeh

La fermentacién en estado sélido, utilizada en la elaboracién de tempeh, se define como el
crecimiento de microorganismos, en su mayoria hongos, en la superficie de un sustrato
s6lido poroso y htmedo, esta humedad es suficiente para mantener el crecimiento y
metabolismo microbiano. Este proceso se realiza en la ausencia o casi ausencia de agua
liquida visible entre las particulas. Esta condicién favorece el desarrollo de hongos
filamentosos, como Rhizopus spp. debido a su peculiar capacidad para colonizar los espacios
entre las particulas de matrices sélidas (Mazaheri and Shojaosadati, 2013).

En este tipo de fermentacién, la composicién quimica de los sustratos, la humedad del grano
y el pH en conjunto con las condiciones del proceso como la aireacién, la temperatura de
fermentacion y el nivel de indéculo inciden directamente en el metabolismo del
microorganismo y en los resultados del proceso.

Los granos utilizados contienen fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para el desarrollo
del Rhizopus, ademds para facilitar el acceso a los mismos los granos se parten, remojan y
descascaran. El tamafio de las particulas es inversamente proporcional a la accesibilidad del
hongo a las sustancias en el interior de la particula. Algunos estudios de la penetracién de
micelio de Rhizopus oligosporus en soja, han determinado que este se introduce hasta el 25
% del espesor de la semilla (Sparringa y Owens 1999a). La reduccién de tamafio es una
manera de facilitar el alcance a las partes mas profundas del grano por este motivo los
granos utilizados para elaborar tempeh se parten previamente antes del remojo.

La humedad garantiza el crecimiento y afecta directamente el metabolismo del hongo
(Kuswanto, 2004). Se ha observado un buen desarrollo de micelio cuando la humedad del
grano al inocular estd entre 40 y 50 %.

El pH al momento de la inoculacién debe estar entre 5.0 y 5.5 y se espera que aumente
durante la fermentacién hasta 6.5-7.5. La actividad de las enzimas del Rhizopus requiere de
un rango de pH entre 3.0 y 6.0 (Nout & Kiers, 2005). Durante la fermentacién el pH



aumenta por la actividad proteolitica del Rhizopus, generando amonio, el cual disminuye la
producciéon de biomasa debido a la inhibicién por producto (Sparringa y Owens, 1999). Por
otro lado, el pH al momento de la inoculacién entre 5.0 y 5.5 minimiza el desarrollo de
bacterias patégenas y bacterias de deterioro durante la fermentacién (Nout & Kiers, 2005).

Dado que Rhizopus spp. es aerobio estricto se requiere una difusién de aire lenta y uniforme
a través de la masa de granos que debe estar entre 2 y 5 cm de espesor para permitir la
difusién del oxigeno (Nout & Kiers, 2005; Tahir et al., 2018). Rhizopus puede crecer en
concentraciones bajas de oxigeno 0.2 %, pero no puede vivir en condiciones totalmente
anaerdbicas. Insuficiente oxigeno inhibe el desarrollo y por otro lado un exceso de oxigeno
puede conducir a un metabolismo del hongo acelerado con un aumento exacerbado de
temperatura que lo dafie o induzca a una esporulacién temprana (Nout & Kiers, 2005; Tahir
et al., 2018).

La fermentacién del tempeh se da a temperaturas entre 25 y 37 °C y usualmente tarda
entre 25-40 horas (Nout & Kiers, 2005). Rhizopus oligosporus puede crecer en un rango de
temperaturas entre 30 y 37 °C, mientras mds alta sea la temperatura del proceso de
fermentacion menor serd la fase de latencia (Tahir et al., 2018). El metabolismo ftingico
disipa calor durante la fermentacién, por tanto la temperatura de la cdmara de fermentacién
debe controlarse para impedir que la temperatura de la masa (temperatura interna) sobrepase
los 45 °C y no se inhiba el crecimiento (Nout & Kiers, 2005, Tahir et al., 2018).

El nivel de inoculacién también afecta el desarrollo de la fermentacién. En general se inocula
en una relaciéon de 1 x 10* esporas por gramo de sustrato hiimedo. Bajos niveles de
inoculacién en el cultivo inicial del orden de 1 x 10% o menos, tiene como consecuencia la
falta de homogeneidad en el desarrollo del micelio, mayores periodos de fermentacién y altas
posibilidades de descomposicién bacteriana. En cambio, altos niveles de inoculacién provocan
una fermentaciéon excesiva con un aumento de temperatura interna en el tempeh que
conduce a la muerte prematura del hongo.

Etapas de la fermentacién

Durante la fermentacién del tempeh se identifican tres fases (Figura 10), en la primera fase o
fase rdpida (0-30 horas) las principales enzimas filingicas activas son las lipasas y las
proteasas, por lo que tiene lugar una rdpida generacion de &cidos grasos libres y un rdpido
aumento del pH cercano a 6.3 - 6.5 (Sparringa & Owens, 1999b) (Figura 11). En esta etapa
comienza el crecimiento flingico y de las bacterias, en general bacterias acido lacticas, que
sobreviven al proceso de ebullicién y forman parte de la flora normal acompafiante del
tempeh. Durante este tiempo, la temperatura en el centro de la masa del tempeh comienza a
aumentar rdpidamente hasta igualar la temperatura de la cdmara de fermentacién, donde
permanece constante durante aproximadamente quince horas. Luego, cuando el tempeh



comienza a producir su propio calor para la fermentacién, la temperatura interna comienza a
aumentar constantemente hasta un mdaximo de 43 °C, o mds de 10 °C por encima de la
temperatura de la cdmara (Figura 11). Durante las primeras 15 a 20 horas, el crecimiento
fingico progresa lentamente y normalmente no es visible a simple vista. Las hifas de color
blanco plateado seconectan entre si y entre los granos formando rdpidamente una red
tridimensional llamada micelio. Dicho micelio se vuelve gradualmente mds grueso y denso
cubriendo rdpidamente los espacios entre los granos manteniéndolos juntos y otorgando al
tempeh una textura compacta. Esto sucede a medida que la temperatura se acerca a su
El de del
aproximadamente el 25% del ancho del cotiledén. Es en este momento cuando los granos

punto maximo. micelio penetra en varias capas células grano hasta
quedan totalmente cubiertos por el micelio flingico. Luego viene una segunda fase o fase de
transicién (30 a 50 horas). Al inicio de esta fase el tempeh estd listo para cosechar,
alcanzando la textura O6ptima, puntuaciones organolépticas adecuadas, un pH alrededor de
6.5-7.5 y una humedad en el entorno del 60 %. Ademds, la temperatura interna de la masa
del tempeh comienza a bajar hasta igualar la temperatura de la cdmara, mientras que la
produccién de &cidos grasos libres y el crecimiento fingico y microbiano se enlentecen
(Sparringa & Owens, 1999a).

Con respecto al sabor, color, textura y aroma que alcanza el tempeh, son més atractivas al
comienzo de la segunda fase de la fermentacion. Mantiene su calidad durante toda ésta

etapa, pero comienza a deteriorarse durante el comienzo de la tercera fase.
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Figura 10. Fases durante la fermentacién del tempeh
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Figura 11. Cambios producidos durante la fermentacién del tempeh (a la izquierda cambios en la
temperatura interna del tempeh y (a la derecha) cambios en el pH del tempeh durante el proceso de
fermentacién. Datos extraidos del libro “The book of Tempeh” (William Shurtleff & Akiko Aoyiagi,
2021).

Por ultimo, durante la tercera fase o fase de deterioro se generan olores amoniacales y
sabores desagradables, debido a la degradacién de las proteinas, aumenta el pH (Sparringa &
Owens, 1999¢) por encima de 8.0, los granos se oscurecen, el hongo esporula y comienzan a
predominar otros microorganismos en conjunto con el colapso de la estructura y pérdida del
micelio (Handoyo & Morita, 2006). Cuando se pueden ver los granos a través del micelio
himedo, es probable que el hongo haya muerto.

Pardmetros de calidad en el tempeh

Los criterios para un buen tempeh fueron definidos de acuerdos a la literatura, el libro “The
Book of Tempeh” (William Shurtleff & Akiko Aoyiagi, 2021) y la norma oficial registrada por
la Comision del CODEX Alimentarius (FAO/OMS, 2017), codificada como CODEX STAN
313R-2013 referente a textura, color, sabor y olor (ver Seccién 2. tabla 1).

Criterios de selecci6n

Los criterios de seleccién para la cepa de Rhizopus oligosrporus fueron (i) fase lag < 11
horas, (ii) < 20 horas en alcanzar Y,,, (iii) micelio visible a las 24 horas, denso y de color
blanco, limitando el grado de esporualcién, (iv) pH final < 7, (v) textura y resistencia del
micelio al corte, la textura del tempeh debe ser compacta, no se debe desintegrar facilmente



al cortarla con un cuchillo y todo el tempeh se puede levantar como un sola pieza cohesiva,
(vi) sabor agradable, dulce, a hongo y aroma agradable fresco y sin olor a amoniaco.

Modelos de crecimiento microbiano

Diversos modelos no lineales han sido utilizados para describir el crecimiento microbiano. En
un principio, los modelos se desarrollaron para predecir el crecimiento de bacterias (Baranyi
y Roberts, 1994). No obstante, se han adecuado los modelos existentes para evaluar el
crecimiento de hongos filamentosos, debido a la importancia de ellos, como vectores de
contaminacién de alimentos (Garcia et al.,, 2009, Tremarin et al., 2015). Dantigny et al.
(2007) y Garcia et al. (2009) reportaron que existen tres tipos de modelos matemdticos
(primarios, secundarios y terciarios) que pueden aplicarse para el andlisis de hongos. Garcia
et al. (2009) y Tremarin et al. (2015) ajustaron los datos de crecimiento filingico a la
siguiente ecuacién de Baranyi & Roberts:

- . 1 exp[u-A(H)]-1
log,, N(t) = log,, N(0) + -5y - AMD) — Ty ln{l + LoleduNUinaD=log, NO)] }

N(t) = concentracién de ADN fiingico a tiempo t (log/g))
N(0) = concentracién inicial de ADN fingico (log/g))

u = tasa maxima especifica de crecimiento (min-1)
N(final) = concentracién final de ADN fiingico (log/g))

Donde A (1):

A(D) = t+%- Infexp(— p- )+ exp(— n-4) — exp(— p-t— p- 2]

A = duracién del periodo de retraso en el crecimiento o fase lag (min-1)

Las curvas de crecimiento microbiano tienen una forma sigmoidal al igual que los modelos
matemadticos utilizados para modelar el crecimiento, pudiéndose diferenciar en ellos las
siguientes fases: (1) fase de retraso en el crecimiento o fase de latencia (fase lag o .4, (2)
fase de aceleracién, que se caracteriza por una tasa o velocidad de crecimiento («,;) muy
rapida y positiva llegando al méximo en el punto de inflexion de la curva, (3) fase
estacionaria, en la que a partir del punto de inflexién la tasa de crecimiento comienza a
disminuir, en la que se detiene el crecimiento o puede ser considerado como una mera
reposicion de tejidos (Parés-Casanova & Kucherova 2014). Los modelos Logistico, de



Gompertz y de Von Bertalanffy son algunas de las funciones de crecimiento maés
frecuentemente utilizadas. El modelo Logistico se caracteriza usualmente por la forma
sigmoidal. La ecuacién de Gompertz es también sigmoidal, pero més flexible debido al punto
de inflexién (Parés-Casanova & Kucherova 2014).

La principal diferencia entre estos modelos y el de Baranyi es que la fase media es realmente
muy cercana a la linealidad y requiere de menos datos experimentales a diferencia de las
curvas sigmoideas cldsicas que tienen una curvatura mds pronunciada alli y necesitan de un
nimero mayor de datos (Parés-Casanova & Kucherova 2014).

5.2. OBJETIVO

Seleccionar la cepa con mayor capacidad de producir un tempeh elaborado a base de una
mezcla de garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol (GQGir) en una proporcién de 50, 33
y 17 % respectivamente, a partir de cepas de Rhizopus oligosporus disponibles en la
coleccién de cultivos del Laboratorio de Investigaciéon Regional Norte (NRRL) del Servicio de
Investigacién Agricola (ARS) del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA). Se
pretende seleccionar una cepa de crecimiento rapido que sea capaz de producir tempeh de
buena calidad en el menor tiempo posible.

Para ello se plantearon las siguientes actividades:

e Determinar las curvas de crecimiento de cada cepa de Rhizopus oligosporus durante
la fermentaciéon utilizando la mezcla GQGir como sustrato.
e Obtener los pardmetros cinéticos: fase de latencia (/ o lag), tasa mdaxima de

crecimiento («,s), y concentracién méxima (Y,z).

e Evaluar la calidad del tempeh de acuerdo a las definiciones en la norma oficial
CODEX STAN 313R-2013 y en el libro “The Book of Tempeh” (William Shurtleff &
Akiko Aoyiagi, 2021) sobre pH, aspecto del micelio y textura.

La cantidad de ADN fiingico desarrollado por cada cepa se evalué mediante una qPCR puesta
a punto y adaptada a la matriz de trabajo. Para obtener los pardmetros de la cinética de
crecimiento de cada cepa durante la fermentacién de la mezcla de GQGir, las curvas de
crecimiento de cada una de las cepas de Rhizopus oligosporus (expresado en Log/gramo de
tempeh) fueron ajustadas usando el software DMFit 3.5 para Excel® que permite ajustar
curvas experimentales de recuentos microbianos utilizando la ecuacién de Baranyi & Roberts
(1994). El software DMFit permite ajustar la funcién sigmoidea descrita por Baranyi &
Roberts a los puntos experimentales y obtener los pardmetros cinéticos principales (/, #, €
Y,.s&). Para los pardmetros de calidad se determinard el pH, caracteristicas del micelio
mediante apreciacién visual y descripcién del aroma.



5.3. METODOLOGIA
Preparacién de esporas

Para la preparacién de esporas se sembraron, con ansa estéril, 10 uL. de esporas de las cepas
de Rhizopus oligosporus conservadas a -80 °C en tubos de agar inclinado, papa dextrosa agar
(PDA- marca OXOID) y se llevaron a estufa a 28 °C hasta que la esporulacién fue visible y
la superficie adquirié un color oscuro como algodén negro, esto sucedié aproximadamente a
los 7 dias (Figura 12-A). Esto se realiz6 para las 8 cepas de Rhizopus oligosporus. La
suspensién de esporas en agua, utilizada luego como indculo para elaborar tempeh a partir
de la mezcla GQGir, se elaboré6 mediante el agregado de agua destilada estéril al tubo
inclinado de PDA esporulado, se agit6 manualmente durante 1 minuto para facilitar el
desprendimiento y suspensién en el agua de las esporas (Starzynska-Janiszewska et al., 2019),
se filtr6 con gasa estéril pasando el liquido a un tubo falcon 50 ml estéril para evitar el
pasaje de restos de agar y micelio a la suspensién. Este paso se repitié hasta no observar
visualmente esporas en el tubo ni en el agar. Los tubos falcon con las esporas en agua
destilada se centrifugaron en un equipo Sigma 3-30K a 3000 rpm durante 10 minutos a 20
°C. Se descarté el sobrenadante y a los pellets obtenidos se les agregé 5 ml de una
preparacién de agua destilada estéril y Tween 80 (0,1% mL/L), se agité durante unos
segundos (Sparringa y Owens 2002, Starzynska-Janiszewska et al., 2019) y se conservaron
como stock a 4 °C (Figura 12-B) (ver Anexo C. 1). La utilizacion del Tween 80 protege y
logra la homogeneizacion ideal de las esporas flingicas en suspensién separdndolas unas de
otras permitiendo una mejor contabilizacién en cdmara de Neubauer (Starzynska-Janiszewska
et al., 2019).

Determinacién de la concentracién de esporas

Para determinar la concentracién de esporas (esporas en agua y tween 80) se usé un
hemocitémetro o cdmara de Neubauer, la cual permite realizar cuantificaciones de esporas en

campos de dimensiones conocidas.

A partir de la suspensién de esporas de las cepas, se realizaron diluciones seriadas en base
10 en tubos de agua destilada estéril hasta la dilucién -2 (Sparringa y Owens 2002). De la
dilucién a la -2 se tomaron 10 pL con una micropipeta y se deposité en cada una de las
drea de conteo de la cdmara, se dejé reposar 30 segundos, se llevé la cdmara al microscopio
y se conté a 40x. Se utilizé6 un microscopio binocular con cdmara Euromex - BioBlue Digital
modelo BB.4267. El proceso de cuantificacion de esporas se realiz6 en las dos &reas de
conteo de la cdmara, se utilizé el promedio de los conteos y se calculé la concentracidn,
seglin la siguiente ecuacidn:
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N®de esporas x dilucion x 10" N2 de esporas x 1000 x 10000
Esporas/ml = > = >
mm’~ contados 5mm

donde el N° de esporas contadas es el promedio de la sumatoria de los 5 cuadrantes
contados (A+B+C+D+E) en ambas dreas de conteo y dilucion es la dilucién del tubo del cual
se tomé la muestra, 10” es el factor de la cdmara (volumen de cada cuadrante en el que se
realiza el conteo de esporas) y mm’ son los milimetros contados en total, cada cuadrante
tiene un drea de 1 mm® se realiza el conteo en 5 cuadrantes por lo tanto es 5 mm?’
(Bustillo, 2010). La concentracién de esporas de cada cepa se ajustdé con agua destilada
estéril hasta 1 x 10* esporas/mL para la produccién de tempeh.

=

Figura 12. Esporas de Rhizopus oligosporus esporas cultivadas en tubos de agar inclinado de papa
dextrosa a 28°C durante 7 dias (A) y en suspensién (B).

Preparacién de tempehs

Se elaboraron tempehs a base de una mezcla de garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol
con las siguientes cepas de Rhizopus oligosporus de la Coleccién de la NRRL 2549, 2710,
3271, 5865, 5905, 66266, 66270 y 66271. Los granos, legumbres y semillas se limpiaron y
trataron de acuerdo con lo establecido en los estudios preliminares basados en los procesos
tradicionales descritos por Nout & Kiers, 2005 y Ahnan-Winarno et al., 2021. La elaboracién
se realizé en una sala adecuada con mecheros y luz ultravioleta (UV-C) para trabajar en
condiciones de esterilidad y la luz UV-C se aplicé antes y después de cada elaboracién.

El garbanzo se partié y se dejé en remojo durante 8 horas. Luego, frotando el grano entre
las palmas, se descarté la piel junto al agua de remojo. Se cociné en agua hirviendo durante
30 minutos. La quinoa y las semillas de girasol no necesitan remojo y los tiempos de coccién
fueron de 10 y 20 minutos respectivamente. En todos los casos el volumen de agua utilizado
para la coccién fue equivalente a 3 veces el peso del grano. Luego se filtré para eliminar el



exceso de agua y los granos se esparcieron en una superficie plana y secaron en una estufa
Memmert a 40 °C durante 20 minutos. Se retiraron de la estufa y se dejaron enfriar hasta
temperatura ambiente. Luego se prepararon bolsas con la mezcla, una bolsa por cepa, en la
proporcion establecida de garbanzos (50 %), quinoa roja (33 %) y semillas de girasol (17 %).
Para prevenir el crecimiento de los demds microorganismos y mantener el pH para el
conveniente crecimiento de Rhizopus oligosporus (Reddy, Veena, & Savalgi, 2008), se
acidifica con vinagre para ajustar el pH del sustrato quedando la mezcla lista para la
inoculacién. La cantidad de vinagre a adicionar fue de 0.02 mL/g de grano himedo para
llegar al valor de pH inicial de 4.5 - 5.5 adecuado para el crecimiento del hongo (Nout &
Kiers, 2005).

Se inoculé cada mezcla preparada con una suspensién de esporas a una concentracién de 1 x
10* esporas/g de grano humedo de cada cepa de Rhizopus oligosporus (0.94 ml de NRRL
2549, 0.55 ml de NRRL 2710, 0.66 ml de NRRL 3271, 0.27 ml de NRRL 5865, 0.74 ml de
NRRL 5905, 0.42 ml de NRRL 66266, 0.22 ml NRRL 66270 y 0.35 ml de NRRL 66271). Se
agité bien cada mezcla y se pesaron 60 g en bolsas de plastico del estilo ziplock perforadas
para una circulacién de aire lenta y homogénea para asegurar el desarrollo del micelio. Se
prepararon dos tempehs por cepa (ml1 y m2) para cada tiempo de andlisis y duplicados de
cada tiempo (0, 9, 12, 15, 20, 24 y 33 horas) (Figura 13).

Temperatura de fermentacién y seguimiento de la temperatura interna del tempeh

La fermentacién se realizé a 32 °C en una cdmara de fermentacién Thermo Scientific Heraeus
GmbH D-63505. Se colocaron sondas de temperatura (TMC6-HC ONSET) conectadas a un
HOBO Data Loggers (UX120-006M ONSET) en la cdmara y en el interior de los tempehs para
controlar la temperatura de la cdmara y para seguir la evolucién de la temperatura interna
de la masa durante la fermentacién respectivamente. Los datos se descargaron utilizando el
software HOBOware®.
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Figura 13. Elaboracién de tempehs de GQGir en el laboratorio de Alimentos y Nutricién del
IPTP. Tempehs en cdmara de fermentacién (izquierda), micelio cohesivo (central) y micelio entre

los intersticios de la torta del tempeh de garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol.

Curvas de crecimiento de Rhizopus oligosporus. Determinacién de ADN fiingico en el
tempeh de GQGir

La determinacién de ADN fiingico en los tempehs se realizé a tiempo 0, 9, 12, 15, 20, 24 y
33 horas de fermentacién mediante qPCR. Para ello se liofilizaron los tempehs, se extrajo
ADN y se determiné el ADN fiingico mediante la curva estdndar de la qPCR disefada y
adaptada a la matriz de trabajo. Los valores de Ct de las curvas de qPCR de cada cepa
fangica en estudio se compararon con los valores de Ct de la curva estdndar. Cada valor de
Ct de la curva estdndar corresponde a una concentracién de ADN (ng de ADN fingico/uL),
determinando asi la concentracién de ADN fiingico inicial en los tempehs. Con los ng de
ADN ftingico/uL cuantificados por la curva se calculé el valor correspondiente en gramos de
tempeh, a partir de la siguiente ecuacién:

* 2 [ _vol suspensién muestra_ 30000 ul
ADN gPCR * vol. extracczoni ( vol. extraccion, ) ng/uL * 100 pL * ( 2000; )

ng ADN fungico
gramo de tempeh g de muestra - 3g

dénde, ADN gPCR son los ng de ADN flngico por microlitro determinados por la curva de
calibracién de qPCR, vol. extraccion; es el volumen total de ADN obtenido con kit de
extraccion, vol. suspension muestra es el volumen en que se suspendié la muestra de
tempeh, vol. extraccion; es el volumen que se toma para entrar al kit de extracciéon y g de
muestra son los gramos de muestra inicial. Los valores se expresaron en Log de ADN fiingico
por gramo de tempeh.



Ajuste de las curvas

Los datos de crecimiento de las cepas, es decir los valores de ADN fingico expresados en
log/g de tempeh, cuantificados por qPCR, para cada tiempo de andlisis fueron ajustados
mediante andlisis de regresién no lineal correspondientes a la ecuacién de Baranyi & Roberts
(Baranyi & Robert 1994, Lobacz et al,. 2020) usando el software DMFit 3.5 para obtener los
pardmetros cinéticos: «,;, fase lag, e Y,;. Un R®> mayor al 70% es un indicativo de la
calidad del ajuste del modelo a los datos y permite medir la proporcién o porcentaje de
variabilidad en los datos experimentales que es explicada por el modelo con una precisién
aceptable. Otros autores recomiendan usar un R’ ajustado (R?;) de al menos un 70% en lugar
de un R? ya que este dltimo aumenta de manera artificial con cada término que se agrega
al modelo, aunque sea un término que no contribuye en mucho a la explicacién de la
respuesta, sin embargo, el R?; baja de valor cuando el término que se agrega no aporta
mucho a la explicacién de la respuesta. Sin embargo, de acuerdo con Gan et al., 2007 y
Mataragas et al., 2011, un valor de R* de al menos un 80% es considerado aceptable para
los modelos predictivos en microbiologia.

Determinacién de pH en el tempeh de GQGir

El pH se determiné homogeneizando 5 gramos de tempeh en 20 ml de agua destilada, y
luego se midié el pH con electrodo de pincho (Sparringa & Owens, 1999a). Las medidas se
realizaron a tiempo 0, 9, 12, 15, 20, 24 y 33 horas de fermentacion.

Aspecto visual y sensorial del tempeh de GQGir

La apreciacién visual y sensorial consisti6 en observar la capacidad de cada cepa de generar
micelio sobre la mezcla GQGir. Se tuvo en cuenta (i) densidad del micelio, (ii) color, (iii)
textura y resistencia del micelio al corte y (iv) aroma caracteristico del tempeh.

El micelio es denso cuando cubre totalmente toda la superficie de los granos y no permite
ver el limite entre ellos. El color debe ser blanco limitando el grado de esporulacién natural
del in6culo. La textura y resistencia del micelio al corte fue observada a partir del corte de
una rebanada de 0.5 cm de espesor, definida como ““compacta” cuando se mantiene sin
desintegrarse y todo el tempeh se puede levantar como un sola pieza cohesiva y “blanda”
cuando permite cortar pero no mantiene la forma al levantarlo. Para el aroma se
consideraron aromas caracteristicos del tempeh: agradable, fresco, a hongo, a tostado y sin
olor a amoniaco.
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSION
Curvas de crecimiento de Rhizopus oligosporus durante la fermentacién del tempeh

Se observé aumento de ADN fingico para todas las cepas ensayadas durante la fermentacién
en la matriz GQGir a 32°C durante 33 horas. Este crecimiento flingico ocasiond, como era de
esperar, un aumento en la temperatura interna del tempeh (ver Anexo B. Figura 20). Las
curvas de crecimiento para cada cepa se muestran en la figura 14 y las determinaciones de
ADN fingico para cada cepa en la tabla 18 (ver Anexo A). Los datos en la tabla
corresponden al valor promedio de los dos tempehs cuantificados (m1 y m2) para cada
tiempo expresado en ng/g y en log/g de tempeh. Con respecto al crecimiento de las cepas
durante el proceso de fermentacién del tempeh se puede decir que los tempehs elaborados
con las cepas fungicas NRRL 2549, NRRL 2710 y NRRL 5865 el crecimiento fue estable entre
las 20 y 24 horas y aument6 de 24 a 33 horas de fermentacién segin los valores de ADN
fangico/g. Para los tempehs elaborados con NRRL 3271 y NRRL 66266 hubo un aumento de
crecimiento entre las 20 y las 24 horas y luego permaneci6é estable de 24 a 33 horas. Para
NRRL 66270 y NRRL 66271 aument6 en el primer tramo y luego se observé un leve
descenso de crecimiento en el segundo tramo. Y por ultimo, NRRL 5905 en el primer tramo
disminuyé y en el segundo se observé un aumento de crecimiento.
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Figura 14. Curvas de crecimiento de cepas de Rhizopus oligosporus durante la fermentacién de
tempeh de garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol ajustadas a la ecuaciéon de Baranyi &
Roberts utilizando el software DMFit. TM= tempeh de mezcla.
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Los pardmetros de crecimiento de cada cepa durante la fermentacién se obtuvieron ajustando
la ecuacién de Baranyi & Roberts (Baranyi & Robert 1994, Lobacz et al,. 2020), usando el
software DMFit 3.5, a los datos de ADN ftlingico expresados en log/g de tempeh obtenidos a
distintos tiempos (0, 9, 12, 15, 20, 24 y 33 horas) durante la fermentacién a 32°C. El R?
del ajuste de las curvas de cada cepa para la mezcla GQGir varié entre 0.91 y 0.97 en todos
los casos (tabla 3), sugiriendo un buen ajuste del modelo (Gan et al.,, 2007 y Mataragas et
al.,, 2011). Los paradmetros de crecimiento de cada cepa como fase lag (), tms € Yms S€
muestran en la tabla 3.

Con respecto al crecimiento fingico durante la produccién de tempeh de GQGir, la cepa
NRRL 2549 fue la de menor velocidad (u,,,). Las cepas de crecimiento mdas rapido, expresado
en log/g/hora, fueron las NRRL 66271 (0.48), NRRL 5905 (0.47), NRRL 2710 (0.46) y NRRL
66270 (0.43). En cuanto a la fase de latencia para el tempeh de GQGir variaron entre 14.08
y 6.31 horas. NRRL 66270 fue la cepa con la fase lag mds corta. NRRL 66271 tuvo una fase
lag de 10.36 horas, NRRL 5905 de 11.21 y NRRL 2710 de 13.27 horas. Las tasa de
crecimiento es deseable que sea alta y que la fase lag sea corta dado que asi se evita la
contaminacién por otros microorganismos y el posible deterioro del producto (Shurtleff, W.,
Aoyagi, A., 2021; Jennessen et al., 2008; Tahir et al., 2018).

La méxima cantidad de ADN fungico expresada a través del pardmetro Y,; en log/g de
tempeh varié entre 3.39 y 5.40. Ademds de determinar la cantidad de ADN desarrollado por
cada cepa se determiné el tiempo que cada cepa tarda en llegar a la maxima cantidad de
micelio con el fin de seleccionar una cepa de crecimiento rdpido y con menor tiempo de
fermentacién. El tiempo en llegar a su Y, para cada cepa varié entre 17 (NRRL 66271) y 23
horas (NRRL 66266) (Tabla 3). Ese valor de tiempo para cada cepa se obtuvo a partir de las
curvas de crecimiento de la Figura 14, observado como el punto correspondiente a la
asintota superior de la curva sigmoidea de la curva. Nuevamente la cepa NRRL 66271 parece
una buena candidata de ser una cepa rapida, ya que no solamente tuvo la u,, mds alta sino
el tiempo mds corto en llegar a su Y.

Para los tempehs elaborados con la cepa NRRL 2549 si bien el modelo estimé una
concentracion final no se pudo sacar el tiempo de la curva de crecimiento en llegar al Y,
dado que la curva de crecimiento no fue sigmoide y al finalizar el estudio continuaba en
fase lineal o exponencial, es decir continuaba en crecimiento.

Con estos resultados se observa que los pardmetros del modelo de crecimiento fingico por si
solos no permiten seleccionar una cepa ya que no siempre reflejan el aspecto del micelio en
tempeh (como se verd mdés adelante en: Aspecto visual y sensorial del tempeh de GQGir).
Por ejemplo, la cepa NRRL 2549 generé micelio muy poco denso a pesar de haber
alcanzando el valor mds alto de ADN fiingico (Y,;) a las 33 horas de 5.40 log/g de tempeh.
Ademads, el Y, se alcanza al principio de la fase estacionaria y no cambia en el tiempo,
pardmetro que no refleja los cambios que sufre el micelio en ese periodo.



Tabla 3. Pardmetros estimados de acuerdo a la ecuacién de Baranyi & Roberts utilizando el
software DMFit para el tempeh de GQGir elaborado a 32 °C con las cepas de Rhizopus
oligosporus.

Cepa  u,s(log/g/h) A (horas) Y. (log/g) Tiempo en llegar a R"2  DE del ajuste

NRRL Y,... (horas) del modelo
2549 0.17 10.19 5.40 sin dato 0.96 0.28
2710 0.46 13.27 3.92 22 0.96 0.26
3271 0.34 9.41 3.62 20 0.96 0.29
5865 0.41 7.89 4.29 19 0.97 0.29
5905 0.47 11.21 3.73 19 0.97 0.28
66266 0.44 14.08 3.39 23 0.97 0.22
66270 0.43 6.31 4.58 19 0.94 0.41
66271 0.48 10.36 4.27 17 0.96 0.25

Uns= tasa maxima de crecimiento, Fase lag= fase de latencia, Y,; = concentracién final (o asintota
superior de la curva sigmoidea (o la asintota inferior si la curva es decreciente).
DEt.: desviacién estandar.

Evoluciéon del pH durante la fermentacién del tempeh de GQGir

Durante la fermentacién se observaron cambios en el pH. Los valores iniciales de pH, para
todos los tempehs, se encontraron en el rango entre 5.1 y 5.2 y los valores finales de pH, a
las 33 horas de fermentacién, entre 6.2 y 6.9. La evolucién de los valores de pH durante la
fermentaciéon de tempeh de GQGir para cada cepa de Rhizopus oligosporus se muestran en la
Figura 15 (ver Anexo A. Tabla 19.). Los valores de pH aumentan hasta el tiempo 20-24
horas y luego permanecen estables. Segiun la literatura un tempeh maduro con la textura
deseada tiene un pH alrededor de 6.0-7.5 (Sparringa & Owens, 1999b) y podemos decir que
éstos valores de pH para los tempehs se encuentran dentro de lo esperado.

37



6,5 T

Al

55 T

5,0 } } f f } } !
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo de fermentacién (horas)

B NRRL2549 ™ NRRL27i0 ® NRRL 3271 NRRL 5865 ™ NRRL 5005
B NRRL 66266 NRRL 66270 ™ NRRL 66271

Figura 15. Evolucién de los valores de pH durante la fermentacién del tempeh de GQGir
elaborados con diferentes cepas de Rhizopus oligosporus.

Aspecto visual y sensorial del tempeh de GQGir

De las 8 cepas que se probaron para la produccién de tempeh, NRRL 2549 fue la tnica cepa
que no gener6 micelio denso a las 33 horas de fermentacién, el resto de las cepas NRRL
2710, 5865, 5905, 66270 y 66271 generaron micelio blanco, denso y uniforme a las 24 horas
de fermentaciéon y los tempehs elaborados con NRRL 2710 y 5865 presentaron pequefias
zonas grises (esporuladas). Estas 5 cepas (2710, 5865, 5905, 66270 y 66271) produjeron
tempehs con micelio que atravesaba todo el ancho del tempeh y al cortar rebanadas de 0,5
cm de espesor, la textura era compacta y todo el tempeh se podia levantar como una sola
pieza cohesiva. Sin embargo, los tempehs elaborados con las cepas NRRL 5905, 66270 y
66271 produjeron tempehs con estructura compacta y mds firme que los elaborados con
NRRL 2710 y NRRL 5865. Por el contrario los tempehs elaborados con las cepas NRRL 3271
y 66266 presentaron micelio menos denso y por consiguiente textura blanda (Figura 16).

A las 33 horas de fermentacién (Figura 17), los tempehs mostraron desarrollo de micelio,
aiin mds potente y totalmente blanco principalmente en los elaborados con las cepas NRRL
3271, 5905, 66270 y 66271. En los tempehs elaborados con NRRL 2710 y 5865 se
observaron nuevamente zonas grises en la superficie y a éstos se sumaron los elaborados con
NRRL 66266. Los tempehs elaborados con la cepa NRRL 2549 si bien no se observé micelio
blanco y denso se aprecié un comienzo de crecimiento de las hifas flingicas que mantenian
los granos juntos aunque ofrecia una débil resistencia al corte.

Con respecto a la textura y resistencia del micelio al corte a las 33 horas de fermentacién
los tempehs elaborados con las cepas de Rhizopus oligosporus NRRL 5905, 66270 y 66271



presentaron textura compacta y los elaborados con las cepas NRRL 2710, 3271, 5865, 66266
presentaron textura blanda.

También se apreci6 que todas los tempehs de GQGir presentaron aroma agradable y fresco.
El aroma fue diferente entre las cepas, algunas cepas presentaron aroma a hongo (NRRL
2710 y NRRL 3271), otras a grano tostado (NRRL 66266, NRRL 5865, NRRL 5905 y NRRL
66270) y sbélo una cepa aroma sutilmente dulce (NRRL 66271). Ninguna cepa produjo
tempehs con olores desagradables como olor a amoniaco.

Figura 16. Micelio de tempeh a las 24 horas de fermentacién Arriba, de izquierda a derecha:
NRRL 2549, NRRL 2710, NRRL 3271, NRRL 5865. Abajo, de izquierda a derecha: NRRL 5905,
NRRL 66266, NRRL 66270 y NRRL 66271.

Por lo tanto, cuando se considera el aspecto del tempeh, se observa que en general se
obtuvieron tempehs de GQGir con buena generacién de micelio, sin zonas grises esporuladas
y con textura compacta a excepcién de los tempehs obtenidos con las cepas NRRL 2710,
NRRL 5865 y NRRL 66266. Al finalizar la fermentacién los granos quedaron totalmente
recubiertos por el micelio y el micelio atraves6 varias capas de células de los granos
(Sparringa & Owens, 1999a).
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Las cepas que generaron tempeh de mejor calidad fueron NRRL 5905, NRRL 66270 y NRRL
66271. Estas cepas produjeron tempehs con buena generacién de micelio (denso, blanco y
uniforme), sin zonas esporuladas, con textura compacta que no se desintegraba facilmente al
cortarla con un cuchillo y todo el tempeh se podia levantar como una sola pieza cohesiva
(CODEX STAN 313R-2013). Las cepas produjeron tempehs con aroma agradable, sin olor a
amoniaco, aromas caracteristicos en el tempeh pero diferentes entre las cepas. Por lo que se
puede decir que las cepas de Rhizopus oligosporus se comportaron diferente en la misma
matriz y en las mismas condiciones de fermentacién.

Figura 17. Micelio de tempeh a las 33 horas de fermentacién. Arriba de izquierda a derecha:
NRRL 2549, NRRL 2710, NRRL 3271, NRRL 5865. Abajo, de izquierda a derecha: NRRL 5905,
NRRL 66266, NRRL 66270 y NRRL 66271.

Considerando los pardmetros cinéticos y el aspecto visual y sensorial se establecieron los
siguientes criterios de seleccién: (i) fase lag < 11 horas, (ii) < 20 horas en alcanzar Y,
(iii) micelio visible a las 24 horas, denso y de color blanco, limitando el grado de
esporualcién, (iv) pH final < 7, (v) textura y resistencia del micelio al corte, la textura del
tempeh debe ser compacta, no se debe desintegrar facilmente al cortarla con un cuchillo y
todo el tempeh se puede levantar como un sola pieza cohesiva, (vi) aroma agradable fresco y
sin olor a amoniaco. En base a los criterios establecidos se seleccionaron las cepas NRRL
5905, NRRL 66270 y NRRL 66271 para la produccién de tempeh de GQGir.



Para definir una tnica cepa de Rhizopus oligosporus como la de mayor capacidad de
producir tempeh de GQGir se elaboraron tempehs con las tres cepas seleccionadas se
cocinaron en sartén unos minutos de cada lado hasta dorar, ya que el tempeh no se
consume crudo. La cepa seleccionada fue la NRRL 66271 que produjo tempehs con sabor y
aroma agradable, fresco, a grano tostado y sutilmente dulce, ésta dtltima caracteristica la
diferencié de las otras dos cepas.

5.5. CONCLUSIONES DEL CAP{TULO

La fermentacion del tempeh a 32 °C elaborado con las diferentes cepas de Rhizopus
oligosporus estudiadas transcurrié de acuerdo a lo descrito en literatura consultada. Durante
las primeras horas de fermentacién se observéd un aumento de la temperatura interna hasta
casi alcanzar la temperatura de la cdmara manteniéndose constante hasta las 15-20 horas que
las temperaturas internas de los tempehs sobrepasaron la temperatura de la camara producto
del metabolismo flingico. En este sentido NRRL 66271 se destacé entre las cepas de estudio
como aquella cepa que inicié primero el aumento de temperatura (15.15 horas) y NRRL 2549
que lo hizo en dltimo lugar (17.35 horas).
Se observd, mediante qPCR, aumento de ADN fiingico para todas las cepas ensayadas
durante la fermentacién en la matriz GQGir durante 33 horas. Al analizar lo que sucede
entre las 20, 24 y 33 horas de fermentacién a 32 °C las cepas se comportaron diferente,
visualizando las diferencias en el crecimiento entre las cepas. Por un lado, la cepa NRRL
2549 fue la de menor velocidad (u,,). Por otro lado, las cepas de crecimiento mdés rdpido
fueron las NRRL 66271, NRRL 5905 y NRRL 2710. Al ver los datos de la tasa de velocidad
de crecimiento NRRL 66271 obtuvo el valor mds alto (0,48 ADN fiingico expresado en log/g
de tempeh/hora) y NRRL 2549 el valor més bajo (0.17 ADN ftingico expresado en log/g de
tempeh/hora). Esto marca diferencias de crecimiento entre las cepas estudiadas identificando
algunas cepas que se desarrollan mds rdpido que otras.
Se observé que los pardmetros del modelo de crecimiento flingico por si solos no permiten
seleccionar una cepa ya que no siempre reflejan el aspecto del micelio en tempeh. El Y, se
alcanza al principio de la fase estacionaria y no cambia en el tiempo, pardmetro que no
refleja los cambios que sufre el micelio en ese periodo. Cuando se considera el aspecto del
tempeh, se observa que en general se obtuvieron tempehs de GQGir con buena generacién
de micelio (denso, blanco y uniforme), sin zonas grises esporuladas y con textura compacta a
excepcion de los tempehs obtenidos con las cepas NRRL 2710, NRRL 5865 y NRRL 66266.
NRRL 5905, NRRL 66270 y NRRL 66271 produjeron tempehs con buena generacién de
micelio, blanco y denso sin esporular, produjeron tempehs con mayor firmeza que el resto de
las cepas y con aroma agradable. La cepa seleccionada fue la NRRL 66271 que produjo
tempehs con sabor y aroma agradable, fresco, a grano tostado y sutilmente dulce, ésta
dltima caracteristica la diferencié de las otras dos cepas.
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Las cepas de Rhizopus oligosporus utilizadas para la elaboracion de tempeh producen
tempehs con caracteristicas sensoriales diferentes, obteniendo productos tinicos con cada una
de las cepas dado que son productoras de compuestos aromdticos diferentes, mejoran las
caracteristicas sensoriales en el tempeh y permiten una diferenciacién sensorial frente a otros
productos similares que se encuentran en el mercado.

La diversidad observada entre las cepas de Rhizopus oligosporus estudiadas remarca la
importancia de la seleccién.
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6. CariTuLo 3

OPTIMIZACION DEL PROCESO DE FERMENTACION EN ESTADO

SOLIDO DE TEMPEH DE GARBANZO, QUINOA ROJA Y SEMILLAS DE
GIRASOL

6.1. INTRODUCCION

En este capitulo se describe la optimizacién de las variables mds influyentes del proceso de
fermentacion del tempeh como (i) nivel de inéculo, (ii) temperatura de fermentacién y (iii)
tiempo de fermentacién. Para el estudio del efecto de las variables y sus interacciones sobre
el proceso de elaboracién se utiliz6 la Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM), con
un Disefio Central Compuesto, y el software estadistico Design-Expert® Versién 13 (Myers
et al.,, 2004, Zimet et al., 2018, Martinez-Silveira et al., 2019). Las variables de respuesta
(en adelante, respuestas) fueron: desarrollo fungico, pH y humedad. Para la optimizacién se
seleccioné la combinacién de las variables para las cuales los valores de las respuestas se
encontraron en los rangos definidos para un tempeh maduro, como desarrollo de micelio
méximo, pH entre 6.0 y 7.0 y humedad mdixima de 65 % (CODEX STAN 313R-2013,
William Shurtleff & Akiko Aoyiagi, 2021).

Como se describié en la seccién 5.1 del capitulo 2: “Condiciones de fermentacién del
tempeh” y “Etapas de la fermentacién” los cambios producidos en el tempeh durante la
fermentacion dependen del nivel de in6culo utilizado, de la temperatura y del tiempo de
fermentacion. El tiempo estd condicionado por la temperatura de la cdmara de fermentacion
utilizada en el proceso ya que el crecimiento de Rhizopus oligosporus depende de la
temperatura de fermentacién (Tahir et al., 2018). El nivel de inoculacién también afecta el
desarrollo de la fermentacién. En general se inocula en una relacién de 1 x 10* esporas por
gramo de sustrato himedo. Bajos niveles de inoculacién (< 1 x 10 tiene como
consecuencia la falta de homogeneidad en el desarrollo del micelio, mayores periodos de
fermentacién y altas posibilidades de descomposicién bacteriana. En cambio, altos niveles
de inoculacién (>1 x 10° esporas/gramo) provocan una fermentacién excesiva con un
aumento de la temperatura interna en el tempeh que conduce a la muerte prematura del
hongo. Por lo tanto las variables a optimizar son de gran importancia para permitir un
adecuado desarrollo flingico y obtener un tempeh de buena calidad nutricional y sensorial.

Por otro lado, las variables (i) nivel de inéculo y (ii) tiempo de fermentacién son
componentes importantes en el costo de produccién de la elaboracién de tempeh, por lo
tanto optimizar dichas variables podria contribuir a reducir los costos finales de la misma.
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6.2. OBJETIVO

Seleccionar el nivel de in6culo, la temperatura y el tiempo para optimizar el proceso de
fermentacion en estado sélido del tempeh de garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol
elaborado con la cepa de Rhizopus oligosporus NRRL 66271.

6.3. METODOLOG{A
Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental central compuesto de tres factores (variables
independientes), dos niveles con seis puntos centrales, utilizando el software Desing-Expert®
(Version 13, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, E.E.U.U.). Los niveles de los factores
variaron para el indculo entre 2 y 6 log esporas/g de grano himedo de la cepa de
Rhizopus oligosporus NRRL 66271, para la temperatura de fermentacién entre 30 y 34 °C y
para el tiempo de fermentacién entre 18 y 35 horas. Las respuestas (variables dependientes)
estudiadas fueron (i) desarrollo de micelio por qPCR expresado como ADN fingico ng/g de
tempeh alcanzado en cada condicién, (ii) pH y (iii) porcentaje de humedad. La matriz de
disefio consisti6 en 20 corridas con las diferentes combinaciones de las variables y se
presenta en la Tabla 4.

Preparacién y andlisis de los tempehs

Los tempehs se prepararon de acuerdo con la matriz de disefio siguiendo el proceso
descrito en la seccién 5.3 del capitulo 2 “Preparacién de tempehs”’. Se elaboraron tempehs
por duplicado y se analizaron en los tiempos estipulados en el disefio (tabla 4). Uno de los
tempehs se liofiliz6 para la determinacién de ADN filingico/g de tempeh mediante qPCR y
el otro se analizé en fresco para determinar pH, humedad y apreciacién visual y sensorial.
Para la determinacién de ADN fingico/g, pH y apreciacién visual y sensorial en el tempeh
se siguieron los procedimientos descritos en la seccion 5.3 del capitulo 2 “Curvas de
crecimiento de Rhizopus oligosporus. Determinacion de ADN fingico en el tempeh de
GQGir », “Determinaciéon de pH en el tempeh de GQGir” y “Aspecto visual y sensorial del
tempeh de GQGir” respectivamente. La determinaciéon del porcentaje de humedad en el
tempeh se realizé por el método de secado en termobalanza, utilizando el equipo Sartorius
MA-35. La temperatura de secado fue de 60 °C y la muestra se secé hasta peso constante,
partiendo de 10 g de muestra de tempeh previamente molida en un mortero para contar
con una muestra homogénea.

Anélisis de datos

Los datos experimentales del diseno se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA)
para evaluar el efecto de la variabilidad de las variables de respuesta y elegir el mejor
modelo y sin falta de ajuste. Se ajustaron las respuestas observadas a modelos de primer
orden, segundo orden y cuadrdticos. Los modelos fueron seleccionados mediante el Método



de Suma Secuencial de Cuadrados y evaluados en funcién de los coeficientes
estadisticamente significativos y los valores de R? utilizando la técnica ANOVA, con un
nivel de significancia de o = 0.05. La potencia del modelo estimada a partir de la relacién
entre sefal-ruido revela la fracciéon de la region de disefio que puede predecir la respuesta
con suficiente precisiéon y deberia ser al menos del 80% (Gan et al., 2007). La diferencia
entre los valores de R® predicho y el R? ajustado refleja el error de prediccién del modelo y
un error de hasta 20 % (< 0.2) se considera aceptable, indicando un ajuste confiable del
modelo (Gan et al.,, 2007). La relacién sefial-ruido medida por el término ¢“precisién
adecuada” es deseable que sea mayor que 4.

La RSM incluyé la generaciéon de superficies de respuesta en 3D y graficos de contorno
para estudiar las relaciones e interacciones generales entre las variables y las respuestas.

Optimizacién del proceso de fermentacién del tempeh de GQGir

Los criterios para la optimizacién del proceso de fermentacién del tempeh de GQGir fueron
minimizar el nivel de in6culo entre 3 - 6 log/g, minimizar el tiempo de fermentacién en el
rango (27-30 horas), temperatura de fermentacién en el rango (30-34 °C), maximizar ADN
fingico (3.42x10° y 1.04x10° ng/g de tempeh), pH entre 6.0 y 7.0 y humedad en el rango
(66 y 70 %). En los criterios definidos se contemplan pardmetros sensoriales adecuados para
un buen tempeh, como micelio algodonoso, denso y de color blanco limitando el grado de
esporulacién, textura compacta y resistencia al corte y aroma agradable, fresco,
caracterisitico del tempeh (Norma CODEX STAN 313R-2013, William Shurtleff & Akiko
Aoyiagi, 2021).

6.4. RESULTADOS Y DISCUSION
ADN ftingico, pH y humedad del tempeh de GQGir

Los resultados obtenidos para las respuestas ADN fingico ng/g, pH y humedad en el
tempeh en cada corrida experimental se muestran en la tabla 4.

El ADN fiingico vari6 entre 3.42x10° y 9.30x10* ng/g de tempeh. El valor minimo se
observé para la corrida con inéculo bajo (2 log/g) y tiempo de fermentacién de 18 horas.
El valor médximo se observé en la corrida con inéculo més alto (7.3 log/g) y tiempo de
fermentacion de 26.5 horas. Se observé en general que a medida que aumenta el inéculo
aumenta la respuesta ADN flingico/g. Esto se contempla comparando las corridas de inéculo
bajo y alto a tiempos de 18 horas y sucede lo mismo, a tiempos de fermentacién mayores,
a 35 horas. Se observa la misma relacién con la temperatura de fermentacién, a mayor
temperatura mayor ADN flingico/g en los tempehs. Esto se aprecia comparando las corridas,
a iguales condiciones de inéculo y tiempo, a 30 °C y 34 °C.
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Tabla 4. Matriz de disefio: variables y respuestas utilizadas en el disefio factorial en el
tempeh de GQGir.

Corrida Nivel de inéculo Temperatura de Tiempo de ADN ftngico pH Humedad

(log/g) fermentacién (°C) fermentacién (horas) (ng/g) (%)
1 4 28.6 26.5 4.62x10* 6.1 80.5
2 2 30 18 3.42x10? 6.0 95.0
3 6 30 18 5.70x10* 6.5 86.1
4 2 30 35 4.25x10* 5.7 77.7
5 6 30 35 5.28x10* 6.0 66.9
6 4 32 12.2 4.50x10° 5.7 91.2
7 4 32 26.5 6.78x10* 6.1 69.5
8 4 32 26.5 8.25x10* 6.0 64.3
9 4 32 26.5 6.95x10* 6.1 65.0
10 4 32 26.5 5.65x10" 6.3 67.4
11 4 32 26.5 6.85x10* 6.1 62.6
12 4 32 26.5 7.90x10* 6.3 64.9
13 4 32 40.7 7.50x10* 6.7 62.8
14 0.6 32 26.5 4.17x10* 6.3 96.5
15 7.3 32 26.5 9.30x10* 6.5 68.6
16 2 34 18 2.12x10° 5.9 71.9
17 6 34 18 6.00x10* 6.0 78.1
18 2 34 35 1.04x10* 5.8 75.8
19 6 34 35 7.14x10* 6.3 68.5
20 4 35.3 26,5 5.43x10* 6.1 68.2

Los valores de pH, para todas los tempehs se encontraron en el rango entre 5.7 y 6.7
(Tabla 4). Estos valores corresponden a los extremos de tiempo del disefio, de 12.2 y 40.7
horas de fermentacién respectivamente. Todos los valores se encontraron dentro de lo
esperado para un tempeh maduro segin la literatura (Sparringa & Owens, 1999b) y no
variaron significativamente en el escenario estudiado.

Con respecto a la humedad, los valores variaron desde 62.6 a 96.5 % (Tabla 4). Se observa
que el porcentaje de humedad baja a medida que aumenta el tiempo de fermentacién y
aumenta el nivel de indculo, esto se observa en los tempehs fermentados a 30 °C, los
valores de humedad en las combinaciones 30-18-2, 30-18-6, 30-35-2 y 30-35-6, donde el
primer nimero corresponde a la temperatura de fermentacién (°C), el segundo al tiempo de
fermentacion (en horas) y el tercero al nivel de inéculo (en log/g), fueron 95.0, 86.1, 77.7
y 66.9 % respectivamente. Se observa la misma relaciéon con la temperatura de



fermentaciéon, esto lo vemos al comparar los mismos tempehs (mismo tiempo de
fermentaciéon y nivel de indéculo) a 34 °C y al comparar los tempehs sometidos a las
temperaturas extremas del disefio a 28.6 °C (80.5 %) y a 35.3 °C (68.2 %). Esta relacién
inversa entre el tiempo de fermentacién y la humedad también se aprecié en los tempehs
con 12.2 (91.2 %) y 40.7 (62.8 %.) horas de fermentacién. La variable nivel de indculo
muestra el mismo comportamiento, a mayor inéculo de 0.6 (96.5 %) a 7.3 (68.6 %) menor
% de humedad en los tempehs. En los puntos centrales los valores de humedad variaron
entre 62.6 y 69.5 %. Existe una relacién inversa entre las variables estudiadas en la matriz
de disefio y la respuesta humedad. Cuando la variable aumenta, sea la temperatura de
fermentacion, el tiempo de fermentacion o nivel de inéculo, el valor de la respuesta
(humedad) disminuye (figura 19-A, 20-B y 20-C).

Modelado del efecto del nivel de in6culo, de la temperatura de fermentacién y el
tiempo sobre la respuesta desarrollo flingico, humedad y pH en el tempeh GQGir
mediante RSM

Las respuestas del disefio fueron analizadas con el software estadistico Desing-Expert®
obteniendo las ecuaciones de los modelos que las vinculan con el nivel de indculo, la
temperatura de fermentacién y el tiempo de fermentacién.

La respuesta desarrollo fingico expresada como ADN flingico/g se ajusté a un modelo
cuadrético con una significancia de p < 0.0001 y un R* de 0.9359, lo que explica un 93.59
% de la variabilidad de la respuesta. La diferencia entre los valores R*> predicho (0.6606) y
R? ajustado (0.8782) es cercana a 0.2 y la relacién sefial-ruido resultante, medida por el
término “precisién adecuada” (> 4), indic6 que el modelo podria usarse para navegar por
el espacio de disefio (Tabla 5). El modelo cuadritico no presenté falta de ajuste (F = 1.29 y
p = 0.3943).

La respuesta humedad se ajust6 a un modelo cuadrédtico con una significancia de p <
0.0001 y un valor R* 0.9189, lo que explica un 91.89 % de la variabilidad de la respuesta.
La diferencia entre los valores R* predicho (0.7237) y R* ajustado (0.8815) es la esperada
(< 0.2). La precisiéon adecuada fue > 4 indicando nuevamente que el modelo podria usarse
para navegar por el espacio de disefio (Tabla 5) a pesar de presentar falta de ajuste (F =
8.84 y p = 0.0140).

El pH no varié significativamente, en el rango utilizado en este estudio las variables no son
significativas y por lo tanto no se ajusté a ningiin modelo.
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Tabla 5. Resumen del andlisis de regresion de las respuestas ADN filingico/g y humedad en
el tempeh GQGir elaborado con la cepa NRRL 66271.

Respuesta Modelo Significancia R? R? ajustado  R? predicho Precisién

adecuada

ADN cuadratico 0.0001 0.9359 0.8782 0.6606 14.1454
flingico

Humedad cuadrético 0.0001 0.9189 0.8815 0.7237 13.3902

Los resultados del ANOVA para la respuesta ADN fiingico indic6 que tanto la temperatura
de fermentacién (p = 0.0220), tiempo de fermentacién (p= 0.0001), nivel de indéculo (p=
0.0006) y las interacciones temperatura-tiempo (p= 0.0221) y tiempo-inéculo (p= 0.0006)
fueron significativas, donde la temperatura tuvo mayor impacto frente al resto de los
factores y sus interacciones y tiempo-inéculo fue la dtnica interaccién significativa que
afect6 negativamente en la respuesta con un 95 % de confianza. Y para la respuesta
humedad tanto el tiempo de fermentacién (p= 0.0001), el nivel de inéculo (p= 0.0001), y
sus factores al cuadrado (p=0.0001) fueron significativos con un 95 % de confianza, donde
el tiempo tuvo mayor impacto en la humedad que el nivel de inéculo.

Las ecuaciones generadas para cada respuesta, incluyendo sélo los términos con
significancia estadistica (p < 0.05), fueron los siguientes:

ADN fiingico (ng/g) = - 2.03679E+06 + 1.18074E+05 x temperatura - 2992.89213 x tiempo+
78165.05654 x indculo + 554.57353 x temperatura x tiempo - 1299.31250
X temperatura x indculo - 1005.42647 x tiempo x indculo - 1936.92855 x
temperatura® - 158.61626 x tiempo’ - 425.48780 x indculo?

Humedad (%) = + 333.48036 - 4.82942 x temperatura - 10.22481 x tiempo + 15.94964 x
inoculo + 0.163382 x temperatura x tiempo + 0.08009 x tiempo® + 1.64467
inoculo®
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Figura 18. Superficie de respuesta generada del disefio central compuesto donde se visualiza (A) el
efecto de la interaccién de las variables tiempo de fermentacién (horas) y temperatura de
fermentacién (°C), a nivel de inéculo medio (4 log), sobre el desarrollo fiingico de Rhizopus
oligosporus en tempeh GQGir (ng de ADN fiingico/g de tempeh) y (B) el efecto de la interaccién de
las variables nivel de indéculo (log/g) y tiempo de fermentacién (horas), a temperatura de
fermentacién de 32 °C, sobre el desarrollo fingico de Rhizopus oligosporus en el tempeh GQGir (ng
de ADN fiingico/g de tempeh).

En la figura 18 se muestran los graficos de las superficies de respuesta donde se visualiza
el efecto del tiempo y la temperatura de fermentacién en el desarrollo fiingico de la cepa
NRRL 66271 en la elaboraciéon de tempeh GQGir y cémo a medida que aumenta el tiempo
y la temperatura de fermentacién aumenta la cantidad de ADN fingico por gramo de
tempeh teniendo mayor impacto en la variable de respuesta la temperatura de fermentacién
(figura 18-A). Esto se corresponde con lo encontrado en la literatura, donde la temperatura
y el tiempo son factores de relevancia en el desarrollo del hongo (Nout & Kiers, 2005,
Tahir et al., 2018).

El efecto del nivel de indculo y el tiempo de fermentacién en el desarrollo fingico de la
cepa NRRL 66271 se observa en la figura 18-B donde a medida que aumenta el nivel de
indculo y el tiempo de fermentacién el ADN fiingico aumenta hasta alcanzar su méaximo.

En las figuras 19-A 19-B y 19-C se visualiza el efecto del tiempo y de la temperatura de
fermentacién, a nivel de inéculo bajo de 2 log (figura 19-A), medio de 4 log (figura 19-B)
y alto de 6 log (figura 19-C), en la humedad del tempeh donde a tiempos mayores de
fermentacion la humedad disminuye en los tempehs y lo mismo se aprecia con la
temperatura, a medida que ésta aumenta la humedad en los tempehs es menor.
Encontrandose el valor de humedad éptimo en los puntos centrales del disefio, a nivel de
in6culo de 4 log, tiempo de fermentacién de 26.5 horas y temperatura de fermentacién de
32 °C (Figura 19-B).
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Figura 19. Superficie de respuesta generada del disefio central compuesto donde se visualiza el
efecto del tiempo de fermentacién (horas) y de la temperatura de fermentacién (°C) en la humedad
(%) del tempeh GQGir en (A) a nivel de inéculo bajo (2 log), en (B) a nivel de inéculo medio (4
log) y en (C) a nivel de indculo alto (6 log).

Apreciacién visual y sensorial del tempeh de GQGir

Las caracteristicas mdas importantes de la apreciacion visual y sensorial de los tempehs
obtenidos con el disefio experimental se describen en la tabla 6. Con respecto al aspecto
del micelio, se observé formacién de micelio ¢visible”, color, grado de esporulacién
(presencia de zonas grises sobre el micelio) y la densidad (el micelio es denso o muy denso
cuando cubre totalmente los granos y sin cortarlo no se diferencian los granos). De la
textura, se defini6 como ¢compacta”” cuando al cortarla con un cuchillo no desintegra
facilmente y todo el tempeh se puede levantar como un sola pieza cohesiva y “sin textura”
cuando los granos se encontraban sueltos y “blanda” permitia cortar pero no mantener la
forma y del aroma se -categoriz6 en <“agradable”, <fresco’””, y dentro del aroma
caracteristico del tempeh, “a tempeh”” cuando es un aroma intenso, “a hongo”’, “dulce”,
“picante”, entre otros.

Los pardmetros sensoriales que se consideraron referidos al aspecto del micelio, textura y
resistencia al corte y aroma son los definidos para un buen tempeh en el libro “The Book
of Tempeh” (William Shurtleff & Akiko Aoyiagi, 2021) y en la norma oficial registrada por
la Comision del CODEX Alimentarius (FAO/OMS, 2017), codificada como CODEX STAN
313R-2013.
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Tabla 6. Aspecto del micelio, textura y aroma del tempeh mediante el disefio experimental

Nivel de  Temperatura de Tiempo de Aspecto del
inéculo fermentacién  fermentacién micelio Textura Aroma
Corrida (log/g) Q) (horas)
1 4 28.6 26.5 no visible blanda
2 2 30 18 no visible sin textura
. . agradable, dulce
3 6 30 18 visible, poco denso  blanda g ’ ’
suave a tempeh
agradable, dulce
4 2 30 35 blanco, poco denso compacta g ’
y a tempeh
30 35 blanco y denso compacta hongo
32 12.2 no visible sin textura
blanco y mu
7 4 32 26.5 y muy compacta dulce y a tempeh
denso
blanco y mu
8 4 32 26.5 y muy compacta dulce y a tempeh
denso
blanco y mu
9 4 32 26.5 y muy compacta dulce y a tempeh
denso
blanco y mu
10 4 32 26.5 y muy compacta dulce y a tempeh
denso
blanco y mu
11 4 32 26.5 y muy compacta dulce y a tempeh
denso
blanco y mu
12 4 32 26.5 y muy compacta dulce y a tempeh
denso
blanco, muy denso
13 4 32 40.7 y presencia de compacta tempeh y picante
zonas grises
blanco y mu
14 0.6 32 26.5 y muy compacta dulce
denso
blanco, muy denso
15 7.3 32 26.5 y presencia de compacta a tempeh
zonas grises
16 2 34 18 no visible sin textura
17 6 34 18 visible, poco denso compacta dulce
blanco, denso y
18 2 34 35 presencia de zonas compacta dulce y a tempeh
grises
blanco y muy
19 6 34 35 compacta a tempeh
denso
blanco, denso y
. hongo y a
20 4 35.3 26.5 presencia de zonas compacta
tempeh

grises
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Un buen tempeh se caracteriza por presentar micelio de color blanco, denso, limitando el
grado de esporulacién, textura compacta y aroma agradable, fresco, caracteristico del
tempeh y sin olor a amoniaco (Norma CODEX STAN 313R-2013). Las corridas que se
identifican con las caracteristicas mencionadas fueron las 6 de los puntos centrales (corrida
N¢ 7 a N°¢ 12), las corridas N° 5 y N° 19 ambas con indculo alto (6 log) y tiempo de
fermentacion de 35 horas y la corrida N°14 de inéculo bajo (0.6 log) (Tabla 6).

Optimizacién

Los criterios para la optimizacién del proceso de fermentacién del tempeh de GQGir fueron
nivel de inéculo en el rango entre 3 y 6 log/g, temperatura de fermentacién entre 30 y 34
°C y tiempo de fermentacién entre 27 y 30 horas. Los rangos fueron definidos para
minimizar el tiempo de fermentacién y el nivel de inéculo, dos factores importantes en el
costo productivo. Para el ADN fiingico el criterio fue maximizarlo (3.42 x 10’y 1.04 x 10°
ng/g de tempeh) y para la humedad se fijé6 en el rango entre 66 y 70 %. Ademds, se
contemplé para la optimizacién la calidad sensorial del tempeh como el aspecto del micelio
(blanco, denso y sin grado de esporulacién), la textura (compacta) y el aroma (agradable,
fresco y sin olor a amoniaco).

La solucién 6ptima del modelo cuadratico obtenido se encontré con valores de (i) nivel de
in6culo de 3 log/g de grano huimedo, (ii) temperatura de fermentacién de 33.08 °C y (iii)
tiempo de fermentacion de 27 horas con una deseabilidad de 83%. Los valores de las
respuestas fueron para ADN fiingico fueron 6.64 x 10* ng/g de tempeh, para humedad 68.5
% y pH 6.1 (tabla 7).

Por lo tanto los valores éptimos para la elaboracion de tempeh GQGir con la cepa NRRL
66271 fueron 3 log/g de nivel de indculo, 33 °C de temperatura de fermentacién durante
un tiempo de 27 horas.

Tabla 7. Soluciones encontradas de la RSM para el proceso de fermentacién de tempeh
GQGir.

Temperatura  Tiempo  Inéculo Micelio (ng ADN pH Humedad Deseabilidad
(°C) (horas) (log/g) fingico/g tempeh) (%)
1 33.08 27.0 3 6.64x10* 6.1 68.5 0.83

Solucion

El modelo cuadratico permitié predecir los valores medios para cada respuesta con un 95 %
de confianza, los cuales se muestran en la tabla 8. Para la respuesta ADN ftlingico/g de
tempeh la media fue 7.12 x 10° ng de ADN fiingico/g de tempeh. Los limites inferior y
superior con un intervalo de confianza (IC) del 95 % fueron 6.2 x 10y 7.9 x 10* ng ADN/g
respectivamente. Para la respuesta humedad la media fue de 66.5 % y el limite inferior fue
61.1 % y el superior 71.9 % de humedad con un IC del 95 % en ambos casos.
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Se realiz6 la confirmacién experimental de la solucién obteniendo una muestra con 6.8 x
10* ng de ADN fiingico por gramo de tempeh, 6.3 de pH y una humedad de 64.9 %. Estos
valores se encuentran dentro del rango de valores que predijo el modelo cuadritico
obtenido con un 95 % de confianza (Tabla 8). Ademds ésta solucién produjo un tempeh con
caracteristicas sensoriales adecuadas en lo que respecta al micelio, textura y aroma.

Tabla 8. Prediccién del modelo cuadritico en el proceso de fermentacién de tempeh GQGir.
IC del 95% limite IC del 95% limite

Respuestas Media Mediana  Desviacidn DE bajo para la alto para la
P predicha predicha estdndar (DE) Media jo P . P .
media media
ADN fiingico 7.12 x 10* 7.12 x 10* 9.8 x 10° 4.0 x 10° 6.18 x 10* 7.9 x 10*
pH* 6.1 6.1 0 0 6.1 6.1
Humedad 66.5 66.5 7.3 2.5 61.1 71.9
*respuesta no significativa IC: Intervalo de Confianza = 95%

6.5. CONCLUSIONES DEL CAP{TULO

En esta instancia del trabajo se buscé optimizar componentes importantes en el costo de
produccién del tempeh como el tiempo de fermentacién y el indculo. Se incluyé en el
modelo a la temperatura de fermentacién como otra variable importante del proceso, no
asociado al costo pero fundamental para el desarrollo flingico.

Mediante un disefio central compuesto y usando la metodologia de superficie de respuesta
se logré estudiar el efecto de las principales variables que influyen en el proceso de
elaboracion del tempeh, utilizando la cepa NRRL 66271 de Rhizopus oligosporus
seleccionada.

Se logré optimizar la temperatura de fermentacién, minimizar el tiempo de fermentacién y
el nivel de indéculo que maximizan el desarrollo fiingico en la matriz alimentaria
seleccionada (garbanzo, quinoa roja y semillas de girasol) durante el proceso de
fermentacion sin afectar la calidad final del tempeh obtenido. Que la calidad del tempeh no
se viera afectada no sorprende ya que las condiciones y niveles de las variables planteadas
en este escenario de estudio y que definen el espacio de disefio no difieren demasiado de
los utilizados en la produccién local de tempeh.
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7. CapiTuLo 4.

PERFIL LIPIDICO Y CALIDAD DE LA PROTEINA EN EL NUEVO TEMPEH

7.1. INTRODUCCION

Este capitulo se centré en determinar el contenido y composicién de la proteina y de los
4cidos grasos del nuevo tempeh de GQGir elaborado con la cepa NRRL 66271 de Rhizopus
oligosporus producido en las condiciones O6ptimas como nivel de indéculo de 3 log/g,
temperatura de fermentacion de 33 °C y durante un tiempo de fermentacién de 27 horas.
Ademds de comparar los valores de humedad, proteina y lipidos con los valores establecidos
para estos pardmetros en la Norma CODEX STAN 313R-2013 (Tabla 1).

Determinar el contenido de proteina y su calidad en los alimentos de origen vegetal es
importante para determinar si pueden ser una buena alternativa proteica a la proteina
animal. Los alimentos fermentados a base de granos y legumbres se destacan por ser ricos en
proteinas, esto se debe a que generalmente se elaboran a partir de materias primas vegetales
ricas en proteinas, como la soja la cual contiene alrededor de 35-45 % de proteinas en base
seca y aporta todos los aminodcidos esenciales (Xiao, 2011, Zhang et al. 2022). Dado el
contenido de alérgenos de la soja es importante disponer de alternativas. Sin embargo, la
mayoria de los granos y legumbres generalmente presentan aminodcidos limitantes (Marsh,
2013). En estos casos la estrategia de combinar diferentes fuentes vegetales puede compensar
los aminodcidos esenciales limitantes presentes en las fuentes individuales (Craig & Mangels,
2009; Babu, Bhakyaraj y Vidhyalakshmi, 2009; Marsh, 2013). Asimismo, el procesamiento de
los granos a lo largo de la elaboracién del tempeh (remojo, coccién y fermentacién) aumenta
la digestibilidad de la proteina y la disponibilidad de aminodcidos (Craig & Mangels, 2009;
Marsh, 2013; Nosworthy et al., 2020). Numerosos estudios han demostrado que la coccién
reduce la actividad y la concentracién de factores antinutricionales como los inhibidores de
tripsina, los taninos y el 4cido fitico (Hefnawy, 2011). Como estos compuestos inhiben la
actividad de las enzimas digestivas o secuestran nutrientes, haciéndolos asi no disponibles
para la digestién, cualquier reduccién en los factores antinutricionales aumentaria
potencialmente la digestibilidad de la proteina y, por lo tanto, aumentaria la
biodisponibilidad de los aminodcidos constituyentes (Angulo-Bejarano et al., 2008;
Chandra-hioe et al., 2016; Nosworthy et al., 2020).

La digestibilidad de la proteina in vitro (IVPD) y la puntuacién de aminodcidos (AAS) son
dos parametros utilizados para determinar la calidad de las proteinas mediante la
Puntuacién de Aminodcidos Corregidos por la Digestibilidad de la Proteina in vitro
(IVPDCAAS). Este pardmetro se utiliza actualmente en la regulacién de las declaraciones de
proteinas en algunos paises como por ejemplo Estados Unidos (FAO/OMS, 1991).



En Estados Unidos, el IVPDCAAS es la herramienta que se utiliza para respaldar las
declaraciones de contenido de proteina aportado por la cantidad de referencia consumida
habitualmente (RACC). Para tempeh, la RACC corresponde a una porcién de 85 g. El nivel
de proteina corregida por la RACC se divide por 50 g (que es el valor de proteina diario
requerido para las personas mayores de 4 afios, basado en una dieta de 2000 calorias) para
obtener el porcentaje del valor diario (VD). Para llevar a cabo la declaracién de contenido de
proteina, "fuente excelente" de proteina, el % del valor diario debe ser al menos de un 20%
(FDA, 2013). Para el tempeh, esto se traduce en 10 g de proteina, corregida por PDCAAS in
vivo, por 85 g de tamafio de porcién. Los alimentos con VD entre 10 y 20 pueden llevar la
declaracién de “buena fuente” de proteina que equivale en el tempeh a 5 g de proteina,
corregida por PDCAAS in vivo, por 85 g de tamafio de porcién.

Con respecto a los lipidos, si bien son energéticamente densos (37 kilojulios o 9 kilocalorias
por gramo) sus consecuencias sobre la salud van mds alld de su papel exclusivo como fuente
de energia. Los lipidos y los acidos grasos se metabolizan y utilizan por el cuerpo humano,
alterando la funcién de la membrana celular, controlando la transcripcién y expresién de los
genes e interactuando entre ellos. Ademds, los lipidos de la dieta aportan el medio para la
absorcién de vitaminas liposolubles, contribuyen de forma importante a la palatabilidad de
los alimentos y resulta destacable el papel de los &cidos grasos esenciales como el acido
graso linoleico (C18:2) y alfa-linolénico (C18:3), precursores de la serie w6 y ®3
respectivamente, que tienen funciones primordiales en el cuerpo, como la formacién de
hormonas (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos entre otras) asi como también ser
componentes esenciales de las membranas celulares, papel destacable durante el embarazo y
la lactancia y como componentes estructurales para el desarrollo del cerebro y el sistema
nervioso central (FAO y FINUT, 2012). Se requiere un consumo equilibrado entre los
diferentes tipos dada la funcién de los acidos grasos y su efecto positivo que ejercen en la
salud (FAO y FINUT, 2012). Es recomendable una baja ingesta en dacidos grasos saturados
(AGS), basados en datos de morbilidad y mortalidad de enfermedad coronaria y cdncer y
riesgo de sindrome metabdlico y diabetes y un mayor consumo de 4cidos monoinsaturados
(AGM) y poliinsaturados (AGP) con una relacién wé6:w3 cercana a 4:1 (FAO y FINUT, 2012).
En el tempeh el perfil de acidos grasos resultante estard dado por la combinacién de los
sustratos utilizados que serdn modificados durante el proceso de fermentacién por el
metabolismo y el desarrollo de Rhizopus oligosporus. Como se menciond anteriormente,
Rhizopus oligosporus obtiene gran parte de su energia de los lipidos, especialmente del acido
oleico (C18:1-w9) (Tahir et al., 2018).
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7.2. OBJETIVO

Determinar el contenido, composiciéon y calidad de la proteina y de los acidos grasos en el
nuevo tempeh.

7.3. METODOLOGIA

El contenido de proteina se determiné mediante el método Kjeldahl, segtin el método AOAC
955.04D. El contenido de lipiods se determiné por extraccion directa por solvente (éter de
petréleo) segliin el método AOAC 945.16. El contenido de humedad fue determinado por
secado en un equipo liofilizador Christ GAMMA 1- 16 LSC durante 48 horas en las siguientes
condiciones: temperatura de condensador de -55 °C y presién de sublimacién del hielo de
0,021 mbar. Las cenizas se determinaron en un horno de mufla a 550 °C. El contenido de

carbohidratos se calcul6é por diferencia.

Se utilizaron como valores de referencia los requisitos analiticos para el tempeh definidos en
la norma CODEX STAN 313R-2013.

Contenido de proteinas

Para la determinacién del contenido de proteina se tomaron 0.3 g de muestra de tempeh de
GQGir liofilizada y se realizé la digestion en un bloque digestor BLOC- DIGEST en 10 ml de
4cido sulfirico (H,SO,) concentrado (96 %, marca: CARLO ERBA Reagents) con 0.2 g de
sulfato de cobre (CuSO,) y 7 g de sulfato de potasio (K,SO,) (marca: VELP Scientifica srl)
como catalizador para convertir el nitr6geno orgdnico en iones amonio. El programa de
digestion consistié en un primer paso a 125 °C durante 15 minutos, un segundo paso a 300
°C también durante 15 minutos y tercer y ultimo paso a 400 °C durante 90 minutos. Luego
los digeridos se dejaron enfriar y se diluyeron con 45 ml de hidréxido de sodio (NaOH) al
40 % (m/m) (marca: DORWIL S.A) para neutralizar el acido. El amoniaco liberado se destilé
mediante vapor y se atrap6é en una solucién de 25 ml de 4cido bérico (H,BO,) al 4 % (m/v)
(marca: CARLO ERBA Reagents) en un equipo Destilador Kjeldahl PRO-NITRO M. Por dltimo
se titulé con Aacido clorhidrico (HCD) (37 % marca: DORWIL S.A) estandarizado, 0.25 M,
utilizando la deteccién de punto final colorimétrico. Se realizaron triplicados de la muestra y
dos blancos.
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El porcentaje de nitrégeno se calculé de la siguiente manera:

M HCL x (Gm— Gb) HClx M N x 100

% Nitrégeno = ()

donde “M HCL” es la molaridad de &cido clorhidrico (0.25), “Gm”” es el gasto de HCIl en
litros de la muestra, “Gb”’ es el gasto de HCI en litros del blanco, “M N»’ es la molaridad
de nitrégeno (xx), “m?’ son los gramos de muestra.

Por dltimo se obtuvo el porcentaje de proteina en la muestra mediante el siguiente célculo:
% Proteinas = % NxF

donde “% N» es el porcentaje de nitrégeno y “F”’ es el factor de conversién de nitrégeno a
proteina (6,25).

Perfil de aminoacidos y calidad de la proteina

Para determinar el perfil de aminodcidos y la calidad nutricional de la proteina del tempeh
optimizado durante esta tesis se tomaron los datos de IVPD y AAS obtenidos a partir de una
muestra anterior de tempeh GQGir producido en nuestro laboratorio en las mismas
condiciones. Dichos andlisis fueron realizados por el laboratorio de Procesamiento de
Alimentos, Departamento de Ciencias de la Alimentacion y Nutricion Humana (Food
Processing Laboratory, Food and Human Nutritional Sciences Department) de la Universidad
de Manitoba, Canadd ya que en Uruguay no se realiza este tipo de andlisis. Alli se realiz6 la
IVPD determinada segtin Franczyk (2018) y FAO/OMS (2019) y el AAS mediante
Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

La composicion de aminodcidos esenciales y la digestibilidad de la proteina obtenidos para la
muestra enviada al laboratorio en Canadd, se muestran en la tabla 20 (Anexo A). A partir de
los datos de la tabla 20 se calculé la AAS del nuevo tempeh ajustdndose con el contenido de
proteina obtenido por Kjeldahl. Para el IVPDCAAS se utilizé el valor de digestibilidad de la
proteina (tabla 20, Anexo A) determinado por digestibilidad verdadera de 86.8 %. El
IVPDCAAS (%) se calculé como el producto de la IVPD y AAS (correspondiente al
aminodcido de menor valor) relativa a la proteina de referencia. Por dultimo se evalué la
declaracién del contenido proteico para el tempeh producido en este trabajo segiin la FDA
(2013).
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Determinacién de lipidos y perfil de 4cidos grasos

La extracciéon de los lipidos se determiné a partir de 3.0 g de muestra de tempeh GQGir
liofilizada en un equipo DET-GRAS 6Np modelo 4002842. Se utiliz6 el programa 3 que
consiste en dos pasos térmicos para extraer toda los lipidos de la muestra junto al solvente
utilizado (éter de petrdleo) y un tercer paso de recuperaciéon del solvente (Paso 1 y 2: 90
minutos a 120 °C cada uno y Paso 3: 15 minutos a 120 °C).

Previo a la identificacién y cuantificacién de los acidos grasos que conforman los lipidos en
el tempeh de GQGir, se realizé, al extracto lipidico obtenido previamente, una metilacion
para convertir la lipidos a ésteres metilicos de 4cidos grasos (FAME). La metilacién se realiz6
en condiciones &cidas. Primero, se re-suspendieron los lipidos en hexano:isopropanol (3:2
v/v), a una alicuota de 100 pL se agregé metanol:dcido clorhidrico:cloroformo (10:1:1 v/v/v)
y se calenté en bafio de agua a 90 ©°C durante dos horas, agitando cada diez minutos.
Luego se realizaron 3 lavados con hexano:cloroformo (4:1 v/v) de cada uno se retird el
sobrenadante (fase orgdnica) y se reservé en un segundo tubo. A este segundo tubo se le
agreg6 0.5 de sulfato de sodio (NaSO,) anhidro.

Para la identificacién y cuantificacién de 4cidos grasos se utilizé un cromatégrafo de gases
(GO) Agilent 7820A, equipado con una columna DB-225V (longitud: 20mm, didmetro: 0.1 mm
y film: 0.1 pm) y un detector de ionizacién de llama (FID). La condiciones cromatograficas
fueron: flujo de aire: 400 ml/min, flujo de combustible de hidrégeno: 30 ml/min y flujo de
la columna (nitrégeno: 0.2 ml/min). El programa de temperaturas del horno fue el siguiente:
40 °C durante 0.5 minutos, aumento a 195 °C a una velocidad de 25 °C por minuto,
aumento a 205 °C a una velocidad de 3 °C por minuto y aumento luego a 230 °C a una
velocidad de 8 °C por minuto y luego se mantiene durante 10 minutos. El volimen de
inyeccion fue de 1 pl. Se usé el estandar Supelco de 37 componentes FAME MIX (10 mg/ml
en cloruro de metileno (CH2CI2) para identificacion y el estdndar C19:0 (0.9 mg/ml)

agregado en la metilacién para cuantificacién.

7.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Conformidad con la norma CODEX-STAN 313-R sobre contenido de humedad,
proteinas y lipidos en el nuevo tempeh

El contenido de humedad, cenizas, proteinas, lipidos y carbohidratos del nuevo tempeh de
GQGir, elaborado con la cepa NRRL 66271 de Rhizopus oligosporus en las condiciones
Optimas de produccién de 33 °C de temperatura de fermentacién, 3 log (1 x 10° esporas por
gramo de grano hiimedo) de nivel de inéculo y durante 27 horas de fermentacién, se
muestran en la tabla 9. Las condiciones de elaboracién trabajadas produjo un tempeh con 61



% de humedad, 0.8 % de cenizas, 9.7 % de proteinas (24.7 % en base seca), 5.7 % de

lipidos y 22.8 % de hidratos de carbono expresados cada 100 g de alimento.

Tabla 9. Humedad, proteinas y lipidos en 100 g de tempeh GQGir y valores requeridos por
la Norma CODEX-STAN 313-R 2013.

Humedad Proteinas*® Lipidos*
Tempeh GQGir 61 % 9.7 % 5.7 %
NORMA CODEX-STAN 313-R 2013, para maximo minimo minimo
tempeh de soja 65 % 15 % 7 %

*Valores en base himeda.

Al comparar los datos obtenidos con los requisitos analiticos para el tempeh de la norma
CODEX-STAN 313R-2013 se observa que la humedad del nuevo tempeh cumple con la
norma, el contenido de lipidos difiere solo en 1.3% con el valor establecido, mientras que el
contenido de proteinas no llega al minimo requerido (15 g cada 100 g de tempeh). El
apartamiento en contenido de proteina establecido en la norma, es esperable ya que la
norma se refiere a un tempeh elaborado a base de granos de soja que tiene un mayor aporte
proteico que las legumbres, cereales y semillas que conforman la mezcla. Tomamos esta
norma como referencia ya que por el momento, no hay una Norma que contemple tempeh

elaborado a partir de granos diferentes a la soja.

Perfil de aminoé4cidos y calidad nutricional de la proteina

La estimacion del perfil de aminodcidos realizada para el nuevo tempeh mostré que el nuevo
tempeh contiene, por gramo de proteina, 91.48 mg de fenilalanina+tirosina, 82.78 mg de
leucina, 63.96 mg de lisina, 56.87 mg de valina, 49.39 mg de isoleucina, 42.91 mg de
treonina, 36.84 mg de metionina+cisteina, 27.12 mg de histidina y por ultimo 11.74 mg de
triptéfano. Los datos se muestran en la tabla 10.

Con respecto a la digestibilidad de 86.8 % (IVPD en tabla 12), esto significa que de los 24.7
g de proteina en 100 g de tempeh sélo el 86.8 %, es decir 21.4 g, son digeribles por el
organismo. El proceso de fermentacién mejoré la digestibilidad de la proteina del tempeh ya
que el porcentaje fue mayor que el valor reportado para los mismos granos sin fermentar
(70-80%) (Kumitch et al., 2019).
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Tabla 10. Aminoacidos esenciales (mg/g de proteina) en tempeh de GQGir

Tempeh THR VAL MET+CYS ILE LEU PHE+TYR HIS LYS TRP
GQGir 42.91 56.87 36.84 49.39 82.78 91.49 27.12 63.96 11.74
Patrén de 34 35 25 28 66 63 19 58 11

referencia FAO

THR: treonina, VAL: Valina, MET+CYS: Metionina+Cisteina, ILE: Isoleucina, LEU: Leucina, PHE+TYR:
Fenilalanina+Tirosina, HIS: Histidina, LYS: Lisina y TRP: Tript6fano.

Tabla 11. Puntuacién de aminoécidos esenciales (Amino Acid score- AAS) en tempeh
de GQGir

Tempeh THR VAL MET+CYS ILE LEU PHE+TYR HIS LYS TRP

GQGir 1.26 1.62 1.47 1.76 1.25 1.45 1.42 1.10 1.06

THR: treonina, VAL: Valina, MET+CYS: Metionina+Cisteina, ILE: Isoleucina, LEU: Leucina, PHE+TYR:
Fenilalanina+Tirosina, HIS: Histidina, LYS: Lisina y TRP: Tript6fano.

La puntuacién de aminodcidos fue > 1 para todos los aminodcidos, estos resultados sugieren
que el tempeh GQGir es de alta calidad proteica y no presenta aminodcidos limitantes. Los
datos se muestran en la tabla 11. El AAS fue 1.06 y pertenece al valor obtenido en el
ensayo para el triptéfano.

El IVPDCAAS fue de 0.92 y segtin la declaracién de contenido de proteina por la FDA (2013)

el tempeh podria llevar la declaraciéon de “buena fuente” de proteina ya que contiene el 15
% del valor diario requerido (tabla 12).

Tabla 12. Calidad de la proteina in vitro y IVPDCAAS proteina corregida por RACC

Tempeh P (g IVPD P () P(g)/100 P(g)por IVPDCAAS- % Declaraciéon
(bs) (%)  corregida AAS IVPD- g de RACC corregida VD contenido
por IVPD CAAS tempeh por RACC de proteina

"buena

GQGir 24.7 86.8 21.4 1.06 0.92 9.7 8.2 7.7 15 fuente"

P= proteina, bs= base seca, IVPD= Digestibilidad de la Proteina in vitro, AAS= Puntuaciéon de Aminodcidos, AA=
aminoacidos, IVPDCAAS= Puntuaciéon de aminoacidos Corregida por Digestibilidad de la Proteina in vitro, RACC
= Cantidad de referencia consumida habitualmente (RACC = 85 g para tempeh), VD = Valor diario, Declaracién
de contenido de proteina por FDA 2013. Si %VD es >= 10%, el alimento es una "buena fuente" de proteina. Si
%VD es >= 20%, el alimento es una "excelente fuente" de proteina.

60



Perfil de 4cidos grasos

El nuevo tempeh contiene 5.7 g de lipidos totales en 100 g (Tablas 20) de los cuales 4.2 g
corresponden a &cidos grasos. De éstos, 2.78 g son AGP dentro de los cuales se identificaron
2.74 g de la serie w6 (4cido linoleico-C18:2) y 0.04 g de la serie w3 (4cido
alfa-linolénico-C18:3). Los AGM fueron 1.06 g conformados mayoritariamente por &cido
oleico-C18:1-w9 (1.057 g) y en menor cantidad por el dcido palmitoleico-C16:1-w9 (0.003 g).
El contenido de AGS es de 0.4 g, conformados por 0.3 g de &cido palmitico-C16:0 y 0.1 g
de A4cido estedrico-C18:0 y por ultimo se identificaron 0.2 g de otros acidos grasos de cadena
larga. Los restantes 1.5 g pueden corresponder a otros lipidos como esteroles y/o pigmentos
como carotenoides presentes en la quinoa y el girasol, dado que el extracto obtenido
presenté una coloraciéon amarilla intensa.

La composicién individual de los 4cidos grasos en los granos que conforman la mezcla de
tempeh cocida y sin fermentar, expresada en 100 g (50 % garbanzo, 33 % quinoa y 17 %
semillas de girasol) (valores obtenidos de la base de datos del Food Data Central, USDA),
muestra que el aporte principal de los lipidos en dicha mezcla proviene de las semillas de
girasol, conformandose en su mayoria por AGM (9.5 g) y dentro de éstos por el acido oleico,
seguido de los AGP (2.21 g) siendo en su totalidad de la serie w6 (2.21 g) y en menor
proporciéon w3 (0.01 g) (tabla 13). La relacién w6:w3 es significativamente mayor a 4:1,
siendo no favorable.

El metabolismo fiingico durante la fermentacién del tempeh modifica el contenido lipidico
total y la composicion de los &cidos grasos que lo conforman por la accién de las enzimas
lipoliticas. Al comparar los datos obtenidos para el nuevo tempeh con los valores que
resultan de mezclar en la misma proporcién garbanzo, quinoa y girasol cocidos y sin
fermentar se observé que el contenido lipidico se redujo luego de la fermentacién de 11.5 a
5.7 g (tabla 13). Con respecto a los AGS y AGP se observan pequefias variaciones y no se
observé mejoria en la relacién wé6:w3. Sin embargo, se aprecié una reduccién en los AGM,
de 6.1 a 1.06 g (tabla 13) explicando en gran parte la diferencia en el contenido total. Estas
reducciones en el contenido lipidico total y en los AGM son consistentes con lo encontrado
en la literatura, dado que los lipidos son la fuente energética principal para el hongo
Rhizopus oligosporus obteniendo la mayor parte de la energia de los AGM en especial del
acido oleico (Tahir et al., 2018).
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Tabla 13. Valores de contenido total de lipidos y composicién de acidos grasos en el nuevo
tempeh, en los granos individuales y en la mezcla sin fermentar expresados en 100 g.

Lipidos AGS C16:0 C18:0 AGM C16:1-w C18:1- AGP (C18:2- (C18:3- Otros
(€9) (€] (€9) (€] (g 9** (g wo** (g) (g w6 (g) w3** (g) AG (g

Nuevo tempeh 5.7 0.4 0.3 0.1 1.06 0.003 1.057 2.8 2.74 0.04 0.2
50 g Garbanzo

cocido* 1.3 0.15 0.1 0.05 0.3 sd. 0.3 0.6 0.55 0.05 sd.
33 g Quinoa

cocida* 0.6 0.06 0.03 sd. 0.16 sd. 0.16 0.36 0.33 0.03 sd.

17 g Semillas
de girasol
cocidas* 9.5 0.7 0.4 0.3 5.6 sd. 5.5 2,22 2.21 0.01 sd.

100 g de 11.5 1.1 0.6 0.5 6.1 sd. 6.1 3.1 3.0 0.1 sd.
mezcla GQGir

cocida sin

fermentar

* datos obtenidos de Food Data Central, USDA. ** para visualizarlos en la tabla se expresaron con mads cifras
significativas. sd.= sin datos. AGS= Acidos grasos saturados, AGM= Acidos grasos monoinsaturados, AGP= Acidos
grasos poliinsaturados, AG= Acido graso. C16:0- dcido palmitico, C18:0- 4cido estedrico, C16:1- 4cido palmitoleico,
C18:1-4cido oleico, C18:2-4cido linoleico y C18:3-4cido alfa-linolénico.

7.5. CONCLUSIONES DEL CAP{TULO

El tempeh GQGir obtenido en esta tesis puede definirse como una fuente de proteina de alta
calidad conteniendo todos los aminodcidos esenciales sin presentar aminodcidos limitantes.
Esta proteina estd acompanada de un buen aporte de AGM y AGP con bajo contenido de
AGS. El producto ademds cumple con los requisitos analiticos propuestos por el Codex
Alimentarius para humedad y lipidos (muy cercano al minimo), pero no cumple con el
minimo requerido para proteina. Este hecho no es preocupante ya que el CODEX estd
definido para un tempeh de soja, y por lo tanto el requisito del contenido proteico estd
definido acordemente. Esta norma atin no contempla la variaciones debidas al uso de otros
sustratos. Los datos de este proyecto podrian contribuir a ajustar las normas para que los

tempeh desarrollados con otros sustratos queden contemplados.

La composicién de acidos grasos en el nuevo tempeh estd determinada por la composicién de
las semillas de girasol. Estas tienen un buen contenido de AGP sin embargo su relacion
w6:w3 estd muy lejos de 4:1, valor considerado adecuado y beneficioso para la salud.

Como forma de mejorar este aspecto, una alternativa podria ser sustituir las semillas de
girasol por otra semilla con una mejor composiciéon de 4cidos grasos. La semilla de cafiamo



ofrece algunas ventajas en este respecto. Tienen buen perfil de AG, conteniendo AGP en
mayor proporcién y ademds tiene buena relacion de acidos grasos esenciales w6:w3 igual a
2.5:1. Ademds, éstas semillas tienen un buen perfil de aminoacidos por lo tanto se
mantendrd o mejorard la calidad de la proteina de un posible nuevo tempeh.
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8. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Las cepas de Rhizopus oligosporus de la coleccion NRRL estudiadas resultaron ser todas cepas
puras, ya que en placa las colonias flingicas observadas presentaron una morfologia uniforme
y homogénea caracteristica de la especie. Esto es importante para garantizar la
reproducibilidad y consistencia de los resultados del trabajo experimental y, en este caso, en
la elaboracién de tempeh. Ademds, es esencial para evitar contaminacién y garantizar que
los productos finales sean seguros.

Con respecto a la qPCR, el método implementado sugiere ser adecuado para la cuantificacién
de ADN de todas las cepas de Rhizopus oligosporus evaluadas. Ademds, no present6
inhibiciéon por la matriz, por lo que se trata de un método rdpido y adecuado aplicable para
la cuantificaciéon de Rhizopus oligosporus en matrices alimentarias como el tempeh de GQGir
y monitorear su desarrollo durante la fermentacién.

Las cepas de Rhizopus oligosporus, sometidas a las mismas condiciones de elaboracién, se
comportaron distinto en cuanto a la generacién de micelio y aroma lo que permite una
diferenciaciéon entre ellas. Los pardmetros de crecimiento filingico obtenidos utilizando la
ecuaciéon de Baranyi & Roberts por si solos no permitieron seleccionar una cepa ya que no
siempre reflejaron el aspecto del micelio en tempeh, por lo que fue necesario incluir el
aspecto visual y sensorial del tempeh para la seleccién. La estrategia combinada de
pardmetros cinéticos y sensoriales permitié seleccionar la cepa NRRL 66271 como la cepa con
mayor capacidad de desarrollar tempeh y también por sus atributos sensoriales tinicos que la
diferencian de las otras cepas.

Se logré optimizar la temperatura de fermentacién, minimizar el tiempo de fermentacién y el
nivel de in6culo que maximizan el desarrollo flingico en la matriz alimentaria seleccionada
durante el proceso de fermentacién, con la cepa NRRL 66271, sin afectar la calidad final del
tempeh obtenido. Si bien la metodologia de superficie de respuesta fue adecuada para la
optimizacién, el rango de las variables estudiadas fue muy cercano a los valores éptimos por
lo tanto las respuestas, en particular el pH, no tuvieron una gran variacién salvo en los
puntos axiales del disefio. A pesar de esto el modelo permite visualizar la interaccién entre
los pares de variables tiempo y temperatura y tiempo y nivel de inéculo.

Es de remarcar que el nuevo tempeh GQGir puede definirse como una fuente de proteina de
alta calidad, contiene todos los aminoacidos esenciales y no presenta aminodcidos limitantes.
Segun la declaracién de contenido de proteina por la FDA (2013) el nuevo tempeh de GQGir
podria llevar la declaracién de “buena fuente”” de proteina. Por otro lado, tiene muy bajo
contenido de 4cidos grasos saturados, aportando mayormente mono y poliinsaturados. Sin
embargo la relacién w6:w3 estd muy lejos de 4:1, valor considerado adecuado y beneficioso



para la salud. Como forma de mejorar este aspecto se podria sustituir las semillas de girasol
por semillas de mejor perfil lipidico como las de cafiamo.

Como paso futuro para impulsar la produccion de tempeh se propone avanzar en el
desarrollo y produccién nacional del cultivo iniciador utilizando la cepa NRRL 66271. Para
ello se deberdn definir las condiciones para obtener esporas viables y que se mantengan en
el tiempo. La posibilidad de producirlo localmente aportard beneficios al sector productivo de
alimentos nacional y a los consumidores que buscan incorporar otras fuentes de proteina a
su dieta.
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10. ANExos

ANExo A. TaBLAS

Tabla 14. Informacién de las cepas de Rhizopus oligosporus solicitadas a la Coleccién

de la NRRL
Caracteristicas
NRRL Nombre Fuente Aislamiento  Afio Dia 1 Dia 2 Dia 7
2549 Rhizopus LM Olah, Bogor, Comida 1956 Micelio micelio blanco, Esporas gris
oligosporus saito Indonesia Tempeh visible poco denso oscuro
2710 R. microsporus var. HK Steinkraus, Comida, 1958 Micelio micelio blanco, Esporas gris
oligosporus (Saito) Expt. de tempeh visible muy denso oscuro
Schipper y Stalpers Agricultura de Indonesia
Nueva York.
Estacién
3271 R. oligosporus saito Ko Swan Djien, Tempeh 1960 Micelio micelio blanco y Esporas gris
Bandung, visible denso, con de oscuro
Indonesia esporas
5865 Rhizopus Ko Swan Djien, Tempeh, Java, 1961 Micelio micelio blanco y Esporas gris
oligosporus saito Bandung, Indonesia visible denso, con de oscuro
Indonesia esporas
5905 Rhizopus Ko Swan Djien, Comida, 1961 Micelio micelio blanco y Esporas gris
oligosporus saito Boudung, Tempeh, Java, visible denso, con oscuro
Indonesia Indonesia esporas
66266 Rhizopus Ko Swan Djien, Tempeh, Java, 1961 Micelio Presencia de Esporas gris
oligosporus saito Boudung, Indonesia visible esporas oscuro/negro
Indonesia
66270 Rhizopus R. Steevensz, Tempeh, 1967  Micelio Presencia de Esporas gris
oligosporus saito Golden Roof Indonesia visible esporas oscuro/negro
Foods, Norwalk,
California
66271 Rhizopus Ko Swan Djien, Iniciador 1980 Micelio Presencia de Esporas gris
oligosporus saito  Universidad Ag, tempeh, visible esporas oscuro/negro
Wageningen, Canada

Paises Bajos
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Tabla 15. Cuantificacion de ADN de cepas

espectrofotometria UV.

de Rhizopus oligosporus mediante

Media Desviacién Relacién
Muestra lectura 1 lectura 2 Cuantificaciéon de ADN (ng/ul) estdndar A260/A280
NRRL 2549 13.9 13.7 13.80 0.14 1.7
NRRL 2710 7.4 7.2 7.3 0.14 1.8
NRRL 3271 12.70 13.1 12.9 0.28 1.8
NRRL 5865 42.8 42.8 42.8 0.00 1.9
NRRL 5905 13.1 13.4 13.2 0.21 1.7
NRRL 66266 32.1 32.2 32.1 0.07 1.8
NRRL 66270 12.6 12.6 12.6 0.00 1.8
NRRL 66271 23.70 23.5 23.6 0.14 1.8
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La tabla 16 muestra la media (de los duplicados de qPCR) de los datos correspondientes

a la cuantificacion flingica mediante qPCR de las tres curvas de calibracién con su

desviacién estdndar y la cuantificacion de ADN fiingico, de las mismas muestras,

mediante espectrofotometria UV.

Tabla 16. Valores de ADN ftingico en ng/ul. obtenidos por qPCR y espectrofotometria

UV.
Cepa
flingica Ensayos Media ADN fingico por
ADN fingico por qPCR (ng/uL) DE espectrofotometria UV (ng/uL)

1 13.9 0.02 13.8
2 14.3 0.06 13.8

NRRL 2549 3 13.3 0.01 13.8
1 6.8 0.01 7.3
2 7.3 0.28 7.3

NRRL 2710 3 7.5 0.70 7.3
1 12.4 0.05 12.9
2 12.2 0.83 12.9

NRRL 3271 3 12.2 0.84 12.9
1 42.8 0.01 42.8
2 42.4 0.01 42.8

NRRL 5865 3 42.9 0.70 42.8
1 12.6 0.12 13.2
2 13.1 0.00 13.2

NRRL 5905 3 13.1 0.02 13.2
1 32.3 0.31 32.1
2 32.4 0.37 32.1

NRRL 66266 3 32.4 0.44 32.1
1 12.6 0.13 12.6
2 11.2 0.60 12.6

NRRL 66270 3 12.2 0.62 12.6
1 20.6 0.02 23.6
2 22.8 0.00 23.6

NRRL 66271 3 23.1 0.04 23.6

DE= desviacién estandar
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Tabla 17. Comparacién entre los valores de Ct obtenidos utilizando agua y matriz como
diluyente del ADN fingico durante la PCR en tiempo real

ADN ng/yL Media Ct matriz + Desv,iaci(’)n Media Ct agua + Desv}iacién Diferencia
NRRL 66271 Estandar NRRL 66271 Estandar entre Ct*
4.30E+00 14.18 0.33 14.51 0.26 0.33
4.30E-01 17.35 0.17 17.35 0.40 0.00
4.30E-02 20.52 0.00 20.42 0.04 0.10
4.30E-03 23.42 0.16 23.43 0.06 0.01
4.30E-04 27.75 0.46 27.33 0.09 0.42

* Valores de Ct difieren significativamente si la diferencia es > 0.5
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Tabla 18. Cuantificacién de ADN filingico mediante qPCR en tempeh de GQGir

Tiempo de fermentacién (horas)

Cepa 0 9 12 15 20 24 33

NRRL  ADN fiingico Media 1.52x10'  9.38x10'  3.43x10°> 1.79x10®> 1.35x10° 3.36x10° 2.27x10°

2549 (ng/g) DE 2.19x10°  2.37x10" 3.91x10' 5.30x10" 1.64x10° 1.06x10> 3.85x10*
ADN fingico Media 1.17 1.96 2.53 2.25 3.12 3.62 5.35
(log/g) DE 0.06 0.11 0.05 0.00 0.05 0.15 0.07

ADN fingico Media 2.06x10°  5.89x10° 1.36x10' 6.75x10° 2.82x10° 8.99x10° 1.59x10*

NRRL (ng/g) DE 1.69x10°  4.37x10° 2.82x10° 6.36x10" 7.51x10° 5.30x10" 9.30x10°
2710 ADN fiingico Media 0.22 0.70 0.99 0.83 3.38 3.89 3.96
(log/g) DE 0.41 0.36 0.23 0.04 0.33 0.01 0.00

ADN filingico Media 3.38x10°  1.62x10°  3.40x10" 7.31x10' 8.16x10> 4.93x10° 6.13x10°

NRRL (ng/g) De 2.20x10°  4.67x10" 1.41x10' 1.21x10' 1.11x10®° 3.25x10° 2.12x10°
. ADN flingico Media 0.48 0.20 1.51 1.86 2.91 3.78 3.79
(log/g) DE 0.31 0.13 0.17 0.07 0.06 0.16 0.02

ADN filingico Media 4.15x10°  1.29x10"  3.38x10> 2.57x10° 4.83x10* 8.78x10* 9.96x10°

NRRL (ng/8) DE 5.66x10"  4.67x10° 2.65x10°> 7.28x10> 1.61x10* 9.65x10* 4.08x10°
>865 ADN flingico Media 0.62 1.10 2.44 3.40 4.671 4.242 3.98
(log/g) DE 0.06 0.16 0.38 0.12 0.15 0.07 0.18

ADN filingico Media 6.95x10°  7.98x10° 2.56x10" 4.16x10°> 1.05x10* 4.49x10° 4.38X10°

NRRL (ng/g) DE 4.53x10°  2.75x10° 1.92x10" 1.78x10°> 3.62x10° 5.16x10° 3.95x10°
5905 ADN fingico Media 0.79 0.89 1.34 2.60 4.00 3.65 3.53
(log/g) DE 0.31 0.15 0.36 0.19 0.15 0.05 0.46

ADN filingico Media 7.60x10"  6.65x10" 1.91x10° 7.05x10° 8.26x10> 2.63x10° 2.27x10°

NRRL (ng/g) DE 8.49x10"  2.62x107 1.69x10" 2.90x10° 5.57x10° 3.88x10° 2.63x10°
66266 ADN fingico Media 0.20 0.33 1.90 0.83 2.86 3.43 3.35
(log/g) DE 0.65 0.17 0.04 0.18 0.32 0.06 0.05

ADN fingico Media 1.57x10°  3.53x10' 3.26x10° 7.94x10° 3.45x10" 2.24x10° 2.05x10°

NRRL (ng/g) DE 5.37x10"  1.48x10° 1.53x10° 1.11x10° 8.17x10° 2.98x10° 4.83x10°
66270 ADN fiingico Media 0.18 1.53 2.49 3.89 4.53 4.89 4.30
(log/g) DE 0.15 0.19 0.21 0.06 0.10 1.05 0.10

ADN filingico Media 2.78x10"  2.33x10"  1.82x10*> 3.68x10° 3.2510* 7.74x10° 2.62x10*

NRRL (ng/g) DE 6.06x10°  5.72x10° 1.14x10° 1.04x10° 3.13x10° 1.30x10° 6.35x10°
06271 ADN fiingico Media 1.44 1.36 2.21 3.56 4.51 3.89 4.41
(log/g)  DE 0.10 0.11 0.30 0.12 0.04 0.07 0.11

DE: Desviacién estandar




Tabla 19. Evolucién de los valores de pH en el tempeh de GQGir elaborado a partir de
diferentes cepas de Rhizopus oligosporus.

Tiempo de fermentacién (horas)

0 9 12 15 20 24 33

NRRL 2549 Media 5.1 5.5 5.9 6.1 6.1 6.2 6.3
Desviacién estandar 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0

NRRL 2710 Media 5.1 5.5 5.7 5.8 6.3 6.5 6.2
Desviaciéon estandar 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1

Media 5.1 5.3 5.7 5.9 6.3 6.3 6.3

NRRL 3271  Desviacién estdndar 0.1 0.0 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0
NRRL 5865 Media 5.2 6.1 6.2 6.4 6.5 6.8 6.9
Desviacién estandar 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

NRRL 5905 Media 5.1 5.9 6.1 6.0 6.2 6.5 6.6
Desviacién estandar 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0

NRRL 66266 Media 5.1 5.9 6.0 6.1 6.2 6.2 6.3
Desviaciéon estandar 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

NRRL 66270 Media 5.2 5.9 6.0 6.1 6.2 6.2 6.3
Desviacion estandar 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

NRRL 66271 Media 5.1 5.9 6.0 6.1 6.2 6.4 6.4
Desviacién estandar 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0

Tabla 20. Composiciéon de aminodcidos de la proteina (g/100 g tal como se recibieron;
calculada utilizando pesos moleculares hidratados) y valor de digestibilidad de la
proteina in vitro (IVPD) de un tempeh de garbanzo, quinoa y girasol .

Muestra IVPD (%) THR VAL MET+CYS ILE LEU PHE+TYR HIS LYS TRP
Tempeh de 86.8 1.06 1.38 0.91 1.22 2.02 2.26 0.67 1.58 0.29
garbanzo,

quinoa y

girasol

G= Garbanzo, Q= Quinoa, Gir= Girasol.

THR: treonina, VAL: Valina, MET+CYS: Metionina +Cisteina, ILE: Isoleucina, LEU: Leucina, PHE+TYR: Fenilalanina +
Tirosina, HIS: Histidina, LYS: Lisina y TRP: Tript6fano

IVPD- Franczyk (2018) Regresién (digestibilidad verdadera)
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AnEexo B.

TEMPERATURA INTERNA DEL TEMPEH GQGir DURANTE LA FERMENTACION

La figura 20 muestra los cambios de temperatura durante la fermentacién del tempeh a 32
°C elaborados con las diferentes cepas de Rhizopus oligosporus. Se observaron cambios en la
temperatura interna de los tempehs mediados por el metabolismo flingico. La temperatura en
el interior de la masa del tempeh aument6 gradualmente en todas las cepas hasta acercarse a
la temperatura de la cdmara de fermentacién (32 °C), donde permanecié constante hasta
aproximadamente quince horas. NRRL 66271 fue la primera cepa en sobrepasar la
temperatura de la cdmara (a las 15,15 horas) y NRRL 2510 fue la dltima (a las 17,35 horas).
Luego debido a la liberaciéon de calor de la actividad metabdlica del hongo la temperatura
interna comenzé a aumentar llegando a una temperatura mdaxima, correspondiente al inicio
de la segunda fase (Sparringa & Owens, 1999b). La temperatura maxima fue diferente para
cada cepa y para todos los casos fue inferior a 36,2 °C. La temperatura de la cdmara durante
la fermentaciéon se mantuvo constante.

38 T

6 = NRRL 2549
& == NRRL 2710
E == NRRL 3271
Z NRRL 5865
% NRRL 5905
? == NRRL 66266
i NRRL 66270
== NRRL 66271

= Camara de
fermentacién

24 ~ f f I I I f I
0,00 500 10,00 15,00 20,00 2500 30,00 35,00

Tiempo de fermentaciéon (horas)

Figura 20. Cambios en la temperatura interna del tempeh mediados por la actividad metabélica de
las cepas de Rhizopus oligosporus.
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ANExo C. PROCEDIMIENTOS

1. Procedimiento para la preparaciéon de esporas de Rhizopus oligosporus en
suspension

-sembrar las cepas recuperadas en PDB en tubos de PDA inclinados y dejar crecer a 28°C
durante 6-7 dias o hasta que la esporulacién sea visible como un algodén negro.

-agregar 5 ml agua destilada estéril al tubo falcon de 15ml

-agitar vigorosamente hasta que las esporas de los esporangios se suelten y entren en
suspension.

-Colar en gasa estéril el sobrenadante para eliminar micelio y agar, dejando la suspensién en
tubo falcon estéril de 50 ml.

-Agregar nuevamente agua estéril al tubo de 15 ml (5 ml), agitar y colar con gasa. Repetir si
es necesario. Por ultimo agregar agua estéril a la gasa para recuperar la mayor cantidad de
esporas.

- Centrifugar en centrifuga Sigma 3-30K a 3000 RPM 10 min a 20 °C - pipetear el
sobrenadante y desecharlo. Volver a centrifugar y retirar sobrenadante

- Suspender el pellet de esporas en 5ml de agua y Tween 80 (0.1%) estéril.

-Agitar en vortex

- Almacenar 4 °C hasta su uso

Materiales: agua destilada estéril, Tween 80, falcon estéril 50 ml, gasa estéril, pipetas, tips,
gradilla, Centrifuga Sigma 3-30K, vortex.

2. Procedimiento de purificacion de ADN con kit Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep
Zymo

Preparacion muestra micelio: La muestra para la extraccién se preparé a partir de 30 mg de
micelio liofilizado en 1 ml de buffer fosfato salino (PBS), se homogeneiz6 y se tomé 200 pL.

Preparacion muestra tempeh: La muestra para la extracciéon se preparé a partir de 3 g de
tempeh liofilizado y molido en 30 ml de PBS, se homogeneizé 2 minutos en stomacher, se
realiz6 una toma de 2 ml de la muestra en y se centrifugé a 10000 rpm durante 2 minutos.
Se descart6 el sobrenadante y se suspendi6 el pellet en 750 uL del buffer de lisis
BashingBead™, se pipeteé la muestra y pasé al tubo de lisis ZR BashingBead™ ( continuar
parte 2. del procedimiento)

1. Adicionar 200 pL de la muestra flingica en el tubo de lisis ZR BashingBead™
(0.1 mm & 0.5 mm). Adicionar al tubo 750 uL de buffer BashingBead™.
2. Colocar en mixer durante 30 minutos.
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10.

Centrifugar el tubo de lisis ZR BashingBead™ (0.1 mm & 0.5 mm) a 10000 Xxg
durante 1 minuto.

Transferir 400 pL del sobrenadante a un filtro Zymo-Sping™ con tubo colector
y centrifugar a 8000 xg durante 1 minuto.

Descartar el filtro Zymo-Sping™y adicionar 1200 uL de Buffer Lisis Gendmico en
el filtrado del tubo colector del paso 4

Transferir 800 uL de la mezcla del paso 5 a la columna® Zymo-Sping™ IICR en
un tubo colector y centrifugar 10000 xg durante 1 minuto.

Descartar el liquido del tubo colector y repetir el paso 6.

Adicionar 200 uL de Buffer DNA Pre-Wash en la columna’® Zymo-Sping™ IICR en
un nuevo tubo colector y centrifugar a 10000 xg por 1 minuto.

Adicionar 500 uL Buffer g-DNA Wash en la columna’® Zymo-Sping™ IICR y
centrifugar a 10000 xg por 1 minuto.

Transferir la columna’ Zymo-Sping™ IICR a un microtubo limpio de 1.5 ml y
adicionar 100 pL (35 puL minimo) de Buffer de elucion de ADN directamente en
la columna. centrifugar a 10000 xg por 30 segundos para eludir el ADN.
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ANExO D. TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS

“Tempeh: Composicién nutricional y calidad de la proteina en alimentos fermentados con
Rhizopus spp”. Presentado en formato péster en el 7° Congreso Uruguayo de Quimica
Analitica (CUQA?7) los dias 26, 27 y 28 de octubre de 2022 en Montevideo, Uruguay.

Tempeh:
Composicion nutricional y calidad de la
proteina en alimentos fermentados con

Rhuupua Spp.
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“Seleccion de cepas de Rhizopus oligosporus como cultivo iniciador para producir
tempeh”. Presentado en formato péster en el XXVI Congreso Latinoamericano de
Microbiologia (ALAM 2023), realizado los dias 23, 24 y 25 de agosto de 2023 en Quito,

Ecuador.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CSICSs

MARL 2549 y BE2E4 no generaron micela blance, denso y uniforme a las 24
horas de fermentackdn. MARL 2549 fue la cepa mas lenta, ya que no genend
micelio m adm a las 33 horas.

El tempeh & un alimento de origen wegetal, altamente proteico que =
obtiene como resultada de un proceso de fermentackdn en estado sélida
en el que interdenen legumbres wio cereales y hongos filamentosos del
pénere Rbvwropus spp. Bl orecimiento del micelio fingico duante &
fermentaciin wne los granos en un nueso producto de valor agregado rico
£ proteinas y estnectura compacta. RIopus MiCAosporus var algasporus
|A. ofigosporus| e considera @ especie mds adecuada para la elaboracidn.
El chjetvo del estudio fue seleccianar cepas de credmiemo rdpido de
Riiropus cligosporus de la coleccidn de la MARL [ARS, USDA) gue
mindmicen el tempa de fermentackin y aporten aromas y sabores Gnicas.

MATERIALES Y METODOS

Ze elaboraron muestras de tempeh a base de una mescla de garbanzo (G},
quinca |3} ¥ semdlas de girasal iG] sguiendo &l proceso que muesira la
Figura 1. Se utilizaron egporas de 2 cepas de 8. ofigosponus de @ Colecodn

KRAL 2710, SAES, SO,
B2 y SEITL prewmian
micelin tlanm, dems
uniorme 2 lea 14 hors de

de la MRAL (2549, 710, 3271, 5845, 5905, GE2GH, BEITO v BEITL). Se Figun L Ml de 4 hara de

determing |a evaluckin del micelio a tiempa 0, 8, 12, 15, 20, 24 y 33 horas ————— T — e [a) e E]
de fermentacidn. El desarclio de micelic se evalud a tawis de a ¥ . ]

determinacidn de ADN fingico utilizando wna gPCR adaptada a kb matriz 1 L, . E r ' ot
de tabago. Las curvas de credmiento flngoo se ajustaron wtilizando E J Ll [ ] ] !

DMAFit, ohteniendo los pardmetros b, lag. y0, yEnd. Los oriteros de i ’ k s i

sedercicn fueron (i) fase lag 511 horas, (] yEnd mdximo almnzado antes v, | - ; . H ¥ "

de 20 horas, (i} micelio visdble alas 24 haras, {iv] pH < 7, ¥ resistencia del 1 " g CH

micelie al quiehre, todo el tempeh se puede bevantar como un sofa pleza i B T i
cohesiva v al cortar rebamadas finas se  mantienen Junias s Fgn 4 . Curan de redmiesio chisridm 2ol spmie con el DM de cepas e B dlipoazons

durasin n barmastacicn da iermpsh de reacls permite chesrear ol temps en Bager s pind. & RFAL

desmaoronarse, (i) sabor agradable, dulce, a hongo v aroma fresco y sin gt

alor @ amoniaco. Se consideraran estos pardmetras definidos para un
buen tempeh en el Mo “The Boak of Tempeh® (William Shurtleff & Aklio
Acrylag, 2014}

Tabis 1. Farameiron del apnie &e bn curven de crecimienta pon sl DRFH, pars de ln cepn 3 B
algmrorardoraree n lermenissen de iempe® de mesza.
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Conclusiones

® La esirategia planteada permite seleccionar una cepa con busenes
caracteristicas para un tempeh de mexcl. La cepa de R oifigosporus

Fgurs 1. A& Csna de smplificacicn pan £ odpagsona
KRFALSELITL A {urve de dncciecicn de £ algarponn
KFAL 88371, C Corvn sstindar de cusmiificacidn
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MEAL 6E271 fue elegida como la cepa com mayor capacidad de
desarollar tempeh y por sus atribuios sensoriadles Gnicos que la
diferencias de las otras cepas.

Es impartante la seleccan de la cepa cuanco se busca of desanmodio de un
nuevo producio. Las cepas de R ofigosporus se comporian distinko en
estas condicones, en cunto a la generacion de micelio, aroma y sabor.
& Conocer el perfil enzimdtico de cada cepa serd importante para explcar

las diferencias encontradas en o tempeh.




“El tempeh como alternativa proteica de alta calidad y aporte a la construcciéon de un
futuro mdas sustentable” Presentado en formato pdster en el PrimerCongreso
Latinoamericano (CLASS 2023), realizado los dias 21 y 22 de noviembre de 2023 en
Montevideo, Uruguay.
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4. CONCLUSIONES

Las dos variedades de tempeh tiersn un alto conberédo proteico v una beena proponciden de
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Tnkrdo en cuenta o % de valor diano aportado por una porcidn RAAC de tempeh, o tempeh de
sa cabficaria para o decliracion de proteiea de “fusnte escelonte”, meentras que ol bovgeh
G-0uGir calilicania para la dedlaradon de proteing de "buena fTuente” sepdn ol marto regulatanc de
la FOA de EEUU [(2043)7. & diferencia del temgeh de o3 o tegaeh de G-O-Gir presentd o
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