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Fermentacion en medio solido del chocho (Lupinus mutabilis) y
fréjol pallar (Phaseolus lunatus) mediante el uso del hongo Rhizopus
Spp-
1. Resumen

Este analisis exploro la aplicacion del hongo Rhizopus spp en la fermentacion sélida de
dos leguminosas: el chocho y el frejol, con la finalidad de potenciar su valor nutricional y
funcional. Se llevo a cabo un procedimiento regulado de fermentacion, analizando el desarrollo
del micelio y las variaciones en la composicion proximal de las muestras, donde se indicé que el
hongo Rhizopus spp presenta una capacidad de adaptacion dentro de rango de temperatura de 30
35 °C, la cual estas temperaturas fueron utilizadas en el estudio, lo que promueve de manera
notable el crecimiento del hongo en ambos sustratos, en la fermentacion, se notaron alteraciones
significativas: en el chocho se observo una leve mejora en el contenido de proteinas y cenizas,
asi como un aumento en lipidos, lo que se asocia con la accién enzimatica del hongo y la
acumulacion de biomasa microbiana. Por otro lado, en el fréjol, la fermentacion incremento
notablemente las proteinas, pero disminuy6 los lipidos y carbohidratos, ya que el hongo utiliza

estos nutrientes como fuente energética.

Palabras clave: fermentacion en estado solido, Rhizopus spp, chocho, frejol,

composicion proximal

2. Abstract

This analysis explored the application of the fungus Rhizopus spp in the solid
fermentation of two legumes: lupin and beans, with the purpose of enhancing their nutritional and
functional value. A regulated fermentation procedure was carried out, analyzing the development
of the mycelium and the variations in the proximate composition of the samples, where it was
indicated that the fungus Rhizopus spp presents an adaptation capacity within the temperature
range of 30-35 ° C, which were used in the study, which notably promotes the growth of the
fungus in both substrates. In the fermentation, significant alterations were noticed: in lupin, a
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slight improvement in the protein and ash content was observed, as well as an increase in lipids,
which is associated with the enzymatic action of the fungus and the accumulation of microbial
biomass. On the other hand, in beans, fermentation notably increased proteins, but decreased

lipids and carbohydrates, since the fungus uses these nutrients as an energy source.
Keywords: solid-state fermentation, Rhizopus spp, lupin, bean, proximate composition

3. Introduccion
En las ultimas décadas, el mundo ha experimentado profundos cambios en los
patrones de consumo alimenticio, motivados por una creciente preocupacion por la salud humana,
el bienestar animal y la sostenibilidad ambiental. La industria agroalimentaria enfrenta un
importante desafio que es crear productos alimenticios que no solo cubran las demandas
nutricionales de una poblacion en aumento, sino que también se alineen a los principios de
sostenibilidad planteados por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en sus objetivos de

Desarrollo Sostenible (ODS) (Nations, 2002).

Por otro lado, se puede indicar que la produccion ganadera depende de las proteinas
animales y genera un fuerte impacto en el medio ambiente, destacandose por el uso excesivo de
recursos, la degradacion del suelo, la pérdida de biodiversidad y la emision de gases como
metano, y 6xido nitroso, por lo cual, estos gases tienen un poder calorifico 25 y 289 veces superior
al dioxido de carbono, Tipan-Torres (2024), por lo tanto, pese al enorme consumo de recursos, la
proteina animal contribuye apenas con el 18% del total de calorias y el 37% de la proteina en la
dieta global, mientras que ocupa el 83% de la superficie agricola mundial y es responsable del

60% de las emisiones de GEI del sistema alimentario.

Las leguminosas tales como el frejol (Phaseolus lunatus) y el chocho o lupino
(Lupinus mutabilis), se presenta como una alternativa estratégica para diversificar la alimentacion
y disminuir la presion sobre los recursos naturales. Ademds de ser alimentos que aporta gran
cantidad de proteina, vitaminas, y minerales, su cultivo consume considerablemente menos agua
en comparacion con los productos de origen animal, por ejemplo, para obtener una libra de carne
de res puede requerir hasta 1800 galones de agua, el cultivo de leguminosas necesita entre 80 y

280 galones por libra (Hallock, 2014). Ademas, estas plantas tienen la capacidad de convertir
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nitrogeno del aire en formas que el suelo puede absorber, mediante su asociacion por bacterias

rizobiales, lo que incrementa la fertilidad del suelo y disminuye el uso de fertilizantes (Olmedilla

et al., 2010).

Ecuador, ubicado en el centro de domesticacion de plantas de la region Andina, tiene
una amplia variedad de cultivos con alto valor nutricional, pero algunos de ellos estan siendo
poco aprovechados, por ejemplo, el chocho que se consume como tradicion en la Sierra
ecuatoriana, y también que se destaca por su elevado contenido proteico y su capacidad para
adaptarse a diferentes climas (Peralta, 2016). Sin embargo, a pesar de tener tantas cualidades, este

sigue siendo subutilizado en la alimentacion nacional.

En efecto, para incrementar tanto el valor nutritivo como sus caracteristicas
organolépticas se puede implementar métodos de fermentacion, por la cual, su modalidad
representa una técnica biotecnolégica empleada tanto en regiones de Asia como Africa, ya que
estas se basan en el uso de sustratos sélidos con bajo nivel de humedad, entre estos se logran

destacar los hongos filamentosos del género Rhizopus spp (Castafieiras, 2016).

Rhizopus spp, es un hongo filamentoso, este se logra distinguir por su capacidad para
poderse desarrollar en diferentes condiciones tanto de temperatura al igual que de humedad, por
lo que se convierte en un organismo para emplear la fermentacion en medio sélido, por otra parte,
este hongo se utiliza en la produccion de alimentos fermentados como el tempeh y el miso (Cano
et al., 2021), ademds durante la fermentacion se facilita la descomposicion de macromoléculas

como las proteinas y almidones (Panjon, 2022).

La fermentacion de legumbres, como el fréjol y el chocho, podria originarse de
productos innovadores, los cuales mejoren la aceptacion sensorial y presenten perfil nutricional,
asimismo, esta implementacion es importante para diversificar la oferta de alimentos
fermentados, de la misma manera, este tipo de productos podria desempefiarse como la lucha
contra la malnutricién, ya que ofrecen proteicas accesibles, sostenibles y apropiadas para

diferentes comunidades (Bianco & Cenzano, 2018).

Por otro lado, el fréjol pallar (Phaseolus lunatus), que se encuentra entre las especies

mas cultivadas y consumidas en el mundo, ofrece también importantes posibilidades para su
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mejora mediante la fermentacion. Su proceso de domesticacion y uso en América es tan antiguo
como el de maiz, siendo un elemento fundamental en las dietas tradicionales de Mesoamérica y
los Andes (Martinez et al., 2023). A pesar de que su contenido proteico ya es alto, el proceso de
fermentacion podria potenciar aun mas su calidad proteica y sensorial, al eliminar o disminuir
compuestos no deseados, como los oligosacaridos no digeribles, que provocan trastornos

gastrointestinales en ciertas personas (Herrera, 2021).

Por lo tanto, si hablamos de términos tecnolédgicos, la fermentacion en medio sélido
es imprescindible para poder asi controlar los factores de temperatura, humedad, pH y el tiempo
de incubacioén para mejorar el crecimiento bacteriano, por lo que, es necesario establecer y
normalizar condiciones ideales para cada leguminosa mediante este proceso riguroso de
experimentacion, por lo tanto, se deben evaluar estas caracteristicas para poder asegurar la

aceptacion del producto final por los consumidores (Adebo et al., 2022).

A nivel académico, la presente investigacion busca llenar un vacio importante en la
literatura cientifica nacional, donde existe escasa documentacion sobre el uso de técnicas
biotecnologicas como la Fermentacion en medio solido (FMS) en la transformacion de cultivos
andinos autdctonos. Al mismo tiempo, se alinea con los objetivos globales de promover sistemas
alimentarios mas justos, resilientes y sostenibles. La innovacion en este campo podria facilitar la
transicion hacia patrones alimenticios mas saludables y respetuosos con el entorno,
contribuyendo asi a enfrentar problematicas como el cambio climatico, la inseguridad alimentaria

y las enfermedades no transmisibles asociadas a dietas desequilibradas.

Esta investigacion tiene como propdsito explorar el uso del hongo Rhizopus spp. en
la fermentacion del fréjol y del chocho en un medio sélido, con el objetivo de optimizar su
composicion proximal y sus caracteristicas organolépticas. La seleccion de estas dos leguminosas
no solo se debe a su elevado valor nutricional, sino también a su importancia cultural y su
capacidad para aportar a la sostenibilidad de la alimentacion en el Ecuador. Mediante la creacion
de nuevos productos fermentados, se pretenden brindar una respuesta completa que afronte
simultineamente los retos nutricionales, medioambientales y econdmicos a la que se enfrenta la

sociedad contemporanea.
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4. Materiales y Métodos

El estudio se realizo en los laboratorios de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi,
situada en Manta, Ecuador. Se emplearon dos tipos de leguminosas: haba o fréjol pallar
(Phaseolus lunatus) y lupino (lupinus mutabilis). El haba o fréjol pallar, se consigui6 seca Santa

Ana, mientras que el lupino cocido se consigui6 en el supermercado Supermaxi en Manta.

4.1.Proceso de fermentacion

El lupino, fue pelado y posteriormente cocido durante 30 minutos en una solucidon de agua
con vinagre blanco (5 mL por litro de agua) para reducir su pH a 5. Posteriormente, las muestras
se dejaron enfriar por 10 minutos y fueron trituradas usando una licuadora (Oster, Ecuador) a baja
velocidad por 10 min.

En el caso del haba seca, esta fue sometida a un proceso de remojo durante 24 horas en
agua potable. Luego del remojo, se descarto el agua y se cocind en agua a ebullicion durante 25
minutos. A continuacién, se dio un segundo proceso de coccidén en agua con vinagre blanco (5
mL por litro de agua) a ebullicion durante 15 minutos.

Se pesaron 25 g en base seca de lupino y en el caso del haba 40 g, en cajas Petri plésticas
estériles de 8,49 cm de diametro. Se adicionaron 0,1 g de esporas de Rhizopus spp. mezclando
uniformemente. Las cajas fueron introducidas en fundas plasticas tipo Ziploc perforadas para
permitir el ingreso de aire. Cada unidad experimental fue colocada en vasos de precipitacion
sellados con papel aluminio. Las muestras se incubaron durante 24 horas en un bafio Maria con

termorregulador a las temperaturas establecidas de 30 y 35° C

4.2.Cuantificacion de biomasa micelial

Se determino la cantidad de biomasa al medir la superficie del micelio que se formo
durante la fermentacion de estado solido. Para ello se inocularon y fermentaron las muestras
durante un lapso inicial de 12 horas. Se llevaron a cabo cuatro mediciones del desarrollo micelial
en los periodos 0,12,15, 18, 21, 24 horas, empleando una regla para calcular el ancho y largo del
micelio. Este procedimiento se efectud por triplicado para cada temperatura de incubacion. Se
determino las areas de los micelios por pesado mediante la ecuacion (1), usando como referencia

un cuadrado de area conocida.
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Area del cuadrado __ Area del hongo

(1)

Peso del cuadrado  Peso del recorte

4.3.Analisis de composicion proximal

El contenido de proteinas se determiné utilizando una metodologia basada en el
método Kjeldahl, este procedimiento se bas6 en el método oficial AOAC 984. 13.. La
determinacion de lipidos se realiz6 mediante el método Soxhlet, empleando hexano como

disolvente. El procedimiento siguid la metodologia oficial AOAC 920.39.

El método de ceniza se realizé por incineracion en horno mufla a 600 °C durante 5
horas, hasta la eliminacion completa de materia organica, segun enfoque oficial de AOAC 923.03.
El residuo obtenido se expres6 como porcentaje del peso seco. El contenido de humedad se
determino por el método oficial AOAC 925.10, que consiste en el secado de la muestra en estufa
a 105 °C hasta peso constante. El contenido de carbohidratos totales se estim6 por diferencia

segun el enfoque propuesto por (FAO, 2004).

4.4.Disefo experimental

Se utilizd un disefio unifactorial completamente aleatorio, el cual cuenta con dos niveles
para evaluar el efecto de temperatura en el crecimiento de Rhizopus spp, sobre estos dos tipos de
sustratos haba y lupino, por lo tanto, se aplicaron dos temperaturas de incubacion, 30° Cy 35°C,
manteniendo asi las condiciones de pH en 5 y una humedad inicial de 75% el cual no se mantendra
constante durante el proceso, asimismo, este tratamiento se replico tres veces, lo que resulto en

un total de 12 unidades.

5. Resultados y discusion
5.1.Cuantificacion de biomasa
Los resultados obtenidos mostraron que el crecimiento micelial de Rhizopus spp se
evidencio a partir de las 12 horas de incubacion, aunque las diferencias entre ambos tratamientos
comenzaron a ser notorias a partir desde las 15 horas (Fig 1 y Fig. 2). En el de 35°C se observo
un crecimiento micelial mas rapido y abundante que en el de 30°C. En el caso del lupino la

diferencia significativa se mostro a partir de las 21 horas, mientras que en el haba fue a partir de
11
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las 18 horas de incubacion. (Fig. 1 y Fig. 2). Este comportamiento sugiere que el hongo Rhizopus

spp presenta una capacidad de adaptacion dentro de este rango de temperatura. Cabe mencionar
que la humedad inicial del sustrato fue de 75 %, sin embargo, durante el proceso de incubacion
se registraron fluctuaciones de humedad relativa, alcanzando entre 80 % y hasta 97 %.

Este resultado es consistente con lo reportado por Nout & Rombouts (1990), quienes
concluyeron que Rhizopus oligosporus presenta una tasa maxima de formacion de biomasa a 35y

40°C y en condiciones de humedad relativa de entre 95 % y 99.5 %.

AREA DE CRECIMIENTO (cm?)

0 12 15 18 21 24
TIEMPO DE INCUBACION (h)

Figura 1. Crecimiento de biomasa de Rhizopus spp. en lupino a temperaturas de®30y A 35°C
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Figura 2. Crecimiento de biomasa de Rhizopus spp en haba a temperaturas de 4 30y 35°C

5.2.Composicion proximal de lupino (Lupinus mutabilis)

En el cuadro (1) se muestra los analisis proximales del estudio en fermentacion de chocho en base

s€ca.
Cuadro 1. Analisis estadistico de Rhizopus spp en lupino (Lupinus mutabilis)
PROTEINA LIPIDOS (%) CENIZA (%) CARBOHIDRATOS (%)
(o)
Con 51,81+0,13° 16,20+0,21 2 1,39+0,20 * 33,99+0,06 °
hongo
Sin 47,80+0,24 2 18,02+0,14 ° 1,17£0,01 # 29,32+0,42 %
hongo

Los resultados se expresan como promedio * desviacion estandar (n=2). Letras distintas en la misma

columna indican diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba Tukey

Los hallazgos obtenidos del estudio proximal del chocho fermentado Rhizopus spp
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muestran modificaciones importantes en los componentes nutricionales esenciales, demostrando
el efecto beneficioso de la fermentacion en estado solido en la calidad del alimento.

En cuanto al contenido proteico, el tratamiento que incluy6 la accion del hongo (C.H)
alcanzo un valor de 51,08 %, en contraste con el tratamiento sin fermentacion (S.H), que presentd
un menor contenido de 47,80 %. (Nout & Kiers, 2005), reportaron que este incremento en la
proporcion de proteinas puede explicarse por la capacidad de ciertos hongos filamentosos, como
Rhizopus, para sintetizar biomasa rica en nitréogeno durante la fermentacion, lo cual conlleva un
aumento en la proteina total. Asimismo, Chaves et al., (2014) indicaron que la actividad
enzimatica asociada al hongo facilita la hidrolisis de proteinas complejas en compuestos mas
simples, como péptidos y aminodacidos libres, lo que podria influir en la percepcion de un mayor
contenido proteico.

El contenido lipidico no hubo diferencia significativa entre las muestras fermentadas y no
fermentadas. Seglin Koutinas et al., (2005), indico que no presentd significancia estadistica, lo
que podria deberse a la accion limitada de enzimas lipoliticas producidas por Rhizopus, las cuales
pueden liberar 4cidos grasos sin llevar a cabo su completa degradacion. Mananga et al., (2021),
reportaron que algunas cepas de este hongo son capaces de generar metabolitos derivados de
lipidos que permanecen en la matriz fermentada, contribuyendo a leves modificaciones en el
contenido total de grasa.

En el contenido de ceniza no hubo diferencia significativa entre ambas muestras.
Ramakrishna et al., (2006), indicaron que, durante la fermentacion, parte del contenido mineral
puede perderse por lixiviacidon o por su incorporacion a la biomasa microbiana.

Alvarez et al., (2011) indicaron que observaron una disminucion en la fraccion mineral
de leguminosas fermentadas, aunque en algunos casos se reporta una mejora en la
biodisponibilidad de minerales como hierro y zinc, debido a la reduccion de fitatos durante la
fermentacion.

Para tltimo, este aumento de carbohidratos fermentado 33,99% frente al no fermentado
29,32% podria explicarse porque esta fermentacion no tan solo consume carbohidratos, ademas,
ocurre la formacion de exopolisacaridos microbianos, por lo que esto, se acumula y aumenta el
contenido total medido por los carbohidratos, se puede indicar, que esto contribuye al incremento
del valor de carbohidratos tras la fermentacion (Tamang et al., 2016).

5.3. Composicion proximal de Haba o frejol pallar (Phaseolus lunatus)
14



. UNIVERSIDAD LAICA
-

ELOY ALFARO DE MANABI
En el cuadro (2) se observan los resultados que fueron evaluados tras un proceso de

fermentacion en estado solido en base seca.

Cuadro 2. Analisis estadistico de Rhizopus spp. en haba (Phaseolus lunatus)

PROTEINA LIPIDOS (%) CENIZA (%) CARBOHIDRATOS ( %)

(%)
Con 36,46+0,54 2,98+0,08 * 2,12+0,74 2 58,45+0,27
hongo
Sin 21,46+0,00 ® 6,94+0,12 ° 2,20+0,09 2 69,40+0,03 ©
hongo

Los resultados se expresan como promedio % desviacion estandar (n=2). Letras distintas en la
misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba Tukey

Se observd un incremento del contenido de proteina en las muestras fermentadas. Por
ejemplo, en la muestra de haba con hongo, la proteina alcanzé un valor de 36,46 %, mientras que
en la muestra sin hongo fue de 21,46 %. Este aumento puede atribuirse a la capacidad del
Rhizopus spp. para sintetizar biomasa microbiana rica en proteinas, asi como a su accion
proteolitica sobre las proteinas estructurales de las leguminosas, lo cual libera péptidos y

aminoacidos mas facilmente asimilables.

Estos resultados coinciden con estudios como el de Nelofer, (2018), quien observd un
incremento de proteina en cebada fermentada con Rhizopus oligosporus, pasando de 10,25 % a
16,85 %. De igual forma, Canedo et al., (2022) registraron un enriquecimiento proteico
significativo en bagazo de cerveza fermentado con Rhizopus, elevando la proteina hasta 2—4

VECCES.

En cuanto a los lipidos, hubo una disminucién significativa tras la fermentacion. En el
haba fermentado se registr6 un valor de 2,98 %, en contraste con el 6,94 % de la muestra sin
fermentar. Este descenso se explica por la produccion de lipasas por parte del hongo, las cuales
hidrolizan los triglicéridos, liberando acidos grasos que luego son utilizados por el hongo como
fuente energética. Estudios como el de Ukom et al., (2019) indican una reduccion del 30 % en el

contenido lipidico tras la fermentacion con Rhizopus oryzae. Asimismo, Nelofer, (2018) explica
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que Rhizopus spp. degrada los lipidos almacenados para generar ATP, lo que disminuye su

presencia en el sustrato final.

Los valores promedio de ceniza no presentaron variaciones entre las muestras fermentadas
y no fermentadas (p > 0,05). Esto sugiere que el proceso de fermentacion en estado solido con
Rhizopus spp. no tuvo un impacto sobre la concentracion de minerales totales expresados como

ceniza.

Resultados similares fueron reportados por Nameni et al., (2024), quienes observaron que
el contenido de ceniza en leguminosas fermentadas no varié significativamente tras la
fermentacion con hongos filamentosos. Segin estos autores, la estabilidad de este parametro
podria deberse a que los minerales presentes no se ven afectados por el metabolismo fingico, o

bien, a la baja capacidad del hongo para modificar la fraccion mineral de los sustratos.

En definitiva, este contenido de carbohidratos mostrd diminucién realmente importante
tras la fermentacion ya que el haba sin hongo tenia 69,40% mientras que el fermentado bajé a
58,45% esto se da debido al consumo de carbohidratos por el hongo especialmente al inicio del
crecimiento, por otra parte, segun Vellozo et al., (2024) detallan que Rhizopus spp. utiliza
carbohidratos simples y complejos gracias a la produccion de enzimas Cazymes (enzimas
asociadas a carbohidratos), lo cual reduce significativamente la proporcion de este nutriente en la

muestra.

Conclusiones

El método de fermentacion en medio s6lido del haba y lupino con Rhizopus spp demostro

que el hongo presenta una capacidad de adaptacion dentro de rango de temperatura de 30 y 35 °C.

En ambas el crecimiento micelial de Rhizopus spp inici6 a partir de las 12 horas de
incubacion, obteniendo como mejor tratamiento el de 35°C por su acelerado y abundante aumento
de biomasa que en el de 30°C, lo que confirma que la temperatura es un factor determinante en
la fermentacion en estados solido. En el lupino la diferencia entre ambas temperaturas se comenzo
a diferenciar a partir de las 21 horas, en cambio en el haba fue mas notoria a partir desde las 18

horas de incubacion.
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Por ende, la fermentacion en estado sélido de las leguminosas chocho y haba, utilizando
el hongo Rhizopus spp, provocd modificaciones importantes, lo que demuestra capacidad
biotecnoldgica de dicho método para mejorar el perfil nutricional, por lo tanto, en los resultados
evidenciaron distintas tendencias segun la especie, porque en el chocho se registré un aumento
de proteina y carbohidratos, aunque en el contenido de lipidos no hubo diferencia significativa,
mientras que en el haba gener6 incremento en el contenido proteico, sin embargo, tuvo una
reduccion considerable en los carbohidratos y lipidos, pero por otro lado, el contenido de cenizas

mostro cambios, indicando asi que la cantidad total de minerales se mantuvo constante.

Desde una perspectiva agroindustrial, esta técnica puede impulsar el desarrollo de
alimentos funcionales de alto valor agregado, a partir de cultivos tradicionales andinos.
Asimismo, promueve una alternativa sostenible frente a las fuentes de proteina animal,
alineandose con los Objetivos de Desarrollo Sostenible en cuanto a salud, seguridad alimentaria

y produccion responsable

Se recomienda profundizar en estudios que incluyan andlisis de digestibilidad,
biodisponibilidad de micronutrientes y evaluacion sensorial, con el fin de validar el potencial de
estos productos fermentados como opciones viables para mejorar la nutricién en poblaciones

locales
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