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Efecto de la fermentacion sobre la composicion
proximal y calidad proteica del
Dolichos lablab

Effect of fermentation on proximate composition and
protein quality of Dolichos lablab

S. Pérez y M. Granito

Universidad Simén Bolivar, Valle de Sartenejas, Baruta — Apartado
Postal N° 89.000 Caracas 108-A Venezuela.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la fermentaciéon natural e
inducida sobre la composicién proximal y calidad proteica de harinas y granos
enteros de Dolichos lablab. Durante el proceso de fermentacién se evalué el pH,
acidez titulable y se cuantificaron los microorganismos fermentativos y adulterantes
que pudieran afectar el proceso de fermentacién, se determiné la composicién
proximal, la digestibilidad proteica in vitroy la actividad de inhibicién de tripsina
(ATT) en los granos y harinas fermentados. Se observaron diferencias significativas
en el pH y acidez al fermentar de forma natural o inducida a granos o harinas; en
promedio la disminucién del pH fue de 29% y el aumento de la acidez titulable fue
de 34% en el caldo de fermentacién. La poblacién de coliformes, hongos y levaduras
disminuy6 significativamente, mientras que las bacterias acido lacticas (BAL) au-
mentaron en forma progresiva durante las 48 h del bioproceso. En relacién a la
composicién proximal la fermentacion de los granos produjo una disminucion del
4% en el contenido de cenizas, respecto al grano crudo, mientras que al fermentar
harinas hubo una disminucién en promedio del 15% en contenido de proteina,
respecto al grano crudo. Por otro lado, la fermentacién inducida de granos y hari-
nas produjo un aumento de la calidad proteica del D. lablab, ya que se observd una
disminucién en la AIT del 27,4% y 40,5% respectivamente y aumento en la
digestibilidad proteica en 8,4% y 14%, respectivamente.

Palabras clave: Fermentacién, Dolichos lablab, calidad proteica, composicién
proximal, BAL.
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Abstract

The aim of this work was to study the effect of natural and induced
fermentation on proximate composition and protein quality of flours and whole
grain of Dolichos lablab. During the fermentation process the pH and titratable
acidity were assessed and fermentative and adulterant microorganisms that may
affect the fermentation process, were quantified the proximate composition, protein
digestibility in vitro and trypsin inhibitor activity (TTA) in grains and fermented
flour. Significant differences were observed in the pH and acidity when grains or
flours fermented of natural or induced form; in average the decrease of the pH
was 29% and the titratable acidity increased 34% in the broth of fermentation. The
population of coliforms, fungi and yeasts significantly decreased, while the acid
lactic bacteria increased progressively within 48 h of fermentation processes. In
relation to the proximal composition, the fermentation of grains produced a
decrease of 4% in the content of ashes, with regard to the raw grain, whereas
when flours fermented there was a decrease in average of 15% in content of
protein, with regard to the raw grain. On the other hand, the induced fermentation
of grains and flours produced increase of the protein quality of D. lablab, since a
decrease was observed in the AIT of 27.4% and 40.5% respectively and in the
protein digestibility increase in 8.4% and 14%, respectively.

Key words: fermentation, Dolichos lablab, protein quality, composition.

Introduccion Introduction

Las leguminosas son importan- Legumes are important food in
tes alimentos en todos los paises tropi- all tropical and subtropical countries.
cales y subtropicales. Contienen una They have a high proportion of

alta proporcién de carbohidratos (50% carbohydrates (50% to 65%), low
a 65%), bajo contenido de lipidos (0,8% content of lipids (0.8% to 2%) and are

a 2%) y son fuente de proteinas (17% a sources of proteins (17% to 25%),
25%), aunque por sus bajos niveles de though by their low levels of
metionina y cistina se recomienda methionine and cysteine are
ingerirlas en combinacién con cerea- recommended to be eaten along to
les (Sathe, 2002). cereals (Sathe, 2002).

Las leguminosas son considera- Legumes are considered as
das como alimentos funcionales, debi- functional food, since besides of their
do a que ademas de sus componentes nutritional components, they contain
nutritivos contienen otros componen- other components that are biological
tes que son biolégicamente activos por- active because provide an additional
que proporcionan un beneficio adicio- benefit for the health. It is known that
nal para la salud. Se reconoce que el the consumption of legumes might
consumo de leguminosas puede preve- prevent diabetes, pre-diabetic phase
nir la diabetes, estados pre-diabéticos and obesity; also, they have anti-high

274



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2012, 29: 273-292

y la obesidad, ademas poseen propie-
dades anti-hipertensivas e
hipocolesterolémicas (Kuthos et al.,
2003).

El consumo de leguminosas es
una conducta alimenticia arraigada en
Venezuela. Sin embargo, en los alti-
mos anos se ha registrado un descen-
so continuo de la produccion de legu-
minosas de alto consumo como caraota
(Phaseolus vulgaris), frijol (Vigna
sinenses) y arvejas (Pisum sativum)
(Quintana, 2001).

A fin contribuir con la seguridad
agroalimentaria, el Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA) en
2001 inici6 proyectos para el rescate y
conservacién del germoplasma local de
especies de leguminosas, con énfasis
en las no tradicionales con alto rendi-
miento y alto potencial nutricional
como el Dolichos lablab (Morros et al.,
2004).

El Dolichos lablab es una legu-
minosa considerada como una fuente
potencial de proteina, que no ha sido
explotada atn (Osman, 2007). Una
ventaja clara de esta especie es que
tiene un rango amplio de adaptacién,
no sélo a diversos pisos térmicos sino
a diversas condiciones agroecolédgicas.
Sin embargo, en los trépicos el D.
lablab ha recibido poca atencién, a pe-
sar de su caracter perenne, posibili-
dad de produccién continua durante
el ano, su valor nutricional y
palatabilidad.

En Venezuela es un alimento
marginal, pues su produccién se des-
tina principalmente al autoconsumo
y s6lo cuando hay pequeiios exceden-
tes el grano se comercializa en los
mercados locales. El consumo y pro-
duccién de Dolichos lablab ha sido
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blood pressure properties and
hypocholesterolaemic (Kuthos et al.,
2003).

The consumption of legumes is a
tight conduct in Venezuela. However,
in the last years it has registered a
continuous decrease of the production
of legumes, such as black beans
(Phaseolus vulgaris), bean (Vigna
sinenses) peas (Pisum sativum) (Quin-
tana, 2001).

With the aim of contributing to
the food security, the National
Agriculture Research Center (INIA) in
2001 started researches for conserving
the local germplasm of legumes
species, emphasizing 1in the
nontraditional with high yield and
high nutritional potential as Dolichos
lablab (Morros et al., 2004).

Dolichos lablab is a legume
considered as a potential source of
protein that has not been exploited yet
(Osman, 2007). A clear advantage of
this specie is that it has a wide
adaptation range, not only to diverse
thermal soils but also to diverse agro-
ecological conditions. However, in the
tropics, D. lablab has received little
attention even though of its perennial
characteristics, possibility of continuous
production during the year, nutritional
value and taste.

In Venezuela, is a marginal food,
because its production is mainly taken
for the self-consumption and just when
there are a few remnants the grain
commercializes in the local market. The
consumption and production of Dolichos
lablab has been traditional in some
states such as Lara, Yaracuy, Falcén
and T4chira (Morros et al., 2004).

Dolichos lablab has from 22 —31%
of raw protein and 46-63% of total
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tradicional en algunos estados como
Lara, Yaracuy, Falcén y Tachira (Mo-
rros et al., 2004).

El Dolichos lablab contiene en-
tre un 22 -31% de proteina cruda, y
un 46-63% de carbohidratos totales
(Osman, 2007). Particularmente en
China, esta leguminosa se consume en
sopas con propoésitos terapéuticos, re-
conociéndose su efecto en la disminu-
ci6n de los sintomas de la hidropesia y
alivio de diarreas (Wong y Cheung,
1998). Chau y Cheung (1998) encon-
traron que el Dolichos lablab es fuen-
te de proteinas, aminoacidos esencia-
les, fibra dietética y almidones. Wong
y Cheung (1998) sugirieron el uso de
la harina de esta leguminosa para dis-
minuir la malnutricién proteico-cald-
rica, debido a que la misma tiene ma-
yor calidad proteica respecto a otras
leguminosas de consumo comun tales
como Phaseolus calcaratus y
Phaseolus angularis. Por otra parte,
algunos estudios demuestran que tan-
to la fibra dietética (Cheung y Chau,
1998) como la proteina (Chau et al.,
1998) de esta leguminosa ejercen efec-
to hipocolesterolemiante.

El consumo de Dolichos lablab,
aligual que la mayoria de las legumi-
nosas, esta limitado debido a la pre-
sencia de factores antinutricionales,
tales como inhibidores de tripsina,
taninos, 4cido fitico, fenoles,
flavonoides, entre otros, que son capa-
ces de reducir la biodisponibilidad y la
digestibilidad de nutrientes. Para po-
der utilizar efectivamente esta legumi-
nosa para la alimentacién humana es
necesario inactivar o remover estos
factores antinutricionales, para lo cual
se pueden aplicar métodos de remojo,
descascarado, germinacion, fermenta-
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carbohydrates (Osman, 2007).
Particularly in China, this legume is
consumed 1n soups with therapeutic
purposes, with a known effect in the
reduction of the hydropesy symptoms and
diarrhea (Wong and Cheung, 1998). Chau
and Cheung (1998) found that Dolichos
lablab is a source of protein, essential
amino acids, dietetic fiber and starches.
Wong and Cheung (1998) suggested the
use of flour of this legume to reduce the
protein-caloric malnutrition, since it has
better protein quality regarding the other
legumes such as Phaseolus calcaratus
and Phaseolus angularis. On the other
hand, some researches show that both
the dietary fiber (Cheung and Chau, 1998)
as the protein (Chau et al., 1998) of this
legume has a hypocholesterolaemic effect.

The consumption of Dolichos
lablab, as well as most of the
legumes, is limited due to the
presence of anti nutritional factors,
such as inhibitors of trypsin, tannin,
phytic acids, phenols, flavonoids,
among others, are capable of reducing
the bio-availability and digestibility
of the nutrients. In order to use this
legume effectively for the human
alimentation is necessary to
inactivate or remove these anti
nutritional factors, for which can be
applied soaking methods, peeling,
germination, fermentation, cooking
and irradiation. The fermentation of
legumes produces the reduction of
anti nutritional factors, increases the
useful life and modifies the sensorial
properties, which sometimes is
translated to a better acceptance by
the public. The changes occurred in
the fermented seeds will depend on
the fermentation conditions of the
evaluated specie (Frarnworth, 2003).
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cién, coccidn e irradiacion. La fermen-
tacion de leguminosas produce la dis-
minucidn de factores antinutricionales,
incrementa la vida util y modifica las
propiedades sensoriales, lo cual a ve-
ces se traduce en una mejor
aceptabilidad por el ptablico consumi-
dor. Los cambios ocurridos en las se-
millas fermentadas dependeran de las
condiciones de la fermentacién de la
especie evaluada (Frarnworth, 2003).

La fermentacién de los alimen-
tos puede ser espontanea o con adicién
de un cultivo iniciador (fermentaciéon
inducida). La fermentacién espontanea
onatural ocurre con la flora endégena
del alimento, siendo a menudo la flora
fermentativa bacterias acido lacticas
(BAL) y en menor proporcién los hon-
gos (Granito y Alvarez, 2006).

En el presente trabajo se aplica-
ron dos tipos de fermentacion, natural
e inducida, en harinas y granos ente-
ros de Dolichos lablab a fin de estu-
diar su efecto sobre la composiciéon
proximal, nivel de inhibidores de
tripsina y digestibilidad proteica.

Materiales y métodos

Muestras:

Se analizé la variedad MS-01-00-
018 de Dolichos lablab, perteneciente
al banco de germoplasma del INIA,
Maracay, Venezuela.

Métodos analiticos:

Fermentacion:

Higienizacion de los granos

Los granos fueron lavados e
higienizados para reducir la carga
microbiana acompanante inicial. Para
el lavado se emple6 agua destilada es-
téril en una relacién grano:agua de 1:1
(m/v), la cual luego fue descartada.
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The food fermentation can be
spontaneous or with addition of an
starter culture (induced fermentation).
Spontaneous or natural fermentation
occurs with the endogenous flora of the
food, sometimes being the fermentative
flora of lactic acid bacteria (BAL) and in
less proportion molds (Granito and
Alvarez, 2006).

In the current research were
applied two types of fermentation, na-
tural and induced, in flour and seeds
of Dolichos lablab, with the aim of
studying its effect on the proximal
composition, inhibitor level of trypsin
and protein digestibility.

Materials and methods

Samples:

The variety MS-01-00-018 of
Dolichos lablab was analyzed, coming
from the germplasm bank of INIA,
Maracay, Venezuela.

Analytic methods:

Fermentation:

Hygienic of the seeds

The seeds were washed and
sanitized to reduce the microbial
component. To wash them, sterile
distilled water was used in a relation
grain:water of 1:1 (m/v), which was
later discharge. Later, the seeds were
put in a solution with lactic acid at
1%, and stir for 10 min, the solution
was discharged and was soaked again
with sterile distilled water.

Obtaining of raw flours

A portion of sanitized seeds was
let dried at 30°C in a forced-convection
stove for an hour, later, was grinded
until 80 mesh in a grinder ANALIZER
MC-11 and kept in polyethylene bags
at -20°C until its usage.
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Posteriormente, se colocaron los gra-
nos en una solucién de acido lactico al
1%, se agitaron durante 10 min, se
descarté la solucion de acido lactico y
se volvib a enjuagar con agua destila-
da estéril.

Obtencién de las harinas
crudas.

Una porcién de los granos
higienizados fue secada a 30°C en una
estufa de conveccién forzada durante
1 hora, para posteriormente ser moli-
da hasta 80 mesh en un molino
ANALIZER MC-11 y conservada en
bolsas de polietileno a -20°C hasta su
utilizacion.

Fermentacion Natural: Los
granos y las harinas crudas e
higienizados se colocaron en un micro
fermentador marca New Brunswick
Scientific Co. Inc, Edison New Cork,
U.S.A. modelo BIOFLO 2000, que
contenia agua destilada estéril en una
proporcién grano:agua de 1:4 (m/v), a
42°C bajo una agitacién de 60rpm du-
rante 48 horas (Granito et al., 2003).

Fermentacion acido-lactica:
Se procedié de la misma forma que
para la fermentacién natural, pero ino-
culando en el agua destilada 1% del
cultivo YF-3331 (CHR Hansen) que
contiene las bacterias Streptococcus
salivarius sub thermophillus y
Lactobacillus delbrueckii sub
bulgaricus.

Analisis microbiolégicos: Se
cuantificaron los microorganismos
fermentativos y adulterantes que pu-
diesen afectar los procesos de fermen-
tacion. Los mismos se cuantificaron
cada 8 horas hasta completar las 48h
del bioproceso. Se empled la metodolo-
gia del compendio APHA (1992) para el
andlisis de: aerobios meséfilos (Plate
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Natural fermentation: the
sanitized seeds and flours raw were put
in a micro fermentator New
Brunswick Scientific Co. Inc, Edison
New Cork, U.S.A. model BIOFLO
2000, which had sterile distilled water
in a proportion grain:water of 1:4 (m/
v) at 42°C agitating it at 60rpm for 48
hours (Granito et al., 2003).

Acid-lactic fermentation: was
done the same way of the natural
fermentation, but inoculating in the
distilled water 1% of the cultura YF-
3331 (CHR Hansen) with the bacteria
Streptococcus salivarius sub
thermophillus and Lactobacillus
delbrueckii sub bulgaricus.

Microbiological analysis: the
fermentative and adulterant
microorganisms that might be
affecting the fermentation processes
were quantified. The same were
quantified every eight hours until
completing 48h of the bio process. The
compendium methodology APHA
(1992) was employed for the analysis
of: mesophilic aerobic (Plate Count
Agar, Himedia M091), total coliforms
(Violet Red Bile Agar, Himedia M049),
lactobacillus (Lactobacilli MRS Agar,
Himedia M641) and molds and yeasts
(Potato Dextrose Agar, Himedia
MO096), for this, dilutions from 10! to
107.were prepared.

Chemical and physical
analysis

pH: the pH in the fermentation
broth was measured with the
potentiometric method (AOAC, 1990)
and a potentiometer Coleman, model 39.

Titratable acidity: the
titratable acidity was quantified in the
fermentation broth according to the
COVENIN 1787:1981 norm. The
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Count Agar, Himedia M091), coliformes
totales (Violet Red Bile Agar, Himedia
M049), lactobacilos (Lactobacilli MRS
Agar, Himedia M641) y mohos y leva-
duras (Potato Dextrose Agar, Himedia
MO096), para ello se prepararon dilucio-
nes desde 10! hasta 107.

Analisis quimicos y fisicos:

pH: Se midié el pH en el caldo de
fermentacién mediante el método
potenciométrico (AOAC, 1990) y un
potenciométro COLEMAN, Modelo 39.

Acidez titulable: La acidez
titulable fue cuantificada en el caldo
de fermentacion segin la norma
COVENIN 1787:1981. Los resultados
se reportaron como porcentaje de aci-
do lactico.

Las determinaciones de pH y aci-
dez titulable se realizaron cada 8 ho-
ras hasta completar las 48 h de la fer-
mentacion.

Composicion proximal

La humedad, proteinas, grasas
y cenizas fueron cuantificadas a tra-
vés de los métodos de la AOAC (1990)
925.09, 960.52, 920.39, 923.03, respec-
tivamente.

Digestibilidad proteica in
vitro

La digestibilidad in vitro se de-
terminé usando un sistema
multienzimatico de tripsina,
quimiotripsina, y peptidasa y el grado
de hidrdlisis enzimatica se determiné
por el método de la caida del pH des-
pués de 10min, segun Hsu et al.,
(1977).

Inhibidores de tripsina

La actividad de inhibicién de
tripsina se determiné con el método de
Kakade et al. (1974). Utilizando
hidrocloruro de N-benzoil-DL-
arginina-P-nitroanilida (BAPA) y
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results were reported as percentage of
lactic acid.

The determination of pH and
titratable acidity were done every 8 hours
until completing 48h of fermentation.

Proximal composition

Humidity, proteins fats, ashes
were quantified through the AOAC
(1990) methods 925.09, 960.52, 920.39,
and 923.03 respectively.

Protein digestibility in vitro

The in vitro digestibility was
determined using a multi enzymatic
system of trypsin, chimotrypsin and
peptidase, and the degree of enzymatic
hydrolysis was determined by the pH
falling method after 10 min, according
Hsu et al., (1977).

Trypsin imhibitors

The inhibitor activity of trypsin
was determined with the method of
Kakade et al. (1974) using hydrochloride
of N-benzoyl, DL-arginine-P-nitroanilide
(BAPA) and trypsin type I1I coming from
the bovine pancreas. The inhibition
activity of trypsin (AIT) was expressed
in UIT mg of the sample™.

The proximal composition,
protein in vitro digestibility and
inhibitors of trypsin were determined
before and after 48 hours of the
bioprocessing.

Statistical analysis

All the results were expressed as
the media of three determinations and
the standard deviations. ANOVA and
Duncan test were applied, using the
Statgraphic software Statistical
Graphics 4.0, for Windows.

Results and discussion

Table 1 shows the variation of pH
and the titratable acidity during the
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tripsina tipo III proveniente de
pancreas de bovino. La actividad de
inhibicién de tripsina (AIT) se expreso
en UIT mg de muestra™.

La composicién proximal,
digestibilidad proteica in vitro e
inhibidores de tripsina se determina-
ron antes y después de las 48 horas
del bioprocesamiento.

Analisis estadisticos

Todos los resultados fueron ex-
presados como la media de tres deter-
minaciones y su desviacién estandar.
Se aplic6 ANOVA de una via y prueba
de Duncan, empleando el programa
Statgraphic Statistical Graphics 4.0
para Windows.

Resultados y discusiéon

El cuadro 1 muestra la variacién
del pH y de la acidez titulable durante
los procesos de fermentacién de los gra-
nos y harinas de Dolichos lablab. En
general, se observéd una disminucién
significativa del pH en el caldo de fer-
mentacién. El descenso del pH en los
granos sometidos a fermentacién na-
tural (GFN) y granos sometidos a fer-
mentacién inducida (GFI) al cabo de
48 horas de fermentacion fue del 27%
y 30%, respectivamente.

Paralas harinas de D. lablab, se
encontré una tendencia similar a la
observada en la fermentacién de gra-
nos, al cabo de 48 horas de procesa-
miento en el caldo de fermentacién de
la harina sometida a fermentacién
natural (HFN) se produjo un descenso
del 28% en el pH, mientras que en el
caldo de fermentacién de la harina so-
metida a fermentacién inducida (HFT)
se produjo una disminucién del pH del
30%.

280

fermentation processes of the seeds
and flours of Dolichos lablab. In gene-
ral, it was observed a significant
reduction of pH in the fermentation
broth. The descend of pH in the seeds
submitted to the natural fermentation
(GFN) and seeds submitted to induced
fermentation (GFI) after 48 hours of
fermentation was of 27% and 30%
respectively.

For D. lablab flours, was found a
similar tendency to the one observed
in the fermentation of seeds, after 48
hours of processing in the fermentation
broth of the flour submitted to natu-
ral fermentation (HFN) a descend of
28% in the pH happened, while, in the
fermentation broth of the flour
submitted to induced fermentation
(HFI) occurred a reduction of the pH
of 30%.

It must be said that the highest
descend of the pH was observed in the
induced fermentation, where the
population of BAL is higher due to the
inoculation.

The fermentation is usually
associated to the reduction of pH and
the increment of the titratable acidity
of the food, due to the production of
organic acids that are inherent to the
process (Porres et al., 2003).

Granito and Alvarez (2006) found
that the predominant floras during the
natural fermentation of Phaseolus
vulgaris are the BAL. According to
Ragaee et al. (1985) the reduction of
pH is due to the production of lactic
acid during the fermentation.

Regarding the titratable acidity,
48 hours after the fermentation, both
natural (GFN) and induced (GFI) of
seeds, were observed significant
differences (P<0.05) in the content of
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Es de hacer notar que el mayor
descenso de pH se observé en la fer-
mentacién inducida, donde la poblacién
de BAL es mayor debido a la inocula-
cion.

La fermentacién usualmente se
asocia con la disminucién del pH y el
aumento de la acidez titulable del ali-
mento, debido a la produccién de aci-
dos organicos que son inherentes al
proceso (Porres et al., 2003).

Granito y Alvarez (2006) encon-
traron que la flora predominante du-
rante la fermentacién natural de
Phaseolus vulgaris son las BAL. De
acuerdo a Ragaee et al. (1985) la dis-
minucién del pH es debido a la pro-
duccién de acido lactico durante la fer-
mentacion.

Con respecto a la acidez titulable,
después de 48 horas de fermentacion
tanto natural (GFN) como inducida
(GFI) de granos, se observaron diferen-
cias significativas (P<0,05) en el con-
tenido de acido titulado. GFI mostro
una acidez titulable 36% superior a
GFN. Asi mismo, para las harinas
luego de 48 horas de fermentacion la
acidez titulable de HFI fue 31% supe-
rior a la cuantificada en HFN. Tal ten-
dencia puede ser atribuida a diferen-
cias en las especies de
microorganismos, asi como a diferen-
cias en la densidad de las poblaciones
microbianas, presentes en ambos pro-
cesos.

Granito et al., (2003) cuantifica-
ron el pH del caldo de fermentacién de
granos P. vulgaris y encontraron al
cabo de 48h de proceso natural e indu-
cido una reduccién del 34,6% y 30,1%,
respectivamente, por su parte la aci-
dez titulable luego de 48h de fermen-
tacién para el proceso natural fue

282

titratable acid. GFI showed a titratable
acidity 36% superior to GFN. Likewise,
for flours after 48 hours of
fermentation, the titratable acidity of
HFI was 31% superior to the quantified
in HFN. Such tendency might be
attributed in the density of microbial
populations presented in both
processes.

Granito et al. (2003) quantified
the pH of the fermentation broth of
seeds P. vulgaris and found after 48
hours of natural and induced process
a reduction of 34.6% and 30.1%
respectively, on the other hand, the
titratable acidity after 48 hours of
fermentation for the natural process
was of 18.3% higher than the induced.
The differences with this research
might be due to the use of different
species; likewise, the difference in the
procedence of seeds might imply
differences in the present endogenous
flora.

Martin-Cabrejas et al. (2004) and
Porres et al. (2003) when fermenting
flours of P. vulgaris found lower pH
and higher titratable acidity in the
induced fermentation than in the
fermentation with endogenous flora,
which attributed to the differences in
the type of bacterial population and
their differences of development and
production of organic acids.

On the other hand, it is
important to mention that significant
differences were observed (P<0.05) in
the titratable acidity when applying
the same type of fermentation on
different granulometry of the sample.
The titratable acidity of HFN was
45.5% higher than GFN, and the
titratable acidity of HFI was 40%
higher than GFI. The lower size of the
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18,3% mayor que para el inducido. Las
diferencias con este estudio pueden ser
debidas al uso de diferentes especies,
asi mismo la diferencia en la proceden-
cia de los granos podria implicar defe-
rencias en la flora endégena presente.

Martin-Cabrejas et al. (2004) y
Porres et al. (2003) al fermentar hari-
nas de P. vulgaris encontraron menor
pH y mayor acidez titulable en la fer-
mentacion inducida que en la fermen-
tacién con flora endégena, lo cual atri-
buyeron a las diferencias en el tipo de
poblacién bacteriana y sus diferencias
de desarrollo y produccién de acidos
organicos.

Por otra parte, es importante
destacar que se observaron diferencias
significativas (P<0,05) en la acidez
titulable al aplicar el mismo tipo de
fermentacion sobre diferentes
granulometrias de la muestra. La aci-
dez titulable de HFN fue 45,5% ma-
yor que la de GFN y la acidez titulable
de HFT fue 40% mayor que la de GFI.
El menor tamarnio de particula de la
muestra pareciera aumentar la dispo-
nibilidad del sustrato a la accién
microbiana y esto posiblemente favo-
rece una mayor producciéon de
metabolitos.

Desarrollo de la microflora
en el proceso de fermentacion.

Las figuras 1 y 2 muestran la
microflora cuantificada durante los
procesos de fermentacién aplicados al
Dolichos lablab. Al cabo de 48 h de fer-
mentacién natural e inducida de gra-
nos y harinas, la poblacién de
coliformes disminuy6 en un 99%. Esta
tendencia podria ser atribuida a las
condiciones de pH y acidez del medio
de fermentacién, generado por la acti-
vidad de las BAL, las cuales eran des-
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sample’s particle seems to increase the
availability of the substrate to the
microbial action, and this might favor
a higher production of metabolites.

Development of the microflora
in the fermentation process

Figures 1 and 2 show the
quantified microflora during the
fermentation processes applied to
Dolichos lablab. After 48 hours of na-
tural and induced fermentation of the
seeds and flours, the coliform
population reduced in 99%. This
tendency might be attributed to the
conditions of pH and acidity of the
fermentation culture, generated by the
activity of BAL, which were favorable
for the development of coliforms. Gra-
nito and Alvarez (2006) when
fermenting seeds of P. vulgaris with
Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus casei for 48 hours
observed that the population of
coliforms reduced in 98%.

The population of lactic acid bac-
teria during the fermentation
processes increased progressively. The
natural and induced fermentation of
seeds reached a final population of 104
CFU g' and 107 CFUg", respectively.
Fermenting the flours, the final
population of BAL was of 10> CFUg*
and10®° CFUg! for HFN and HFI,
respectively.

The differences observed among
the processes of natural and induced
fermentation are reasonable,
considering that on each process the
population of bacteria that originated
the fermentation were different; the
natural fermentation occurred with
the endogenous flora, while the induced
flora took place by the intentional
incorporation of a starter culture,
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favorables para el desarrollo de las
coliformes. Granito y Alvarez (2006) al
fermentar granos enteros de P.
vulgaris con Lactobacillus plantarum
y Lactobacillus casei durante 48h ob-
servaron que la poblacién de coliformes
disminuy6 un 98%.

La poblacion de bacterias acido
lacticas durante los procesos de fer-
mentacién aumentd progresivamente.
La fermentacién natural e inducida de
granos se alcanzo6 una poblacion final
de 10*CFU g'yde 10"CFUg", respec-
tivamente. Al fermentar las harinas,
la poblacidon final de BAL fue de 10°
CFUg'y 10° CFUg "' para HFN y HFI,
respectivamente.

Las diferencias observadas entre
los procesos de fermentacién natural e
inducida son razonables, tomando en
cuenta que en cada proceso la pobla-
cién de bacterias que dieron lugar a la
fermentacion fueron diferentes; la fer-
mentacion natural ocurri6 con la flora
endbgena, mientras que la fermenta-
ci6n inducida tuvo lugar por la incor-
poracién intencional de un cultivo ini-
ciador, el cual consistia de una mezcla
de Dbacterias acido lacticas
(Streptococcus salivarius sub
thermophillus y Lactobacillus
delbrueckii sub bulgaricus).

Cuando las bacterias acido
lacticas se encuentran presentes en la
flora end6gena de la materia prima y
las condiciones tales de temperatura,
a_, concentracién de oxigeno y pH son
favorables para el crecimiento de
microorganismos, se produce compe-
tencia entre las especies bacterianas.
El crecimiento de las BAL produce dis-
minucién del pH como consecuencia de
la produccién de acido; esto aunado a
la producciéon de otros metabolitos

285

which consisted on a mix of lactic acid
bacteria (Streptococcus salivarius sub
thermophillus y Lactobacillus
delbrueckii sub bulgaricus).

When the lactic acid bacteria are
present in the endogenous flora of the
raw matter and the conditions such
as temperature, a_, oxygen’s
concentration and pH are favorable for
the growth of microorganisms; a
competence among the bacteria species
is produced. The growth of BAL pro-
duces a reduction of the pH as a
consequence of the acid’s production;
this plus the production of metabolites
such as hydrogen peroxide; diacetyl
and bacteriocins generate a hostile
environment for the development of
pathogen and damaged
microorganisms (Albano et al., 2009).
On the metabolites produced by BAL
are the bacteriocins, which are
proteins or antimicrobial peptides
synthesized in the ribosome of the
BAL; the producer cell also synthesizes
a molecule that immunizes against the
own bacteriocins. These peptides
attacks the cellular membrane from
other bacteria avoiding their
production (Albano et al., 2009).

BAL, specifically the genres
Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus and Carnobacterium are
used in the bio-preservation as bio-pro-
tector cultures, and has highlighted by
being microorganisms that through
the production of lactic acid and other
metabolites attack the growth of
unwanted bacteria and might help in
the preservation of food (Schniirer,
2005).

In relation to the population of
molds and yeast, it decreased during
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como perdxido de hidrégeno, diacetilo
y bacteriocinas genera un ambiente
hostil para el desarrollo de
microorganismos patégenos y de dete-
rioro (Albano et al., 2009). Dentro de
los metabolitos producidos por las BAL
se encuentran las bacteriocinas que
son proteinas o péptidos
antimicrobianos sintetizados en el
ribosoma de las BAL; la célula produc-
tora sintetiza ademéas una molécula
que la inmuniza contra la propia
bacteriocina. Estos péptidos atacan la
membrana celular de otras bacterias
evitando su reproduccién (Albano et
al., 2009).

Las BAL, especificamente los
géneros Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus y Carnobacterium son
usadas en la biopreservacién como cul-
tivos bioprotectores y se han destaca-
do por ser microorganismos que me-
diante la produccién de acido lactico y
otros metabolitos contrarrestan el cre-
cimiento de bacterias no deseadas y
pueden ayudar en la preservacién de
los alimentos. (Schniirer, 2005)

En relacién a la poblacién de hon-
gos y levaduras, esta decrecié durante
el tiempo de fermentacién. Para GFN
y GFI se redujo la poblacién de hongos
y levaduras en un 68% y 84%, respec-
tivamente. Por otra parte, para HFN
y HFI la reduccién fue del 80% y 87%.
Aun cuando en la literatura la eviden-
cia de la actividad antifungica de las
BAL se ha ilustrado con base en su
efecto de inhibicién, se sabe que las
BAL son capaces de producir compues-
tos antifungicos de baja masa
molecular como acidos fenil-14cticos,
dipéptidos ciclicos, acidos grasos de
cadena corta, peroxido de hidrégeno,
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the fermentation. For GFN and GFI
the population of molds and yeast
reduced in 68% and 84% respectively.
On the other hand, for HFN and HFI,
the reduction was of 80% and 87%.
Even when in the literature the
evidence of the antifungal activity of
BAL has been illustrated based on the
inhibition effect, it is known that BAL
are capable of producing antifungal
compounds of low molecular rate such
as phenil-lactic acids, cyclic dipeptide,
short chain fatty acid, hydrogen
peroxide, among others, which are
capable of having synergistic effects
among them. However, their action
mechanism is not clearly known
(Schniirer and Magnusson, 2005)
Proximal composition of
fermented Dolichos lablab
In table 2 is shown the effect of
the natural and induced fermentation
on the proximal composition of seeds
and Dolichos lablab flours. Significant
differences were not observed .
(P<0.05) in the proximal
composition of GFN and GFI, except
in the proteins’ content, which reduced
in 4% in relation to the raw grain (GC).
In relation to the fermentation of
flours, there were significant differences
(P<0.05) in the content of raw protein
between HFN and HFI. The processing
of flours produced a reduction in the
content of proteins in relation to the raw
grain; such reduction was of 16% and
14% for HFN and HFI, respectively.
Granito et al. (2002) found a reduction
of 12% in the protein content of
Phaseolus vulgaris fermented naturally,
while Porres et al. (2003) reported a
reduction of 36% in the content of solu-
ble nitrogen when fermenting flours of
P. vulgaris for 48 hours.
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entre otros, los cuales son capaces de
ejercer efectos sinergistico entre ellos.
Sin embargo, su mecanismo de accién
no se conoce claramente. (Schntirer y
Magnusson, 2005)

Composicion proximal de
Dolichos lablab fermentado.

En el cuadro 2 se muestra el efec-
to de la fermentacién natural e indu-
cida sobre la composicién proximal de
granos y harinas de Dolichos lablab.
No se observaron diferencias signifi-
cativas (P<0,05) en la composiciéon
proximal de GFN y GFI, excepto en el
contenido de proteinas, el cual dismi-
nuy6 en 4% respecto al grano crudo
(GC).

Con relacion a la fermentacion de
harinas, hubo diferencias significati-
vas (P<0,05) en el contenido de protei-
na cruda entre HFN y HFI. El proce-
samiento de las harinas produjo dis-
minucién del contenido de proteinas
respecto al grano crudo, tal disminu-
cién fue del 16% y 14% para HFN y

In the fermentation broth of GFN
and GFI was quantified 2.8% and 4.9%
of proteins, respectively, while, in the
fermentation broth of HFN and HFI
was found 10.1% and 12.9% of the
protein, respectively. This indicates
that the reduction in the protein’s
content in seeds and in fermented
flours might be attributed in part to
the solubilization of the proteins in the
fermentation broth.

Rodriguez-Burguer et al., (1998)
found that when fermenting flours of
Phaseolus vulgaris con Rhizopus
oligosporus 15% of the protein
dissolves in the fermentation broth.
Likewise, the reduction of the proteins’
content after the fermentation might
be due to its metabolism by hands of
the microorganisms involve in the
bioprocess (Gibbs et al., 2004).

Regarding the ashes’ content,
there were not significant differences
between GFN and GFI, however, when
comparing them to the raw seeds, was

Cuadro 2. Efecto de la fermentacion natural e inducida sobre la
composicion proximal de granos y harinas de Dolichos

lablab.

Table 2. Effect of the natural and induced fermentation on the proximal
composition of seeds and flours of Dolichos lablab.

Muestra % Proteina cruda % Grasa cruda % Cenizas
GC” 28,66 £+ 0,04 0,77 +0,012 4,20+ 0,01¢
GFN 27,561 +£0,03¢ 0,78 +0,01¢ 3,82+0,01¢
GFI 27,41 +0,07¢ 0,77 +0,012 3,83 +0,02¢
HFN 24,06 +0,02° 0,76 £0,012 3,47 + 0,042
HFI 24,58 £ 0,03 0,77 +£ 0,02 3,569+ 0,02

**GC: granos crudos, GFN: granos sometidos a fermentacién natural, GFI: granos sometidos
a fermentacién inducida, HFN: harinas sometidas a fermentaciéon natural, HFI: harinas some-
tidas a fermentacién inducida. **Valores en una misma fila con letras diferentes presentaron
diferencias significativas P<0,05.
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HFI, respectivamente. Granito et al.,
(2002) encontraron una reduccion del
12% en el contenido de proteina de
Phaseolus vulgaris fermentada de for-
ma natural, mientras que Porres et
al. (2003) reportaron una disminucién
de 36% en el contenido de nitrégeno
soluble al fermentar harinas de P.
vulgaris durante 48 horas.

En el caldo de fermentacién de
GFN y GFI se cuantificé un 2,8% y
4,9% de proteinas, respectivamente,
mientras que en el caldo de fermenta-
cién de HFN y HFI se encontr6 un
10,1% y 12,9% de proteina, respecti-
vamente. Esto indica que la disminu-
cién del contenido de proteinas tanto
en granos como en harinas fermenta-
das podria ser atribuida en parte a la
solubilizacién de las proteinas en el
caldo de fermentacion.

Rodriguez-Burguer et al. (1998)
encontraron que al fermentar harinas
de Phaseolus vulgaris con Rhizopus
oligosporus el 15% de la proteina se
solubilizaba en el caldo de fermenta-
cién. Asi mismo, la disminucién del
contenido de proteinas luego de la fer-
mentacion podria deberse a su
metabolizacién por parte de los
microorganismos involucrados en el
bioproceso (Gibbs et al., 2004).

Con respecto al contenido de ce-
nizas, no se encontraron diferencias
significativas entre GFN y GFI, sin
embargo al compararlas con los gra-
nos crudos se observé que hubo una
disminucion del 10%. En relacién a las
harinas se encontré en HFI un 3,5%
mas de cenizas respecto a HFN. En
comparacion con GC las muestras
HFN y HFI presentaron una dismi-
nucién del contenido de cenizas del 17%
y 14%, respectivamente.
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observed a reduction of 10%. In relation
to the flours, in HFI was found 3.5%
more ashes respect to HFN. In
comparison to GC, samples of HFN
and HFI presented a reduction of the
ashes’ content of 17% and 14%
respectively.

From the previous results is seen
a possible relation between the size of
the sample and solubilization of the
compounds that constitute the ashes.
The reduction on the ashes’ content
with the formation of seeds and flours
might be attributed to the
solubilization of the compounds that
form part of these. Such argument is
based on the fact that ashes are
composed by oxides, sulphates,
phosphates and chlorides, much of
which are soluble in water. Porres et
al. (2003) attribute the reduction in 6%
of the ashes’ content of P. vulgaris
fermented flour to this solubilization
process.

The fermentation effect on the
inhibition activity of trypsin is shown
in table 3. Generally, was observed
that the fermentation produced a
reduction of AIT, in the raw seeds, the
GFN and GFI processes, showed a
reduction of 13.0% and 27.4%
respectively.

In relation to flours, HFN and
HFI had an inhibition activity of
trypsin 17.8% and 40.5% lower than
the quantified in the raw seeds. Tabera
et al., (1995) found that after 48 hours
of natural fermentation of Lens
culinaris is produced a reduction of
AIT of 46-63%, depending on the
proportion water-seeds used for the
bioprocess.

The reduction of these
antinutritional compounds might be
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De los resultados anteriores se
evidencia una posible relacién entre el
tamanio de la muestra y la
solubilizacién de los compuestos cons-
tituyentes de las cenizas. La disminu-
cién en el contenido de cenizas con la
fermentacién de granos y harinas se
podria atribuir a la solubilizaciéon de
los compuestos que forman parte de
estas. Tal argumento se basa en el
hecho que las cenizas se componen de
oxidos, sulfatos, fosfatos y cloruros
muchos de los cuales son solubles en
agua. Porres et al. (2003) atribuyen la
disminucién en 6% del contenido de
cenizas de harina de P. vulgaris fer-
mentadas a este proceso de
solubilizacién.

El efecto de la fermentacion so-
bre la actividad de inhibicién de
tripsina se muestra en el cuadro 3. En
general se observé que la fermentacion
produjo reduccién de la AIT, respecto
al grano crudo los procesos GFN y GFI
mostraron una reduccioén del 13,0% y
27,4%, respectivamente.

attributed to the solubilization of
proteins with inhibitors activity of
trypsin in the fermentation broth. do
Prado et al. (1980) studied the
solubility of the fraction of soy proteins
with activity of trypsin inhibitors and
found that these are soluble to pH 4.5,
to which, the hypothesis that the
fraction of proteins that the trypsin
inhibitors was dissolved in the
fermentation broth gests stronger,
because in all cases the final pH of the
bioprocess was equal to inferior to 4.5.

As a consequence to the reduction
of the inhibitor activity of trypsin, was
observed an increment on the in vitro
protein digestibility of fermented
Dolichos lablab, compare to the one of
the raw seeds, GFN and GFI increased
their protein digestibility in 5.9% and
8.4% respectively.

Fermenting the flours, the
increment of the in vitro protein
digestibility respect to the raw seeds
was of 10% and 14% in HFN and HFT,
respectively. Paredes-Lopez et al.,

Cuadro 3. Digestibilidad in vitro e inhibidores de tripsina en Dolichos

lablab fermentado.

Table 3. In vitro digestibility and trypsin inhibitors in fermented

Dolichos lablab.
Tratamiento TIA % Digestibilidad proteica in vitro
GC" 31,16+ 0,01 82,27+0,142
GFN 27,12+ 0,01¢ 87,13+0,01°
GFI 22,43+0,02P 89,16+0,02¢
HFN 25,61+0,01° 90,45+0,01¢
HFI 18,53+0,022 93,45+0,03°

GC: granos crudos, GFN: granos sometidos a fermentacién natural, GFI: granos sometidos a
fermentacién inducida, HFN: harinas sometidas a fermentacién natural, HFI: harinas someti-
das a fermentacion inducida. **Valores en una misma fila con letras diferentes presentaron

diferencias significativas P<0,05.
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En relacién a las harinas, HFN
y HFI tuvieron una actividad de inhi-
bicién de tripsina 17,8% y 40,5% me-
nor que la cuantificada en el grano
crudo. Tabera et al. (1995) encontra-
ron que al cabo de 48 horas de fermen-
tacién natural de Lens culinaris se
produce una disminucién de la AIT del
46-63%, esto dependiendo de la propor-
ci6on agua - grano utilizada para el
bioproceso.

La reduccion de estos compues-
tos antinutricionales puede atribuirse
a solubilizacién de proteinas con acti-
vidad de inhibidores de tripsina en el
caldo de fermentacién. do Prado et al.,
(1980) estudiaron la solubilidad de la
fraccién de proteinas de soya con acti-
vidad de inhibidores de tripsina y en-
contraron que estas son solubles a pH
4,5; con lo cual, la hipétesis que la frac-
cién de proteinas que contenia a los
inhibidores de tripsina se encontraba
solubililizada en el caldo de fermenta-
cién se refuerza, pues en todos los ca-
sos el pH final del bioproceso fue igual
o inferior a 4,5.

Como consecuencia de la reduc-
ci6n de la actividad de inhibicién de
tripsina se observé aumento de la
digestibilidad proteica in vitro del
Dolichos lablab fermentado, en com-
paracién con la del grano crudo. GFN
y GFI incrementaron su digestibilidad
proteica en 5,9% y 8,4%, respectiva-
mente.

Al fermentar las harinas el au-
mento de la digestibilidad proteica in
vitro respecto a la de los granos cru-
dos fue del 10% y 14% en HFN y HFT,
respectivamente. Paredes-Lopez et
al. (1990) y Angulo-Bejarano et al.
(2008) reportaron que el incremento
de la digestibilidad proteica in vitro

(1990) and Angulo-Bejarano et al.,
(2008) reported that the increment of
the in vitro protein digestibility is
consequence of the elimination of
antinutritional factors, such as, the
hydrolysis of phytic acid and the
reduction of proteins inhibitors.

The popularity of the fermented
legumes in the occidental world is due
to desirable changes that produces the
fermentation in the texture,
organopeltic characteristics and in the
increment of in vitro protein
digestibility. Chavan et al. (1986)
found and increment in the content of
soluble protein and free aminoacids
after the fermentation of Vigna radiata
which would make it easier to digest.
Regaee et al. (1985) reported that the
natural fermentation of Lens culinaris
during 4 days at 32°C carries to the
increment of the total content of
aminoacids and in vitro digestibility.

Conclusions

Fermentation of flours and seeds
of D. lablab produced a significant
reduction in the content of ashes and
proteins. Likewise, desirable changes
were observed in this legume, since
there was a significant reduction of the
inhibition activity of trypsin,
consequently, an increment in the
protein digestibility.
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es consecuencia de la eliminacién de
factores antinutricionales como por
ejemplo la hidrélisis de acido fitico y
la reduccién de inhibidores de
proteinasa.
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La popularidad de las legumino-
sas fermentadas en el mundo occiden-
tal se debe a los cambios deseables que
produce la fermentacién, en la textu-
ra, caracteristicas organolépticas y en
el incremento de la digestibilidad
proteica in vitro. Chavan et al. (1986)
encontraron un aumento en el conte-
nido de proteina soluble y de
aminodcidos libres luego de la fermen-
tacion de Vigna radiata lo que la ha-
ria mas digerible. Ragaee et al. (1985)
reportaron que la fermentacién natu-
ral de Lens culinaris durante 4 dias a
32°C conduce al aumento del conteni-
do total de aminoacidos y de la
digestibilidad in vitro.

Conclusiones

La fermentacién de harinas y
granos de D. lablab produjo disminu-
cién significativa en el contenido de
cenizas y proteinas. Asi mismo, se ob-
servaron cambios deseables en esta
leguminosa, debido a que hubo una
disminucién significativa de la activi-
dad de inhibicién de tripsina y como
consecuencia de ello aumento de la
digestibilidad proteica.
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