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RESUMEN

El maiz es uno de los cereales méas cultivados del mundo y contiene un gran nimero de
compuestos antioxidantes, como los compuestos fendlicos. No obstante, parte de ellos estan unidos
a componentes de la pared celular del maiz, y se requieren pretratamientos para liberarlos. La
fermentacion en medio sélido (FMS) con Rhizopus oryzae se ha empleado para aumentar la
capacidad antioxidante en granos y legumbres. Sin embargo, no existe evidencia de su uso en
maices pigmentados. El objetivo del presente estudio fue evaluar el crecimiento de R. oryzae en
FMS empleando como soporte maiz pigmentado y su efecto en la liberacion de compuestos
fendlicos con capacidad antioxidante. Asimismo, se evalud el efecto de diversos factores
(temperatura, pH, inoculo y sales del medio) sobre la liberacion de compuestos fendlicos (libres y
ligados) y la capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP), asi como el efecto de la FMS sobre
el contenido nutrimental del maiz. Los resultados obtenidos demostraron que R. oryzae tuvo la
capacidad de crecer empleando como soporte el grano de maiz pigmentado, y liberar los
compuestos fenolicos, alcanzando su valor mas alto a las 60 h de cultivo. El uso de FMS permitio
aumentar hasta 161 y 94 % el contenido fenodlico total y la capacidad antioxidante del maiz,
respectivamente, con respecto al control sin fermentar. De todos los factores evaluados, el pH
afecto de manera negativa sobre la liberacion de compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante.
Finalmente, el proceso de FMS de maiz pigmentado con R. oryzae incremento el contenido de
proteina en un 10%, reduciendo el contenido de carbohidratos y fibra un 3% y 8%, respectivamente.
La FMS representa una alternativa sustentable para incrementar las caracteristicas funcionales del

grano de maiz.

Palabras clave: Zea mays, capacidad antioxidante, contenido fendlico.
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ABSTRACT

The maize is one of the most widely grown cereals in the world and contains a large number
of antioxidant compounds, such as phenolic compounds. However, some of them are bound to
components of the maize cell wall, and pretreatments are required to release them. Solid-sate
fermentation (SSF) with Rhizopus oryzae has been used to increase the antioxidant capacity of
grains and legumes. However, there is no evidence of its use in pigmented maize. The objective of
the present study was to evaluate the growth of R. oryzae in SSF using pigmented maize as a
support and its effect on the release of phenolic compounds with antioxidant capacity. The effect
of different factors (temperature, pH, inoculum and salts in the medium) on the release of phenolic
compounds (free and bound) and antioxidant capacity (DPPH, ABTS and FRAP) was also
evaluated, as well as the effect of SSF on the nutrient content of maize. The results obtained showed
that R. oryzae had the ability to grow using pigmented maize grain as a support, and to release
phenolic compounds, reaching its highest value at 60 h of cultivation. The use of SSF increased
the total phenolic content and the antioxidant capacity of maize up to 161 and 94 %, respectively,
with respect to the unfermented control. From all evaluated factors, pH had a negative effect on
the release of phenolic compounds and antioxidant capacity. Finally, the SSF process of maize
pigmented with R. oryzae increased protein content by 10%, reducing carbohydrate and fiber
content by 3% and 8%, respectively. SSF represents a sustainable alternative to increase the

functional characteristics of maize grain.

Key words: Zea mays, antioxidant capacity, phenolic content.
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1. INTRODUCCION

El maiz ha sido la base de la alimentacién desde los pueblos prehispanicos (Cuevas Mejia,
2014). Dentro de las 220 variedades de maiz que se han descrito en América latina (Sierra-Macias
et al., 2014) se encuentran los maices pigmentados, que contienen una alta cantidad de compuestos
antioxidantes (Bello-Pérez et al., 2016). Estos compuestos contribuyen en la prevencion y
tratamiento de enfermedades como el cancer y la diabetes (Gul et al., 2016). Sin embargo, muchos
de estos compuestos no estan de forma libre, si no ligados a componentes de la pared celular de las
plantas (Streimikyte et al., 2022). Debido a ello, se requieren tratamientos que permitan liberar
estos compuestos, como puede ser el uso de enzimas o procesos de fermentacion. Durante el
proceso de fermentacion se presentan cambios en los niveles de compuestos fendlicos, debido a la
accion de las enzimas (celulasas, hemicelulasas, xylanasas, pectinasas, proteasas, etc.) producidas
en la fase de crecimiento de los microorganismos (Huynh et al., 2014). Estas enzimas pueden
romper los componentes quimicos de la pared celular, resultando en una hidrdlisis de los enlaces
que unen a los compuestos fendlicos a la pared celular (Alves Magro y de Castro, 2020), pudiendo
asi liberar los compuestos antioxidantes. Por lo tanto, se pretende desarrollar una fermentacion que
permita obtener una materia prima bioprocesada a partir de maiz pigmentado con mejoras en su

contenido nutrimental y funcional.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos Funcionales

En la actualidad, existe una gran tendencia por una alimentacién saludable, por lo cual los
consumidores cada vez demandan mas y mejores alimentos que les aporten ademas de una
nutricién basica algo més al consumirlos.

Estos alimentos que aportan beneficios a la salud mas alla de una nutricion bésica, se les conocen
como alimentos funcionales. Para que un alimento se considere funcional, aparte de aportar
nutrientes y beneficios para la salud, debe presentar evidencia cientifica de como ayudan al
organismo (Campora, 2016). Martirosyan et al. (2021) lo definen de manera completa como
“alimentos naturales o procesados que contienen compuestos bioldogicamente activos; que, en
cantidades definidas, eficaces y no toxicas, proporcionan un beneficio para la salud clinicamente
probado y documentado utilizando biomarcadores especificos, para promover una salud éptimay
reducir el riesgo de enfermedades cronicas/virales y gestionar sus sintomas”.

Para obtener estas caracteristicas que hacen de los alimentos funcionales tan interesantes para el
consumidor, se debe de adicionar o aumentar el contenido de compuestos bioactivos como lo son:
prebioticos, compuestos fendlicos, carotenoides, acidos grasos, vitaminas y fitoestrégenos (Arias
Lamos et al., 2018). Las propiedades benéficas de estos alimentos en la salud del ser humano son
variadas, ayudan a prevenir o tratar el cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares, asi como

también a retrasar el proceso de envejecimiento (Gul et al., 2016).

2.2. Maiz

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen. Pertenece a
la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es la Unica especie cultivada de este género

(Paliwal, 2001b). Ademas, ha sido la base de la alimentacion desde los pueblos prehispanicos
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(Cuevas Mejia, 2014). Las evidencias del maiz como alimento datan de algunos lugares
arqueoldgicos en nuestro pais, las cuales son pequefias mazorcas de este cereal, que se estima
proceden de hace 5000 afios de antigliedad (Wilkes, 1985). EI maiz, ademas de poseer un fuerte
contenido sociocultural, es el alimento basico en nuestro pais, de forma tradicional se consume
como tortilla (Trigo y Montenegro, 2002). La gastronomia mexicana que usa como base el maiz es
variada, se encuentran alimentos como tamales, elotes, pinoles, atoles, bebidas, entre otros. Sin
embargo, el alimento por excelencia elaborado a partir del maiz es “la tortilla”. (Fernandez Suarez
etal., 2013).

En América Latina se han descrito 220 variedades de maiz (Sierra-Macias et al., 2014), de las
cuales los maices blanco y amarillo son los més usados para la elaboracién de productos
nixtamalizados. En otras regiones, sobre todo del centro de México, se usan variedades
pigmentadas con colores rojo, azul, morado y negro, los cuales se deben a los compuestos
antioxidantes presentes como las antocianinas, que se encuentran principalmente, en el pericarpio
y la capa de aleurona (Bello-Pérez et al., 2016).

Los granos de maiz estan constituidos por tres partes: la cascarilla, el endospermo y el germen (Fig.
1). La cascarilla o pericarpio es la piel externa o cubierta del grano y ocupa el 5% del peso. El
endospermo es la reserva energética del grano y ocupa hasta el 83% de su peso, se compone de
90% de almidon, 9% de proteina, y pequefias cantidades de aceites, minerales y otros elementos.
El germen contiene grandes cantidades de energia en forma de aceite, que tiene la funcién de nutrir
a la planta cuando comienza el periodo de crecimiento, asi como otras muchas sustancias necesarias
durante el proceso de germinacion y desarrollo de la planta (Cuevas Mejia, 2014; Gwirtz y Garcia-
Casal, 2014).

14



Figura 1. Partes del grano de maiz.

Este cereal presenta diversidad de colores (de blanco a amarillo, rojo, azul, purpura) y ademas de
ser una fuente de macro y micronutrientes, también contiene fitoquimicos como los carotenoides,
antocianinas, flavonoides, fitoesteroles y algunos derivados de acido hidroxicindmico (Gonzalez-
Mufioz et al., 2013; Rouf Shah et al., 2016). Estos compuestos fendlicos son cominmente
sintetizados por las plantas y son responsables de los colores que van del rojo a purpura, en la
mayoria de los frutos y vegetales, lo cual es benéfico para esas especies que los sintetizan (Flores
et al., 2016; Ongkowijoyo et al., 2018). En el grano de maiz, las antocianinas se encuentran en la
aleurona o en el pericarpio. Se ha reportado mayor variedad de antocianinas en la aleurona, pero
en menor concentracion comparado al pericarpio (Paulsmeyer et al., 2017). La diferencia entre
maices pigmentados que van del rojo a purpura, en comparacion con maices convencionales como
el amarillo y el blanco, es la presencia de antocianinas que los hace destacar como alimentos
protectores de la salud (Lao et al., 2017).

En México los maices pigmentados se usan principalmente para elaborar tortillas para
autoconsumo, pero también se ocupan en pequefia escala en establecimientos comerciales de
comida tipica. Sin embargo, de la produccién de maiz en México, los maices pigmentados
representan solo el 10 % del total producido en comparacién del 90 % que equivale a la produccion

de maiz blanco o amarillo, los cuales se utilizan para consumo humano o forraje, este bajo
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porcentaje de produccion indica un aprovechamiento bajo, pues su contenido nutricional y
propiedades nutracéuticas representa una gran oportunidad para el desarrollo de nuevos productos,

con nuevas 0 mejores caracteristicas funcionales y nutricionales (Bello-Pérez et al., 2016).

2.3. Compuestos Fenolicos

Los compuestos fendlicos son componentes nutricionales que se encuentran naturalmente en
pequefias cantidades en diversos productos vegetales o alimenticios. Muchos de estos compuestos
bioactivos incluyen metabolitos como antibidticos, micotoxinas, alcaloides, pigmentos vy
compuestos fendlicos, estos dltimos son considerados importantes antioxidantes en la dieta
(Martins et al., 2011).

Algunos de los compuestos con estas capacidades antioxidantes son los compuestos fenolicos, los
cuales son metabolitos secundarios presentes en las plantas que se derivan de precursores
biosintéticos como el piruvato, acetato, algunos aminoacidos y acetil CoA; y son sintetizados
principalmente por las vias del &cido shikimico, la via de las pentosas fosfato y las vias de
metabolismo de fenilpropanoide (Adebo y Gabriela Medina-Meza, 2020; Singh et al., 2017).

Los compuestos fenolicos se dividen en tres subgrupos: los flavonoides, taninosy acidos fenolicos.
Los flavonoides son compuestos que poseen en comun un esqueleto 2-fenilcromano (C6-C3-C6),
presentes en las plantas, responsable del color en las flores, frutos y semillas (Pefarrieta et al.,
2014). Los taninos, por otro lado, son compuestos fendlicos de alto peso molecular (500-3000
g/mol), que ayudan a la pigmentacién de la cubierta de las semillas (pericarpio) de los cereales
(Adebo y Gabriela Medina-Meza, 2020). Se encuentran presentes en hojas, frutos y cortezas
(Pefarrieta et al., 2014). Por altimo, estan los acidos fendlicos que constituyen también una clase
importante de compuestos fendlicos con diferentes funciones bioactivas, presentes en productos
vegetales y alimenticios (Martins et al., 2011). En la Figura 2 se muestra la clasificaciéon de

compuestos fenodlicos, algunos ejemplos y a su vez su estructura quimica base.
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Figura 2. Clasificacion de compuestos fenolicos, estructura base, ejemplos y mecanismo de
accion.

En la actualidad se ha incrementado el uso de compuestos con capacidades antioxidantes, ya que
aparte de promover una dieta que otorgue mayores beneficios para la salud, ejercen diversas
actividades bioldgicas, pues se han reportado como anti-cancerigenos, tienen propiedades que
retardan el envejecimiento, son utilizados también como antibacterianos, antiinflamatorios;
brindan propiedades antitrombdticas y antivirales, cumplen una funcion inmunoldgica mejorada,
ayudan en la regulacion de capilares, disminuyen la presién arterial en personas con sobrepeso, asi
como su ayuda para regular los niveles de lipidos en la sangre (Chen et al., 2021; Huynh et al.,
2014; Torres-Ledn et al., 2019).

En los maices pigmentados se han reportado algunas antocianinas, que incluyen cianidin-3-
glucésido (Cy-3-glu), pelargonidin-3-glucosido (Pg-3-glu), peonidin-3-glucdsido (Pn-3-glu) (Lao
y Giusti, 2017). También se han reportado la presencia de acidos fendlicos en diferentes maices
pigmentados, incluidos éacido 2,4,6-trihidroxibenzoico, é&cido p-cuméarico o acido p-
hidroxicinamico, acido cafeico, &cido protocatecuico, acido cafeico 4-O-hexosido, &cido 5-O-

cafeoilquinico, acido feralico, acido clorogénico y p-acido hidroxifenil acético (Hernandez et al.,
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2018; Lao y Giusti, 2017). Asi como diversos flavonoides, como lo son Apigenina-O-hexosido,

Luteolina-O-rutinosido, Apigenina-O-pentosil hexosido (Hernandez et al., 2018).

2.4. Capacidad Antioxidante

En las ultimas décadas han incrementado los estudios referentes al estrés oxidativo y como
prevenirlo o tratarlo. El estrés oxidativo es causado por el aumento en las especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno, debido a la incapacidad de los antioxidantes presentes en el cuerpo para
contrarrestar el dafio causado por estas moléculas oxidativas (Lopez-Alarcon y Denicola, 2013).
Por ello, surge la necesidad de incluir en la dieta alimentos ricos en compuestos antioxidantes
(Oude Griep et al., 2010). El concepto mas utilizado de un compuesto antioxidante es “cualquier
sustancia que retarde, prevenga o remueva el dafio oxidativo de una molécula”. La capacidad
antioxidante (CA) de un compuesto se puede definir como el potencial de una sustancia o
compuesto capaz de inhibir o dificultar la oxidacion de un sustrato hasta en cantidades muy
pequefias (Benitez-Estrada et al., 2020). Su cuantificacion es de gran utilidad para diferentes
sectores, ya que indica la calidad de un alimento, la cantidad de antioxidantes presentes o bien la
biodisponibilidad de estos (Benitez-Estrada et al., 2020; Lopez-Alarcon y Denicola, 2013).

Se ha reportado que la capacidad antioxidante de algunos maices pigmentados estd altamente
correlacionada con la presencia de diversos compuestos bioactivos como lo son antocianinas,
flavonoides, acidos fendlicos, polifenoles y carotenoides (Lao y Giusti, 2017). Esta capacidad
antioxidante se ha expresado por diferentes métodos como lo son ABTS, DPPH y FRAP. El ensayo
de inhibicién del radical 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) se basa en la
cuantificacién del descoloramiento del radical ABTS" por efecto de la reduccion a ABTS por
accion de los antioxidantes presentes en la muestra (Santos-Sanchez et al., 2019). La determinacion
de la CA por el método DPPH se basa en la aceptacion de un electron o atomo de hidrégeno por el
radical 2,2-difenil-1-picril-hidracil (DPPH), produciendo un vire de color de violeta a amarillo
ocasionado por la reduccién del radical por accidon de los antioxidantes presentes en la muestra
(Abril-lbarra, 2022; Santos-Sanchez et al., 2019). A diferencia del andlisis por DPPH y ABTS, que

evallan la capacidad de la muestra para neutralizar radicales libres, el analisis FRAP (poder
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antioxidante reductor del hierro) se basa en el principio de que los antioxidantes son sustancias
capaces de reducir el ion férrico al ion ferroso, es decir, evalla la capacidad reductora mediante un
mecanismo de transferencia de hidrégeno (Mercado-Mercado et al., 2013) y a su vez simula las
condiciones de un sistema bioldgico ya que los radicales utilizados en ABTS y DPPH son ajenos
al organismo, es decir, no tienen significado bioldgico. Por otra parte, el Fe*2 que se forma en el
ensayo FRAP puede reaccionar con el H,O> produciendo OH, el cual es considerado el radical libre
mas dafiino en sistemas bioldgicos (Abril-Ibarra, 2022; Benzie y Strain, 1996; Santos-Sanchez et
al., 2019). Hernandez et al. (2018) reportaron una capacidad antioxidante de un maiz rojo por el
ensayo de ABTS de 155.14 mg ET 100g™%, por DPPH de 65.20 mg EAG 100 g* y un contenido de
fenoles totales (CFT) de 215.17-527.33 mg EAG 100 g%, utilizando diferentes tiempos de
extraccion y diferentes volumenes de extraccion utilizando una metodologia de extraccion asistida
por ultrasonido. Yang y Zhai (2010) reportaron la capacidad antioxidante de un maiz morado por
el ensayo de FRAP, obteniendo 16.2 mmol FeSO. por gramo de materia seca. Loarca-Pifia et al.
(2019) evaluaron varios tipos de maices pigmentados de color rojo y morado y determinaron la
capacidad antioxidante de estos mediante el ensayo FRAP, con valores de entre 0.32-0.83 mmol
FeSO. y un contenido total de fenoles de 69.43-212.84 mg EAG 100 g.

Sin embargo, la recuperacion total de estos compuestos mediante el uso de solventes puede ser un
poco dificil, ya que una parte de los compuestos fendlicos estan unidos a otras moléculas como
azucares, acidos grasos o0 aminoacidos (Chen et al., 2021; Dey y Kuhad, 2014a). Debido aesto y a
la consideracion de los solventes como peligrosos para la salud y el medio ambiente, es que se han
explorado otras alternativas, como lo son la extraccion asistida por la accién de un microorganismo
durante un proceso de fermentacion, donde el microorganismo es capaz de sintetizar diversas
enzimas que ayudan a la extraccion de los compuestos antioxidantes presentes en la matriz vegetal
(Huynh et al., 2014; Leite et al., 2019; Martins et al., 2011).

El cambio en la concentracion de compuestos fendlicos por el proceso de fermentacion se debe
principalmente a la acciéon de diferentes enzimas como celulasas, hemicelulasas, pectinasas,
proteasas, etc., las cuales son principalmente producidas durante la fase de crecimiento de los
microorganismos (Dey y Kuhad, 2014a; Huynh et al., 2014; Streimikyte et al., 2022). Estas
enzimas son capaces de degradar completamente los componentes quimicos de la pared celular de
los vegetales, 1o que resulta en una hidrdlisis de los enlaces que unen los compuestos fendlicos a
la matriz de la pared celular, liberando asi estos compuestos de interés (Alves Magro y de Castro,
2020).
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2.5. Fermentacion en Medio Sélido

La fermentacion es una antigua técnica de procesamiento de alimentos que se ha adaptado durante
siglos en todo el mundo. Este proceso implica una conversion y/o modificacion intencional de un
sustrato a través de las actividades metabolicas realizadas por un microorganismo para obtener un
producto deseado. Estos productos obtenidos a través de la implementacion de un proceso
fermentativo suelen llevarse a cabo mediante acciones microbianas, que alteran positivamente la
apariencia, el sabor, las funcionalidades, la composicion nutricional, el color y la textura (Adebo y
Gabriela Medina-Meza, 2020; Marsh et al., 2014).

La fermentacion en medio solido (FMS) se define como un cultivo microbiano que se desarrolla
sobre sustratos humedos en ausencia o con baja cantidad de agua libre (Dulf et al., 2017). Los
sustratos deben de contener suficiente humedad para poder permitir que el microorganismo tenga
un crecimiento y metabolismo adecuado (Ruiz et al., 2005). La seleccion de un microorganismo
adecuado para el proceso es uno de los criterios mas importantes en la FMS. Existen varios factores
que afectan directamente el proceso de la FMS, estos varian de un proceso a otro dependiendo de
los sustratos utilizados y su composicion, el microorganismo utilizado y la escala de trabajo (Dulf
et al., 2017). En el cuadro 1 se muestras varios estudios donde se demuestra que la FMS ayuda a

aumentar el contenido de compuestos fendlicos y antioxidantes en diferentes matrices vegetales.

Cuadro 1. Estudios de FMS para incrementar el contenido fenélico (CF) y la capacidad
antioxidante (CA) en matrices vegetales.

Material Mlcrog_rganlsmo Hallazgo (efecto observado) Referencias
vegetal utilizado
Monascus anka, El CF aumento hasta 25 veces en
. Saccharomyces i h Chen et al.
Maiz blanco - ) comparacion con el maiz sin
cerevisiae, Bacillus (2021)
- fermentar.
subtilis
Torta de Rhizopus oryzae y El materlal_ fermentad,o cqntgma, Starzynska-
. . en promedio, 42% mas péptidos, .
germen de Rhizopus oligosporus , Janiszewska et
. un 30 % mas de CA que en el
trigo al. (2021)
sustrato crudo.
Granos de Aspergillus oryzae, A. El CF se incrementd hasta 14
X . Dey y Kuhad
trigo, arroz, awamori, R. oryzaey R.  veces usando A. oryzae y la CA
s . : ) (2014b)
maiz y avena. oligosporus se incremento hasta 66 veces
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utilizando R. oryzae.
Incrementos de 1.5y 3 veces el

Tempeh R. oligosporus, R. CF y la CA, respectivamente, Aoki et al.
(granos de lonif q la Soia. Si 202
soya) oryzae y R. stolonifer comparado con la soja sin (2020)
fermentar.

2.5.1. Parametros de Proceso en la FMS

Como en todo proceso se debe de llevar una adecuada seleccion y control de las variables que
influyen en el proceso, cuyas condiciones ideales permitan asegurar el éxito del proceso de

fermentacion.

2.5.1.1. Sustrato. Los sustratos usados en la FMS son generalmente insolubles en agua. En procesos
de FMS, el agua se absorbe a través de las particulas del sustrato, y de esta manera puede ser
empleada por el microorganismo para su crecimiento y actividades metabdlicas. Las bacterias y
levaduras crecen en la superficie del sustrato mientras que el micelio de los hongos penetra en las
particulas del sustrato (Manpreet et al., 2005).

Los sustratos utilizados en los procesos de FMS provienen de una alta gama de procesos
agroindustriales, ejemplo de ellos son los sustratos lignoceluldsicos como paja de trigo o maiz,
rastrojo de arroz, salvado de trigo, pulpa de remolacha azucarera y madera. Algunos otros sustratos
contienen azucares solubles como lo son el orujo de uva, sorgo dulce, cascara de pifia, cascara de
naranja y pulpa de café (Leite et al., 2019; Lima et al., 2015; Ravichandran y R, 2012).

Los sustratos naturales son abundantes, faciles de conseguir y ademas baratos, comparado con los
sustratos sintéticos. Sin embargo, los sustratos naturales requieren de un tratamiento previo para
gue sus componentes sean mas accesibles y que su estructura sea mas susceptible al ataque y del
microorganismo. Por lo general, estos pretratamientos consisten en reducir el tamafio de particula
0 agrietar el sustrato para que el interior de la particula sea mas accesible. También puede ser
necesario el suministrar nutrientes adicionales para estimular el crecimiento del microorganismo,
inducir la sintesis de enzimas o bien para prolongar la produccién de metabolitos secundarios
(Manpreet et al., 2005).
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2.5.1.2. Contenido de humedad. Uno de los factores mas importantes en los procesos de FMS es la
humedad del sustrato, ya que un nivel adecuado influye en gran medida sobre el crecimiento
microbiano y las actividades metabodlicas de este. Un contenido de humedad alto puede presentar
problemas en la FMS, ya que disminuye la porosidad del lecho y por consiguiente afecta la difusion
de oxigeno, y ademas aumenta el riesgo de contaminacion por bacterias anaerobias. Generalmente,
el contenido de humedad del sustrato en FMS oscila entre 30 % a 85 % (Chavez-Gonzélez et al.,
2018).

2.5.1.3. Temperatura. La temperatura influye en el crecimiento microbiano, ya que puede afectar
la germinacion de esporas y el rendimiento del proceso. Por otro lado, puede acelerar las reacciones
enzimaticas y quimicas en el crecimiento microbiano, si se eleva demasiado puede ocasionar
inactivacion enzimatica interrumpiendo asi el crecimiento del microorganismo (Buenrostro-
Figueroa et al., 2017). La temperatura puede variar debido a que el crecimiento de los
microorganismos genera calor (Chavez-Gonzalez et al., 2018).

En procesos de FMS, el aumento de temperatura derivado del calor metabdlico es un problema
recurrente y dificil de controlar. La transferencia de temperatura se debe a la eliminacion ineficiente
del calor en el sustrato, ocasionando gradientes de temperatura, deshidratacion del medio,
variabilidad en la composicion del sustrato, entre otras cosas. Por ello, el calor debe de ser disipado
inmediatamente haciendo uso de diferentes mecanismos, como lo son enfriamiento por bandejas
metélicas con refrigerante en circulacién, aireacion forzada, circulacion por la camisa que rodea el

fermentador o agitacion de los s6lidos (Manpreet et al., 2005).

2.5.1.4. pH. Es un parametro critico en FMS, su seguimiento y control durante el transcurso del
proceso es algo dificil, comparado con su facil monitoreo en fermentacion liquida (Chavez-
Gonzaélez et al., 2018).

Los cambios en el pH durante la fermentacion son debido a la produccién de &cidos o liberacién
de amoniaco durante la fermentacidn, lo que provoca descenso o aumento en los valores,
respectivamente (Manpreet et al., 2005). No obstante, en FMS, los microorganismos suelen poseer

una relativa estabilidad frente al pH en comparacion con los procesos sumergidos, esto debido a la
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elevada capacidad tampon de los sustratos usuales, por lo que mediante el ajuste inicial del pH del
sustrato es posible eliminar la necesidad de su control durante el proceso. Sin embargo, es
recomendable el uso de microorganismos que puedan crecer en una amplia gama de pH y que tenga

un amplio pH 6ptimo (Manpreet et al., 2005).

2.5.1.5. Tamafio de in6culo. El tamafio de indculo depende tanto de la naturaleza del
microorganismo como del medio en el que se desarrolla. Esta cantidad inicial de microorganismo
es crucial debido a que, si existe un nivel alto de este parametro, puede reducir el tiempo de
adaptacion del microorganismo y un buen crecimiento de la biomasa, sin embargo, si se excede
demasiado la cantidad de este pardmetro puede desencadenar una serie de desventajas como
disminuir la cantidad de nutrientes disponibles para un crecimiento Optimo y por ende la
disminucion de metabolitos (Chavez-Gonzélez et al., 2018). Mientras que una baja concentracion
podria resultar en una biomasa ineficiente y un tiempo de adaptacién mas prolongado (Jiang et al.,
2019; Othman y Sebo, 2023). Dentro de los organismos mas utilizados en procesos de FMS se
encuentran los hongos filamentosos, destacando los del genero Aspergillus, Penicillium y
Rhizopus, ya que por su gran adaptabilidad son los mas indicados para este bioproceso (Cuevas-
Rodriguez et al., 2004; Dulf et al., 2015; Venturini Copetti, 2019).

2.6. Rhizopus Oryzae

Rhizopus es un género de hongos pertenecientes a la clase Fitomicetos; orden Mucolares, familia
Mucoraceae. Este género comprende 10 especies, algunas dafiinas para las plantas como lo es R.
arrhizus, y otras especies empleadas en la elaboracion de alimentos fermentados como lo son R.
oligosporus, R. stolonifer y R. oryzae (Aoki et al., 2020; Ibarruri y Hernandez, 2018). Sin embargo,
estos Ultimos ejemplos son considerados como GRAS (generalmente reconocidos como seguros,
por sus siglas en inglés) de acuerdo con la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA,
por sus siglas en inglés), y pueden ser usados para consumo en humanos (Cantabrana et al., 2015).

En complemento a lo anterior, existen otras caracteristicas por lo que este género de hongo resulta
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interesante para la aplicacion en alimentos, crece a temperatura ambiente (25 a 35 °C), durante su
crecimiento produce hidrolasas como amilasas, proteasas y lipasas, que pueden ayudar a
incrementar la biodisponibilidad de nutrientes al realizar una hidrdlisis en los componentes de la
pared celular del material vegetal (Cantabrana et al., 2015; Ghosh y Ray, 2011). Se ha reportado
el uso de Rhizopus en la fermentacion de alimentos para obtener texturas y sabores. En Asia es
muy comun emplear este hongo para elaborar distintos alimentos como lo son el vino de arroz,
quesos, el Tempeh, un fermentado de granos, legumbres o frutas con el hongo R. oligosporus o R.
oryzae, entre otros (Babu et al., 2009; Ibarruri y Hernandez, 2018).
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3. HIPOTESIS

La fermentacion en medio solido con R. oryzae permitird potenciar las caracteristicas

fisicoquimicas y funcionales del maiz pigmentado.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el proceso de fermentacion en medio solido empleando R. oryzae sobre las caracteristicas

fisicoquimicas y funcionales de maiz pigmentado.

4.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar fisicoguimicamente el maiz pigmentado y evaluar el crecimiento de R. oryzae
sobre el grano de maiz pigmentado.

2. Explorar las condiciones de proceso de FMS (temperatura, concentracion de inoculo, pH y
sales del medio) de maiz pigmentado y seleccionar aquéllas que permitan la mayor liberacion
de compuestos fenolicos y mayor capacidad antioxidante.

3. Evaluar el efecto de la FMS sobre el contenido fisicoquimico de maiz pigmentado
bioprocesado a mayor volumen, bajo condiciones de mayor liberacion de compuestos

fenolicos con capacidad antioxidante.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Vegetal

Para el desarrollo del presente estudio se emplearon granos de maiz azul procedente de la Sierra
Tarahumara (Madera, Chihuahua, coordenadas: 29.243298, -108.113481), cosechado en la
temporada octubre-noviembre de 2021). EI material fue colectado en bolsas negras y se traslado al
laboratorio de Biotecnologia y Bioingenieria del CIAD Delicias, donde fue sometido a un proceso
de desinfeccion mediante radiacion UV por 30 min, para ser almacenado protegido de la luz hasta

Su uso.

5.2. Microorganismo

Se emple6 el hongo Rhizopus oryzae, perteneciente a la coleccion de cultivos del Departamento de
Investigacion en Alimentos de la FCQ-UAdeC. La cepa fungica se mantuvo a -20 °C en una mezcla
de glicerol-leche descremada (1:9 v/v) Las esporas fueron reactivadas en agar papa dextrosa (PDA-
Bioxon) e incubadas a 30 °C durante 7 dias. Ya reactivadas, se inocularon en matraces Erlenmeyer
(250 mL) con 30 mL de PDA y se incubaron a 30 °C durante 7 dias. Las esporas se colectaron con
una solucion estéril de Tween-80 al 0.01 % (v/v), se recuperaron y se cuantificaron en una camara

de Neubauer.

5.3. ETAPA 1. Caracterizacion Fisicoquimica y Seleccion de Tiempo de Fermentacion.

5.3.1. Caracterizacion Fisicoquimica

Se realizé un analisis proximal para conocer la composicion fisica del maiz pigmentado. Para ello,

27



el grano (60 g) fue molido hasta obtener un polvo fino que se empleo para determinar el contenido
de humedad, proteina, grasa, fibra y carbohidratos, de acuerdo con la metodologia de la AOAC
(1980). Adicionalmente, se determiné el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y la
capacidad antioxidante (CA) del material vegetal, tanto de la fraccién libre (CFT Libre) como la
ligada (CFT Ligada). Para obtener el CFT libre de los extractos, se pesaron 3 g de muestra y se
agregaron 10 mL de una mezcla de metanol, agua y acido lactico (80:19:1 v/v/v) como solvente de
extraccion. La mezcla se sonico (Ultrasonic Cleaner, VWR International, 150D, New York, EUA)
durante 5 min, se filtr6 a través de un papel filtro (25 um) y el extracto obtenido fue almacenado
en viales Eppendorf en congelacién (-20 °C) hasta su uso (Torres-Leon et al., 2019). Para la
fraccion ligada, se utilizo la metodologia propuesta por Torres-Ledn et al. (2019), donde el residuo
solido de la fraccion libre se sometio a una hidrolisis alcalina con NaOH 4M durante 4 h a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, se ajusto el pH a un intervalo de 2 a 3 con &cido
clorhidrico concentrado, se centrifugé 10000 rpm por 5 min en una centrifuga Eppendorf AG
(5805F, Alemania). Se recuper0 el sobrenadante, y se mezcl6 con 30 mL de acetato de etilo durante
5 min para extraer los compuestos fendlicos. Finalmente, se elimino el acetato de etilo en un
rotavapor (BUCHI®, B-100 HB, Suiza) a 40 °C. La fraccion fendlica se recuperd y reconstituyo
con 4 mL del solvente de extraccion (Metanol-agua-acido lactico) y se almacenaron en viales

eppendorf a -20 °C hasta su uso.

5.3.2. Fermentacion en Medio Soélido

Para la FMS, se empled el grano de maiz como soporte. EIl grano entero se sometio a un remojo
con forme a la metodologia de Chen et al. (2021) con algunas modificaciones para ajustar la
humedad del grano a 35% (2 h de remojo). Se mezclaron 300 g de maiz con 5 mL de medio de
sales (1 g L™t KH2PO4, 1 g L™t MgS04.7H20, 2 g L™t (NH4)2SO4) previamente inoculado con 1x10°
esp/g de R. oryzae. La mezcla (12 g de masa humeda, mh) fue empacada en reactores de charola
(54 cm®) y se incubaron a 30 °C durante 72 h, tomando muestras cada 12 h. El crecimiento flingico
fue evaluado mediante el registro en tiempo real de la produccion de CO2 y el consumo O
empleando un sistema de respirometria (Méndez-Gonzalez et al., 2022).

Para obtener los extractos de la fraccion libre y ligada del maiz fermentado se siguié lo descrito en
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la seccion 5.3.1. Los extractos obtenidos se emplearon para determinar el contenido de fenoles
totales (hidrolizables + condensados), asi como la capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP)
de la fraccion libre. El andlisis de estos datos permitio seleccionar el tiempo de maxima liberacién
de compuestos fendlicos.

5.4. ETAPA 2. Efecto de las Condiciones de Proceso de FMS Sobre la Liberacién de Contenido
de Fenoles Totales con Capacidad Antioxidante

Una vez seleccionado el tiempo de maxima liberacion, se exploraron las condiciones de cultivo.
Para ello, se planted un disefio factorial 2X Box-Hunter & Hunter que permiti6 evaluar el efecto
de la temperatura, pH, concentracion de indculo y sales en el medio, tal como se indica en el
cuadro 2.

Para evaluar las condiciones del proceso de FMS, se llevo a cabo una fermentacion empleando el
hongo R. oryzae y utilizando el tiempo seleccionado previamente en la etapa anterior. El proceso
se realizo en reactores de charola (54 cm®) empleando el maiz pigmentado como soporte, variando
las diferentes condiciones de proceso acorde al cuadro 2. Al final de la fermentacion, se procedid
a obtener los extractos, tal como se reporta en la seccion 5.3. Los extractos obtenidos se emplearon
para determinar el contenido de fenoles totales (hidrolizables + condensados) y la capacidad
antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP), tal como se reporto en la seccion 5.3.

De acuerdo con el analisis de resultados, se seleccionaron las mejores condiciones de proceso con
méaxima liberacion de compuestos fenolicos y mayor capacidad antioxidante para realizar una

fermentacion de mayor volumen.

Cuadro 2. Matriz experimental 2% Box-Hunter & Hunter para evaluar el efecto de la temperatura,
concentracion de indculo, pH y concentracion de sales (KH2PO4, MgSO4.7H20, (NH4)2S0.) sobre
el CFT y la CA de maiz pigmentado.

Tratamiento A B C D E F
1 -1 -1 -1 1 1 1
2 1 -1 -1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1
4 1 1 -1 1 -1 -1
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5 -1 -1 1 1 -1 -1

6 1 -1 1 -1 1 -1

7 -1 1 1 -1 -1 1

8 1 1 1 1 1 1

Cadigo Factor Nivel bajo (-1) Nivel alto (1)

A Temperatura (°C) 30 40
B pH 5 6
C In6culo (esporas g?) 1x108 1x10’
D KH2PO4 (g L) 1 2

E MgS04.7H,0 (g L?) 1 2

F (NH4)2S04 (g L 4 8

5.5. ETAPA 3. Evaluacion del Efecto de la FMS a un Volumen Mayor Sobre la Composicion
Fisicoquimica Bajo Condiciones de Mayor Liberacion de Fenoles con Capacidad Antioxidante.

Para la etapa 3, se utilizd el mejor tratamiento obtenido de la etapa 2 y se realiz6 una fermentacion
a mayor volumen aumentado 25 veces la masa utilizada en la etapa 1 (12 g a 300 g) para poder
obtener una materia prima bioprocesada (mediante el secado y molienda del maiz fermentado), la
cual se caracteriz6 mediante los métodos de AOAC (1980). Para ello, se realiz6 una fermentacion
a mayor volumen utilizando un reactor de charolas (1183 cm®) empleando maiz pigmentado como
sustrato utilizando las mejores condiciones de proceso obtenidas en la etapa anterior (temperatura
40 °C, pH 5, tamafio de indculo 1x107 esp g%, KH2POs 1 g L™, MgS04.7H,0 2 g L'y (NH4)2SO4
4 g LY. Los granos fermentados fueron sometidos a secado y molienda hasta obtener particulas
finas (<1 mm) que se emplearon para realizar el analisis proximal (AOAC, 1980). Los resultados
obtenidos se compararon para determinar el efecto de la FMS sobre la composicion fisicoquimica,

CFT y CA del maiz pigmentado.
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5.6. Métodos analiticos

5.6.1. Caracterizacion Fisicoquimica

La composicion fisicoquimica (humedad, proteina, grasa, fibra cruda y carbohidratos) fue
determinada empleando la metodologia oficial reportada por la AOAC (1980).

Los granos de maiz fueron molidos y tamizados hasta obtener un polvo fino, al cual se le determin6
el contenido de humedad (AOAC 964.22). El polvo obtenido se empled para determinar el
contenido de ceniza (550 °C durante 6 h) conforme a AOAC 923.03 y el contenido de proteina
bruta haciendo uso del método de Kjeldahl con un factor de conversion de 6.25, segin AOAC
960.52. Para el extracto etéreo (lipidos) se utilizé un sistema Soxhlet conforme a la AOAC 948.22
y la fibra total usando la metodologia de AOAC 978.10. El contenido de carbohidratos totales se
calcul6 por diferencia donde se sumaron todos los porcentajes (ceniza, proteina, lipidos y fibra) y

se le restaron a un valor de 100.

5.6.2. Determinacion de Contenido de Fenoles Hidrolizables

El contenido fenolico hidrolizable fue determinado usando el reactivo de Folin-Ciocalteu y
expresado en equivalentes de acido galico (EAG) acorde a las metodologias descritas por Wong-
Paz et al. (2014). Brevemente, 20 pL de extracto fueron mezclados con 20 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu en una microplaca, después de 5 min, se anadieron 20 pL de carbonato de sodio (0.01
M) y se dejo reposar por otros 5 min. Pasado este tiempo se afiadido 125 pL de agua destilada y la
absorbancia fue registrada a 790 nm usando un espectrofotdmetro de microplacas MULTISKAN
GO (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finlandia). Las muestras se analizaron por triplicado y los
resultados se expresaron como miligramos de equivalente de acido galico por gramo de materia

seca (mg EAG gms™), a partir de una curva de calibracion de &cido galico (0-200 mg L™1).
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5.6.3. Determinacion de Contenido de Fenoles Condensados

Se determind el contenido de fenoles condensados de acuerdo con lo reportado por Hernandez et
al. (2017) adaptado a microplaca. En tubos de tapa roscada, se mezclaron 250 puL. de muestra, 1.5
mL de HCI-n-Butanol (10 %) y 50 uL de reactivo férrico (ImL HCI concentrado, 2 g de sulfato
férrico de amonio y aforado a 5 mL con agua destilada). Los tubos se calentaron durante 40 min
en bafio de ebulliciéon a 100 °C, y se enfriaron a temperatura ambiente. Finalmente, se tomaron 200
ulL de cada tubo y se registré la absorbancia a 460 nm, utilizando un lector de microplaca
MULTISKAN GO. Los resultados se expresaron en equivalentes de catequina por gramo de

materia seca (mg EC gms™), utilizando una curva patrén de catequina (0-1000 mg L?).

5.6.4. Determinacion de Contenido de Fenoles Totales

El CFT se obtuvo a partir de la suma del contenido de fenoles hidrolizables y el contenido de

fenoles condensados y se expresd como miligramo por gramo de masa seca (mg gms™).

5.6.5. Determinacion de Capacidad Antioxidante por DPPH

Se utilizo el ensayo reportado por Molyneux (2004), adaptado a microplaca. Se mezclaron 7 puL
del extracto con 193 pL de soluciéon de DPPH (60 uM), se dejé reposar 30 min, y se registro la
absorbancia a 517 nm en un lector de microplacas. El resultado se expresé como miligramos de
equivalentes de Trolox por gramo de materia seca (mg ET gms™) empleando una curva estandar
de Trolox (0-200 mg L%).
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5.6.6. Determinacion de Capacidad Antioxidante por ABTS

Se realizd con base en lo reportado por Torres-Ledn et al. (2019) adaptado a microplaca. Se prepard
el reactivo ABTS (2.45 mL de ABTS 7 mM y 12.5 mL de persulfato de potasio (K2S20g) 2.45
mM) y se incub6 en oscuridad por 16 h. Posteriormente, se ajusté la absorbancia a 0.7 + 0.2 a una
longitud de onda de 734 nm. Para el ensayo, se mezclaron 10 uL. de muestra y 190 pL del reactivo
ABTS". Pasado un min de reaccion, se registro la absorbancia en un lector de microplaca. El
resultado se expres6 como equivalentes de Trolox por gramo de materia seca (mg ET gms™)

empleando una curva estandar de Trolox (0-200 mg L%).

5.6.7. Determinacion de Capacidad Antioxidante por FRAP

La capacidad de los extractos para reducir el hierro (FRAP, del inglés Ferric Reducing Antioxidant
Power) se determind de acuerdo con Alvarez-Parrilla et al. (2005), adaptado a microplaca. El
reactivo FRAP se preparé mezclando 50 mL de una solucién buffer de acetatos 0.3 My pH 3.6, 5
mL de una solucién TPTZ 10 mM y 5 mL de una solucion de cloruro férrico. La solucion se mezcld
y se dejo reposar a 37 °C por 30 min. Para el ensayo se mezclaron 18 uL de agua, 6 uL del extracto
y 180 pL de solucion FRAP. Se dejo reposar por 1 hora a 37 °C y se registré la absorbancia a 595
nm en un lector de microplaca. Los resultados se expresaron como mg Fe*? gms™ utilizando una

curva estandar de sulfato de hierro (0-800 mg L1).

5.6.8. Analisis Respirométrico

El crecimiento de R. oryzae se estimd de manera indirecta haciendo uso de los parametros cinéticos
de acuerdo con la metodologia propuesta por Méndez-Gonzalez et al. (2022). El gas de escape

del biorreactor se seco con gel de silica y se introdujo en el analizador respirométrico. Las tasas de
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produccion de CO2 y consumo de Oz, se obtuvieron a partir de los gradientes de concentracion del
aire suministrado por el biorreactor y se expresaron como mg por gramo de materia seca inicial por
hora (mg gmsi* h). EI consumo total de O, y produccion total de CO, se estimaron evaluando el
area bajo las tasas de consumo de Oz y de produccién de CO; (respectivamente) por el método del
trapecio. El tiempo de retraso (Lag) se determind mediante la interseccion de la linea formada por
la produccién de LnCO; frente al tiempo con el eje x. Tanto la cinética asociada a la produccion
de CO,, como la tasa especifica de produccién de CO; (), la produccion inicial de CO2 (COy), la
produccion maxima de CO, (CO2max) se determinaron mediante el uso de la ecuacion del modelo
logistico (Ecuacion 1), utilizando el método del gradiente reducido generalizado. Para lo anterior,
el rendimiento masico de la produccién de CO, por O, consumido (YCO. O2?) y el coeficiente
mantenido (mO.) fueron estimados por regresion multilineal. El cociente respiratorio instantaneo

(CO2 O2%) se determing a partir de las tasas molares de consumo de O, y de produccion de COs..

_ CO2max
0 = ey

5.7. Analisis Estadistico

En la primera fermentacion se realiz6 un disefio completamente al azar para determinar el efecto
del tiempo de cultivo sobre el CFT y la CA de extractos de maiz pigmentado fermentado. En la
segunda fermentacion, se plante6 un disefio factorial 2% Box-Hunter & Hunter con dos puntos
centrales empleando el software Statistica 7.0 (Stat Soft, Tulsa, Ok, USA) para evaluar el efecto
del in6culo, la temperatura, pH y sales nutritivas (KH2PO4, MgSOs, (NH4)2SO4) sobre las variables
de respuesta (CA (DPPH, ABTS y FRAP) y CF totales (hidrolizables y condensados)). En la tercera
etapa se utilizé un disefio completamente al azar para determinar el efecto de la FMS sobre la
composicién fisicoquimica del maiz pigmentado. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado y se expresaron como el promedio + su desviacion estandar. Los datos obtenidos se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) vy, cuando fue necesario, se realiz6 una

prueba de comparacién de medias para establecer diferencia entre tratamientos (LSD).
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. ETAPA 1. Caracterizacion Fisicoquimica y Seleccion de Tiempo de Fermentacion.

El maiz (Zea mays) es el cereal mas producido a nivel mundial seguido del arroz y el trigo
(FAOSTAT, 2021). Gran parte de la poblacion humana consume maiz como alimento bésico, por
tal motivo es de suma importancia conocer la composicion quimica y calidad nutricional del maiz.
La composicion quimica de este grano estd constituida mayormente por: proteinas, grasas y
carbohidratos (principalmente almidon) (Veljkovi¢ et al., 2018). En el cuadro 3, se muestra la
composicion fisicoquimica del maiz pigmentado, el maiz utilizado para este estudio presentd un
contenido de proteina de 9.03 %, grasa 2.34 %, fibra 2.55 % y carbohidratos 84.34 %. los cuales
estan dentro de los resultados publicados por Paliwal (2001a), el cual realiz6 un estudio sobre
varios maices, reportando valores proteina (5.2-13.7 %), grasa (2.2-5.7 %), ceniza (1.2-2.9 %),
fibra (0.8-2.9 %) y carbohidratos (66-89 %). Los resultados obtenidos son similares en proteina a
los reportados por Tiessen-Favier et al. (2022), los cuales reportaron un rango de 9.0-10.7 %. Los
valores obtenidos para fibra y grasa son 2 y 1.6 veces superiores a lo reportado por Tiessen-Favier
et al. (2022), respectivamente. Rodriguez-Salinas et al. (2020) reportaron valores similares a los
aqui obtenidos para la composicion fisicoquimica de varios maices pigmentados del noreste de

México. Las diferencias se atribuyen principalmente a la variedad de maiz.

Cuadro 3. Composicion fisicoquimica del maiz pigmentado (g 100g™?).

Parametro Maiz pigmentado
Proteina 9.031+0.114
Grasa 2.338 £ 0.164
Ceniza 1.694 + 0.055
Fibra 2.554 + 0.280
Carbohidratos 84.381 + 0.165
Lignina 0.151 £ 0.009

Los valores son medias (n =3) y las diferencias entre medias fueron comparadas usando LSD (p < 0.05).
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Con base en su composicion, el maiz es una fuente rica en proteina y carbohidratos, lo cual lo
convierte en un alimento de sumo interés para su ingesta en la poblacion humana. Asimismo, estas
mismas propiedades lo hacen un medio 6ptimo para el crecimiento de R. oryzae, ya que este
microorganismo utiliza diferentes fuentes de carbono como lo es glucosa, celulosa entre otras (Liao
et al., 2007). El alto contenido de carbohidratos (84 %) en el grano de maiz pigmentado lo hace
una excelente fuente de carbono y energia para el microorganismo. A su vez, el microorganismo
requiere de una fuente de nitrégeno para llevar a cabo su crecimiento de una forma favorable,
algunas de estas fuentes son proteinas o fuentes inorganicas como sales de amonio, nitratos, entre
otras (Abdellaet al., 2023; Hsiao et al., 2014). Por su parte, el microorganismo utiliza &cidos grasos
para sintetizar lipidos que atienden funciones basicas y forman parte de la membrana celular
(Massarolo et al., 2016).

Durante el proceso de fermentacion se obtuvieron los pardmetros cinéticos asociados al consumo
de Oz y produccion de CO2, mediante el contenido del gas obtenido del biorreactor durante 60 h
(Figura 3). A las 46.5 h de proceso, con unas tasas de consumo de Oz y produccion de CO; de

0.604 y 0.762 mg gmsi* h (miligramos entre gramos de masa seca inicial), respectivamente.

0.9
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Figura 3. Consumo de O y produccion de COz por R. oryzae usando como sustrato maiz
pigmentado en reactores de charola.
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Durante la respiracion aerébica el O, se consume, mientras hay produccion de CO2 (Manan y
Webb, 2020). El acumulado de CO- se muestra en la figura 4. En dicha figura también se muestran
las fases del crecimiento de R. oryzae sobre el maiz pigmentado. La fase de adaptacion o etapa lag,
la cual se define como el tiempo que tarda el microrganismo en adaptar sus funciones bésicas en
base al sustrato utilizado, la cual muestra un tiempo de adaptacion de 6.5 h. La fase de latencia de
corta duracién es importante en el proceso de FMS debido a que proporciona informacion sobre la
facil adaptacion de los microbios a un sistema heterogéneo. También disminuye el riesgo de
contaminacion por microorganismos externos (Aguilar-Zarate et al., 2018). La etapa de
crecimiento duro 16 h, esta etapa se define como el tiempo de crecimiento exponencial del
microorganismo en el sustrato utilizado. Y por Gltimo se presentd la etapa de mantenimiento, la
cual se define como el tiempo en el que se mostro una desaceleracion en el crecimiento y la
produccion de CO> se mantuvo estable durante un periodo de tiempo, la cual duro de las 22.5 h
hasta la finalizacion del proceso de fermentacion de 60 h.

El proceso de FMS del maiz pigmentado con R. oryzae mostré un consumo méaximo de O de
22.204 mg gmsity una produccion maxima de CO, de 26.807 mg gmsi* (Figura 4). Los datos
experimentales fueron tratados mediante el modelo logistico y se obtuvieron valores de consumo
maximo de Oz de 20.81 mg gmsi* Y Una produccién maxima de CO, de 25.85 mg gmsit. LoS
parametros cinéticos estimados mediante este modelo resultaron en unos coeficientes de
determinacion (R?) de 0.98 y 0.99 para el consumo de Oz oxigeno y produccion de CO,
respectivamente (cuadro 4), lo cual indica un buen ajuste de los datos experimentales al modelo
logistico. Los valores obtenidos de la cinética de respiracion para las 20 a 60 h fueron de 0.77 a
0.95, todos estos valores son de sumo interés, ya que caracterizan la fisiologia, el rendimiento de
la FMS o el rendimiento total de la fermentacion en funcion del crecimiento microbiano (Manan y
Webb, 2020). Los valores mostrados en la figura 3 indican que el proceso se llevé a cabo de manera
aerobica, ayudando esto a la generacion de biomasa del hongo (Manan y Webb, 2020; Méndez-
Gonzalez et al., 2022).
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Figura 4. Cociente respiratorio (X), consumo de Oz (0) y produccion de CO: (0) de R. oryzae
empleando maiz pigmentado como sustrato en FMS. Los circulos representan los datos
experimentales y las lineas solidas representan los datos ajustados al modelo logistico.

Cuadro 4. Parametros cinéticos estimados mediante el modelo logistico.
Modelo logistico

pn=0.101 h' Y cozo.= 1.068 mgco2 mgoz™t
CO2=0.39 mg gmsi* Mo, = 5.32x10" mgo2 mgcoz? h
CO2max = 25.86 Mg gmsi * O2max = 20.81 Mg gmsi™*
R?=0.996 R? =0.984

Los granos de maiz son una fuente importante de polifenoles (Chen et al., 2021). R. oryzae tuvo
la capacidad de emplear el grano de maiz como sustrato e invadirlo completamente. Durante el
proceso de FMS se induce una ruptura estructural de la pared celular del maiz, dando lugar a la
liberacion de compuestos fendlicos.

Los compuestos fenolicos se encuentran en 3 diferentes formas: solubles o hidrolizables, solubles
conjugados o condensados, estos estan esterificados a azlcares o componentes de bajo peso

molecular y los insolubles ligados, que estan unidos mediante enlaces covalentes a componentes
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de la pared celular (Bei et al., 2017). EI CFT libre mostrado en este estudio estd compuesto por la
suma de las fracciones fendlicas de hidrolizables y condensados, los cuales se muestran en el

Cuadro 5y en la Figura 5.

Cuadro 5. Contenido de fenoles hidrolizables y condensados de la fraccion libre durante la
fermentacion de maiz pigmentado.

F. hidrolizables F. condensados

Tiiempo (MgEAG gms™?) (mg EC gms™)
0 1.314 +0.106¢ 1.088 + 0.241¢
12 2.451 + 0.194"¢ 1.425 +0.098°
24 2.103 + 0.091°¢ 1.528 + 0.207¢
36 2.797 + 0.484° 1.419 + 0.004¢
48 2.787 +0.253° 2.155 + 0.119°
60 3.630 + 0.362? 2.643 + 0.2672
72 2.271 +0.136° 1.330 + 0.099%¢

Los valores son medias (n =3) y las diferencias entre medias fueron comparadas usando LSD (p < 0.05).

En la figura 4 se muestra la cinética de respiracion de R. oryzae usando como sustrato maiz
pigmentado, donde se pueden apreciar las fases de crecimiento del microorganismo, presentando
una etapa de adaptacion o lag durante las primeras 8 h de proceso, seguido de una etapa de
crecimiento exponencial hasta las 20 h. A partir de las 20 h, se observa una desaceleracion y
posteriormente la fase de mantenimiento hasta el fin de la FMS. Durante el crecimiento de R.
oryzae, se producen enzimas que van degradando los componentes de pared celular del maiz,
liberando asi los compuestos fendlicos ligados a estos componentes (Huynh et al., 2014). Durante
el crecimiento de R. oryzae, este sintetiza diferentes enzimas como celulasas, hemicelulasas, lipasas
y proteasas, las cuales ayudan al rompimiento de los enlaces que mantienen unidos los compuestos
fenolicos a la matriz del maiz pigmentado, aumentando asi el CFT y CA del maiz pigmentado. El
valor mas alto de CFT libre se obtuvo a las 60 h de proceso, con un aumento de 161 % con respecto
al control (sin fermentar) (Figura 5).

Los resultados aqui mostrados para la fraccion libre son 329 % superiores a los reportados por
Sanchez Magafa et al. (2019) al mismo tiempo de fermentacién en maiz variedad Pioneer

utilizando R. oligosporus. El tiempo de maxima CFT libre coincide con lo reportado por
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Buenrostro-Figueroa et al. (2017) para la FMS de céascara de higo con R. oryzae. Después de las
60 h, el CFT libre disminuye, lo cual se puede atribuir a la degradacion de los compuestos por

enzimas del mismo hongo (Starzynska-Janiszewska et al., 2021).

8 0.25
a
T - b a &
7 0.2
26 L £
5 c c b >
25 > T T 015 £
= cd d ¢ q 2
g ST S
53 d j 013
2 e .
b 0.05 IT
1 O
0 0
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)
—*—F.CFT Libres CFT Ligados ©S

Figura 5. Efecto del tiempo de FMS con R. oryzae sobre el CFT libres (-0-) y CFT ligados (-0-)
de maiz pigmentado.

Como era de esperarse, se puede observar el CFT ligado tuvo una tendencia inversa a CFT libre.
Esto quiere decir que el CFT ligado disminuy6 conforme aumentaba el tiempo del proceso de
fermentacion. La liberacion de fenoles ligados se puede deber a la accion de las enzimas producidas
por el microorganismo durante la fermentacion. Esto de acuerdo con diversos estudios donde se
reportan las enzimas producidas por R. oryzae, como celulasas (Darman et al., 2011), xylanasas
(Behnam et al., 2016; Xiao et al., 2014), lipasas (Lépez et al., 2010; Vaseghi et al., 2013), proteasas
(Hsiao et al., 2014), y amilasas (Kaur et al., 2015).

Para cuantificar la CA del grano de maiz pigmentado fermentado se implementaron 3
metodologias: ABTS, DPPH y FRAP. Al igual que en el CFT libre, el proceso de FMS de maiz
empleando R. oryzae presentd un efecto significativo sobre la CA (Figura 6). El proceso de

fermentacién aumenté considerablemente la CA del maiz en el ensayo ABTS, con un aumento de
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94 % con respecto al grano sin fermentar a las 60 h. La FMS incrementd la CA frente al radical
DPPH hasta 74%, comparado con el grano sin fermentar. Los resultados obtenidos para el analisis
FRAP mostraron un aumento de 64 % de la CA con respecto al grano sin fermentar. Estos aumentos
estan relacionados con la liberacion de compuestos fenolicos durante el proceso de fermentacion
(Bei et al., 2017).

Diversos estudios han demostrado el efecto positivo de la FMS sobre el aumento en la CA. Queiroz
Santos et al. (2018) reportaron un incremento de 70 % de la CA (DPPH) en granos de soya
fermentados con Saccharomyces cerevisiae. En orujo de uva sometido a FMS con R. Oryzae, Leite
et al. (2019) registraron un aumento de 170 % para la CA respecto al control. Wu et al. (2022)
desarrollaron un proceso de FMS utilizado avena como sustrato, empleando como indculo una
mezcla de Lactobacillus plantatum y R. oryzae. Los autores reportaron incrementos en la CA del
material fermentado después de 72 h, con aumentos de 104% , 110 % y 172 % superiores

comparado al material sin fermentar, similares a los reportados en el presente estudio.
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Figura 6. Efecto del tiempo de FMS sobre la capacidad antioxidante DPPH (-0-), ABTS (-0-) y
FRAP (-0-) de maiz pigmentado.
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Finalmente, se estimaron los coeficientes de correlacion de Pearson, para estimar la relacion que
existe entre la CFT libre y CA el del maiz fermentado (Cuadro 6). Como se puede observar, existe
una fuerte correlacion positiva altamente significativa (p<0.001) entre el CFT libres y la CA frente
a los tres ensayos evaluados (DPPH, ABTS y FRAP), lo cual confirma que el aumento de la CA se

debe al aumento de los CFT liberados durante el proceso de FMS con R. oryzae.

Cuadro 6. Coeficientes de correlaciéon de Pearson que indican la asociacion entre variables de

respuesta.
ABTS DPPH FRAP CFT libre
ABTS 1 0.896** 0.780** 0.886**
DPPH 1 0.758** 0.818**
FRAP 1 0.868**
CFT libre 1

**1<,0001

Se obtuvo un aumento de CFT libre de 161 % con R. oryzae con respecto al maiz sin fermentar a
un tiempo de cultivo de 60 h. Por lo tanto, se selecciono este tiempo de fermentacion con esta cepa
para las siguientes etapas de la investigacion con el fin de maximizar la liberacion de los

compuestos fenolicos ligados en el maiz pigmentado.

6.2. ETAPA 2. Efecto de las Condiciones de Proceso de FMS Sobre la Liberacion de Contenido

de Fenoles Totales con Capacidad Antioxidante.

En esta etapa, se evaluo el efecto de diversos factores del proceso de FMS (temperatura, pH, tamafio
de in6culo, y concentracion de sales (KH2PO4, MgSO4, (NH4)2SO4) mediante el uso de un disefio

experimental 2X sobre CFT libre de maiz pigmentado con R. oryzae.
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En la figura 7 se muestra el diagrama de Pareto que categoriza el efecto de cada factor evaluado

sobre la variable de respuesta, siendo significativo aquél que rebasa la linea central punteada.

FT Libres (mgfgms)

(3)Indculo (esplgms) /// 3339973

424116

(6)(NH, )50, (g/L) 1_57—4;327
(5)Mg 50, (mgiL) 1399588
(1) Temperatura (°C) %.?%24% ;
(4)KH,PO, (mgil) A778979
p=:_05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 7. Diagrama de Pareto para CFT libres.

A partir de los diagramas de Pareto, en el cuadro 7 se presenta un resumen del efecto de cada uno
de los factores evaluados sobre las variables de respuesta (CFT libre y CA). Como se puede
apreciar, el factor que tuvo un efecto significativo sobre todas las variables de respuesta fue el pH,
teniendo una correlacion negativa para cada variable de respuesta analizada. Lo anterior indica que,
a medida que se aumenta el pH inicial del medio, los valores de las variables de respuesta
disminuyen. Este comportamiento se atribuye a que cada microorganismo tiene un valor de pH
Optimo para su crecimiento, y los cambios de pH inciden directamente sobre el desarrollo del
microorganismo en el grano de maiz, afectando la actividad y estabilidad de las enzimas que
produce el microorganismo durante su metabolismo, y a su vez, cada microorganismo tiene un pH
optimo de crecimiento (Srivastava et al., 2019). Asimismo, al existir una correlacion positiva entre

CFT y la CA, el pH también afecta a ésta.
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Cuadro 7. Efecto de las condiciones del proceso sobre el contenido fendlico y capacidad
antioxidante del maiz pigmentado.

Factor CFT libore ABTS DPPH FRAP
Temperatura (°C) NS NS NS NS
pH - - - -
Inéeulo (Esporas g?) + NS NS NS
KH2PO4 (g LY NS + NS NS
MgS04.7H20 (g L) NS NS + NS
(NH4)2S04 (g LY NS NS NS -

NS: No significativo

Por otro lado, el tamafio de indculo mostro una correlacion positiva, lo que nos indica que a medida
que aumenta la concentracion de inoculo se ve favorecida la liberacion de CFT libre. Los resultados
obtenidos concuerdan con lo reportado por Egbune et al. (2022), quienes obtuvieron un aumento
en el contenido de CFT libre conforme aumentaban el tamafio de indculo utilizando mijo como
sustrato para R. oligosporus. EI KH2POj4 presentd una correlacion positiva, lo que indica que, al
aumentar la concentracion de esta sal, aumenta la CA frente al radical ABTS, de igual manera, el
MgS0.4.7H20 tuvo un efecto similar pero frente al radical DPPH. Fan et al. (2018) reportaron un
comportamiento similar en donde a una mayor concentracion de iones K*y Mg?* en diversos
sustratos, mayor era la CA frente a los radicales ABTS y DPPH, respectivamente. El sulfato de
amonio presentd una correlacion negativa respecto a la CA determinada mediante el ensayo FRAP,
esto puede deberse a que R. oryzae es capaz de producir siderdforos, los cuales son compuestos
quelantes de hierro (Holzberg y Artis, 1983). Por lo tanto, al haber presencia de estos agentes
quelantes, pueden interferir en la determinacion de CA por el ensayo de FRAP (Echegaray et al.,
2021). Cabe resaltar que no existen referencias que hagan énfasis en el efecto que tienen estas sales
directamente sobre las metodologias de CA aqui evaluadas. Por lo tanto, no se descarta que los
datos estén sobreestimados debido a interferencias en la determinacion de la CA. Esto debido a
diversos factores que pueden alterar los resultados de estos métodos. Por ejemplo, compuestos
fenolicos como antocianinas, acido cafeico y acido ferdlico, los cuales se han reportado que se
encuentran en el maiz, reaccionan lentamente con el reactivo FRAP (Echegaray et al., 2021),

debido a esto, es posible que el tiempo de reaccién utilizado en la metodologia haya sido poco para
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poder reportar el verdadero potencial antioxidante de los compuestos presentes en los extractos

fermentados de cascalote. Una desventaja que tiene el ensayo de DPPH es que existen compuestos

que absorben a la misma longitud de onda, lo cual sobreestima el resultado. Por otra parte, el ensayo

se realiza empleando un disolvente organico, lo cual puede inhabilitar la determinacion de la CA

de compuestos solubles en agua, algo que no sucede en el método ABTS, en el cual es posible
determinar la CA de compuestos hidrofilos (Echegaray et al., 2021; Shah y Modi, 2015).
En el cuadro 8 se muestran los resultados de CFT libres para cada uno de los tratamientos, donde
la maxima liberacion de CFT libre se presenté en el tratamiento 6 (5.549 mg gms™), 1.15 veces

mayor respecto al tratamiento 3, que presentd el valor mas bajo. Teniendo asi un aumento de 115%

entre el mejor tratamiento y el menor.

Cuadro 8. Matriz BHH utilizada para evaluar el efecto de 6 factores (A, B, C, D, E'Y F) sobre
CFT libre de maiz pigmentado con R. oryzae en FMS.

Tratamiento A B C D E

F  CFT libre (mg gms™)

1 -1 -1 -1 1 1 1 4,986 + 0.238°

2 1 -1 -1 101 1 3.892 + 0.253°

3 -1 1 -1 11 -1 2.580 + 0.110°

4 1 1 -1 1 -1 -1 3.372 +0.263¢

5 -1 -1 1 1 -1 -1 4.153 + 0.136°

6 1 -1 1 -1 1 -1 5.549 + 0.0412

7 -1 1 1 1011 4.373 £ 0.378°

8 1 1 1 1 1 1 4.059 + 0.572°
Cadigo Factor (-1) (1)

A Temperatura (°C) 30 40

B pH 5 6

C Indculo (Esporas gt)  1x10° 1x10°

D KH,PO4 (g L™) 1 2

E MgS04.7H20 (g LY) 1 2

F (NH4)2S04 (g L) 4 8

Los valores son medias (n =3) y las diferencias entre medias fueron comparadas usando LSD (p < 0.05).
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Considerando los resultados obtenidos, las condiciones que aseguran una mayor liberacién de CFT
libres a partir de maiz pigmentado fermentado con R. oryzae fueron: temperatura 40 °C, pH 5,
tamafio de indculo 1x107 esp/g, KH2PO4 1 g/L, MgS04.7H20 2 g/L y (NH4)2SO4 4 g/L. Teniendo
estos resultados y el mejor tiempo de fermentacidn, se procedio a realizar una fermentacion a mayor
volumen, utilizando el mejor tiempo de fermentacién y el mejor tratamiento para evaluar su efecto

sobre el maiz pigmentado.

6.3. ETAPA 3. Evaluacion del Efecto de la FMS a un Volumen Mayor Sobre la Composicién

Fisicoquimica Bajo Condiciones de Mayor Liberacion de Fenoles con Capacidad Antioxidante.

En esta etapa se evaluo el efecto de la FMS sobre la composicion quimica y CA del maiz
pigmentado usando R. oryzae, en la figura 8 se muestra el crecimiento que tuvo R. oryzae sobre el
grano de maiz pigmentado a las 60 h de cultivo utilizando las condiciones de mayor liberacion de
CFT con CA obtenidas por el tratamiento 6, en dicha figura, en las imagenes inferiores se puede
apreciar de una manera mas detallada el desarrollo del micelio durante el proceso de fermentacion.
Los resultados obtenidos para la composicion fisicoquimica, CFT libre y CA se muestran en el

cuadro 9.
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Figura 8. Crecimiento de R. oryzae sobre maiz pigmentado, control sin fermentar (izq) y
fermentado a las 60 h con tratamiento 6 (der).

Al comparar el material fermentado con el control, se observo un incremento del 10 % en el
contenido de proteina. Este valor es igual al reportado por Sukma et al. (2021), quienes fermentaron
arroz con R. oryzae. En otro estudio, se usé arroz como sustrato en FMS con R. oryzae, (Kupski et
al. (2012). Los autores reportaron un aumento del 14.7 % de proteina respecto al control. Este
incremento en el contenido de proteina puede atribuirse a que el microorganismo utilizé el sustrato
como fuente de carbono y de energia durante la FMS, para crecer y asi aumentar su biomasa y por
ende, aumentar el contenido de proteina fangica (Olukomaiya et al., 2020).

El contenido de grasa después del proceso de FMS tuvo un aumento de 186 % veces en
comparacion con el maiz sin fermentar, esto puede deberse a que durante el crecimiento de
microorganismo, este utiliza los nutrientes disponibles para sintetizar lipidos que forman parte de
los componentes del micelio (Denardi-Souza et al., 2018). Por otra parte, se ha reportado que R.

oryzae produce lipasas, enzimas que degradan lipidos que estén ligados a otros componentes del
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maiz, como azucares o proteinas (Londofio-Hernandez et al., 2017; Lopez-Fernandez et al., 2020).
Conforme al contenido de fibra, se observé una disminucion del 8%, similar al 5 % reportado por
Sukma et al. (2022), en una harina de platano fermentada con R. oryzae. Olugosi et al. (2019)
reportaron una disminucion del 5 % por efecto de la fermentacidn de harina de cascara de cocoa
con R. stolonifer. Lo anterior se atribuye al hecho que R. oryzae tiene la capacidad de producir
enzimas que degradan la pared celular, como lo son celulasas, hemicelulasas y proteasas, entre
otras (Londofio-Hernandez et al., 2017).

Respecto al contenido de carbohidratos se observd una disminucion del 3%, igual al reportado
Sukma et al. (2022) en harina de platano fermentada con R. oryzae. Durante su crecimiento y
desarrollo, R. oryzae enzimas que degradan los polisacaridos en fracciones simples como glucosa,
los cuales posteriormente el hongo emplea como fuente de carbono para desarrollar su biomasa,
resultando asi en la disminucion del contenido de carbohidratos (Pandey y Negi, 2020; Sukma et
al., 2022).

Cuadro 9. Efecto de FMS sobre la composicidn fisicoquimica a (g/100g), CFT libre (mg/gms) y
CA del maiz pigmentado.

Parametro Control Fermentado
Proteina 9.031 +0.110° 9.944 + 0.24072
Grasa 2.338 £ 0.164° 4.353 + 0.164°
Ceniza 1.320 + 0.093° 1.694 + 0.055?

Fibra 2.554 +0.2802 2.350 + 0.050°
Carbohidratos 84.381 + 0.165? 82.031 + 0.324°
Lignina 0.151 + 0.0092 0.150 + 0.025%

CFT libre 2.401 +0.30° 5.55 + 0.041?
ABTS (mg ET/gms) 1.081 + 0.103° 1.701 £ 0.0372
DPPH (mg ET/gms) 0.608 + 0.051° 0.933 +0.1018
FRAP (mg EFe* /gms) 1.583 + 0.130° 2.401 +0.018°?

Los valores son medias (n =3) y las diferencias entre medias fueron comparadas usando LSD (p < 0.05).

Al comparar el CFT libre, se observé un aumento del 131% respecto al grano sin fermentar, valor
similar a lo reportado por Chen et al. (2021), quienes aumentaron hasta 125 % el contenido fendlico

de maiz fermentado con Monaskus anka. Buenrostro-Figueroa et al. (2017) incrementaron 439%
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el contenido fenolico en higo fermentado con R. oryzae en condiciones de optimizacion. Por otra
parte, se obtuvo un aumento de la capacidad antioxidante hasta 60% con respecto al maiz sin
fermentar, este comportamiento de aumento positivo en la CA, es similar a lo reportado por varios
autores, como Buenrostro-Figueroa et al. (2023) reportaron un aumento de hasta 481% en la CA
en un proceso optimizado, utilizando céscara de granada fermentada con A. niger , Janarny y
Gunathilake (2020), haciendo uso de diferentes tipos de arroz y R. oryzae, lograron un aumento de
CA de hasta 44% en comparacion con el arroz sin fermentar. También Dulf et al. (2016) utilizando
ciruelas y haciendo uso de dos cepas fungicas A. niger y R. oligosporus, logro un aumento del 35%
en la CA. Estos resultados demuestran la eficiencia de la FMS como alternativa para aumentar el
contenido de CFT y CA en matrices vegetales. Conforme a los valores obtenidos se presentd una
correlacion positiva entre CFT y CA, lo que nos indica que al mismo tiempo que se liberan los
compuestos fenolicos ligados a componentes de la matriz vegetal, por accion de las enzimas
liberadas durante el crecimiento de R. oryzae, la CA aumenta de igual manera. Dicho aumento es
consecuencia de la degradacion de los componentes de la pared celular del maiz pigmentado, en la
cual se encuentran algunos compuestos fenoélicos, por accion de las enzimas producidas durante el
desarrollo de R. oryzae sobre los granos del maiz (Starzynska-Janiszewska et al., 2021).

El bioproceso desarrollado permitid mejorar las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del
maiz pigmentado, el cual podria ser empleado como materia prima para el desarrollo de alimentos

funcionales.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio revelaron que la composicion quimica del maiz
pigmentado es un buen candidato para ser empleado como sustrato en procesos de FMS. R. oryzae
fue capaz de crecer empleando el grano de maiz pigmentado como sustrato y Unica fuente de
nutrientes, con los valores obtenidos de la cinética de respiracion se dedujo que el proceso se llevo
de manera aerdbica, lo que ayudo a la generacién de la biomasa del hongo. La maxima liberacién
de CFT se observé a las 60 h. De los parametros de proceso evaluados, s6lo el pH ejercié un efecto
sobre el CFT y la CA. Las mejores condiciones de FMS de maiz pigmentado con R. oryzae fueron:
temperatura 40 °C, pH 5, tamafio de inéculo 1x107 esp/g, KH2PO4 1 g/L, MgS04.7H,0 2 g/L y
(NH4)2SO4 4 g/L. Bajo estas condiciones, la FMS de maiz pigmentado con R. oryzae permitid
incrementar 10 % el contenido de proteina, disminuyendo 8 y 3 % el contenido de carbohidratos y
fibra, respectivamente. La FMS de R. oryzae incremento 131 % la extraccion de CFT libres, con
un aumento de hasta 60 % en la capacidad antioxidante de los extractos fermentados.

El bioproceso propuesto permitié potenciar las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del
maiz pigmentado. Con base en estas mejoras, el grano bioprocesado podria ser empleado como
materia prima para el desarrollo de alimentos funcionales, debido a su alta capacidad antioxidante

y mejoras en su composicion quimica.
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8. RECOMENDACIONES

Elucidar el perfil de compuestos fendlicos presentes a lo largo del proceso de FMS, asi
como las enzimas asociadas a la liberacion de los compuestos fendlicos a partir del

bioprocesamiento del grano.

Optimizar el proceso de FMS de maiz pigmentado con R. oryzae y escalar a mayor volumen.
Desarrollar alimentos funcionales a partir del grano bioprocesado.
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