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RESUMEN

El maiz es de los cereales mas importantes y producidos tanto en México y el resto del
mundo. Las altas producciones de granos de maiz generan gran cantidad de biomasa denominada
soca, la cual no suele ser aprovechada; aunado a ello su mal manejo puede llegar a ser una
problematica ambiental. En la actualidad, se buscan alternativas para la valorizacién de estos
subproductos, donde una de ellas es la obtencion de compuestos bioactivos de la soca. En estudios
previos se ha demostrado que la soca contiene fitoquimicos como compuestos fenélicos, saponinas,
alcaloides, entre otros, los cuales muestran potencial antioxidante y funcionalidad bioldgica. La
principal forma de extraer estos compuestos bioactivos de la soca es por medio de solventes
organicos, los cuales generan residuos con impacto ambiental. Otras alternativas es la extraccion
bioldgica, empleando bioprocesos como la fermentacion o la hidrdlisis enzimatica, donde dichas
extracciones no presentan un problema ambiental. Entre los tipos de fermentacion para la
extraccion de compuestos bioactivos, la fermentacion lactica es una de las mas utilizadas por todas
las ventajas que esta presenta, donde uno de los microorganismos mas utilizados y representativos
es Lactobacillus plantarum. El objetivo de esta investigacion fue determinar el potencial de la
fermentacion lactica optimizada sobre la extraccidén de compuestos bioactivos de soca de maiz (Zea
mays L.). Las condiciones 6ptimas que maximizaron la capacidad antioxidante fueron: 33.58 h, 9.5
mg/mL y 28.6 °C. EIl tratamiento fermentado obtuvo mejores resultados en los valores de
compuestos ligados (capacidad reductora total, flavonoides totales y capacidad antioxidante) y
menores en los compuestos libres (alcaloides totales, saponinas totales, capacidad reductora total
y flavonoides totales). Los principales acidos fendlicos obtenidos de la fermentacion fueron: acido
feralico, cumarico, gélico, quinico y clorogénico. Los flavonoides mas abundantes en el extracto
fermentado fueron: quercetina, apigenina, apigenina-8-O-glucosido, hespiridina, genisteina y
naringenina. La fermentacion ayuda a la liberacion de compuestos hidrofilicos como &cidos
fenolicos, flavonoides; asi mismo, saponinas, alcaloides y flavonoides glicosilados pueden estar
sufriendo una biotransformacion por la accién metabdlica de L. plantarum, lo que podria estar

formando otras moléculas principalmente agliconas que aumentan la capacidad antioxidante.

Palabras clave: Soca de maiz, optimizacion, fermentacion, L. plantarum, compuestos bioactivos.



ABSTRACT

Corn is one of the most important cereals produced in Mexico and in the rest of the world.
The high production of corn grains generates a large amount of biomass called corn stover that is
not commonly used and, in some cases, mishandling causing an environmental problem. Research
projects are in process to develop new methods to get value-added products from corn stover, like
the extraction of bioactive compounds. Previous studies have shown that corn stover has
phytochemicals such as phenolic compounds, saponins, alkaloids, among others, which show
antioxidant potential and biological functionality. The conventional way of extracting the bioactive
compounds from this biomass is through organic solvents, that may cause a negative environmental
impact due to chemical residues. Other alternatives are biological extraction, using bioprocesses
such as fermentation or enzymatic hydrolysis that do not represent an environmental hazard.
Among the many types of fermentation for the extraction of bioactive compounds, lactic
fermentation is one of the most used for all the advantages it presents, where one of the most used
and representative microorganisms is Lactobacillus plantarum. In this research, we aimed to
determine the potential of optimized lactic fermentation for the extraction of bioactive compounds
from corn stover (Zea mays L.). The optimal conditions that maximized the antioxidant capacity
were 33.58 h, 9.5 mg/mL and 28.6 °C. The fermented treatment was superior in obtaining all
analyzes of bound compounds (total reducing capacity, total flavonoids, and antioxidant capacity)
and lower in obtaining total alkaloids, total saponins, total reducing capacity, and total flavonoids.
The main phenolic acids favored by fermentation were ferulic, coumaric, gallic, quinic and
chlorogenic acid. The most abundant flavonoids in the fermented extract were quercetin, apigenin,
apigenin-8-0 glycoside, hesperidin, genistein and naringenin. The fermentation helps the release
of hydrophilic compounds such as phenolic acids, flavonoids. Likewise, saponins, alkaloids and
glycosylated flavonoids may be affecting a biotransformation due to the metabolic action of L.
plantarum, which leads to the formation of other molecules, mainly aglycones, that increase

antioxidant capacity.

Keywords: Corn stover, optimization, fermentation, L. plantarum, bioactive compounds.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios el consumo y produccion de maiz ha aumentado significativamente,
siendo uno de los cereales con mayor demanda productiva tanto a nivel mundial como a nivel
nacional y estatal (SIAP, 2022; USDA, 2022).

El aprovechamiento del maiz se enfoca mas en la utilizacion del grano, dejando de lado a la
biomasa o soca residual de la cosecha. Por lo tanto, debido a que el maiz es uno de los cultivos mas
productivos en todo el mundo, genera una gran cantidad de biomasa o soca (Li et al., 2014). Esta
biomasa puede ser utilizada como alimento para ganado, el resto que queda en campo puede ser
reincorporada al suelo, con la finalidad de mantener su productividad (Li et al., 2014; Ruan et al.,
2019). A pesar de estos usos, algunos productores llevan a cabo préacticas inadecuadas para la
disposicion de esta biomasa, como la incineracion o arrojandola a cuerpos de agua. Estas practicas
no solo le restan el posible valor si se aprovechara, también ocasiona una gran contaminacion de
aire y a los cuerpos de agua (Pang et al., 2008).

La soca de maiz estd compuesta por un material lignocelulésico, compuesto por lignina y
carbohidratos como la celulosa y hemicelulosa (Ruan et al., 2019). La utilidad de esta soca se
enfoca en el aprovechamiento de estos carbohidratos, ya sea en incorporacion a la dieta de
rumiantes, produccién de biocombustibles, entre otros productos fermentados. Sin embargo, el
hecho de que estos carbohidratos estén enlazados quimicamente a los compuestos bioactivos, los
hace menos aprovechables, por lo que se tiene que encontrar primero una separacion adecuada de
los compuestos bioactivos de los carbohidratos (Ruan et al., 2019).

A pesar de los multiples reportes que indican que los fitoquimicos presentes en la soca de maiz
tienen potencial bioactivo, los esfuerzos actuales a nivel industrial no se enfocan en el
aprovechamiento de estos compuestos bioactivos, lo que conlleva a no tomarles importancia y dejar
de lado estos compuestos, ya que entorpece el aprovechamiento de los carbohidratos (Pang et al.,
2008; Ruan et al., 2019).

Dentro de los métodos de extraccion tenemos a los convencionales y no convencionales o
emergentes para la obtencion de los compuestos bioactivos. Los métodos convencionales utilizan
solventes organicos para la extraccion de compuestos bioactivos de las matrices vegetales, sin

embargo, el uso de estos solventes podria generar residualidad y ser toxicos para los seres vivos,
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ademaés de contaminar el medio ambiente. Es por esto que el uso de métodos no convencionales,
ha tomado interés en los Gltimos afios, ya que una de sus ventajas es que no presentan impacto
toxico (Joshi y Adhikari, 2019).

Las extracciones de compuestos bioactivos por bioprocesos (método no convencional) presenta
cada vez mas interés, ya que son extracciones que no generan residuos toxicos, son de bajo costo
operativo y presentan una alta aplicabilidad, ya sea en formulaciones de extractos para plantas,
incorporacion en la dieta animal y formulacion de alimentos funcionales con beneficio en la salud
humana (Weinberg y Szakacs, 2016; Weinberg y Szakacs, 2018).

Dentro de los bioprocesos, las fermentaciones con microorganismos acido lacticos han demostrado
sintetizar las enzimas necesarias para facilitar la extraccién de compuestos bioactivos de soca de
maiz. Lactobacillus plantarum es uno de los microorganismos mas utilizados para la extraccion de
compuestos bioactivos, esto debido a que produce una serie de enzimas como peptidasas, lipasas,
amilasas, ferulasas, tanasas, carotenoides sintasas, [-glucosidasas, entre otras que facilitan la
liberacion de compuestos bioactivos, ademas de sintetizar otros compuestos con potencial
antioxidante (Ayed y Hamdi, 2002; Choi et al., 2020; Knockaert et al., 2012; Kuppusamy y
Vasantha Kumar, 2015).

Por lo anterior, el objetivo del presente proyecto es obtener las mejores condiciones de proceso
para la extraccion de compuestos bioactivos de soca de maiz por fermentacién lactica. Donde se
espera que dicha fermentacion sea efectiva en la liberacion de compuestos bioactivos de la matriz
de la soca de maiz, lo que facilita su extraccion, cuantificacion y aprovechamiento.

Se utiliz6 la metodologia de superficie de respuesta mediante el empleo de un disefio central
compuesto rotable, donde las variables de proceso son, el tiempo de fermentacidn, relacion
solido/liquido y temperatura, mientras que las variables de respuesta son la capacidad antioxidante
ORAC y ABTS.

12



2. ANTECEDENTES

2.1 Maiz

El maiz es un cereal que consiste en mas del 50 % o superior de granos enteros dentados sin cascara,
cuyo nombre cientifico es Zea mays L. (USDA, 2022). Se divide dentro de 3 categorias basadas en
su color, siendo el blanco, amarillo y las mezclas de color o criollos, de los cuales el mas
comercializado a nivel mundial es el amarillo (USDA, 2022). La produccién mundial de maiz fue
de 1,216,070,000 de toneladas en el afio 2021, con un area de cultivo de 206.47 millones de
hectareas y un rendimiento de 5.89 toneladas/hectarea; siendo Estados Unidos el mayor productor
(USDA, 2022).

México se posiciona en 7' lugar a nivel mundial, con una produccion de 27,550,000 toneladas en
el afio 2021, con un area de cultivo de 7.10 millones de hectareas y un rendimiento de 3.88
toneladas/hectarea (USDA, 2022). El estado de Sinaloa es el mayor productor nacional, con una
produccion de 5,648,240 toneladas, aportando un 20.38 % de la produccién nacional, con un area
de cultivo de 804,442.28 hectareas y un rendimiento de 7.02 toneladas/hectarea; lo que permite al
estado de Sinaloa ser mas eficiente que la media tanto en la produccion mundial como nacional
(SIAP, 2022).

Dentro de los maices comerciales, el maiz hibrido blanco y amarillo son los de mayor importancia
econdmica, ya que los maices criollos son de poca produccién comercial en comparacion con los
hibridos y no suelen estar registrados en las bases de datos publicas. En México, el maiz hibrido
blanco aporta el 89.3 % de la produccion nacional total, dejando al maiz amarillo con un
aproximado de 10.7 % (SIAP, 2022).

2.2 Soca de Maiz

La soca de maiz es la mezcla de los subproductos que quedan de la cosecha de maiz, cuyos
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componentes son los tallos, hojas, céscaras, olote y espiga. Su composicion quimica esta
principalmente formada por 35 % de celulosa, 20 % de hemicelulosa y 12 % de lignina y otros
compuestos bioactivos (Ruan et al., 2019).

La produccién de soca de maiz es aproximadamente la mitad de peso de la parte aérea de la planta
de maiz, por lo cual, en base a la produccién de maiz en el mundo, se genera un aproximando de
mil millones de toneladas de soca de maiz seca, con una relacion de 1 kg seco de soca de maiz/kg

seco de grano de maiz (Li et al., 2014).

2.2.1 Aplicacion

La soca de maiz generada por los agricultores, por lo general, méas de la mitad de esta biomasa no
es aprovechada, con lo que buscan eliminar la soca, ya que les representa un subproducto
innecesario. Las practicas mas comunes para eliminar la soca son incinerarla y tirarlas a cuerpos
de agua, lo que conlleva a un serio problema ambiental (Pang et al., 2008). Después de la cosecha
de maiz, una gran parte de soca de maiz se reincorpora al suelo, con el fin de mantener la
productividad del mismo (Coulter, 2009). Una de las aplicaciones mas comunes de la soca de maiz
es la incorporacion a la alimentacion de los rumiantes (Li et al., 2014).

En base a la composicion quimica de la soca de maiz, sus aplicaciones se pueden derivar por el
aprovechamiento de carbohidratos o por el lado de la obtencion de compuestos bioactivos. El
aprovechamiento industrial de la soca de maiz debido a su alto contenido de celulosa y
hemicelulosa deriva en la produccion de biocombustibles como el etanol de segunda generacion,
biogas y bioaceites, entre otros (Li et al., 2014). Derivado de la hidroélisis de estos carbohidratos,
se generan compuestos quimicos de alto valor industrial como xilanos, glucanos, furfural, entre
otros (Ruan et al., 2019). Una vez hidrolizados los carbohidratos, no solo se pueden fermentar para
la produccién de biocombustibles, sino también para la produccién de otros productos quimicos
como &cidos organicos de cadena corta como lactico, malico, succinico, acético, propionico,
levilico, ademas de sustancias como xilitol, dioles, y produccion de enzimas como celulasas y
xilanasas (Ruan et al., 2019).

Dejando de lado los carbohidratos, lignina tiene un amplio potencial debido a sus compuestos
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bioactivos como los compuestos fendlicos. Estos compuestos bioactivos de lignina tienen una

amplia aplicacion como fuente de antioxidantes naturales (Vazquez-Olivo et al., 2019).

2.3 Compuestos Bioactivos de Soca de Maiz

Los compuestos bioactivos de soca de maiz son moléculas que no forman parte del metabolismo
primario, sino del metabolismo secundario, donde las funciones principales son proteger de los
depredadores o patdgenos y las condiciones ambientales extremas. Dentro de todos los compuestos
bioactivos presentes en la soca, los compuestos hidrofilicos como los compuestos fenolicos (&cidos
fenolicos, flavonoides, taninos, lignina), saponinas, alcaloides, son los que estan presentes en
mayor abundancia, por lo cual, son de mayor interés. Estos compuestos estan distribuidos en todo
el material vegetal, sin embargo, en cada parte de la soca se concentra un tipo especifico de
compuestos, donde dichos compuestos pueden estar libres o ligados (Nawaz et al., 2018).

Los compuestos bioactivos libres son aquellos que estan disueltos en el citoplasma y almacenados
comunmente en la vacuola celular; donde estos grupos pueden ser compuestos fendlicos,
saponinas, alcaloides, entre otros, los cuales pueden ser solubilizados con métodos convencionales
mediante el empleo de un disolvente acorde a su solubilidad. Los compuestos ligados son
principalmente de naturaleza fendlica, donde dichos compuestos son insolubles con métodos
convencionales, esto debido a la fuerte interaccién molecular que estos compuestos tienen con los
carbohidratos que forman la pared celular como la celulosa y hemicelulosa; donde dichos
compuestos ligados principalmente son acidos fendlicos e hidroxicinamicos, flavonoides, taninos

y lignina (Rispail et al., 2005).

2.3.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos son todas aquellas moléculas donde en su estructura poseen un grupo

fenol o hidroxibenceno. Estas moléculas estan presentes en todo el reino vegetal, ya que forman
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parte importante de las funciones bioldgicas como proteccion contra depredadores y patégenos,
atraer polinizadores, sefializadores y como antioxidante (Rojas y Buitrago, 2019). Los compuestos
fenolicos pueden ser clasificados por su estructura, donde los principales grupos de compuestos
fenolicos son acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, chalconas, xantonas, lignanos, taninos,
entre otros (Vuolo et al., 2019).

Vazquez-Olivo et al. (2019) determind que los compuestos fendlicos més abundantes en las
distintas partes de la soca de maiz son los compuestos fenolicos ligados, donde la cascara representa
el mayor contenido de compuestos ligados con 1,276.49 + 221.91 mg equivalentes de acido galico
(EAG)/100 g de peso seco y en los compuestos fendlicos libres la raiz y el tallo son los mas
abundantes con 490.82 + 60.70 mg EAG/100 g DW. Entre los compuestos fenolicos mas
abundantes y representativos de la soca de maiz son el acido p-cumarico y ferdlico, los cuales,
principalmente estan entrelazados en la pared celular. Por su parte, Galeana-Ldpez et al. (2020)
evaluaron los compuestos fendlicos en hoja de maiz tanto libres como ligados, donde los
compuestos fenolicos libres fueron 171.33 + 7.33 mg GAE/100 g DW y los compuestos fenolicos
ligados fueron 1,837.37 + 136.64 mg GAE/100 g DW, lo cual demuestra que los compuestos
fenolicos ligados son hasta 10 veces mayores que en la fraccion ligada. Esta diferencia en la
cantidad de compuestos libres y ligados se debe a un aumento en los compuestos ligados de méas
de 100 veces en la cantidad de acido fertlico, mas de 700 veces en &cido p-cumarico y mas de 70
veces en acido p-hidroxibenzoico. Por ultimo, Torre et al. (2008) obtuvieron compuestos fendlicos
ligados de olote de maiz, en el que también determinaron que los compuestos fendlicos mas

abundantes son los cidos fendlicos, en particular el &cido feralico y p-cumarico.

2.3.2. Saponinas

Las saponinas son un grupo de fitoquimicos de la familia de los glucésidos anfipéaticos, donde
presentan una estructura con una parte apolar compuesta por un triterpeno y una parte polar
compuesta por un glucésido. Por su amplia diversidad en su estructura, ya sea en el tipo de
glucdsido y triterpeno, las saponinas presentan una gran cantidad de propiedades bioactivas
principalmente en la proteccion de la planta contra agentes externos como los depredadores, plagas,
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bacterias, hongos, entre otros agentes causantes de dafio bidtico (Yang et al., 2021; Zaynab et al.,
2021).

Emmanuel et al. (2016) evaluaron mediante un tamizaje fitoquimico que la seda de maiz presenta
cantidades considerables de saponinas, las cuales pueden llegar a tener un potencial
antimicrobiano. Similar lo encontrado por Sabiu et al. (2016), donde por medio de un tamizaje
fitoquimico a un extracto de seda de maiz encontraron la presencia de saponinas, las cuales
contribuyen a un efecto hipoglicemiante. Asi mismo, Ahmed (2018) determinaron mediante
tamizaje fitoquimico que hay presencia de saponinas, esta vez en el brote de maiz, sin embargo, no
hubo presencia en la raiz de maiz, lo que en la determinacion de la soca en la parte no &rea es dificil
encontrar una gran cantidad de saponinas. Por Gltimo, Owoyele et al. (2010) demostrd por tamizaje
fitogquimico que no hay presencia de saponinas en extractos de hoja de maiz. Esto nos indica que

en la soca completa algunas partes aportan mas contenido de saponinas que otras.

2.3.3. Alcaloides

Los alcaloides son un grupo de fitoquimicos cuya caracteristica distintiva al resto es la presencia
de uno o mas grupos nitrogenados que forman parte del metabolismo secundario de las plantas.
Una de las principales funciones de los alcaloides en el reino vegetal es la de proporcionar una
respuesta para la defensa de la planta contra factores tanto biéticos como abi6ticos para el buen
funcionamiento del metabolismo de la planta (Roberts et al., 2010; Thippeswamy et al., 2021).

Emmanuel et al. (2016) determinaron que el extracto de seda de maiz presenta alcaloides, esto
determinado mediante tamizaje fitoquimico, los cuales se pueden ser bioactivos contra bacterias
patdgenas, lo que podria representar un potencial antimicrobiano. De manera similar, Sabiu et al.
(2016), encontraron por medio de tamizaje fitoquimico en un extracto de seda de maiz la presencia
de alcaloides, las cuales, en combinacion con otros fitoquimicos podrian tener un efecto
antidiabético. Asi mismo, Owoyele et al. (2010) identificaron por tamizaje fitoquimico que el
extracto de hoja de maiz no presenta alcaloides. Lo que determina que no todas las partes de la
soca de maiz necesita la sintesis de alcaloides, todo esto en base a las necesidades fisioldgicas y

metabolicas de cada parte de la planta. Por ultimo, Ahmed (2018) evaluaron mediante tamizaje
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fitoquimico que hay presencia de alcaloides tanto en la raiz como en el brote de maiz, lo que podria
demostrar que en la parte no area de la soca de maiz es una zona donde los alcaloides son

sintetizados por sus funcionalidades.

2.4 Métodos de Extraccién de Compuestos Bioactivos de Soca de Maiz

Existen diferentes tipos de extraccion en base a multiples factores que afectan la efectividad y tipo
de compuestos bioactivos a obtener. En la soca de maiz, los principales tipos de compuestos
presentes son de naturaleza hidrofilica como los compuestos fendlicos (acidos fenolicos,
flavonoides, lignina, taninos), saponinas, alcaloides, entre otros (Lam et al., 2015; Nawaz et al.,
2018). La eleccion del método de extraccion también depende de la accesibilidad de los
compuestos bioactivos, siendo los que se encuentran en forma libres los mas faciles de extraer
mediante métodos convencionales como la maceracidn con solventes y los compuestos bioactivos
localizados en forma ligada requieren métodos mas agresivos como acidos, alcalinos, hidrélisis
enziméatica o fermentaciones que liberen estos compuestos bioactivos de la red polimérica

lignocelulosica de la soca (Nawaz et al., 2018).

2.4.1 Métodos Convencionales

Los métodos convencionales consisten en la extraccion de compuestos bioactivos tanto en la
interaccion liquido/liquido o sélido/liquido. Dichas extracciones suelen ser eficientes en cuestion
de rendimiento, sin embargo, no garantizan la seguridad del extracto final ni la selectividad de
ciertos metabolitos, lo que puede aumentar los costos de purificacion y posibles trazas de solventes
organicos toxicos como hexano, diclorometano, cloroformo, metanol, entre otros (Cruz-Casillas
etal., 2021).

Vazquez-Olivo et al. (2019) obtuvieron compuestos fendlicos de soca de maiz mediante la
utilizacion de maceracion con etanol al 80 %, con una relacion sélido/liquido de 50 mg/mL, durante
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2 h, con una agitacion de 200 rpm y a temperatura ambiente de 25 °C. Por su parte, Jung et al.
(2014) extrajeron compuestos fendlicos y flavonoides de tallos de maiz empleando maceracién con
metanol al 80 %, con una relacion solido/liquido de 100 mg/mL, durante 24 h y a una temperatura
ambiente de 25 °C. Asi mismo, Emmanuel et al. (2016) obtuvieron compuestos bioactivos de seda
de maiz utilizando maceracion con metanol, con distintas relaciones sélido/liquido, durante 3d y
sin agitacion. Resultados similares lo obtuvieron Yang y Zhai (2010), al extraer flavonoides de
olote de maiz morado mediante maceracion con metanol, con una relacion solido/liquido de 250
mg/mL, durante 24 h, sin agitacién, bajo oscuridad y a temperatura de 4 °C. Por su parte, EI-Ghorab
et al. (2007) obtuvieron compuestos volatiles de seda de maiz mediante el método de
hidrodestilacién, con una relacion sélido/liquido de 200 mg/mL de agua destilada, durante 4 h,
seguido de una extraccion liquido/liquido con diclorometano, en un extractor continuo liquido-
liquido durante 6 h. De igual forma, Khampas et al. (2015) extrajeron antocianinas de olote de
maiz morado ceroso por maceracion con metanol acidificado con 1 % de &cido citrico 1 M, con
una relacién sélido/liquido de 20 mg/mL, durante 24 h y una temperatura de 4 °C. Por Gltimo,
Masciangelo (2013) obtuvieron compuestos bioactivos de distintas variedades de maiz con
extraccion por maceracion con metanol, con una relacion sélido/liquido de 10 mg/mL, durante 2

h, a una temperatura ambiente y en ausencia de luz.

2.4.2 Método Acido

El método acido o hidrolisis acida consiste en la utilizacion de un acido inorganico de alto poder
hidrolizante, que es capaz de convertir las grandes macromoléculas como las de la pared celular
(celulosa, hemicelulosa, lignina) en mondémeros de dichas macromoléculas (glucidos, acidos
fendlicos). Una vez hidrolizado, se extraen los compuestos bioactivos derivados de estas moléculas
como los compuestos fendlicos o liberar los que permanecian de manera ligada a la pared celular
(Fuadi et al., 2018).

Min et al. (2018) optimizaron las condiciones de extraccidn acida asistida por microondas de soca
de maiz, utilizando metodologia de superficie de respuesta, donde los factores fueron
concentraciones de acido sulfurico de 0 a 1 mol, con tiempos de extraccion entre 40 a 240 s.

19



Mientras que Zhang y Vadlani (2015), lograron extraer lignina de soca de maiz por solubilizacion
de carbohidratos, agregando a 300 mg de soca en polvo 3 mL de &cido sulfurico al 72 % a 30 °C
durante 60 min. Con este proceso los carbohidratos se hidrolizaron en glucosa y xilosa, los cuales
son filtrados, donde el sélido es lignina. Por su parte, Zevallos Torres et al. (2021) obtuvieron
compuestos fenolicos de biomasa de palma con éacidos diluidos. Los factores que se utilizaron
fueron tipo de acido (acido clorhidrico y sulfirico), concentracion de &cido (1.5 y 3.5 %), tiempo
(20 y 60 min), a una temperatura de 130 °C, después de la aplicacion de los tratamientos la parte
liquida se filtro y los solidos son los que contienen lignina. Asi mismo, Coral-Medina et al. (2016)
lograron purificar sélidos de la soca de palma que contienen &cidos fenolicos mediante un
pretratamiento de hidrolisis de carbohidratos con acido sulfurico diluido al 1 % a 121 °C por 60
min, al final del tratamiento se filtro la fase liquida con los carbohidratos disueltos y el sélido es el
que contiene los fenoles. Por Gltimo, Alzagameem et al. (2019) extrajeron lignina del licor negro
residual de la industria del papel mediante precipitacion acida, donde se agreg6 acido sulfarico y
clorhidrico variando parametros de pH, temperatura y tiempo.

2.4.3 Método Alcalino

El método alcalino o hidrdlisis alcalina se encarga de hidrolizar el enlace tipo éster entre los
carbohidratos de la pared celular (celulosa y hemicelulosa) y los compuestos bioactivos,
liberandolos al medio liquido. Para liberar estos compuestos bioactivos ligados normalmente se
utilizan sustancias alcalinas fuertes como NaOH, esto evitando la degradacion de compuestos como
los fendlicos, que son estables a pH alcalino (Chen et al., 2022).

Mittal et al. (2017) lograron obtener lignina de soca de maiz mediante un pretratamiento con
amoniaco anhidrido, seguido de un tratamiento con hidroxido de sodio. El pretratamiento se llevd
a cabo con una concentracion de amoniaco de 3 g/g de soca de maiz seca de 25 a 130 °C durante
60 a 90 min. Seguido del pretratamiento se adiciond hidroxido de sodio en concentraciones de
0.025 a 0.1 M a temperaturas de 25 a 75 °C por 2 h. El liquido es rico en lignina y los sélidos son
carbohidratos no solubilizados en condiciones &cidas. Los compuestos fenolicos de carbohidratos

de soca de maiz fueron separados utilizando un tratamiento con hidréxido de sodio al 1 % en una
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relacion sélido/liquido de 1/10 a 90 °C durante 1 h (Geng y Henderson, 2012). El liquido contiene
disueltos a los &cidos fendlicos mientras que los solidos se destinan para otras aplicaciones. De
igual forma, Yoo et al. (2011) realizaron un tratamiento utilizando amoniaco en soca de maiz,
donde el tiempo de tratamiento vario de 1 hasta 168 h a una temperatura de 40 a 120 °C. Después
del tratamiento se procedio a una sacarificacion y fermentacion alcohdlica, donde el residuo sélido
de la fermentacion son compuestos fenolicos. Ademas, Dong et al. (2011), extrajeron lignina de
soca de maiz que fue utilizada para obtencion de bioetanol. A este residuo se adicion6 hidroxido
de sodio al 4 % en una relacion solido/solvente de 1:4 a una temperatura de 95 °C durante 120 min.
El liquido se acidifico a pH de 3.5, lo cual precipitd a lignina. Por su parte, Guo et al. (2018)
aplicaron a soca de maiz un tratamiento con amoniaco gaseoso con un flujo de 6.9 L/min durante
30 min. El producto de este tratamiento se sometio a hidrolisis enzimatica, donde se solubilizan los
carbohidratos y el sélido es rico en lignina, el cual se adicion6 48 mL de hidréxido de sodio al 4 %
en una relacion de sélido/solvente de 1:4. Por ultimo, Kalinoski et al. (2020) extrajeron compuestos
fendlicos de soca de maiz utilizando hidroxido de sodio en una relacion solido/liquido de 1:12 a
una temperatura de 92 °C durante 2 h. Con este proceso se logré solubilizar a los compuestos

fenolicos, separandola de los carbohidratos.

2.4.4 Extraccién por Fermentacion

Los compuestos fendlicos son extraidos por fermentacién de manera indirecta, ya que a nivel
industrial la soca de maiz es utilizada con el fin de aprovechar los carbohidratos para obtener
bioetanol de segunda generacion, dejando como subproducto a los compuestos fendlicos (Chen y
col., 2021). A nivel de bioproceso, los esfuerzos por aprovechar los carbohidratos hacen que los
compuestos fenolicos entrelazados a estos polisacaridos sea un material no deseado, debido a que
su presencia hace menos eficiente el aprovechamiento de los carbohidratos. Normalmente se busca
deslignificar el material lignocelulésico, esto con el fin de separar los compuestos fenélicos de los
carbohidratos, con la consecuencia que ocurran cambios quimicos como oxidacion de lignina, lo
que provoca un menor aprovechamiento del potencial de estos compuestos fenolicos (Wan y Li,
2010).
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Los microorganismos utilizados para extraer compuestos fendlicos de socas son hongos y bacterias,
los cuales producen enzimas capaces de separarlos de carbohidratos (Haq et al., 2020). Los
principales microorganismos utilizados para la deslignificacion del material lignocelulésico son
los hongos de la pudricidn blanca, los cuales producen enzimas como lacasas, lignina peroxidasas
y peroxidasas de manganeso, cuya funcion es la degradacion de lignina (Lundell et al., 2010). Estos
microorganismos se reproducen mediante fermentacion en estado solido, donde factores como la
humedad, tamafio de particula, concentracion de sustrato, aeracion, pH, temperatura y tiempo son

las variables de control mas determinantes (Reid, 1989; Sun et al., 2011).

2.4.4.1 Lactobacillus plantarum. L. plantarum es una bacteria perteneciente a la familia
Lactobacillaceae, la cual pertenece al género Lactobacillus de la especie L. plantarum. Esta
bacteria presenta una serie de caracteristicas que lo distinguen como ser una bacteria Gram (+), es
homofermentativo, produciendo Unicamente &cido lactico, fermenta bajo condiciones anaerobias,
su rango de pH 6ptimo es de 4 a 6, necesita un intervalo de temperatura para su actividad
fermentativa de 15 a 45 °C, presenta una tolerancia a la sal de hasta un 4 %, entre otras
caracteristicas (Wheater, 1955).

Debido a que esta presente en la microbiota de los seres vivos ayudando al metabolismo de
compuestos no digeribles por los humanos y animales, este microorganismo es considerado
probidtico, metabolizando una gran cantidad de compuestos prebidticos, otorgando todos los
beneficios que los probioticos ejercen en la salud humana y animal (Zheng et al., 2020).

El ser considerado probidtico hace que L. plantarum tenga una gran aplicabilidad en el consumo
de alimentos fermentados por esta bacteria. Mediante multiples estudios aprobados, es por lo que
instituciones legisladoras de alimentacion importantes como la FDA aprueban el consumo de
alimentos fermentados con este microorganismo, denominandolo como reconocido seguro para el
consumo humano o GRAS (FDA, 2019).

L. plantarum es uno de los microorganismos mas utilizados para la extraccion de compuestos
fenolicos, ya que al momento de su reproduccion y metabolismo se producen unas enzimas
extracelulares que ayuda a la hidrdlisis o liberacion de compuestos como los acidos fendlicos y
flavonoides. Dichas enzimas son del tipo ferulasas, tanasas, peptidasas, amilasas, lipasas,

carotenoides sintasas, B-glucosidasas, entre otras; que cuando entran en contacto con la matriz
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alimentaria pueden liberar al medio liquido los compuestos fendlicos, lo que aumenta el potencial
bioactivo de estos extractos o alimentos fermentados con esta bacteria (Ayed y Hamdi, 2002; Choi
et al., 2020; Knockaert et al., 2012; Kuppusamy y Vasantha Kumar, 2015).

2.4.4.2 Fermentacion con L. plantarum de soca de maiz. Algunos estudios realizados mediante
fermentacion con esta bacteria en soca de maiz demuestran sus multiples efectos benéficos.

Pang et al. (2011) aislaron e identificaron el tipo de bacterias acido lacticas presentes en la soca de
maiz, encontrando que L. plantarum esté presente en un 33.3 % del total de bacterias &cido lacticas
en esta soca. Esto indica que este microorganismo es muy compatible con la soca de maiz, por lo
que es un primer paso para la decision de utilizar esta bacteria para la extraccion de los compuestos
fenolicos de esta soca. De manera similar, Lynch et al. (2012) fermentaron soca de maiz con dos
especies de L. plantarum y con una especie de L. buchneri. Las condiciones de fermentacion fueron
a 15 °C, por 3, 10, 35y 130 d, y una concentracion de indculo de 1x10° UFC/g. En los analisis se
encontrd que el ensilaje fermentado en menos de 10 d de fermentacion con L. plantarum reduce la
contaminacion con otros microorganismos patdégenos y mejora las propiedades de conservacion a
largo plazo, lo cual es debido a la produccién de &cido lactico que puede llegar a inhibir a
microorganismos ajenos a la microflora natural de la soca de maiz.

Asi mismo, Yan et al. (2019) fermentaron soca de maiz y raigras italiano con L. plantarum. Las
condiciones de fermentacion fueron un tiempo de 42 d, una concentracion de indculo de 1x10°
UFC/g y condiciones anaerobias. Se concluy6 que la adicion de soca de maiz y L. plantarum mejora
considerablemente la estabilidad y conservacion de este ensilaje. Por su parte, Zhang y Vadlani
(2015) hidrolizaron los carbohidratos de soca de maiz con tratamientos quimicos para fermentar
los aztcares producidos con L. plantarum y L. brevis bajo una agitacion de 100 rpm, 37 °C, pH de
6.5, 5 % (v/v) de inoculo a una concentracion de 1x10° UFC/mL, tiempo de fermentacion de hasta
60 h y condiciones anaerobias. Se determind que las variables mas importantes para una buena
fermentacion con L. plantarum es la concentracion del sustrato, temperatura, tiempo y
concentracion de inéculo.

Por su parte, Xu et al. (2017) fermentaron soca de maiz con dos lactobacillus diferentes los cuales
fueron L. plantarumy L. buchneri. Las condiciones de fermentacion fueron anaerobias, a un tiempo

de 90 d, fermentacion en estado solido, un pH inicial de 5.08 y una concentracion de inéculo de
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1x10® UFC/g. Identificaron mas de 316 metabolitos diferentes, donde encontraron que el
fermentado con L. plantarum libera mas compuestos bioactivos como acido linoleico, acido
ferulico, acido hidroxibenzoico, entre otros, estos por encima de lo producido por L. buchneri.

Por ultimo, Dordevic et al. (2019) fermentaron soca de maiz pretratada con 1 % de &cido sulfarico
en autoclave a 121 "C durante 30 min, enseguida inocularon con el 15 % de L. plantarum, a una
temperatura de 37 'C y 3 d de fermentacion. Transcurrida la fermentacion, extrajeron 3 veces con
metanol en bafio ultrasénico por 15 min por cada extraccion en una relacién solido/liquido de 1:20;
el sobrenadante se secd con rotavapor y el solido se resuspendio en agua destilada. Los resultados
obtenidos de compuestos fendlicos totales, en la muestra fermentada tuvo un aumento con respecto
a la no fermentada de 21.6 %, donde los principales &cidos fenélicos que aumentaron fueron acido
cindmico, ferdlico, cafeico, e hidroxibenzoico. Asi mismo en cuanto al contenido de flavonoides
totales, la muestra fermentada aumentd en un 45 %, siendo quercetina, rutina y miricetina los
flavonoides que aumentaron con respecto a la muestra no fermentada. La capacidad antioxidante
por el método DPPH se determind mediante 1Cso, dando como resultado que la muestra fermentada
necesitd una concentracion de hasta 10 veces menor que la no fermentada para inhibir el 50 % del
radical DPPH, aumentando considerablemente su capacidad antioxidante. La capacidad
antioxidante por el método FRAP dio como resultado que la muestra fermentada aumento6 en un
42 % con respecto a la no fermentada. Los aumentos en las capacidades antioxidantes de la muestra
fermentada surgen por el aumento en las concentraciones de acidos fendlicos y flavonoides

altamente antioxidantes como los ya mencionados.
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3. HIPOTESIS

. Los factores de la fermentacion de soca de maiz que maximizan la capacidad antioxidante son
el tiempo de fermentacion, la relacion solido/liquido y la temperatura.

. Los compuestos bioactivos presentes en la soca de maiz son compuestos fendlicos (acidos
fenolicos y flavonoides), saponinas y alcaloides.

. El rendimiento de compuestos bioactivos de la soca de maiz fermentada se incrementa tras la
liberacion de estos compuestos de la matriz compleja lignocelulésica, siendo los compuestos
fendlicos los mas abundantes.

. El perfil de compuestos fendlicos de la soca de maiz fermentada son acidos fenolicos como:
feralico, cumarico, galico, quinico y clorogénico; ademas de flavonoides como: quercetina,
luteolina, rutina, naringenina, mangiferina y apigenina.

. La capacidad antioxidante de la soca de maiz fermentada optimizada (ORAC) es de 0.8 a 1.2
mmol TE/g ESy (ABTS) de 0.25 a 0.35 mmol TE/g ES.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar el potencial antioxidante de compuestos bioactivos de soca de maiz (Zea mays L.)

obtenidos por fermentacion lactica optimizada.

4.2 Objetivos Especificos

1. Optimizar el bioproceso de fermentacion lactica para la extraccion de compuestos bioactivos de
soca de maiz.

2. Evaluar el contenido de compuestos bioactivos libres y ligados (compuestos fendlicos,
flavonoides, saponinas y alcaloides) de la soca de maiz fermentada.

3. Evaluar el perfil cromatografico (UPLC-MS) de los compuestos fendlicos (acidos fendlicos y
flavonoides) de la soca maiz fermentada.

4. Evaluar la capacidad antioxidante (ABTS, ORAC, DPPH y FRAP) de los extractos de la soca

de maiz fermentada.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materia Prima

Se recolect6 soca de maiz (Zea mays L.) hibrido blanco P3289W cultivado en la regién de Navolato
Sinaloa en las coordenadas 24°43°29.1""'N 107°43°41.6""W. Las muestras se procesaron y se
elimino todo material vegetativo que no es grano ni raices, posteriormente se limpié de suciedad;
enseguida se moli6 la soca en un pulverizador semi industrial marca Pulvex® modelo 300, una vez
obtenido el polvo, se suspendid en agua destilada, enseguida se esterilizé en una autoclave marca
Yamato® modelo SK101C a 121 °C durante 15 min (Dordevic et al., 2019).

5.2. Reactivos Quimicos

Se utilizaron etanol (Golden Bell EUA), hidroxido de sodio (Sigma S5881), 2,4,6-tris(2-piridil)-
s-triazina (TPTZ Sigma T1253) , FeSO4 (Sigma F8633), Folin-Ciocalteu (Sigma F9252), carbonato
de sodio (Na2CO3, Sigma 223530), 4cido galico (Sigma G7384), cloruro de aluminio (AICI3, Sigma
206911), acetato de potasio (CH3CO:2K, Sigma 236497), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma
D9132), acido 6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico (Trolox Sigma 238813), ABTS
(Sigma 10102946001), persulfato de potasio (K2S20s, Sigma 216224), 2,2 '-azobis (2-amidino-
propano) dihidrocloruro (AAPH, Sigma 440914 ), fluoresceina (Sigma F6377) y quercetina
(Sigma Q4951).

5.3. Inoculacion del Microorganismo y Fermentacion

Se utilizé la bacteria L. plantarum subespecie plantarum CDBB-B-1115 para llevar a cabo la
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fermentacion lactica, la cual fue adquirida en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y
Cultivos Celulares del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV).
La bacteria L. plantarum se sembré en una placa con agar MSR durante 48 h a una temperatura de
37 °C. Una vez crecida las colonias, se resuspendieron en agua destilada. Una vez preparado el
indculo (3x10® UFC/mL) con agua destilada se procedio a inocular la solucion bacteriana con la
soca previamente esterilizada y enfriada a temperatura ambiente (Dordevic et al., 2019). Para el
proceso de fermentacion, la soca, previamente esterilizada, se mezclé con el indculo de la bacteria
L. plantarum en un fermentador en ausencia tanto de luz como de oxigeno y un pH de 6 con una
agitacion de 250 rpm. La fermentacion se mantuvo a una temperatura y tiempo indicados por el

disefio experimental (Dordevic et al., 2019).

5.4. Tratamientos Control

Como tratamientos control comparativos al fermentado, se realiz6 un extracto etanolico, acuoso y
sin fermentar. El tratamiento etandlico y acuoso siguieron la misma metodologia, donde se agregd
soca de maiz con la relacién solido/liquido del tratamiento Optimo de fermentacion, en el
tratamiento etandlico se adiciond etanol absoluto y agua destilada para el extracto acuoso. Una vez
adicionada la soca de maiz y su respectivo solvente, se procedio a una agitacion durante 2 h a 250
rpm. El tratamiento sin fermentar, se coloc6 soca de maiz con agua destilada en la misma relacion
solido/liquido que el tratamiento éptimo de la fermentacion, seguido de una esterilizacion en
autoclave a 121 °C por 15 min. Una vez trascurridos los tiempos de todos los tratamientos control,

se somete a los mismos tratamientos post-extraccion al igual que el fermentado.

5.5. Tratamiento Post-extraccion

Una vez finalizado el tiempo de fermentacion y de extraccion de tratamientos control, la muestra

se filtro utilizando tela de organza, donde el sélido (pellet) se almacend y el liquido se sometio a la
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centrifugacion a 15,000 rpm, una temperatura de 4 'C durante 15 min. Una vez terminada la
centrifugacion, se recolecto el sobrenadante y se procedio a liofilizar el extracto a 0.080 mbar y -
52 °C durante 5 d en un equipo Labconco Freezone (Labcon Co., Kansas, MO, USA). EL extracto
seco (ES) se resuspendié en 2 mL de agua destilada. El extracto final se almacen¢ a -20 "C hasta

sus respectivos anélisis (Dordevic et al., 2019).

5.6. Extraccion de Compuestos Fenolicos Ligados

Después de separar el sobrenadante de los residuos sélidos (pellet), este Gltimo se sometid a una
extraccion de compuestos fendlicos ligados por la metodologia descrita por Rispail et al. (2005).
Al pellet, se le adicion6 10 mL de NaOH 2 N y se sometio a calentamiento a bafio maria durante
30 min a 95 °C, con agitaciones cada 10 min. Al finalizar la hidrolisis alcalina, la muestra se
mantuvo en agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicion6 2 mL de
HCI concentrado y se homogenizd en un vortex. Seguido se adicioné 10 mL de hexano para
separacion de lipidos, se centrifug6 a 10,000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se desecho
y el pellet se sometid a 5 lavados con 10 mL de acetato de etilo. Se recupero la fraccion liquida y
se procedio a un secado en rota-evaporador a una temperatura de 35 °C. Por ultimo, el extracto

seco se resuspendio en 2 mL de etanol al 80 % y se almacend hasta su posterior analisis.

5.7 Andlisis Fitoquimicos y de Antioxidantes

5.7.1 Determinacion de Saponinas Totales

Se tomo una alicuota de 250 pL de extracto a la cual se le adicionaron 250 pL del reactivo de
vainillina al 8 %, la mezcla se coloco en bafio de hielo; posteriormente se le agregaron 2.5 mL de
acido sulfarico al 72 %, se agité en vortex durante 3 min y se llevo a calentamiento a una

temperatura de 60 °C por 10 min. Luego, la mezcla se enfrid y se tomd la lectura en un lector de
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microplacas Synergy HT a una longitud de onda de 470 nm. Los resultados fueron obtenidos
mediante el area bajo la curva de diosgenina (0, 0.06, 0.12, 0.18, 0.24, 0.3, 0.36, 0.42 mg/mL) (Hiai
etal., 1976).

5.7.2 Determinacién de Alcaloides Totales

Para la determinacion de alcaloides totales se utilizé el método basado en la reaccion con verde de
bromocresol (BCG) con algunas modificaciones (Shamsa et al., 2008). La muestra fue desgrasada,
para lo cual se coloco 1 mL de muestra con 4.5 mL de hexano en constante agitacion durante 4 h,
posteriormente se elimino el hexano mediante decantacion. Al extracto desgrasado se le adiciond
2 mL de HCI 2 N, posteriormente se transfirié a un embudo de separacion y se lavo con 5 mL de
cloroformo, se separaron las fases acuosa y organica. EI pH de la fase acuosa fue ajustado con
NaOH 0.1 N hasta la neutralidad, a esta solucion neutralizada se le agregaron 5 mL de cloroformo,
asi como la fase organica previamente obtenida (cloroformo). Posteriormente, se afiadieron 5 mL
de la solucion de BCG, y buffer de fosfato pH 4.7. La mezcla se agit6 vigorosamente y se coloco
en un embudo de separacion donde se colecto la fase organica (cloroformo), la cual contenia los
alcaloides que fueron cuantificados mediante espectrofotometro a una longitud de onda de 470 nm.
Los resultados fueron calculados con el area bajo la curva de atropina, la cual fue preparada a partir
de una solucién patrén a una concentracion de 220 pg/mL. Para la preparacién de la curva, se
tomaron alicuotas de la solucion patron y se les agregé 5 mL de solucion de BCG y 5 mL una
solucién buffer de fosfato a pH 4.7. La mezcla se agito, y el complejo formado fue extraido con 10
mL de cloroformo en un embudo de separacion. Las absorbancias del complejo en cloroformo
fueron medidas a una longitud de onda de 470 nm en un espectrofotometro UV-Vis.

5.7.3 Determinacion de Capacidad Reductora Total

La capacidad reductora total presente en las muestras se determind por el método de Folin-

Ciocalteu (Swain y Hillis, 1959). Se tomaron 10 pL de la muestra, la cual fue colocada en una
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microplaca transparente de 96 pocillos donde se mezclaron con 230 pL de agua destilada 'y 10 puL
del reactivo de Folin-Ciocalteu al 2 N, las muestras se incubaron por 3 min. Posteriormente se
afiadieron 25 pL de Na2COs 4 Ny se incubaron a 25 °C por 2 h en ausencia de luz. La absorbancia
se midi6 a una longitud de onda de 725 nm en un lector de microplacas Synergy HT (Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, Vt., USA). El ensayo se realizo por triplicado (n=3) y los resultados
se expresaron en mg equivalentes de &cido galico por gramo de extracto seco (mg EAG/g ES).

5.7.4 Determinacién de Flavonoides Totales

Los flavonoides totales presentes en las muestras se determinaron por el método de AlCIs (Chang
et al., 2002), se tomaron 10 pL de la muestra la cual fue colocada en una microplaca transparente
de 96 pocillos, donde se mezclaron con 250 pL de agua destilada, seguido de 10 pL de AIClz al 10
%, posterior 10 pL de acetato de potasio 1 M, la mezcla se dejé incubar por 30 min en ausencia de
luz. La absorbancia se medio a una longitud de onda de 415 nm en un lector de microplacas Synergy
HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vt., USA). El ensayo se realizé por triplicado (n=3) y
los resultados se expresaron en mg equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ
/g ES).

5.7.5 Perfil de Acidos Fendlicos y Flavonoides

Un sistema UPLC fue utilizado para separar los acidos fenolicos y flavonoides de los extractos. El
analisis se realizé en un equipo UPLC clase H (Waters Corporation, EUA) acoplado a un analizador
de masas G2-XS QTof (cuadrupolo y tiempo de vuelo). La separacion se realizo en una columna
Acquity UPLC BEH C18 1.7 um 2.1 x 100 mm a 30 °C. La fase movil consistio en una mezcla de
agua acidificada (0.1 % de acido férmico) (A) y acetonitrilo (B), empleandose el siguiente
gradiente: 0 min, 95 % A; 2 min, 70 % A; 5 min, 65 % A; 8 min, 60 % A; 9 min, 20 % A; 10 min,
0% A;y 11 min, 95 % A. El volumen de inyeccion fue de 0.5 pL y el flujo de 0.3 mL/min. La
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muestra eluida del UPLC se ioniz6 en una fuente de ionizacion por electrospray (ESI). El equipo
de masas se operd con los siguientes pardmetros: voltaje de capilar 1.5 kV, cono de muestreo 30
V, temperatura de desolvatacion 500 °C, gas de solvatacion 800 L/h, el anélisis se realiz6 en modo
negativo, y se empled una rampa de colision de 0 a 20 V. Los espectros fueron identificados
comparandolos con la base de datos MassBank of North American (MassBank of North America,
2018). Los resultados se expresaron como pug/g ES. Los andlisis se realizaron por triplicado (n=3).
Los estandares utilizados fueron acido cumarico, acido ferulico, acido géalico, acido quinico, &cido
clorogénico, acido cafeico, luteolina-7-glucésido, luteolina, quercetina-3-o ramndsido, quercetina,
apigenina-8-O-glucdsido, apigenina, naringina, naringenina, mangiferina, rutina, hespiridina,

genisteina, formononetina, floridzina y kaempferol.

5.7.6 Determinacion de Actividad Antioxidante por el Método TEAC

La actividad antioxidante del extracto se determind utilizando el método TEAC evaluando la
inhibicion del radical ABTS” (Thaipong et al., 2006). 10 uL del extracto recuperado se mezclaron
con 190 pL de solucion ABTS (7.4 mM ABTS, 2.6 mM de persulfato de potasio K2S,0g y etanol
al 80 %) en una microplaca de 96 pocillos. La mezcla fue incubada por 2 h a temperatura ambiente
y en ausencia de luz. La absorbancia se ley0 a una longitud de onda de 734 nm utilizando un lector
de microplacas Synergy HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vt., USA) utilizando una
soluciéon de metanol como blanco. El ensayo se realiz6 por triplicado (n=3) y los resultados se

expresaron como milimoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco (mmol ET/g ES).

5.7.7 Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método ORAC

La capacidad antioxidante también se llevo a cabo mediante el método ORAC (Huang et al., 2002).
Para ello se tom6 una muestra de 25 pL del extracto recuperado y se mezcld con 150 pL de
fluoresceina 0.96 UM, despues se agregdé 50 pL de AAPH 95.8 uM en una microplaca de 96
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pocillos. La mezcla se ley6 por 70 minutos en un intervalo de lectura de 70 segundos/lectura. La
absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 485 nm y 580 nm en un lector de microplacas
Synergy HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vt., USA) utilizando una solucion de metanol
como blanco. El ensayo se realizd por triplicado y los resultados se expresaron como milimoles

equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco (mmol ET/g ES).

5.7.8 Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método DPPH

La capacidad antioxidante mediante el método DPPH sigue la siguiente metodologia (Karadag et
al., 2009). Para ello se tom6 una muestra de 10 L del extracto y se mezclé con 190 pL de una
solucion de DDPH en una microplaca de 96 pocillos. La mezcla se incub6 por 30 min a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. La absorbancia se leyd a una longitud de onda de 540 nm en un
lector de microplacas Synergy HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vt., USA) utilizando una
solucion de metanol como blanco. El ensayo se realizo por triplicado y los resultados se expresaron

como milimoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco (mmol ET/g ES).

5.7.9 Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método FRAP

La capacidad antioxidante por el método de FRAP se realiz6 por lo establecido por Ghasemzadeh
et al. (2012) con ligeras modificaciones. Se tomaron 30 pL del extracto y se adicionaron 110 pL
del reactivo FRAP. Una vez adicionados al pocillo de la microplaca, se mezclaron mediante
succion 3 veces con micropipeta multicanal. Se incubd por 4 min a temperatura ambiente en
ausencia de luz y se mezcla con velocidad media por 1 min en el lector de microplacas Synergy
HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vt., USA). La absorbancia de la muestra, curva de
calibracion y blanco se midié a 630 nm. EI ensayo se realizd por triplicado y los resultados se

expresaron como milimoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco (mmol ET/g ES).
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5.8 Optimizacion

La optimizacién del proceso de fermentacion se llevo a cabo utilizando un disefio experimental
central compuesto rotable de la metodologia de superficie de respuesta, teniendo como variables
de proceso el tiempo de fermentacion, relacion solido/liquido y temperatura, mientras que las
variables de respuesta fueron capacidad antioxidante ORAC y ABTS (Yan et al., 2019b). Los
rangos de valores para las variables de proceso fueron de 3.84 a 44.16 h para la variable tiempo,
de 4 a 46 mg/mL para la variable relacién sélido/liquido y 28.6 a 45.4 °C para la variable
temperatura. Siendo un disefio de 3 factores con niveles altos (1), bajos (-1) y axiales (-1.68, 1.68),

el nimero de tratamientos fue de 20 corridas con 3 réplicas.

5.9 Andlisis Estadisticos

Los datos de capacidad reductora total, flavonoides totales, saponinas totales, alcaloides totales,
capacidad antioxidante (métodos ABTS, DPPH, ORAC Y FRAP), flavonoides y acidos fendlicos;
fueron analizados utilizando el paquete estadistico Minitab 18 (Minitab Inc. USA). Se realiz6 una
diferencia de medias por el método de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05. Cada
experimento se realizd por triplicado y los resultados se expresan como media *+ desviacion

estandar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Optimizacion de Fermentacion Lactica de Soca de Maiz

En el Cuadro 1 se encuentra las diferentes combinaciones de variables de proceso de la
fermentacion lactica (tiempo, relacion solido/liquido, temperatura) utilizadas en la fermentacion de
la soca de maiz. Dichas combinaciones muestran los valores obtenidos de las variables de respuesta
(capacidad antioxidante ORAC y ABTYS).

Con base en los datos experimentales expresados en Cuadro 1, se obtuvieron los distintos modelos

predictivos tras el ajuste del polinomio:

Yi = Bo +B1X1 + BoXy + BaX s+ BroaXiXo + P13XiXs + BozXoXs + PriXE +
B2 X5 + P33X3 (1)

donde dicha ecuacién relaciona las variables de proceso (X1: Tiempo, X2: Relacion sélido/liquido)
y Xa: Temperatura) con las variables de respuesta (ABTS y ORAC). Estos modelos se sometieron

a una prueba de ajuste mediante un anélisis de varianza (ANOVA).
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Cuadro 1. Disefio experimental (central compuesto rotable de la metodologia de superficie de
respuesta) para la optimizacion de la fermentacion lactica de soca de maiz.

Variables de proceso

Variables de respuesta

Corrida Xi: Tiempo  X2: Relacion  Xs: Temperatura ABTS (mmol ORAC (mmol
(h) S/L (mg/mL) (°C) ET/g ES) ET/g ES)

1 -1(12) -1 (12.5) -1 (32) 0.244+0.012 0.667 +0.098
2 1 (36) -1 (12.5) -1 (32) 0.267+£0.026 0.956 £ 0.076
3 -1(12) 1(37.5) -1 (32) 0.107+0.025 0.517+£0.136
4 1 (36) 1(37.5) -1 (32) 0.135+0.030 0.685 + 0.125
5 -1(12) -1 (12.5) 1(42) 0.246 = 0.006 0.649 +0.014
6 1 (36) -1 (12.5) 1(42) 0.223+0.026 0.640+0.011
7 -1(12) 1(37.5) 1(42) 0.091 £0.002 0.450 + 0.024
8 1 (36) 1(37.5) 1 (42) 0.112+0.047 0.471 + 0.099
9 -1.68 (3.84) 0 (25) 0(37) 0.133+0.001 0.526 £ 0.027
10  1.68(44.16) 0 (25) 0 (37) 0.182+0.060 0.545 +0.041
11 0 (24) -1.68 (4) 0 (37) 0.302+0.021 0.483 +0.020
12 0 (24) 1.68 (46) 0 (37) 0.077+0.001 0.450 +0.103
13 0 (24) 0 (25) -1.68 (28.6) 0.183+0.041 1.045+0.027
14 0 (24) 0 (25) 1.68 (45.4) 0.137+0.002 0.838 +£0.103
15 0 (24) 0 (25) 0(37) 0.151+0.005 0.873 £0.065
16 0 (24) 0 (25) 0 (37) 0.144 £0.004 0.798 £ 0.036
17 0 (24) 0 (25) 0 (37) 0.143+0.027 0.771 £0.113
18 0 (24) 0 (25) 0 (37) 0.141 £0.009 0.885+0.003
19 0 (24) 0 (25) 0 (37) 0.136 =0.002 0.821 £+ 0.002
20 0 (24) 0 (25) 0 (37) 0.144 +£0.004 0.884 + 0.020

ET: Equivalentes de Trolox; ES: Extracto seco

6.1.1. Capacidad Antioxidante ABTS

Mediante este método se encontr6 un rango de datos entre 0.077 a 0.302 mmol ET/g ES (Cuadro
1). El andlisis de varianza para el modelo de prediccion (Cuadro 2) muestra que el modelo general,
lineal y cuadratico son muy significativos (p<0.000), falta de ajuste no significativa (p<0.418), un
coeficiente de determinacion R?= 92.60 % y un coeficiente de determinacion R? ajustado = 91.76
%. La alta significancia del modelo, alta contribucion a la variabilidad (R?), poca diferencia entre
los coeficientes de determinacion y ajustado y nula significancia a la falta de ajuste indica que el
modelo es adecuado y reproducible. EI modelo lineal, en cuestion a contribucién a la variabilidad,
es el que presenta una mayor contribucion total (84.36 %; p<0.000), donde de las variables de

proceso, la mayor contribucion a la variabilidad es debido a la relacion sélido/liquido (80.86 %;
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p<0.000), seguido por la temperatura (3.42 %; p<0.000) y el tiempo con poca contribucion (0.69
%; p<0.031). En el modelo cuadratico, la contribucién a la variabilidad (7.52 %; p<0.000) es muy
inferior a lo observado por el modelo lineal; donde la variable cuadrética que aporta la mayor
contribucion es la relacion sélido/liquido (5.47 %; p<0.000), seguida de la temperatura (2.06 %;
p<0.000), resultando no significativa la variable tiempo. La interaccion de las variables aporta poca
contribucion a la variabilidad (0.71 %; p<0.028), siendo la combinacién de las variables
tiempo*temperatura la que aporta dicha contribucion.

ABTS = 0.1439 + 0.00621X; — 0.0067X, — 0.01382X; + 0.01781X2 + 0.01039X% —

0.00825X;X5(2)

Cuadro 2. Anélisis de varianza para la variable ABTS

Euente G_rados de Contribucion - . SC _MC Valor Valor

libertad Ajustado Ajustado F p

Modelo 6 92.60 % 0.212 0.035 110.53 0.000
Lineal 3 84.36 % 0.193 0.064  201.39 0.000
Tiempo 1 0.69 % 0.0015 0.0016 494 0.031
S/L 1 80.26 % 0.184 0.184  574.77 0.000
Temperatura 1 3.42 % 0.008 0.008 24.46 0.000
Cuadrado 2 7.52 % 0.017 0.009 26.94 0.000
S/L*S/L 1 547 % 0.014 0.014 43.27 0.000
Temperatura*Temperatura 1 2.06 % 0.005 0.005 14.73 0.000
Interaccion de 2 factores 1 0.71 % 0.0016 0.0016 511 0.028
Tiempo*Temperatura 1 0.71 % 0.0016 0.0016 511 0.028
Error 53 7.40 % 0.017 0.0003
Falta de ajuste 8 1.16 % 0.003 0.0003 1.04 0.418
Error puro 45 6.24 % 0.014 0.0003
Total 59 100.00 %
S =0.0178887
R?=92.60 %

R? (ajustado) = 91.76 %
R? (prediccion) = 89.96 %

El modelo de prediccion para la respuesta ABTS utilizando variables codificadas fue representado

por la siguiente ecuacion:
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ABTS = 0.1439 + 0.00621X, — 0.0067X, — 0.01382X; + 0.01781X,2 + 0.01039X,> —
0.00825X,X; (3)

El modelo de prediccion para la respuesta ABTS utilizando variables no codificadas fue

representado por la siguiente ecuacion:

ABTS = 0.886 + 0.00561t — 0.011058SL — 0.03022T + 0.000114SL?* +
0.000416T2 — 0.000138tT (4)

Realizado el andlisis de varianza y el modelo de prediccion de la variable capacidad antioxidante
mediante el método de ABTS, se elaboraron los gréficos de contorno y superficie de respuesta
(Figura 1), donde se observa el comportamiento de las variables de proceso (tiempo, relacion
solido/liquido y temperatura) sobre la variable de respuesta ABTS. Analizando los gréaficos de
contorno y superficie de respuesta (Figura 1y 2), podemos discutir que, para maximizar la variable
de respuesta, la tendencia es que a medida que aumenta el tiempo de fermentacion, la capacidad
antioxidante por ABTS se maximiza; en los casos de las variables de relacion sélido/liquido y
temperatura, son opuestos a el tiempo, donde a una menor relacion sélido/liquido y una menor

temperatura, se maximiza la variable de respuesta.
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Grafica de contorno de ABTS (mmeol ET/g ES) vs. Temperatura (°C), Tiempo (h)
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Figura 1. Gréficos de contorno que muestran el efecto de las variables tiempo vs temperatura (a),
tiempo vs relacién sélido/liquido (b) y relacion sélido/liquido vs temperatura (c) sobre la variable
de respuesta ABTS.
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Gréfica de superficie de ABTS (mmol ET/g ES) vs Tiempo (h), Temperatura (°C)
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Figura 2. Graficos de superficie que muestran el efecto de las variables tiempo vs temperatura (a),
tiempo vs relacién sélido/liquido (b) y relacion sélido/liquido vs temperatura (c) sobre la variable
de respuesta ABTS.

La tendencia es que donde aumenta el tiempo de fermentacion aumenta la capacidad antioxidante
ABTS también es reportado por Zhou et al. (2020), donde al fermentar pulpa de kiwi con L.
plantarum, se observa que la capacidad antioxidante es dependiente del tiempo de fermentacion.
Asi mismo, Gholamhosseinpour y Hashemi (2019) fermentaron leche con L. plantarum, con
asistencia de ultrasonido, reportando que a medida que aumenta el tiempo de fermentacion (0 a 24
h) la capacidad antioxidante ABTS aumenta en todas las evaluaciones con y sin asistencia de

ultrasonido.
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De manera similar, Yang et al. (2018) fermentan jugo de pera, zanahoria y manzana con L.
plantarum, observando que dentro de los 2 primeros dias de fermentacion, al igual que este estudio,
se observa como aumenta la capacidad antioxidante conforme aumenta el tiempo de fermentacion

hasta las 48 h, observando que a partir de las 48 h no se observa un cambio significativo.

6.1.2. Capacidad Antioxidante ORAC

Se encontrd un rango de datos de capacidad antioxidante por el método de ORAC entre 0.450 a
1.045 mmol ET/g ES (Cuadro 1). El analisis de varianza para el modelo de prediccion (Cuadro
3) muestra que el modelo general, lineal y cuadratico son muy significativos (p<0.000), un valor p
de falta de ajuste de 0.006, un coeficiente de determinacion R? adecuado (83.88 %) y un coeficiente
de determinacion R? ajustado muy cercano del R? (81.70 %). La alta significancia del modelo, alta
contribucion a la variabilidad (R?), poca diferencia entre los coeficientes de determinacion y
ajustado; nos indica que el modelo es adecuado y reproducible. En el modelo cuadréatico, en cuanto
a contribucion a la variabilidad, es el modelo con mayor contribucién total (62.11 %; p<0.000),
donde de las variables de proceso, la mayor contribucion a la variabilidad es por parte de la relacion
solido/liquido (38.97 %; p<0.000), seguido del tiempo (21.13 %; p<0.000) y la temperatura con
poca contribucion (2.01 %; p<0.014). En el modelo lineal, la contribucion a la variabilidad (17.77
%; p<0.000) es muy inferior a lo observado por el modelo cuadratico; donde la variable lineal que
aporta la mayor contribucién es la relacion solido/liquido (7.97 %; p<0.000), seguida de la
temperatura (7.88 %; p<0.000), resultando poco significativa la variable tiempo (1.91 %; p<0.016).
La interaccion de las variables aporta poca contribucion a la variabilidad (4.0 %; p<0.001), siendo
la combinacion de las variables tiempo*temperatura la que aporta dicha contribucion. EI hecho que
el modelo cuadratico sea el que explique la mayor variabilidad del modelo general, nos indica que
se puede encontrar las condiciones Optimas de las variables de proceso que maximicen a la variable
de respuesta ORAC; destacando que las dos variables cuadraticas mas significativas son el tiempo
y la relacion solido/liquido, por lo que la atencion debe de ser enfocada hacia estas variables.

El modelo de prediccion para la respuesta ORAC utilizando variables codificadas fue representado

por la siguiente ecuacion:
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ORAC = 0.8517 + 0.0319X, — 0.0651X, — 0.0647X5 — 0.1117X,% — 0.1362X,° +
0.0318X5% — 0.0602X, X5 (5)

Cuadro 3. Andlisis de varianza para la variable ORAC

Grados de Contribucion SC MC Valor Valor
libertad ajustado  ajustado F p

Modelo 7 83.88% 1.826 0.261 38.64 0.000
Lineal 3 17.77%  0.387 0.129 19.10 0.000
Tiempo 1 191% 0.042 0.0417 6.17 0.016
S/L 1 797% 0.173 0.173 25.71 0.000
Temperatura 1 7.88% 0.171 0.171 25.41 0.000
Cuadrado 3 62.11% 1.352 0.451 66.77 0.000
Tiempo*Tiempo 1 21.13%  0.539 0.539 79.84 0.000
S/L*S/L 1 38.97%  0.802 0.802  118.84 0.000
Temperatura*Temperatura 1 201% 0.044 0.0438 6.50 0.014
Interaccion de 2 factores 1 4.00% 0.087 0.087 12.89 0.001
Tiempo*Temperatura 1 400% 0.087 0.087 12.89 0.001
Error 52 16.12% 0.351 0.0067
Falta de ajuste 7 554% 0.121 0.0172 3.37 0.006
Error puro 45 1058 % 0.230 0.0051
Total 59 100.00 %

S =0821674

R2 =83.88 %

R2 (ajustado) = 81.70 %
R2 (prediccién) = 77.57 %

El modelo de prediccion para la respuesta ORAC utilizando variables no codificadas fue

representado por la siguiente ecuacion:

ORAC = 1.258 + 0.077t + 0.03839SL — 0.0831T — 0.000775t? — 0.000872SL? +
0.001274T?2 — 0.001004t (6)

Una vez el analizado el modelo de prediccion de la variable ORAC, se elaboraron los graficos de
contorno y superficie de respuesta (Figura 3y 4), en los cuales, se observa el comportamiento de
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las variables de proceso (tiempo, relacion solido/liquido y temperatura) sobre la variable de
respuesta ORAC. En los gréficos de contorno y superficie de respuesta (Figura 3 y 4), se puede
apreciar que para maximizar la variable de respuesta y obtener un 6ptimo, tenemos que enfocar la
atencion a los graficos de las variables de respuesta cuadraticas de tiempo y relacion sélido/liquido,
ya que estas dos son las que aportan la mayor contribucion. Se observa en estos gréaficos que se
logra obtener las condiciones Optimas que maximizan a la variable ORAC, donde dichas
condiciones se encuentran en los rangos de los puntos centrales de ambas variables (-0.5 a 0.5).
Analizando a los otros graficos donde se involucra a la variable temperatura, podemos destacar la
aparicion de un comportamiento tipo silla; esto debido a que la variable temperatura resulta con
poca contribucion en contraste con las otras dos variables con las que se esta contrastando. El
analisis de todos los graficos nos indica que las condiciones éptimas para la variable de ORAC se
encuentran cercanas a los puntos centrales en las variables tiempo y relacion sélido/liquido, y
aungue se observa un minimo cambio en la variable temperatura, si se observa que la variable se

maximiza cuando se disminuyen los valores de temperatura.
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Grafica de contorno de ORAC (mmol ET/g ES) vs. Temperatura (°C), Tiempo (h)
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Figura 3. Gréficos de contorno que muestran el efecto de las variables tiempo vs temperatura (a),
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Grafica de superficie de ORAC (mmol ET/g ES) vs Temperatura (°C), Tiempo (h)
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Figura 4. Graficos de superficie que muestran el efecto de las variables tiempo vs temperatura (a),

tiempo vs relacién sélido/liquido (b) y relacion sélido/liquido vs temperatura (c) sobre la variable
de respuesta ORAC.

Similar a lo observado en esta investigacion fue lo reportado por Garcia et al. (2022), donde
fermentaron una bebida de huazontle con L. plantarum, destacando que la capacidad antioxidante
por el método ORAC aumenta hasta un tiempo de 24 h y conforme aumenta el tiempo hasta 48
horas ocurre una disminucion de la capacidad, con lo que se destaca un valor 6ptimo de tiempo de

24 h, similar a lo obtenido en esta investigacion, donde el tiempo de mayor capacidad antioxidante
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oscila alrededor del valor central, cuyo valor es de 24 h, esto bajo las condiciones de centrales de
relacién sélido/liquido y temperatura iguales a 25 mg/mL y 37 °C (Figura 3b).

6.2. Optimizacion

Para encontrar las condiones 6ptimas que maximicen ambas variables de respuesta (ABTS y
ORAC), se procede a construir una gréfica de sobreposicion de ambas graficas de contorno (Figura
1y 3). El punto central de la region de optimizacion (Figura 5) nos indica que la combinacion
Optima de las variables de proceso que maximizan a ambas variables de respuesta en valores
codificados y no codificados es Tiempo = 0.80275 — 33.58 h; Relacion solido/liquido = -1.24107
—9.5mg/mL; Temperatura =-1.68 — 28.6 °C. Los valores predictorios de las variables de respuesta
ABTS y ORAC fueron: ABTS = 0.315041 mmol ET/g ES; ORAC = 0.956102 mmol ET/g ES.
Haciendo uso de los modelos de prediccion y las condiciones éptimas, se llevd a cabo el
experimento con 5 replicas (n=5) para la confirmar que los modelos predictorios son adecuados y
reproducibles. Los valores experimentales tras la replicacion se pueden observar en el Cuadro 4y
son ABTS = 0.2986 + 0.0049 mmol ET/g ES; ORAC = 0.9507 + 0.0408 mmol ET/g ES.
Contrastando tanto los valores de prediccién como los replicados experimentales, encontramos que
son valores muy similares, ya que los valores experimentales estan en el rango del intervalo de
confianza al 95 % del modelo de prediccién (lo que determina que no hay diferencia significativa),
indicando que las condiciones 6ptimas de fermentacion lactica de soca de maiz para maximizar las
capacidades antioxidantes ABTS y ORAC son adecuadas y reproducibles.

Los valores de las variables éptimas (Cuadro 4) de 33.58 h, 9.5 mg/mL y 28.6 °C para maximizar
ambas capacidades antioxidantes (ABTS y ORAC) son diferentes a los reportado por Zhou et al.
(2020), con valores de 28 h, 1:1 w/v y 37 °C, donde tras la fermentacion de pulpa de kiwi con L.
plantarum, se maximiza la capacidad antioxidante (ABTS) bajo las condiciones ya mencionadas.
Esta diferencia se puede deber a la gran diferencia entre el material fermentable, ya que en este
caso es soca de maiz, comparado con pulpa de kiwi, muchos factores son diferentes como pH,

humedad, composicidn quimica, entre otros.
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Gréfica de contorno de ORAC, ABTS
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Figura 5. Grafico mostrando la region con la mejor combinacién de variables del proceso para
maximizar la capacidad antioxidante (ORAC y ABTYS).

Por su parte Gholamhosseinpour et al. (2019) fermentaron leche con L. plantarum, donde las
condiciones Optimas para maximizar la capacidad antioxidante son diferentes a lo reportado en esta
investigacién, con un tiempo de fermentacion de 24 h'y 37 °C, esto en contraste con 33.58 hy 28.5
°C de esta investigacion. Esto puede deberse a multiples factores, principalmente debido a que la
materia prima es un medio rico en nutrientes adecuados para el crecimiento de bacterias &cido
lacticas, lo cual disminuiria el tiempo de liberacion/produccion de compuestos bioactivos (Cuadro
4).
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Cuadro 4. Reporte de confirmacion de fermentacion lactica optimizada

Factor Nombre Nivel Optimo Nivel Nivel Cadigo
Bajo Alto
A Tiempo (h) 33.58 12 36 Actual
B Relacion 9.5 125 375 Actual
solido/liquido
(mg/mL)
C Temperatura (°C) 28.6 32 42 Actual
Respuesta Valor Predicho Media del EE ICde95 IPde95
Valor Medido  Predicho % %
ABTS (mmol 0.314 0.298 0.0136 (0.287, (0.765,
ET/g ES) 0.342) 1.148)
ORAC (mmol 0.956 0.950 0.0483 (0.860, (0.269,
ET/g ES) 1.053) 0.360)

ET: Equivalentes de Trolox; ES: Extracto seco; EE: Error de estimacion; IC: Intervalo de confianza

Por ultimo Garcia et al. (2022) reporta condiciones de tiempo similares, donde para maximizar la
capacidad antioxidante ORAC en una bebida de huazontle fermentada con L. plantarum el tiempo
necesario oscila entre los 24 a 48 h (36 h promedio), sin embargo, la temperatura requerida es 37
°C y la relacion sdlido/liquido es de 0.5 % (w/v), distinto a lo encontrado en esta investigacion
(Cuadro 4).

6.3. Andlisis Nutracéuticos de Extractos de Soca de Maiz

Con el objetivo de valorizar los extractos de soca de maiz, se llevaron a cabo los andlisis
nutracéuticos que consistieron en identificar y cuantificar los grupos de fitoquimicos presentes en
los extractos, ademas de evaluar su capacidad antioxidante. Los grupos de compuestos bioactivos
gue son de interés en este tipo de extractos hidrofilicos de soca de maiz son: acidos fendlicos,
flavonoides, saponinas y alcaloides. Estos grupos de compuestos tienen la capacidad de neutralizar
a los radicales libres, con lo que se puede decir que estos compuestos bioactivos poseen capacidad
antioxidante, la cual se puede medir en los métodos de ABTS, ORAC, DPPH y FRAP.
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6.3.1 Saponinas Totales

Nuestros resultados muestran que el contenido de saponinas totales de extractos de soca de maiz
depende principalmente del tipo de extraccién, donde el tipo de solvente y la temperatura son los
factores mas significantes en la extracciéon de saponinas. En el Cuadro 5, se observan los valores
de saponinas totales de los tratamientos etanolico, acuoso, sin fermentar y fermentado. Podemos
observar que el contenido de saponinas totales es significativamente mayor en el extracto etanolico,
seqguido del tratamiento sin fermentar. Los extractos acuosos y fermentados fueron similares
estadisticamene.

Las saponinas tienen una estructura quimica de polaridad alta-media debido a que se constituyen
de un triterpeno unido a un carbohidrato, lo cual pudiera estar asociado con el mayor rendimiento
del extracto etandlico en la obtencion de saponinas. Por otro lado, Tan et al. (2014) reportaron que
el extracto etanodlico de mel6n amargo es mejor solvente para obtener extractos ricos en saponinas
que el resto de los extractos acuosos.

Dentro de los extractos acuosos, el extracto sin fermentar es el que muestra una mayor obtencion
de saponinas. Este extracto es méas efectivo que los mencionados debido a que se somete a una
esterilizacion a 121 °C por 15 min, por lo que el tratamiento térmico mejora la extraccion de
saponinas al ocasionar un rompimiento del tejido celular de la materia prima. La misma tendencia
es reportada por Sun et al. (2021), donde al aumentar la temperatura se extraen mas saponinas de
semillas de té verde.

La disminucion de saponinas después del proceso de fermentacién puede deberse a que la bacteria
esta utilizando como sustrato los carbohidratos que forman parte de la estructura de las saponinas,
asi como, por la disminucién del pH tras la produccion de acido lactico por L. plantarum. Dicha
disminucion de saponinas tras la fermentacion con L. plantaum, también es reportada por Tian et
al. (2018), donde producen ensilages a base de alfalfa con adicion de subproductos de trigo y maiz.
Esta disminucion puede ser explicada por la alta actividad de la enzima B-glucosidasa presente en
las bacterias acido lacticas, lo que hidroliza los glicésidos presentes en la estructura de las
saponinas, produciendo asi triterpenos agliconas (Chien et al., 2006; Gao et al., 2019; Mazlan et
al., 2015; Wang et al., 2022). Al producir los ensilajes por L. plantarum, ocurre una disminucion
del pH, ya que el metabolismo de esta bacteria es homofermentativo, solo produciendo acido
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lactico; dicho acido, ocasiona la disminucioin del pH, lo que a su vez, provoca una disminucion de
saponinas (Tian et al., 2018; Wang et al., 2022).

Cuadro 5. Contenido de saponinas totales de extractos de soca de maiz

Extracto Saponinas totales (mg ED/g ES)
Etandlico 73.26 + 4,542
ACU0SO 43.77 £ 1.99°
Sin fermentar 61.51 + 3.75"
Fermentado 41.05 + 3.75°

ED: Equivalentes de diosgenina; ES: Extracto seco
a,b,c: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segln la prueba de Tukey. Los resultados muestran
la media £ DE de tres réplicas (n=3).

6.3.2 Alcaloides Totales

En el Cuadro 6 se puede destacar el contenido de alcaloides totales de los tratamientos etandlico,
acuoso, sin fermentar y fermentado; donde estos datos se reportan como miligramos equivalentes
de atropina/g de extracto seco (mg EA/g ES). Nuestro estudio muestra que el contenido de
alcaloides totales de extractos de soca de maiz dependiente de la temperatura y accion enzimatica.
El contenido de alcaloides totales fue mayor en el extracto acuoso con 22.95 mg EA/g ES.

Cuadro 6. Contenido de alcaloides totales de extractos de soca de maiz

Extracto Alcaloides totales (mg EA/g ES)
Etanolico Nd
ACU0SO 2295+ 1.672
Sin fermentar 7.91 +0.06°
Fermentado 2.82 £ 0.49°

EA: Equivalentes de atropina; ES: Extracto seco; Nd: No detectado
a,b,c: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segln la prueba de Tukey. Los resultados muestran
la media + DE de tres réplicas (n=3).

El extracto acuoso puede ser el mejor tratamiento para la obtencidn de alcaloides totales, debido a

que los alcaloides son termolabiles, lo que el aumento de la temperatura entre el extracto acuoso y
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sin fermentar perjudica en la extraccion al someter al extracto sin fermentar a una estertilizacion a
121 °C (Rachmaniah et al., 2021).

La disminucion de los alcaloides en el fermentado puede ser explicado conforme a lo reportado por
Salem et al. (2010), donde someten extractos acuosos y metanolicos de Acacia saligna contra L.
plantarum para determinar su capacidad fermentativa. Se determiné que los alcaloides presentan
poca toxicidad, mayor crecimiento bacteriano y mayor produccion de acido lactico; incluso, en el
crecimiento y produccion de acido lactico, este tratamiento no tuvo diferencia significativa con el
control (sin adicion de extractos), lo que puede indicar que los alcaloides estan siendo
aprovechados para el metabolismo de L. plantarum, lo que explica su disminucién tras la
fermentacion. Esto nos sugiere que los alcaloides podrian beneficiar el proceso fermentativo; en
donde las bacterias acidolacticas pudieran estar consumiendo y biotransformando algunos
alcaloides mediante el metabolismo de los glicdsidos presentes en los glicoalcaloides. Esto ultimo
ha sido previamente reportado por Li et al. (2021a), ya que el fermentar Zanthoxylum bungeanum
con bacterias &cido lacticas diminuye la cantidad total de alcaloides y alquilamidas, donde se
determina que el rango de temperatura que maximiza la degradacion oscila entre los 29 a 41 °C,
siendo la maxima degradacion a los 37 °C. Con esto, resalta la importancia que la temperatura
Optima de crecimiento de las bacterias &cido lacticas en su mayoria es a 37 °C, por lo que se podria
relacionar que a mayor actividad metabdlica, mayor la degradacion de alcaloides y alquilamidas.
Otro parametro importante para la degradacion de alcaloides es el pH (5.5 el mejor), donde un
ambiente ligeramente acido producido por L. plantarum favorece la desglicosilacion de los
glicoalcaloides. El tiempo de fermentacion también fue significativo en la degradacion de
alcaloides, siendo 36 h de fermentacion el mejor tratamiento de degradacién de alcaloides. En este
trabajo se cumple con todos los parametros que describe Li et al. (2021a) para la biotransformacion
de alcaloides, ya que las condiciones 6ptimas de fermentacion fueron 33.58 h, 28.6 °C y un pH de
5.5 (Cuadro 4).

6.3.3 Flavonoides Totales

6.3.3.1. Flavonoides totales libres. En el Cuadro 7 se puede apreciar que el extracto etanolico es
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mejor para la obtencién de flavonoides totales, seguido del extracto acuoso, sin fermentar y
fermentado respectivamente.

El extracto etanolico es superior debido a la estructura molecular de los flavonoides, donde se ven
favorecidos por la naturaleza como solvente del etanol frente al uso de agua. Esto es confirmado
por Lee et al. (2014), donde se compara la extraccion de flavonoides de cascara de cebolla con
etanol y agua, resultando en una mayor extraccion de flavonoides, principalmente quercetina y
kaempferol, los cuales son més solubles en etanol que en agua. También en cuanto a residuos de
cereales como el trigo, maiz y arroz; en todos los casos, el extracto etandlico obtuvo la mayor
cantidad de flavonoides totales en todas las partes analizadas (germen, cascara y salvado) (Smuda
et al., 2018).

Seguido al extracto etandlico, el extracto acuoso es mas efectivo que el sin fermentar y fermentado,
debido a que el incremento en la temperatura en el extracto sin fermentar (121 °C por 15 min),
provoca que algunos flavonoides se degraden (Lee et al., 2014). La disminucién de flavonoides
entre el extracto sin fermentar y el fermentado se puede deber a una bioconversién o degradacion
de los mismos por accién metabolica de L. plantarum (Hunaefi et al., 2013; Li et al., 2021c; Myo
et al., 2021; Ru et al., 2022; Xu et al., 2020). Tal es el caso de lo reportado por Bautista-Exposito
et al. (2018), donde el fermentar lentejas con L. plantarum disminuye la cantidad de algunos
flavonoides como catequina, (+)-catechina-3-O-glucésido, kaempferol y kaempferol rutindsido-
ramndsido (I). En este sentido, se ha reportado que los flavonoides y acidos fenolicos presentes
pudieran ser utilizados como prebioticos y metabolizados por las bacterias &cido lacticas (Ru et al.,
2022; Wang et al., 2019). Asi mismo, durante este fendmeno, algunos flavonoides pueden
biotransformarse en otros metabolitos como unidades de acidos fenolicos como el acido galico,
homogentisico y siringico, ademas de la formacion de chalconas (Avila et al., 2009; Huynh et al.,
2014; Li et al., 2021c).

Cuadro 7. Contenido de flavonoides totales libres de extractos de soca de maiz

Extracto Flavonoides totales (mg EQ/g ES)
Etanolico 15.56 + 0.562
ACU0SO 9.40 + 0.23°
Sin fermentar 7.54 +0.29°
Fermentado 6.35 + 0.16¢

EQ: Equivalentes de quercetina; ES: Extracto seco
a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segin la prueba de Tukey. Los resultados
muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).
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6.3.3.2. Flavonoides totales ligados. Los flavonoides ligados son todos aquellos que estan
enlazados mediante enlaces tipo éter y éster a la pared celular (Rispail et al., 2005). En el Cuadro
8 se observa que el tratamiento de fermentacion mostré el mayor contenido de flavonoides totales
ligados. Esto comparado por Melini y Acquistucci (2017), donde se observa que solo la hidrolisis
con NaOH incrementa la extraccion de compuestos fendlicos ligados. Por otro lado, los flavonoides
del extracto fermentado son superiores al resto de tratamientos. Esta diferencia entre el fermentado
y resto de tratamientos se puede deber a que algunos flavonoides estan enlazados a la fibra de la
pared celular como las pectinas, hemicelulosa y celulosa; por lo que los protegen y les dan
estabilidad (Chirug et al., 2021; Sieminska-Kuczer et al., 2022). Sin embargo, al someterse a
fementacion, L. plantarum posee enzimas como las celulasas, hemicelulasas y B-glucosidasas, las
cuales son capaces de hidrolizar a los carbohidratos de la pared celular, o que conlleva a una
liberacion de los flavonoides que estaban enlazados a dichas macromoléculas por enlaces tipo éster
y éter (De Villaet al., 2021).

Cuadro 8. Contenido de flavonoides totales ligados de extractos de soca de maiz

Extracto Flavonoides totales (mg EQ/g ES)
Etanolico 3.98 +£0.19°
ACU0SO 3.04 £0.11°
Sin fermentar 4.05 +0.80°
Fermentado 12.80 + 2.08%

EQ: Equivalentes de quercetina; ES: Extracto seco
a,b: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segin la prueba de Tukey. Los resultados muestran
la media £+ DE de tres réplicas (n=3).

6.3.4 Capacidad Reductora Total

La capacidad reductora total de extractos de soca de maiz esta directamente afectada por el tipo de
extraccion, donde el tipo de solvente, la temperatura y la actividad enzimatica son los factores mas
significantes en la obtencion del poder reductor total. Los Cuadros 9 y 10 muestra los resultados

de capacidad reductora total de los distintos extractos (etandlico, acuoso, sin fermentar y
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fermentado); donde las unidades en las que se reportan son miligramos equivalentes de acido
gélico/g de extracto seco (mg EAG/g ES).

6.3.4.1. Capacidad reductora total libres. En el Cuadro 9 se puede apreciar que el extracto sin
fermentar es el que mayor capacidad reductora total tiene, mientras que el extracto acuoso es el
que menores valores muestra. El extracto etandlico fue superior al acuoso gracias a la afinidad que
tiene de extraer compuestos bioactivos de diferentes polaridades, lo que enriquece su capacidad
reductora (Lao y Giusti, 2018; Lee et al., 2014; Mohsen y Ammar, 2009; Smuda et al., 2018;
Vijayalaxmi et al., 2015). Sin embargo, el tratamiento sin fermentar aumenta considerablemente
la capacidad reductora por encima del extracto etandlico, esto debido a las altas temperaturas a la
que esta sometido este extracto (121 °C), a la cual se incrementa la liberacion de los compuestos
de la soca de maiz que estan enlazados a los carbohidratos (Kim y Mazza, 2009). Entre el
tratamiento sin fermentar y el fermentado hay una disminucion tras la fermentacion, esto debido a
que L. plantarum puede estar metabolizando acidos fendlicos mediante enzimas como PadA
descarboxilasa/reductasa, reductasas y descarboxilasas, produciendo moléculas del tipo fenoles sin
el 4cido carboxilico o sin su doble enlace como catecol, pirogalol, acido 3-(3-hidroxifenil)
propidnico), 4-vinil guayacol/4-etil guayacol, 4-vinil catecol/4-etil catecol y 4-vinil fenol/4-etil
fenol, entre otros (Hunaefi et al., 2013).

El efecto del pH juega un papel muy iumportante en la capacidad reductora total, ya que algunos
de los compuestos fendlicos como écidos y flavonoides tienden a hidrolizarse en presencia de un
medio con pH bajos; el cual se produce en la fermentacion con L. plantarum por la produccién de

acido lactico, logrando disminuir el pH alrededor de los 3.60 (Wang et al., 2019).

Cuadro 9. Capacidad reductora total libre de extractos de soca de maiz

Extracto Capacidad reductora total (mg EAG/g ES)
Etandlico 21.65+1.19°¢
ACU0SO 1.63 +0.94¢
Sin fermentar 41.77 +1.782
Fermentado 31.33 +1.64°

EAG: Equivalentes de &cido galico; ES: Extracto seco
a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segin la prueba de Tukey. Los resultados
muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).
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6.3.4.2. Capacidad reductora total ligados. La capacidad reductora total ligados son todos aquellos
compuestos en general que aportan poder reductor que no se liberaron en la extraccion liquida y
quedaron enlazados a la red que conforma a la pared celular (pellet). Para liberar a estos compuestos
se necesitan hidrolisis fuertes como la alcalina descrita anteriormente. En el Cuadro 10, se logra
observar que al igual que los flavonoides ligados, para todos los tratamientos excepto el
fermentado, la capacidad reductora total no presenta diferencias significativas, se observa que solo
el aumento de molaridad de NaOH cambia en la extraccién de compuestos fendlicos ligados, lo
que afecta directo a la capacidad reductora, y dado que en esta extraccion ligada se manejé una
misma metodologia para todos los tratamientos, que fue con NaOH 2 M, resulta I6gico que los
tratamientos que no involucran a la fermentacion tengan similar capacidad reductora total (Melini
y Acquistucci, 2017).

La capacidad reductora total del extracto durante la fermentacién es mayor que el resto de los
extractos, esta diferencia se puede deber a que dentro de la pared celular existen enlazados
moléculas como celulosa, hemicelulosa, lignina, proteinas, pectinas, entre otros; pero cuando se
aplica una fermentacion con L. plantarum, el cual posee enzimas extracelulares como las proteasas
que son capaces de hidrolizar a las proteinas, lo que facilita a una liberacién de compuestos
bioactivos que estaban unidos a dichas proteinas, los cuales aumentan el poder reductor del extracto
fermentado (Fang et al., 2012). L. plantarum, ademas de las mencionadas proteasas, puede producir
enzimas como celulasas, xilanasas y B-glucosidasas, lo que tras la fermentacion de un sustrato
vegetal, liberan a los compuestos bioactivos que estan enlazados en la pared celular mediante la
hidrélisis de las macromoléculas que unen fuertemente a los compuestos bioactivos (De Villa et
al., 2021).

Cuadro 10. Capacidad reductora total ligados de extractos de soca de maiz

Extracto Capacidad reductora total (mg EAG/g ES)
Etandlico 51.36 + 2.98°
ACU0SO0 58.18 + 8.59°
Sin fermentar 58.53 + 14.53°
Fermentado 186.97 + 21.722

EAG: Equivalentes de &cido galico; ES: Extracto seco
a,b: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segln la prueba de Tukey. Los resultados muestran
la media + DE de tres réplicas (n=3).
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6.3.5 Perfil de Acidos Fendlicos

Los acidos fenolicos son uno de los grupos mas importantes y abundantes en los materiales
vegetales lignificados, tal como los compuestos bioactivos que se encuentran en la soca de maiz.
Estos &cidos estan presentes tanto en el extracto libre como en el ligado. Los Cuadros 11y 12
muestran algunos de los principales acidos fenolicos presentes en la soca de maiz de los distintos
extractos (etandlico, acuoso, sin fermentar y fermentado); donde la cuantificacion se reporta en
microgramos/g de extracto seco (ug/g ES). Algunos de los &cidos fenolicos més abundantes en la

soca de maiz son: &cido cumarico, ferulico, gélico, quinico y clorogénico.

6.3.5.1 Perfil de &cidos fendlicos libres. En Cuadro 11 se puede apreciar que de los seis &cidos
fendlicos evaluados, solo cuatro fueron detectados en la fraccion libre, de los cuales el acido
clorogénico y cafeico no fueron detectados en ninguna de las muestras. Nuestros resultados
muestran que cada acido se comporta de manera diferente segun las condiciones de extraccién y
distintos tratamientos. En el caso del acido cumérico, solo se detecta en el extracto acuoso y sin
fermentar. Se puede decir que el aumento de la temperatura favorece la extraccién de acido
cumarico, esto también reportado por Gao et al. (2019), donde el esterilizar jugo de Momordica
charantia aumenta considerablemente la concentracion de acido cumarico. A su vez, al someterse
a la fermentacién con L. plantarum, dicha concentracion disminuye drasticamente, lo que indica
que la bacteria lo esté utilizando para su metabolismo. Esto podria sugerir que L. plantarum bajo
condiciones de estrés por falta de sustratos principales como carbohidratos puede crecer utilizando
como sustrato al acido cumarico, ocurriendo una biotransformacion explicado por las enzimas
descarboxilasas de &cido fendlico y acido fendlico reductasa. Dichas enzimas bioconvierten al
acido cumarico en fenoles menos toxicos para la bacteria, siendo el producto final de estas dos
rutas metabolicas la obtencidn de 4-etilfenol e intermediarios como-vinilfenol y acido florético
(Barthelmebs et al., 2000; Filannino et al., 2015; Rodriguez et al., 2008).

En el caso del acido ferulico, este se disminuye hasta 5 veces tras la esterilizacion en el tratamiento
sin fermental en relacion con el extracto acuoso (Cuadro 11). Por otro lado, tras la fermentacion,

el contenido de &cido ferulico aumenta con respecto al tratamiento sin fermentar. Esto también es
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explicado por lo reportado por Hole et al. (2012), donde el fermentar granos como avena y cebada
con probidticos incluidos L. plantarum, el acido feralico se disminuye tras la esterilizacion, siendo
el extracto acuoso muy superior en la obtencion de acido feralico, ademas que tras la fermentacion
se aumenta la obtencion de acido ferdlico. Esto podria deberse a que el acido ferulico se puede
estar degradando con el aumento de la temperatura de extraccion y que tras la fermntacion, la
accion de la enzima feruloil esterasa presente en L. plantarum sea la causante de la liberacion del
acido ferulico (Hole et al., 2012).

En el caso del &cido galico se observa el mismo comportamiento que en acido ferulico, donde el
extracto acuoso extrae gran cantidad de este acido, sin embargo, al someterlo a altas temperaturas
de esterilizacion se disminuye significativamente (p<0.05) la cantidad de acido; por otro lado, tras
la fermentacion, la concentracion de acido galico se incrementa hasta alcanzar la misma cantidad
que el extracto acuoso. Esto ultimo, esta reportado por Gao et al. (2019), donde tras la fermentacién
de jugo de Momordica charantia con L. plantarum, el contenido de acido géalico se incrementa,
mientras que en el tratamiento esterilizado no se alcanza a detectar &cido galico y tras la
fermentacion se logra extraer este acido. Este aumento en acido galico tras la fermentacion se debe
a que L. plantarum posee enzimas degradadoras de taninos como las tanasas, las cuales degradan
a los galotaninos por despolimerizacion, catalizando la hidrolisis de los enlaces tipo éster que estan
presentes en los taninos hidrolizables, lo cual produce como intermediarios a moléculas
monomeéricas de acido galico (Gao et al., 2019).

En el dltimo &cido fendlico detectado (&cido quinico) ocurre algo similar como lo ocurrido con
acido ferulico y gélico, donde el extracto acuoso es el que logra la mayor extraccion de este acido,
siendo sensible al aumento de la temperatura tras la esterilizacion y aumentando la concentracion
tras la fermentacion. La disminucién por accion de la temperatura se reporta en Sadaka y Garcia
(1999), donde al aumentar gradualmente la temperatura, la concentracion de acido quinico se ve
reducida considerablemente. El aumento de acido quinico tras un proceso fermentativo esta
reportado por Ye et al. (2014), donde el fermentar jugo de manzana para producir sidra, hay un
aumento de maés del doble en la concentracion de acido quinico despues de 84 h de fermentacion.
En el caso de la fermentacion de Oenanthe javanica con L. plantarum, tras la fermentacion se
mejora la extraccién de acido quinico, debido a la bioconversidn del acido clorogénico en quinico
(Gam et al., 2022).
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Cuadro 11. Perfil de acidos fendlicos libres en extractos de soca de maiz

Acidos Extracto
fendlicos Etandlico ACU0SO0 Sin fermentar Fermentado
(Hg/g ES)
Cumarico Nd 1.544 + 1.14° 110.747 £ 16.432 Nd
Ferdlico 970.53 +14.20°  1500.77 + 13.58%  304.06 + 4.99¢ 355.09 + 3.10°
Gaélico Nd 37.66 + 4.752 2.63+1.25° 32.04 +0.93?

Quinico 132.19 + 6.68° 202.76 + 6.20° 82.60 + 11.944 162.24 + 5.95°
ES: Extracto seco; Nd: No detectado
a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segin la prueba de Tukey. Los resultados
muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

6.3.5.2 Perfil de acidos fenolicos ligados. En Cuadro 12 se muestra que de los seis acidos fenolicos
evaluados, solo el acido cafeico no fue detectado. Nuestros resultados muestran que el contenido
de &cidos fenolicos depende de las condiciones de extraccion, donde todos los acidos se disminuyen
tras el aumento de la temperatura por la esterilizacion de la soca, y todos aumentan tras la
fermentacion con L. plantarum excepto el acido gélico.

Este aumento de acidos fendlicos se debe a que la fermentacidn produce una serie de actividades
metabolicas, como actividad de enzimas hidrolasas, reductasas, esterasas, descarboxilasas, 3-
glucosidasas, entre otras, las cuales hidrolizan elementos de la pared celular, mediante los cuales
estos acidos fenolicos estan unidos (Adebo y Medina-Meza, 2020).

Para los casos del acido cumarico y ferulico, el extracto sin fermentar es el menor de todos lo que
indica que son afectados por las altas temperaturas y en la fermentacién hay un incremento mayor
que el extracto acuoso, lo que indica que la fermentacion favorece la extraccion de estos &cidos
liberandolos de la pared celular. Esto también es observado por Hole et al. (2012), donde después
de la fermentacion de granos de avena y cebada con L. plantarum, los acidos fendlicos ligados
aumentan en total, siendo uno de los que mayor aumenta el &cido ferulico y el &cido cumarico. Esta
mayor extraccion puede deberse a una mayor cantidad de fibra soluble superior a la insoluble,
donde esto puede ser gracias a la accion de algunas enzimas que hidrolizan polisacaridos como la
celulasas, hemicelulasas y xylasas; lo que conlleva a que enzimas como la feruloil esterasas y -
glucosidasas, sean mas efectivas para la liberacion de acidos fenolicos cuando estos estan
mayormente en fibra soluble que insoluble (Hole et al., 2012).

Por otro lado, la disminucion de acido galico ligado tras la fermentacion ha sido reportada por De

pasquale et al. (2021), esto coincide con lo obtenido en este estudio en la fraccion libre (Cuadro
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11), donde el &cido galico, tras la fermentacion, aumentd hasta 12 veces, por lo que ocurrié una
gran liberacion de los taninos por accion de las tanasas, por lo que, para la fraccién ligada, estos
taninos disminuyeron en gran medida, en consecuencia, es menor la cantidad de acido galico que

queda ligado, tras lo ya mencionado.

Cuadro 12. Perfil de acidos fenolicos ligados en extractos de soca de maiz

Acidos Extracto
fenolicos Etandlico Acuoso Sin fermentar Fermentado
(Lg/g ES)

Cumarico  204.276 + 24.59° 332318+ 14.4*  87.967+£4.34° 378.985 + 56.02°
Ferulico 2780.97 £42.13°  3471.01 £ 127.67° 938.4+368.79 5007.77 + 143.152

Galico 0.959 £ 0.15°¢ 2.429 +0.20* 1.187 £0.26° 1.820 + 0.10°
Quinico 13.474 £ 0.23°¢ 16.949 + 1.77° 7.779 + 1.744 21.661 +0.53%
Clorogénico 32.780 + 9.96* Nd Nd 37.331 £ 13.76*

ES: Extracto seco; Nd: No detectado
a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segln la prueba de Tukey. Los resultados
muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

6.3.6 Perfil de Flavonoides

Los flavonoides son una parte importante en el aumento de la capacidad antioxidante y contribuyen
a la composicién de compuestos fendlicos en soca de maiz. Estos flavonoides al igual que los
acidos fendlicos, estan presentes tanto en el extracto libre como en el ligado. EI Cuadro 13, muestra
algunos de los principales flavonoides presentes en la soca de maiz de los distintos extractos
(etandlico, acuoso, sin fermentar y fermentado); donde la cuantificacién se reporta en
microgramos/g de extracto seco (g/g ES). Alguno de estos flavonoides estan en forma glicosilada
y aglicona donde los mas importantes en soca de maiz son: luteolina, quercetina, apigenina,

naringenina y sus glucdsidos, entre otros.

6.3.6.1. Perfil de flavonoides libres. En Cuadro 13 se puede observan los flavonoides analizados

en la fraccion libre, en donde se observa que cada flavonoide se comporta de manera diferente
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segun las condiciones de extraccion y distintos tratamientos. Esto puede deberse a que el etanol
tiene més afinidad hacia la estructura molecular de los flavonoides. Lee et al. (2014), comparan la
extraccion de flavonoides de cascara de cebolla con etanol y agua, resultando en una mayor
extraccion de flavonoides, principalmente quercetina y kaempferol, los cuales son mas solubles en
etanol que en agua. Otros estudios realizados en residuos de cereales como el trigo, maiz y arroz,
en todos los casos, obtuvieron que el extracto etandlico presentd la mayor cantidad de flavonoides
totales en todas las partes analizadas (germen, cascara y salvado) (Smuda et al., 2018).

Algunos flavonoides se extraen en mayor cantidad si se aplica un tratamiento térmico como en el
extracto sin fermentar (Cuadro 13), donde podemos observar que los flavonoides glicosilados
como luteolina-7-glucésido, naringina, mangiferina y rutina, les favorece el aumento de la
temperatura. Esto puede ser debido a que los flavonoides glicosilados son mas estables
térmicamente, lo que estéa relacionado a que las moléculas de carbohidratos unidas le proporcionan
estabilidad quimica y térmica. Sin embargo, los flavonoides agliconas como quercetina, apigenina,
naringenina, genisteina y formononetina, son sensibles al aumento de la temperatura; las cuales se
ha reportado que se pueden degradar a moléculas méas simples como los acidos fendlicos o
chalconas (Chaaban et al., 2017).

Por altimo, el extracto fermentado, al igual que los anteriores, depende mucho del tipo de
flavonoide, sin embargo, son pocos los flavonoides que se incrementan tras la fermentacion, siendo
quercetina, quercetina-3-O-rhamnosidos, apigenina-8-O-glucdsido y hespiridina, los Unicos que se
incrementan; por otro lado, son mas los flavonoides que se disminuyen. Esto puede deberse a que
la fermentacion con L. plantarum degrada o bioconvierte los flavonoides por accion metabdlica
(Hunaefi et al., 2013; Li et al., 2021c; Myo et al., 2021; Ru et al., 2022; Xu et al., 2020). Tal es el
caso de rutina, donde se ha reportado que tras la fermentacién de jugo de manzana con L.
plantarum, la concentracion de este flavonoide disminuye, esto puede deberse a que rutina es un
flavonoide glicosilado, el cual puede estar siendo utilizado como sustrato por las bacterias acido
lacticas y metabolizado por enzimas como la B-glucosidasa, podrian hidrolizar el grupo glicésido,
liberando o produciendo quercetina aglicona (Cuadro 13) (Curiel et al., 2015). Ademas, en el
extracto fermentado no se detectd y disminuyd naringenina y luteolina respectivamente. Esta
disminucion también se reporta por Xu et al. (2020), donde al fermentar Onobrychis viciifolia con
L. plantarum, ocurre una diversidad de biotrasformaciones de muchos flavonoides, destacando que

naringenina y luteolina disminuyen.
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Cuadro 13. Perfil de flavonoides libres en extractos de soca de maiz

Flavonoides Extracto
(1g/g ES) Etandlico Acuoso Sin fermentar Fermentado
Luteolina-7- 1.52 +0.06° 0.013+0.004°  0.355+0.070°  0.079 £ 0.044°
glucosido
Luteolina 0.077 £ 0.094° 0.004 £ 0.004°  0.098 +0.035*  0.032 + 0.002°
Quercetina-3- ) 3,1, (960" 0.024+0.010°  0.014+0.000° 0.036 +0.032"
O-rhamnoésido
Quercetina 1.120 £ 0.985° 0.049 + 0.000°  0.024 +0.001°  0.077 £0.001°
Apigenina-8-0-, ys5 . (4649 20768 £0.545° 4895+ 0.056  6.746 = 3.839
glucosido
Apigenina 0.699 + 0.238° 0.304 +0.054>  0.006 = 0.001¢  0.003 + 0.000°
Naringina 0.279 £ 0.046° 0.388 £0.051>  0.740 £0.022*°  0.728 + 0.087°
Naringenina 72.197 + 5.252° 3.708 £0.256°  0.326 + 0.029° Nd
Mangiferina 0.276 £0.011° 0.065+0.007°  0.299 £0.076*  0.206 + 0.039°
Rutina 13.054 + 0.256° 0.021 £0.006°  0.298 +0.104>  0.052 + 0.060°
Hespiridina 4.232 +0.356° 0.173 £0.004>  0.051 £0.080°  4.227+0.018?
Genisteina 0.007 £ 0.000° 0.039£0.001*  0.002 + 0.003" Nd
Formononetina  0.089 £ 0.102° 0.032£0.034>  0.008 £0.002° 0.015+0.001°
Floridzina 45.11 £20.042 Nd Nd Nd
Kaempferol 0.253 £ 0.096° Nd 0.158 +£0.016° Nd

ES: Extracto seco; Nd: No detectado

a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segun la prueba de Tukey. Los resultados
muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

6.3.6.2. Perfil de flavonoides ligados. En el Cuadro 14 se muestran los flavonoides de la fraccion
ligada. Analizando las concentraciones de flavonoides en cada tipo de extracto, se observa que
cada flavonoide se comporta de manera diferente segln las condiciones de extraccion, donde la
mayoria de los flavonoides se aumentan tras la fermentacion con L. plantarum, lo que coincide con
los flavonoides totales ligados. Los flavonoides que se ven incrementados tras la fermentacion con
L. plantarum son: quercetina, apigenina-8-O-glucdsido, apigenina, naringina, naringenina,
mangiferina, genisteina y kaempferol. Los flavonoides que se ven disminuidos tras la fermentacion
son: quercetina-3-O-ramnosido, luteolina-7-glucdsido, hespiridina, formononetina, floridzina.

Este aumento de los flavonoides se debe a que la fermentacion mejora la obtencion de estos
metabolitos en consecuencia del metabolismo de las bacterias acido lacticas, donde las enzimas
producidas metabolizan elementos de la pared celular, liberando o desglicosilando a los
flavonoides que estan fuertemente unidos a macromoléculas como las proteinas, pectinas, celulosa,

hemicelulosa, entre otras; esto mediante la accion de enzimas extracelulares que genera L.
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plantarum como celulasas, tanasas, peptidasas, proteasas, xylasas, B-glucosidasas, entre otras (De
Villaetal., 2021; Fang et al., 2012). La suma de la actividad de estas enzimas conlleva a una serie
de beneficios para extraer flavonoides ligados, donde el incremento de extraccion tras la
fermentacion y sintesis de nuevos compuestos bioactivos, son dos de las ventajas de fermentar soca
de maiz con L. plantarum (Adebo y Medina-Meza, 2020). En resumen, la disminucion de algunos
flavonoides como los ya mencionados, son de naturaleza glicosilados, por lo que se asume que
durante la fermentacion, la accidn de las enzimas B-glucosidasas hidrolizaron los carbohidratos
unidos a los flavonoides, con lo que se produjeron agliconas, diminuyendo la concentracion de

estos flavonoides glicosilados (Adebo y Medina-Meza, 2020).

Cuadro 14. Perfil de flavonoides ligados en extractos de soca de maiz

Flavonoides Extracto
(ug/g ES) Etandlico ACU0s0 Sin fermentar Fermentado
Luteolina-7-
glucosido 0.537 +0.180° 0.217 £0.058° 0.922 £0.371? 0.428 +0.275°
Luteolina 1.050 + 0.260? 0.605+£0.277°  0.744£0.045°*  0.671 £0.037°
Quercetina-3-
O-rhamnésido 0.019 £ 0.005* 0.015+0.009*  0.014 £0.002° Nd

Quercetina 5230+ 1.235% 0.339+£0.186°  2.026+0.385"  5.841 +0.265
Apigenina-8-O-
glucosido 1.944 +0.193¢ 4311+£0.327°  1.451+0.101°  7.709 £ 3.504°
Apigenina 1.568 + 0.894° 0.712+0.285°  0.891 +0.070°  3.877 + 0.953*
Naringina 0.231 +0.029° 0.053+0.032°  0.057+0.004°  0.794 + 0.089°
Naringenina 21.503+£5.726°  16.753£4.592° 13.847£1.617% 36.565 + 7.200°
Mangiferina 0.135+0.021° 0.134+£0.014*  0.055+0.002°  0.099 + 0.032°
Rutina Nd Nd Nd Nd
Hespiridina 0.171 +£0.013% 0.065+0.014°>  0.023 + 0.009° Nd
Genisteina 0.945 + 0.438" 0.235+0.041°  0.228+0.056° 1.875+0.192*
Formononetina  0.054 +0.017° 0.006 +0.002°  0.232+0.041*  0.008 + 0.002¢
Floridzina Nd Nd 1.318 £0.254% Nd
Kaempferol 0.269 + 0.010° 0.178 £0.015°  0.143 £0.029°  0.345 + 0.069*

ES: Extracto seco; Nd: No detectado

a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segin la prueba de Tukey. Los resultados
muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

62



6.3.7. Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante de extractos de soca de maiz se define como que tan eficientes son los
antioxidantes de dicha soca contra el dafio oxidativo. Existen dos tipos de mecanismos principales,
uno por transferencia de electrones, donde los compuestos bioactivos tienen la capacidad de donar
pares de electrones para estabilizar a los radicales libres con electrones desapareados y el otro
mecanismo es por transferencia de protones, donde los compuestos bioactivos donan los iones
hidrégeno para estabilizar a los radicales libres como los radicales oxigenados. Estas capacidades
estan directamente afectadas por el tipo de extraccion, donde el tipo de solvente, la temperatura y
la actividad enzimatica son los factores mas significantes en la obtencion de todo el potencial
antioxidante, esto debido a que cada condicidn de extraccion, extrae diferentes cantidades y grupos
de compuestos bioactivos.

En el Cuadro 15 se muestran los resultados de capacidad antioxidante de los distintos extractos
(etanolico, acuoso, sin fermentar y fermentado) y distintos métodos de capacidad antioxidante
(DPPH, ABTS, ORAC y FRAP); donde las unidades en las que se reportan son milimoles

equivalentes de Trolox/gramo de extracto seco (mmol ET/g ES).

6.3.7.1 Capacidad antioxidante libres. En el Cuadro 15 se puede observar que el extracto menos
antioxidante es el etandlico, seguido del acuoso, sin fermentar y por Gltimo, el méas antioxidante es
el extracto fermentado; donde esto se repite en todos los métodos de capacidad antioxidante. El
extracto acuoso es superior a el etanol. Esto puede ser debido a los acidos fendlicos sobre todo el
acido feralico, galico y quinico, ya que estos acidos fendlicos son méas abundantes en el extracto
acuoso, destacando al acido fertlico como el mas abundante. Esto se puede contrastar con lo
reportado por Smuda et al. (2018), donde reportan que extractos de subproductos de arroz con
diferentes solventes de extraccion, tienen diferente contenido de compuestos fenolicos totales y
capacidad antioxidante; en el caso de etanol, es el extracto que mas compuestos fendlicos totales
presentd. Sin embargo, en la capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS, el extracto
acuoso es superior en el porcentaje de inhibicion del radical que el extracto etandlico.

El extracto sin fermentar, es superior al extracto acuoso en los cuatro métodos de capacidad

63



antioxidante, lo cual pudiera estar asociado al alto aumento en la capacidad reductora total, siendo
el extracto sin fermentar, el que mayor capacidad reductora posee de todos los tratamientos. Este
aumento se puede deber a las altas temperaturas de esterilizacion de este tratamiento (121 °C),
donde esta temperatura incrementa el poder extractivo del agua por aumento de una mayor
transferencia de masa y una mayor hidrolisis acuosa. Esto, ya que por lo general, los compuestos
de la soca de maiz estan fuertemente enlazados a los carbohidratos, lo que con temperatura alta se
facilita la extraccion o hidrolisis de estos compuestos bioactivos (Kim y Mazza, 2009).

El extracto fermentado fue superior en capacidad antioxidantes por todos los métodos, esto puede
estar asociado con el aumento de algunos compuestos fendlicos de tipo agliconas. Lo anterior es
debido a que, si comparamos el resto de los analisis, el extracto fermentado tuvo menor contenido
de saponinas, alcaloides, capacidad reductora total y flavonoides totales, por lo que una de las
razones es que puede estar asociado a la accion de enzimas como la B-glucosidasa, donde los
flavonoides y acidos fendlicos glicosilados, saponinas y glicoalcaloides, entre otros compuestos
glicosilados, son hidrolizados, logrando obtener compuestos agliconas, los cuales son mas
bioactivas (Chien et al., 2006; Curiel et al., 2015; Gao et al., 2019; Li et al., 2021a; Li et al.,
2021b; Mazlan et al., 2015; Tian et al., 2018; Wang et al., 2022; Ye et al., 2014).

Al igual que lo observado en este estudio, se ha reportado que la fermentacion aumenta la capacidad
antioxidante en la mayoria de los estudios donde se emplea fermentacion con L. plantarum; lo cual
se puede deber a una bioconversion o degradacion de los compuestos bioactivos a moleculas mas
simples pero més bioactivas por accion metabolica de L. plantarum (Hunaefi et al., 2013; Li et al.,
2021b; Myo et al., 2021; Ru et al., 2022; Xu et al., 2020). Como producto del metabolismo de L.
plantarum, algunos flavonoides pueden degradarse y convertirse en unidades de acidos fendlicos
como el 4cido galico, homogentisico, siringico, entre otros (Avila et al., 2009; Li et al., 2021c).
Ademas de &cidos fendlicos, la bioconversion de flavonoides por accién metabdlica de los
microorganismos puede desencadenar en la produccion de chalconas, mismas que tampoco se

detectaron en el perfil de compuestos fendlicos (Huynh et al., 2014).
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Cuadro 15. Capacidad antioxidante libres de extractos de soca de maiz
Capacidad antioxidante (mmol ET/g ES)

Extracto ABTS DPPH ORAC FRAP
Etanolico 0.065 +0.0069 0.007 £ 0.003 0.005+0.001¢ 0.009 + 0.003¢
Acu0S0 0.180 + 0.002° 0.279 + 0.009° 0.149 + 0.066° 0.068 + 0.005¢

Sin fermentar  0.261 +0.014° 0.652 + 0.009° 0.939 +0.058% 0.128 + 0.003"

Fermentado 0.302 £ 0.001* 0.986 + 0.048° 0.951 + 0.041* 0.148 £ 0.004*
ET: Equivalente de Trolox; ES: Extracto seco
a,b,c,d: Letras diferentes muestran significancia estadistica entre los extractos (p<0.05), segun la prueba de Tukey. Los
resultados muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

6.3.7.2 Capacidad antioxidante ligados. La capacidad antioxidante de la fraccion de compuestos
ligados es la suma de todo el potencial que los compuestos fendlicos enlazados a la pared celular
(pellet) para inhibir a los radicales libres.

Al igual que para los flavonoides totales ligados y capacidad reductora total ligados, todos
tratamientos evaluados con los distintos métodos de capacidad antioxidante siguen el mismo
comportamiento, excepto el fermentado. La capacidad antioxidante por los distintos métodos del
extracto fermentado resulta muy superior al resto de los extractos (Cuadro 16). Dicha diferencia
entre el fermentado y los otros tratamientos, se puede deber a la fuerte interaccién que tienen las
enzimas producidas por L. plantarum, las cuales hidrolizan a las grandes macromoléculas de la
pared celular como las proteinas, celulosa, hemicelulosa, lignina y pectinasa, liberando a los
compuestos bioactivos que estan entrelazados y generando moléculas méas simples de estas
macromoléculas como los oligosacéaridos, péptidos, aminoacidos, acidos fenolicos; lo que a su vez
incrementa en gran medida la capacidad antioxidante (Adebo y Medina-Meza, 2020; De Villa et
al., 2021; Fang et al., 2012).

Lo anterior mencionado se puede contrastar con los perfiles de flavonoides y acidos fendlicos
ligados (Cuadro 12 y 14), donde se puede observar que hay un aumento en la mayoria en todos
los acidos fendlicos excepto en galico. Sin embargo, el acido méas predominante en la fraccion
ligada es el acido ferulico, lo cual pudiera estar asociado con la alta capacidad antioxidante. En el
caso de los flavonoides, observamos que la mayoria aumentan tras la fermentacion, destacando a
naringenina, con una alta concentracion presente en la fraccion ligada, ademas de otos flavonoides
como quercetina, apigenina, genisteina y kaempferol, donde dichas agliconas son més bioactivas
que sus glicosiladas. La hidrdlisis de glicosilados a agliconas no solo ocurre con los flavonoides,

sino también en saponinas, glicoalcaloides y acidos fendlicos entre otros. Lo cual, se debe a la
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previa accion ya mencionada de las enzimas degradadoras de las grandes macromoléculas, seguida
de la accion de enzimas como B-glucosidasa, feruloil esterasa, entre otras, liberan de los
carbohidratos a los compuestos bioactivos en su forma aglicona (Adebo y Medina-Meza, 2020;
Hole et al., 2012).

Cuadro 16. Capacidad antioxidante ligados de extractos de soca de maiz
Capacidad antioxidante (mmol ET/g ES)

Extracto ABTS DPPH ORAC FRAP
Etanélico 0.328+0.029°  0.31+0.04° 1.16+0.02° 0.173 +0.004°
ACUO0S0 0.281 + 0.002° 0.30+0.01° 1.18+0.26° 0.202 +0.015°
Sin fermentar 0.318 + 0.028° 0.26+0.04>° 0.95+0.25° 0.136 + 0.049°
Fermentado 0.771 + 0.0402 1.17 £0.08%8  3.74+0.35%  0.649 + 0.086%

ET: Equivalente de trolox; ES: Extracto seco
a,b: Letras diferentes muestran significancia estadistica (p<0.05), segln la prueba de Tukey. Los resultados muestran
la media £ DE de tres réplicas (n=3).
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7. CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones del proceso de fermentacion lactica de soca de maiz para la
maximizacion de la capacidad antioxidante (ABTS y ORAC). La mejor combinacion de las
variables de proceso (tiempo, relacion sélido/liquido, temperatura) fue de 33.58 h, 9.5 mg/mL
y 28.6 °C; en donde se estimaron los valores de capacidad antioxidante de 0.957 y 0.315 mmol
ET/g ES para la capacidad antioxidante ORAC y ABTS, respectivamente. La fermentacion
lactica de soca de maiz bajo las mejores condiciones de proceso tuvo 0.9507 + 0.0408 y 0.2986
+ 0.0049 mmol ET/g ES para ORAC y ABTS, respectivamente, donde estos valores son
similares a los predichos, indicando que los modelos de prediccion para estas dos variables de
respuesta fueron adecuados y reproducibles.

Se evalud el contenido de compuestos bioactivos libres y ligados de distintos extractos de soca
de maiz, donde los principales grupos de compuestos fueron saponinas, alcaloides, &cidos
fenolicos y flavonoides.

Se evaluo el perfil cromatografico (UPLC-MS) de acidos fenolicos y flavonoides de distintos
extractos de soca de maiz, encontrando que los acido fendlicos méas abundantes son el acido
cumarico, ferdlico, galico y quinico; y flavonoides como luteolina-7-O-glucosido, luteolina,
guercetina-3-O-rhamndsido, quercetina, apigenina-8-O-glucosido, apigenina, naringina,
naringenina, mangiferina, rutina, hespiridina, genisteina, formononetina y kaempferol.

Se evalug la capacidad antioxidante por distintos metodos (ORAC, DPPH, ABTS y FRAP) de
extractos de soca de maiz, destacando que el extracto fermentado es superior en todos los

métodos.
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8. RECOMENDACIONES

Evaluar estos extractos en aplicaciones biologicas como actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria, antiproliferativa y efecto inmunomodulador, entre otras.

Realizar un perfil de saponinas, alcaloides, péptidos y acidos fendlicos glicosilados, entre otros
grupos de compuestos, para tener mejor claridad de cuales son los compuestos bioactivos en
particular los que aumentan en gran medida la capacidad antioxidante y el porqué unos analisis
como saponinas totales, alcaloides totales, flavonoides totales, disminuyen pero se aumenta la
capacidad antioxidante en el extracto fermentado.

Realizar un fraccionamiento de los distintos grupos de compuestos bioactivos como
flavonoides, acidos fendlicos, saponinas, alcaloides, carotenoides, péptidos, oligosacaridos,
para determinar que grupo de compuestos es el que aporta la mayor capacidad antioxidante y
bioactiva.

Evaluar la actividad enzimatica del fermentado, ya que estas enzimas son las encargadas de
aumentar o disminuir muchos grupos de compuestos y tras esta actividad metabodlica se
incrementa la capacidad antioxidante.

Realizar una comparacion entre fermentacion con L. plantarum en estado solido y sumergida
en liquido.

Realizar fermentaciones sin la esterilizacion y fermentacidn espontanea para comparacion con
los resultados ya obtenidos.

Comparacién de fermentacion con otro tipo de microorganismos GRAS como algunos hongos
y otras bacterias.

Purificacion de acido ferdlico, ya que se encontrd que tanto en la extraccién acuosa libre, como

en el extracto fermentado ligado es muy abundante.
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