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Resumen

Resumen

Desde la antigliedad, los alimentos han sido producidos y conservados por fermentacion
incluyendo cerveza, vino, productos lacteos (yogurt, quesos), sake (vino de arroz), panes, frutas,
etc. El almidon es la fuente mas importante de energia para los seres humanos. La
transformacion en las microestructuras (amilosa y amilopectina) que conforman el almidén son
las responsables de la disponibilidad de glucosa para la nutricion humana. En consecuencia, una
comprension precisa de las transformaciones fisicoquimicas y morfologicas sufridas por el
almidon durante las distintas fermentaciones debe proporcionar informacion valiosa para el
procesamiento adecuado en la produccion de alimentos. En el presente trabajo, fueron realizadas
dispersiones de almidén de maiz nativo (3% p/v) y sometidas a fermentacion liquida con la cepa
de S. cerevisiae, fermentacion acido lactica con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
fermentacién sélida con Aspergillus oryzae var. oryzae. Se empled un inéculo de 2x107 células
mL-1 para todos los tratamientos evaluados. Las transformaciones fisicoquimicas en granulos de
almidon sufridas durante el tiempo de fermentacion fueron monitoreadas por Microscopia
Optica, SEM, XRD, FTIR, DSC e hidrolisis acida (HCI, 1 M). Los microorganismos evaluados
poseen la capacidad de producir distintos tipos de metabolitos secundarios entre los cuales
destacan las enzimas, las cuales intervienen en la hidrdlisis de amilosa y amilopectina, viéndose
reflejado en la modificacion de la estructura de los granulos de AMF. Los estudios realizados
muestran que los microorganismos acttan sobre los granulos de almidon provocando fracturas
severas en la estructura modificando el porcentaje de cristalinidad, tamafio, organizacidn
estructural (cristalinidad de corto alcance) y viscosidad. El menor tamafio de particula de AMF

se obtuvo con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, fue de 6.07 pm a las 24 h de
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fermentacion. Con Saccharomyces cerevisiae se obtuvieron granulos de 13.09 um alas 168 hy
con Aspergillus oryzae var. oryzae fueron mas prolongados los tiempos de fermentacion
obteniendo tamafios de 8.69 a las 192 h. El analisis de rayos-X indic6 un aumento en la
cristalinidad para S. cerevisiae, fue de 40.94 % (96 h), 39.44 % (3 h) y 38.60 % (96 h) para L.
bulgaricus y A. oryzae, respectivamente. En cuanto a las propiedades térmicas la temperatura
de pico (Tp) se desplazd en los tres casos evaluados 2.37 °C para S. cerevisiae, 2.56 °C con L.
bulgaricus y 6.29 °C empleando una cepa de A. oryzae, estos resultados son indicativos de que
estan mejor estructurados los granulos de AMF. La hidrélisis en condiciones &cidas rigurosas
mostré una disminucion de 16.98, 9.37 y 11.86 % (con S. cerevisiae, L. bulgaricus y A. oryzae
respectivamente) generando almidones resistentes a hidrolisis por lo tanto menos digeribles. La
viscosidad aparente de las dispersiones gelatinizadas a 1 s (Pas) produjo geles débiles con
viscosidades reducidas en las tres fermentaciones con valores de 6.97, 2.64 y 1.37 (Pas) con las

cepas evaluadas (S. cerevisiae, L. bulgaricus y A. oryzae).

De esta manera, se concluye que las fermentaciones evaluadas producen almidones con alto
contenido de cristalinidad, de menor tamafio, mejor estructurados y resistentes a hidrélisis acida

por lo tanto se podria afirmar que son menos digeribles.
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Abstract

Since ancient times, food has been produced and preserved by fermentation including beer,
wine, dairy products (yogurt, cheeses), sake (rice wine), breads, fruits, etc. Starch is the most
important source of energy for humans. The transformation in the microstructures (amylose and
amylopectin) that make up the starch are responsible for the availability of glucose for human
nutrition. The transformation in the microstructures (amylose and amylopectin) that make up
the starch are responsible for the availability of glucose for human nutrition. Consequently,
accurate understanding of the physicochemical and morphological transformations undergone
by starch during the various fermentations should provide valuable information for proper
processing in food production. In the present work, dispersions of native maize starch (3% w /
v) and liquid fermentation with the S. cerevisiae strain, lactic acid fermentation with
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and solid fermentation with Aspergillus oryzae var.
oryzae. An inoculum of 2 x 107 cells mL! was used for all treatments evaluated. The
physicochemical transformations in starch granules during the fermentation time were
monitored by optical microscopy, SEM, XRD, FTIR, DSC and acid hydrolysis (HCI, 1 M). The
evaluated microorganisms have the capacity to produce different types of secondary
metabolites, among them enzymes, which are involved in amylose and amylopectin hydrolysis,
being reflected in the modification of the structure of AMF granules. Studies show that
microorganisms act on starch granules causing severe fractures in the structure by modifying
the percentage of crystallinity, size, structural organization (short range crystallinity) and

viscosity. The smaller particle size of AMF was obtained with Lactobacillus delbrueckii subsp.

\
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bulgaricus was 6.07 um at 24 h of fermentation. Saccharomyces cerevisiae granules of 13.09
um were obtained at 168 h and Aspergillus oryzae var. oryzae were longer fermentation times
obtaining sizes of 8.69 at 192 h. X-ray analysis indicated an increase in crystallinity for S.
cerevisiae was 40.94% (96 h), 39.44% (3 h) and 38.60% (96 h) for L. bulgaricus and A. oryzae
respectively. As for the thermal properties, the peak temperature (Tp) in the three cases
evaluated was 2.37 °C for S. cerevisiae, 2.56 °C for L. bulgaricus and 6.29 °C for A. oryzae.
Indicative of better structured AMF granules. Hydrolysis under rigorous acidic conditions
showed a decrease of 16.98, 9.37 and 11.86% (with S. cerevisiae, L. bulgaricus and A. oryzae
respectively), thus generating hydrolysis resistant starches, therefore less digestible. The
apparent viscosity of the gelatinized dispersions at 1 s (Pas) produced weak gels with reduced
viscosities in the three fermentations with values of 6.97, 2.64 and 1.37 (Pas) with the evaluated

strains (S. cerevisiae, L. bulgaricus and A. oryzae).

In this way, it is concluded that the evaluated fermentations produce starches with high content
of crystallinity, of smaller size, better structured and resistant to acid hydrolysis, therefore it

could be affirmed that they are less digestible.

Vil
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Introduccion General

l. Introduccion General

El almidon se deposita como granulos en tejidos de almacenamiento de granos, tubérculos,
raices, y en menor cantidad se encuentra presente en los tejidos vegetativos de plantas (Copeland
y col., 2009). El almidon esta compuesto quimicamente por dos polisacaridos, la amilosa (a-D-
glucopiranosas unidas por enlaces a-(1-4)en una cadena lineal) y la amilopectina (conformada
a-D-glucopiranosas por cadenas altamente ramificadas en la que hay uniones de a-(1-4) y
muchos enlaces a-(1-6)). Los granulos de almidon tienen una estructura jerarquica que se puede
observar facilmente mediante microscopia éptica y electronica. Multiples capas concéntricas de
los llamados anillos de crecimiento de didmetro creciente se extienden desde el hilum (el centro
de crecimiento) hacia la superficie de los granulos. Los anillos de crecimiento son tipicame nte
120-400 nm de espesor, el patrén concéntrico de capas semicristalinas es responsable de la
birrefringencia de los granulos de almidén nativo, cuando se observa bajo microscopia de luz
polarizada (Copeland y col., 2009). La diversidad de propiedades funcionales especificas de los
almidones necesarias para la industria alimentaria es casi ilimitada. Ningin otro ingrediente
proporciona textura a tanta variedad de alimentos como el almidon, por ejemplo, sopas, cocidos,
salsas, relleno para tartas o flanes, el almidon proporciona un producto consistente y estable
durante el almacenamiento al gusto del consumidor. La mayor parte del almidon consumido por
los seres humanos ha sufrido alguna forma de procesamiento, que generalmente implica
calentamiento en presencia de humedad bajo cizallamiento y después enfriamiento. Durante el
tratamiento térmico, los granulos de almidén se gelatinizan, perdiendo su cristalinidad y su
organizacion estructural. La gelatinizacion se produce cuando el almidon nativo se calienta en

presencia de humedad suficiente. Los granulos absorben agua y se hinchan, y la organizacion
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cristalina se rompe irreversiblemente. De acuerdo con la teoria de Jenkins y Donald (1998),
primero el agua entra a los anillos de crecimiento amorfo y, en cierto grado de hinchamiento, el
estrés disruptivo se transmite a través de las moléculas de conexién desde las regiones amorfas
a las cristalinas. La temperatura de gelatinizacion de la mayoria de los almidones esta entre 60
y 80 °C. En reposo, los geles de almidon se retrogradan y forman cristales tipo-B insolub les
debido a la asociacion de regiones lineales de enlaces a-[1-4] de unidades de glucosa unida en
los polimeros (Gidley, 1989). La retrogradacion es un proceso continuo que ocurre durante un
periodo prolongado. La amilosa se retrograda durante minutos a horas y amilopectina durante
horas adias, dependiendo de la capacidad de las cadenas ramificadas para formar asociaciones.
La retrogradacion de la amilosa en los alimentos procesados se considera importante para las
propiedades relacionadas con la pegajosidad, la capacidad de absorber el agua y la
digestibilidad, mientras que la retrogradaciéon de la amilopectina es probablemente el

determinante mas importante en el endurecimiento de pan y pasteles (Tran y col., 2001).

El almidén nativo posee diversas propiedades no deseables de insolubilidad, desarrolla una falta
de viscosidad en agua fria, falta de hinchamiento en los granulos e incontrolada viscosidad
despues de la coccion debido aesto, se realizan diversas modificaciones del almidon para llevar
a cabo una mejora de sus propiedades en la deficiencia de los almidones nativos. Existen
diferentes modificaciones entre las cuales destacan las modificaciones quimicas como la
sililacion (Jariyasakoolroj y Chirachanchai, 2014), esterificacion (Miladinov y Hanna, 2000),
eterificacion (Wokadala y col., 2014), injerto de polimero (Li y col.,, 2013; Li y col., 2012) e
hidrolisis &cida (Utrilla-Coello y col., 2014). Entre las modificaciones fisicas se encuentran el

tratamiento de presion osmotica, congelacion profunda, congelacion y descongelacion,
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agitacion mecéanica, tratamiento de pulsos eléctricos. Por otra parte, las modificaciones
enzimaticas son llevadas a cabo por diferentes enzimas entre las cuales destacan la a-amilasa,
B-amilasa, amilomaltasa (EC 2.4.1.25), a-1,4- a-1,4 glucosiltransferasa, ciclomaltodextrinasa
(EC 3.2.1.54) y glucoamilasa (1,4-a-D-glucano glucosidasa EC 3.2.1.3) entre otras (Kaur y col.,
2012). Los almidones modificados son empleados como adhesivos, que se tratan con acidos o
bases y se modifican con oxidantes, sales y alcoholes. Estos almidones se utilizan como
adhesivos en gomas de cola de fusion, estampillas, encuadernacion, sobres, etiquetas. En
explosivos como adhesivo para la cabeza de los fosforos y en el papel como recubrimientos de
papel y pafiales desechables. También son utilizados en la construccibn como aglutinante para
tabiques de concreto, adhesivo para madera laminada y como adhesivo de metal poroso ademas
en aglutinantes para nlcleos de fundicion. Por su parte, los almidones textiles son gelatinizados,
oxidados y sometidos a diversos agentes de interconexién cruzada para ser empleados en
acabado de telas y estampados. En la industria cosmética son empleados en maquillajes y cremas
faciales. La industria farmacéutica los emplea en el revestimiento de capsulas y agentes
dispersantes. Por su parte la mineria los usa en la separacion de minerales por flotacion vy
sedimentacion, y algunos otros usos en peliculas de plasticos biodegradables y baterias secas.
Las utilizaciones de almidones complejos destacan en los productos de papel. Los almidones
sirven para dar mayor fuerza a los pafiuelos y toallas de papel, y permiten aprovechar maés el
papel reciclado en carton macizo y cartdn. La exigencia cada vez mayor de que los productos
sean biodegradables aumentard el volumen, ya que el almidon se utiliza en las peliculas y hojas
de plastico, asi como en las formulas de fibras naturales que irdn reemplazando a las espumas

de pléastico.
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Es importante modificar los almidones para lograr aumentar la solubilidad del almidén en agua
fria ademas de generar una alta capacidad de hinchamiento y viscosidad controlada después de
la coccion, extendiendo la utilidad del almidon modificado para el empleo en muchas

aplicaciones industriales (Aggarwal y Dollimore, 1998).

Por otra parte, una propiedad funcional del almidon que es de particular interés para la nutricion
es su susceptibilidad a la digestion. El almidén contribuye un 50-70% de energia en la dieta
humana, proporcionando una fuente directa de glucosa, que es un sustrato esencial en el cerebro
y globulos rojos para generar energia metabdlica (Perry y col., 2007). Diversas enfermedades
provocadas por la dieta se han presentado por el consumo excesivo de almidon entre las cuales
destacan el indice glucémico (Copeland y col., 2009). El almidén que no es degradado
rapidamente por las enzimas digestivas humanas en el intestino superior ha sido asociado con
beneficios para la salud debido a una liberacibn méas lenta de glucosa en el torrente sanguineo,
lo que resulta en una reduccion de la glucemia y la insulina. El nombre “almidon resistente™ se
utiliza para describir el almidén en los alimentos que se digieren incompletamente. Topping y
Clifton (2001) describen que la resistencia del almidén a la digestion humana puede deberse a
distintos factores como a propiedades intrinsecas, los cambios durante el procesamiento, la
retrogradacion, modificacion quimica o debido a interacciones con otros constituyentes de
alimentos como por ejemplo la interaccién con lipidos. El almidén no digerido o parcialmente
digerido que pasa de la parte superior del intestino al inferior se considera un prebiotico, ya que
es un buen sustrato para la microflora benéfica del intestino asociada con la salud del colon.
Tratar de obtener almidones con propiedades de digestion lenta es un objetivo importante para

la industria alimentaria. La absorcion de agua, y presumiblemente el acceso enzimatico, ocurre
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primero en las regiones amorfas de los granulos. El ataque por a-amilasa sobre el almidon de
trigo se caracteriza por la formacién de agujeros y disrupcion del nicleo del granulo formando
numerosos canales hacia el centro del granulo (Gallant y col., 1973). El tamafio y la distribucion
de los granulos del almidon es importante para ciertas aplicaciones. Por ejemplo, los granulos
pequefios del almidon de arroz lo hacen muy adecuado para el acabado de las telas finas y para
los cosméticos para la piel. Un almidon como el del trigo no podria utilizarse -por lo menos no
sin modificarlo-, debido a la distribucién bimodal de sus granulos, cuya dimension media varia
de 6.5 a 19.5 micras. Otras caracteristicas fisicas simples, importantes en la funcionalidad, son
la forma y superficie de los granulos, factores criticos cuando se utiliza el almidon como
portador de colores en la superficie, de sabores y condimentos. Estas cualidades son funciones
de la proporcion entre amilasa y amilopectina de los almidones. Ambos polimeros tienen
estructuras muy distintas -lineal la de la amilasa y ramificada la de la amilopectina-, y cada una
de ellas tiene una importancia fundamental en la funcionalidad dltima del almidon original y
sus derivados: la viscosidad, resistencia al corte, gelatinizacion, textura y solubilidad,
pegajosidad, estabilidad del gel, capacidad de absorcién de agua en frio y retrogradacion
dependen de la relacion amilosa/amilopectina. Actualmente, la industria alimentaria utiliza en
gran medida las modificaciones enzimaticas por ser una alternativa segura, especifica y
eficiente. Sin embargo, una desventaja es el alto costo de las diferentes enzimas empleadas en
las modificaciones de almidon. Una aplicacion para el procesamiento de alimentos con alto
contenido de almidén es la produccion de enzimas producidas in situ por levaduras, hongos y
bacterias mediante el uso de fermentacion. La fermentacion es un proceso bioquimico que
mediante el uso de microorganismos ha sido empleado desde la antigliedad para la produccién

de alimentos.
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Distintos géneros microbianos han sido utilizados en la produccion de pan, yogurt, vino, queso,
etc. La Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drugs Administration) ha
reconocido a Saccharomyces cerevisiae, Lacobacillus bulgaricus y Aspergillus oryzae como
microorganismos generalmente reconocidos como seguros (GRAS) para su uso en alimentos.
Actualmente, S. cerevisiae es sin duda la levadura mas empleada en la fabricacion de pan por
proporcionar diversas caracteristicas organolépticas y texturales. Por su parte, L. bulgaricus es
empleado para la produccion de acido lactico y elaboracion de productos lacteos fermentados.
La fermentacion solida se ha destacado por el uso de hongos como A. oryzae que es empleado
en la produccion de queso y bebidas fermentadas. En el presente estudio se busca conocer cuales
parametros (viscosidad, tamafio, cristalinidad) se modifican y como se modifican mediante la
accion de los microorganismos. Probablemente, en estudios posteriores se busque mejorar
alguno de estos parametros. La idea fundamental es que los procesadores de alimentos puedan

modificar gradualmente, mediante la fermentacion, las propiedades de los granulos de almidon.
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I1. Justificacion

El uso de las fermentaciones es sin duda un éxito para la industria alimentaria. La obtencion de
un alto nimero de productos alimentarios fermentados cada vez es mayor. El empleo de. S.
cerevisiae en la produccion de pan o vinos es bien conocido, mientras que L. bulgaricus es
utilizado en la produccion de bebidas probidticas fermentadas como es el caso del yogurt y A.
oryzae por su capacidad de produccién enzimatica es usada en la elaboracion de quesos y
bebidas alcohdlicas tradicionales. La mayoria de estos productos son elaborados con almidon
procedente de diferentes fuentes (maiz, arroz, yuca, etc.) en muchos de los casos el proceso es
artesanal y espontaneo. Para las grandes industrias de alimentos son deseables los sistemas de
control de calidad apropiados, para establecer parametros de fabricacion estandarizados que
contribuyan al desarrollo de nuevos conocimientos. Sin embrago, los almidones modificados se
utilizan ampliamente para superar la variabilidad de almidones nativos y su falta de versatilidad
en una amplia gama de condiciones de procesamiento. El interés del consumidor en “alimentos
mas naturales” estd aumentando, Yy por lo tanto hay una necesidad de una mayor comprension
de como el procesamiento y el rendimiento nutricional estan relacionados con la morfologia del

almidén.

En este trabajo, se aprovecho la limitada produccion de las enzimas amiloliticas de S. cerevisiae,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Aspergillus oryzae var. oryzae para explorar la
viabilidad de estos microorganismos para modificar las propiedades estructurales y funcionales

del almidén de maiz.
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I11. Objetivo General

Evaluar las transformaciones morfoldgicas y fisicoquimicas de almidén de maiz nativo
empleando fermentacion con Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus y Aspergillus oryzae var. oryzae.

IV. Objetivos Especificos

1. Evaluar los cambios estructurales de almidon de maiz durante la fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae.

2. Caracterizar las transformaciones fisicoquimicas sufridas por granulos de almidon de
maiz durante la fermentacion del acido lactico por Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus.

3. Evaluar los efectos de la fermentacion en estado solido (Aspergillus oryzae var. oryzae)

sobre las propiedades fisicoquimicas de almidon de maiz.

V. Hipotesis

La fermentacién de granulos de almidon de maiz con Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Aspergillus oryzae var. oryzae podrian modificar la estructura
de almidon de maiz en términos de cristalinidad, digestibilidad, solubilidad, absorcién de agua,

viscosidad y tamafio.
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1. Materialesy Métodos

A continuacion, se describen los materiales y métodos empleados para los analisis

fisicoquimicos y morfoldgicos evaluados para las tres fermentaciones en estudio.

1.1. Materiales

Los microorganismos empleados en las fermentaciones no estan geneticamente modificados de
modo que las cepas no tienen la capacidad de producir una alta actividad enzimatica (amilasa).
Se utilizd una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae (Saftorew s-33; emulsifier E491,
Fermentis, Marcg-en-Barceul, Francia) para la primera fermentacion.

En la fermentacién 4&cido lactica se utiliz6 una cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (L. bulgaricus, ATCC® 11842™). Cepa homofermentativa que produce
principalmente L-(+)-acido lactico, obtenida de la American Type Culture Collection. Las
bacterias &cido lacticas se mantuvieron mediante dos propagaciones sucesivas a 38°C durante
12 h en medio MRS (55 g L'1) en condiciones anaerdbicas.

En la fermentacion sélida se utilizd una cepa de Aspergillus oryzae var. oryzae (A. oryzae,
ATCC® 42149D2™). Como soporte inerte para la fermentacion solida se utilizd espuma de
poliuretano (PUF) previamente esterilizada (121°C durante 15 min).

El almidon de maiz nativo (AMN) (S-4126, contenido de amilosa de 25.03+0.62 g 100 g1) y el
acido clorhidrico (36.5-38% HCI basis ACS reagent; product no. H7020) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El extracto de levadura, peptona de caseina, dextrosa y
agar papa dextrosa se obtuvieron de BD BIOXON (Ciudad de México, México). En todos los

experimentos realizados se utilizO agua desionizada.
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1.2. Cambios Estructurales de Almidon de Maiz Durante la Fermentacion

con Saccharomyces cerevisiae

1.2.1. Preparaciondel Inéculo

Para la preparacion del indculo, se hidratd 1 g de levadura seca (S. cerevisiae) en 10 ml de agua
desionizada. Se utilizd el medio de cultivo YDP para la propagacion conformado por extracto
de levadura (10 g L'1), peptona de caseina (20 g L'1) y dextrosa (20 g L-!) (Chiang v col., 2014).
Se colocaron 200 mL de medio de cultivo en matraces de agitacion de 250 mL y se ajusto el pH
a 4.5 con HCI (0.01 M). El medio se inoculd con 2 x 1077 células mL! y fue incubado a 38°Cy
200 rpm durante 12 h. Se emplearon alicuotas de este cultivo para realizar la curva de
crecimiento. Las fermentaciones de almidon de maiz se inocularon con células de 6 horas

incubacion.

1.2.2. Condiciones de Fermentacion

Se inocularon con 2 x 107 células mL1 de S. cerevisiae en matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 200 mL de dispersiones de almidon de maiz nativo (AMN; 3% p/v). Los matraces se
colocaron en un Shaker con bafio de agua a 38 °C, con agitaciéon de 200 rpm durante 168 h. Las
muestras de AMN y almidon de maiz fermentado (AMFx) fueron retiradas a diferentes tiempos
de fermentacion (0, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 168 h), y centrifugadas (6,000 g) por 10 min. Los
precipitados fueron secados en una estufa a 30°C hasta lograr un peso constante (~ 24 h), se
colocaron en un desecador con silice-gel en el fondo como absorbente, hasta ser requeridas para

el anlisis.
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1.3. Transformaciones de Almidon de Maiz Durante la Fermentacion Acido

Lactica con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

1.3.1. Preparaciondel Inéculo

Para la preparacion del inoculd, se dispersé 1 g de cultivo de L. bulgaricus en 10 mL de medio
MRS (55 g L1). El medio se incub6 en condiciones anaerdbicas en un agitador orbital en bafio
de agua MaxQ 7000 (Terra Universal, Fullerton, CA, USA), a 38°C y 200 rpm por 6 h,
produciendo 1x10°7 células mL-1. Se utilizaron alicuotas de este cultivo para inocular los ensayos
de fermentacién con almidén (Ashraf y Shah., 2011). La cinética de crecimiento para L.
bulgaricus fue monitoreada mediante densidad Optica a 600 nm y por conteo en placa (Pary

col., 2013; Aghababaie y col., 2014)

1.3.2. Condicionesde Fermentacion

Se inocularon en condiciones anaerobias 2x107 células mL! de L. bulgaricus en matraces
Erlenmeyer (250 mL) que contenian 200 mL de dispersiones (3% p/p) de almidon de maiz
nativo. Los matraces se colocaron en un agitador orbital con bafio de agua a 38 °C y 200 rpm
durante un maximo de 24 h. Las muestras de almidén de maiz fermentado (AMFx) se retiraron
a diferentes tiempos (el superindice indica el tiempo de muestreo) y se centrifugaron (6,000 Q)
durante 10 min. Los precipitados se secaron en un horno de conveccion a 30 °C hasta alcanzar
un peso constante (~24 h), se colocaron en desecadores con un lecho de gel de silice en el fondo
como absorbente, hasta ser necesario para el analisis. Al sobrenadante se le determiné acido
lactico (diferencia de la acidez titulable final y la acides titulable inicial) por el método descrito

por la AOAC (1980).
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1.4. Efectos de la Fermentacion en Estado Sélido (Aspergillus oryzae var.
oryzae) sobre las Propiedades Fisicoquimicas de Almidon de Maiz

1.4.1. Preparaciondel Inéculo

Para la propagacion de los hongos, se inocularon con 2 x 107 esporas de Aspergillus oryzae en
matraces que contenian agar papa dextrosa (PDA). Los matraces inoculados fueron incubados

a 35 °C durante 7 dias y posteriormente fueron almacenados a 4 °C.

1.4.2. Condicionesde Fermentacion

El medio de cultivo de crecimiento basico estuvo compuesto por: almidon de maiz 30 g L1;
KH2P042.47 g Lt; NH4S04 6.6 g L'1; CaCl 0.48 g L1; MgSO4 -7H20 0.38 gL -%; NaCl0.23 ¢
L1; FeSO47H20 0.124 g L'Y; y 1 mL de soluciéon mineral (Favela-Torres y col., 1998). El pH
inicial se ajusté a4.5 con HCI (0.01 M). Para el medio de cultivo, se incorporaron 1.5 g de cubos
de PUF (1.0 cm3) en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Para cada gramo de PUF, se emplearon
1.5 mL de esporas dando como resultado una humedad aproximada de 60.0 %. El conteo de
esporas se realizd en una cdmara de Neubauer mostrando un contenido de ~ 107 esporas por
gramo de soporte. La incubacion se realizd a 35 °C en condiciones aerobias. El proceso de
fermentacion se llevd a cabo a diferentes tiempos para monitorizar las transformaciones de los
granulos de almidon. Con el fin de eliminar el soporte inerte, se extrajo el almidén fermentado
por presion con ayuda de una jeringa Yy posteriormente se centrifugaron las muestras (6,000 g
10 min). El precipitado se secO en un horno de conveccion (30 °C por 24 h) y se almacend en

un desecador hasta los posteriores analisis.
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1.5. Métodos Analiticos

Los métodos descritos a continuacion fueron empleados para los estudios fisicoquimicos y
morfologicos realizados en los tres indculos. Se llevaron a cabo de la misma forma en todos los

casos evaluados.

1.5.1. Microscopia Optica

Se utilizo microscopia de luz polarizada para examinar los cambios morfolbgicos de los
granulos de almidon de maiz nativo y fermentado. Las muestras fueron colocadas en
portaobjetos de visualizacidn, sobre las cuales se coloco suavemente un cubre objetos. Se utiliz6
un microscopio Olympus BX45 (Olympus Optical Co., Ltd., Tokio, Japdn) y las imagenes
fueron capturadas con la cdmara Carl Zeiss AxioCam ERC 5s. En los resultados presentados en
los tres capitulos se presentan micrografias seleccionadas a 100x.

En los resultados mostrados en el capitulo uno, se presentan las micrograficas obtenidas
utilizando luz polarizada. Las micrografias presentadas en el capitulo dos fueron tefiidas con
una solucién de yodo (0.01 %) para lograr la visualizacion de los almidones vy las bacterias
(Bates y col., 1943). Para el caso de las micrograficas mostradas en el capitulo tres fue empleada
una tincion con azul de lacto-fenol para lograr la visualizacién de estructuras fingicas (LOpez y

col., 2014).
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1.5.2. Microscopia Electronicade Barrido

Para investigar las propiedades micro-estructurales de las particulas de almidon de maiz nativo
y almidon sometido a fermentacién se us6 un microscopio electrénico de barrido modelo JSM-
7600F (Jeol Co. Ltd., Tokio, Japdn) con el modo de SE (electrones secundarios) en 15 kV de
voltaje de aceleracion. Las muestras fueron colocadas en soportes utilizando una cinta adhesiva
de doble cara de carbono y se cubrié con una capa de carbono por el método de evaporacion
con un espesor no mayor a 10nm utilizando una evaporadora Baltec modelo-SCDO050 (Bradley,
1954). En la presente investigacion se presentan micrografias con una amplificacion de 5000x

para los tres evaluados.

1.5.3. Diametro Promedio (d; o)

El diametro promedio de nimero-longitud de los granulos de almidon nativos y fermentados se
calculd a partir de imagenes de microscopia dptica (Olympus Optical Co., Ltd., Tokio, Japon)
por medio del paquete de software de Zen-2012 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) (Chmelik y

col., 2001).

1.5.4. Difraccion de Rayos-X

Para obtener los patrones de difraccion de rayos-X del almidon nativo y el almidén fermentado
se utilizd un difractometro SIEMENS-Modelo D-500 (Karlsruhe, Alemania) con landa de cobre

(A =1.54 A) de as primario y secundario acoplado a un sistema computarizado.
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El Software DIFFRAD AT fue empleado con una base de datos y tarjetero JCPDS (Joint
Committee on Powder Diffraction Standards). Las intensidades se midieron en un intervalo de
angulos de difraccion de 4-50° con un tamafio de paso de 0.03° y tiempo de medicién de 0.3 s
por paso (Lépez-Rubio y col., 2008). El cambio en el contenido de cristalinidad en funcion del

tiempo de fermentacion se calculd con el método descrito por Hermans y Weidinger (1984).

1.5.5. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier

Los espectros de infrarrojo de las muestras se registraron en un espectrofotometro de FTIR
(PerkinElmer FT-IR Espectrometro Frontier). Las muestras de almidones modificados se
sometieron a espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) en el intervalo de 1200-900

cnr! (van Soest y col., 1995).

1.5.6. Caracterizacion Termica del Almidén Nativo y Fermentado

Las propiedades térmicas de los granulos de almidon de maiz nativo y almidon fermentado se
analizaron mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) (TA Instruments, Q1000, New
Castle, DE, USA) previamente calibrado con Indio. Las muestras con 3 mg de almidén (base
seca) y 6.0 uL de agua fueron colocadas en celdas de aluminio y las cuales fueron cerradas
herméticamente y calentadas de 25 a 150 °C auna velocidad constante de 10 °C min-1. Se utiliz6
una celda de aluminio vacia como referencia. Las temperaturas (To-inicio, Tp-pico, Tc-final) y
las entalpias de transicion térmica (AH, J g?!) se determinaron con el uso del Software
Instrumento de Andlisis Universal de 2000 (New Castle, DE, USA) (Palma-Rodriguez vy col.,

2012).
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1.5.7. Viscosidad Aparente de las Dispersiones Gelatinizadas

La viscosidad aparente de las muestras se determind en dispersiones gelatinizadas obtenidas a
partir de almidon nativo y fermentado. Se usé una prueba dinamica oscilatoria en un redmetro
(Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, UK), usando una geometria cono-plato con un cono
de rotacion de 40 mm de diametro, un angulo 4° y un gap de 0.15 mm. Los geles se prepararon

suspendiendo el almidén (5% p/p) en agua desionizada.

Las suspensiones se agitaron suavemente Yy se calentaron a 90 °C durante 20 min para permitir
la completa gelatinizacion de los granulos de almidon. Las suspensiones gelatinizadas se
enfriaron a temperatura ambiente. Se colocaron cuidadosamente las muestras en el sistema de
medicién aproximadamente 1.6 mL y se dejaron reposar durante 10 min a 25 °C para la

recuperacion de la estructura y equilibrio de la temperatura.

Las curvas de flujo de las dispersiones de almidon se determinaron mediante la aplicacion de
una velocidad de corte de 0.1 a 100 s'!y se report6 la viscosidad aparente a una velocidad de

corte de 1 s1. ElI comportamiento experimental de la viscosidad aparente se describié mediante
una funcion de la ley de potencia 77,,, = Knj'/”’l, donde 7 es la velocidad de corte, K, es el

indice de consistencia de flujo, y n es el indice de comportamiento de flujo (n = 1 para fluidos

newtonianos y n < para fluidos de adelgazamiento) (Carrillo-Navas y col., 2014).
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1.5.8. Potencial-¢

El potencial-C de dispersiones (1%) de almidon nativo y fermentado se midié con un Zetasizer -
Nano ZS (Malvern, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) (Clogston y Patri,

2011).

1.5.9. Hidrolisis Acida

Muestras de almidén nativo y fermentado (15 g, base seca) se dispersaron en una solucion
acuosa de acido clorhidrico (100 mL, 1 M), con agitacion y manteniendo a 38° C durante 2 h.
Después de 2 h, la reaccion se detuvo mediante enfriamiento a 4 °Cy se centrifugd a 6,000 g
durante 10 min para la recuperacion de material no hidrolizado. Los precipitados se lavaron en
agua desionizada hasta alcanzar un pH neutro. Los precipitados fueron secados en una estufa de
conveccion a 35 °C durante 24 h'y se almacenaron a 4 °C en un recipiente de vidrio cerrado
herméticamente. La conversion de hidrélisis se calculdo como el porcentaje de sdlidos
precipitados y secos con relacion a los soélidos iniciales de almidén (Kim y col., 2012; Vernon

y col., 2016).

1.5.10. Andlisis Estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. El analisis estadistico de los resultados
se realizd utilizando el software SAS 9.3. 3 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). Se realizd un analisis

de varianza (ANOVA) (p <0.05) y una prueba de comparacion de medias por Tukey.
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Resumen

Las dispersiones de almidén de maiz nativo (3% p/v) fueron sometidos a fermentacion (38 °C)
por la cepa de S. cerevisiae (2x107 células/mL). La fermentacion fue muestreada a diferentes
tiempos (tiempo maximo de 168 horas) para evaluar los cambios estructurales sufridos en los
grénulos de almidon. Se encontrd que las o-amilasas (enzimas amiloliticas producidas por S.
cerevisiae) atacan al inicio de la fermentacion fracturando el granulo alrededor de la cruz de
Malta. A largo plazo (96 horas y tiempos mas altos), los granulos de almidon se descomponen
para producir fragmentos de diferentes tamafios. El analisis XRD indic6 un aumento de
cristalinidad relativa del almidon de 32.82% Yy alrededor de 40.94% después de 120 horas de
incubacion. Los cambios en la estructura del granulo de almidon fueron corroborados con un
analisis térmico que mostrd un aumento en la temperatura de gelatinizacion vy la entalpia. Sin
embargo, el analisis de FTIR sugiere que la cristalinidad de corto alcance relacionado con el
embalaje de doble hélice se mantuvo casi sin cambios en las primeras 120 horas. La hidrdlisis
en condiciones &cidas rigurosas (HCI, 1.0 M, 38 °C) indic6 que la incubacion con S. cerevisiae
llevd auna digestion mas lenta de pastas de almidén gelatinizado, causada probablemente por
el aumento de la cantidad de empaquetamiento cristalino de las dobles hélices. En general, los
resultados en este trabajo mostraron que la fermentacion de granulos de almidon con S.
cerevisiae podria modificar positivamente la estructura de almidén de maiz en términos de
digestibilidad vy cristalinidad.

Palabras clave: Almidén de maiz; S. cerevisiae, cambios estructurales; cristalinidad.
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2.1. Introduccion

El almidon es un material natural, renovable y sostenible, se utiliza rara vez en su forma nativa.
Para el ajuste de sus propiedades, el almidon se somete cominmente a una enorme diversidad
de modificaciones morfoldgicas y funcionales. El objetivo de las modificaciones es inducir
cambios en las propiedades fisicoquimicas del almidén que se utilizan en un amplio dominio de
aplicaciones. Entre las modificaciones quimicas ampliamente utilizadas se encuentran: la
sililacion (Jariyasakoolroj y Chirachanchai, 2014), carbamacion (Li y Cho, 2013), esterificacidn
(Miladinov y Hanna, 2000), eterificacion (Wokadala y col., 2014), injerto de polimero (Li y
col., 2013b; Li y col., 2012) e hidrdlisis acida (Utrilla-Coello y col., 2014). Teniendo en cuenta
los posibles peligros en el consumo de productos alimenticios que contengan almiddon
quimicamente modificado, se han propuesto tratamientos fisicos como una alternativa segura.
Los estudios han demostrado que el ultrasonido afecta las propiedades funcionales del almidén
provocando un aumento de la grasa y la absorcion de agua, baja concentracion de gelificante (a
excepcion del almidon de papa), solubilidad y capacidad de hinchamiento y una disminucién de
la viscosidad del gel (Sujka y Jamroz, 2013). El tratamiento con calor himedo afecta parametros
térmicos de los almidones como la gelatinizacion y dureza del gel (Puncha-arnon y Uttapap,
2013). El tratamiento enzimatico ha sido considerado en los Ultimos afios una alternativa para
la modificacion del almidon debido a la alta especificidad de la accion enzimatica. Por ejemplo,
la o-amilasa (AM) fingica o amiloglucosidasa (AMG) se han utilizado para la obtencién de
granulos de almidon porosos a temperatura de sub-gelatinizaciéon (Dura y col., 2014). También,
se ha propuesto como tratamiento el uso de la enzima dual (enzima glucogeno y amilosacarasa)

para la obtencion de almidon de lenta digestion (Jo y col., 2016). Se ha demostrado que el
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tratamiento con la enzima de ramificacién 1,4-a-glucano es capaz de retardar a corto y largo
plazo la retrogradacion del almidén de maiz (Li y col., 2016). La modificacion combinada con
hidrolisis enzimatica y tratamiento térmico de almidén aumenta la formacién de almidon
resistente (RS), mostrando un incremento en los indices de absorcién de agua y solubilidad en
agua y una disminucion en el poder de hinchamiento (Reddy vy col., 2013). El uso de enzimas
para el tratamiento de almidon es muy eficiente y especifico con un importante potencial en
aplicaciones industriales. Un inconveniente de la utilizacion de enzimas para el tratamiento de
almidon es que los incrementos en los costos pueden ser excesivos para aplicaciones
competitivas. De igual forma, se ha cuestionado que los residuos de enzimas (por ejemplo,
amilasas) presentes en los alimentos pueden causar a los consumidores efectos secundarios
como alergias y dermatitis (Green y Beezhold, 2011; Kanny y Moneret-Vautrin, 1995; Quirce
y col., 1992). De esta manera, es cominmente requerido un disefio preciso y un control estricto
de la elaboracion de alimentos que contengan enzimas industriales. Una alternativa del uso de
enzimas industriales se basa en el tratamiento con enzimas naturales presentes en las harinas
producidas in situ por cepas de hongos Yy levaduras modificadas. Se ha demostrado que las
enzimas de hongos Yy levaduras del fermento de arroz pueden aumentar la capacidad de
absorcion (Li y col., 2013a), y modificar la digestibilidad y la cristalinidad de los granulos de
almidon de arroz residual (Zhang y col., 2016). Finalmente, el almidon de arroz modificado
puede ser utilizado para el empleo de encapsulacion de probi6ticos o como aditivo de alime ntos
para reducir el sindrome metabdlico (McCullough, 2011). Aunque la levadura puede producir
una rica diversidad de enzimas, la tasa de crecimiento suele ser demasiado lenta para
aplicaciones industriales. Al respecto, se han propuesto cepas de levaduras modificadas para
acelerar la modificacién del almidon (Nielsen y col ., 2013). Se han explorado por ingenieria de
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superficie cepas de levaduras que presentan conjuntamente glucoamilasa y a-amilasa para la
produccion de etanol a partir de almidon de maiz nativo (Shigechi y col., 2004). Otras
aplicaciones incluyen la produccion de biocombustibles (Tai y Stephanopoulos, 2013), la
formacion de terpenos (Wriessnegger y Pichler, 2013), la produccion de acido muconico
(Curran y col., 2013), entre otros. Las levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, son
ampliamente utilizadas en la industria alimentaria para la produccion de pany elaboracion de la
cerveza. S. cerevisiae aprovecha los azlcares disponibles (por ejemplo, maltosa y sacarosa) para
la produccién de alcohol y CO2. Especificamente, S. cerevisiae se emplea para la produccion de
etanol y horneado en todo el mundo, pero carece de la gama completa de enzimas amiloliticas,
principalmente a- y B- amilasa, que participan en la ruptura de cadenas de almidon para
convertirlas en glucosa. La levadura tiene dos genes involucrados en la produccién de amilasas
YILO99W (SGAI) y YIR019C (FLO11, MUC1 y STA4). Estas enzimas son a la vez a-
glucoamilasa (EC:3.2.1.3) (Genomes, 2013). Es interesante observar que los mecanismos
moleculares que fundamentan la degradacion de las cadenas de almidon por a-glucoamilasas no
estan claros en absoluto, y recientemente se han estudiado pero s6lo desde el punto de vista
tedrico (Morris y col., 2005). Ademas, la produccion de a-glucoamilasa es relativamente lenta
para ser utilizada en procesamientos rapidos de productos alimenticios. S. cerevisiae es capaz
de someterse a una adaptacion relativamente lenta para la produccion de a -glucoamilasas, bajo
la presencia de almidén insoluble y deficiencia de azicar y de esta manera poder romper las
cadenas de almidon para producir un substrato accesible (por ejemplo, glucosa). Por otro lado,
la produccion rapida de enzimas amiloliticas debe llevar a la licuefaccion de dispersiones de
almidon debido a que las cadenas de almidon se degradan rapidamente. Esta es una caracteristica
deseable para la produccion de etanol a escalas industriales en los que la disponibilidad de
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azlcar es a menudo la etapa limitante en la via de reaccion. Las levaduras, en particular S.
cerevisiae es etiquetada, como generalmente reconocida como segura (GRAS) por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA). La idea fundamental es que el panadero
0 cervecero puedan modificar gradualmente las propiedades de los granulos de almidon a

temperatura de sub-gelatinizacién con S. cerevisiae para hacer menos digerible el almidon.
Objetivo

El objetivo de este capitulo fue evaluar los cambios estructurales de Almidén de Maiz durante

la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae.
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2.2.Resultados y Discusion

La Figura 2.1 se presenta la curva de crecimiento del cultivo de S. cerevisiae a un tiempo final
de 12 h de incubacion. La cinética de crecimiento mostré un perfil tipico de S, al emplear una
funcion logistica de ajuste. Se observa una fase de adaptacién (fase lag) muy corta desde el
inicio del inoculo hasta la primera hora de incubacion, debido principalmente a la abundancia

de nutrientes disponibles en el medio para el crecimiento de las levaduras.
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Figura 2.1. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae utilizada para la fermentacion de granulos

de almidén de maiz.
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La fase exponencial (fase log) en donde se incrementa el nimero de levaduras comienza a partir
de la primera hora y hasta las 7 horas. Posteriormente, la fase estacionaria se presenta en S.
cerevisiae a partir de las 7 horas en donde las levaduras comienzan un metabolismo diferente a
la fase log para la acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios (ejemplo., produccion
de enzimas) y concluye hasta las 12 horas debido al agotamiento de alguno de los nutrie ntes
esenciales en el medio. Uno de los parametros cinéticos determinados fue la tasa especifica de
crecimiento (W) la cual fue de 0.33 h'l. La poblacién maxima de células de aproximadamente
13.0 x 107 células/mL. Las células se colectaron en la fase logaritmica tardia y se utilizaron para

la inoculacion de las dispersiones de almidon de maiz (3% p / v).

2.2.1. Morfologia de los Granulos de Almidén Fermentado

Las Figuras 2.2a-2.2e presentan imagenes de microscopia de luz polarizada de los granulos de
almidon de maiz adistintos tiempos de fermentacion. El almidon nativo de maiz (AMN) (Figura
2.2a) exhibe una morfologia tipica elipsoidal, donde la cruz de Malta esté claramente delineada.
El almidon de maiz fermentado (AMF)24n (Figura 2.2b) muestra que las fracturas aparecen
alrededor de la cruz de Malta, cuya definicion se comienza a perder, y se aprecia la erosion en
la circunferencia de los granulos. La figura 2.2c muestra el desarrollo de fracturas méas profundas
sobre la region de la cruz de Malta de los granulos de AMFash. Este efecto morfologico no se
puede atribuir al hinchamiento del granulo ya que la fermentacion se llevo a cabo a temperatura
de sub-gelatinizacién (38 °C). Las imagenes de los granulos de almidén (datos no mostrados)
en la ausencia de S. cerevisiae bajo las mismas condiciones de tratamiento (tiempo, temperatura

y agitacion), no mostraron fracturas o dafios severo como en la figura 2.2c.
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Figura 2.2. (a)-(e) Microscopia de luz polarizada y (f)-(j) imagenes SEM de granulos de

almidén de maiz nativo y fermentado (0, 24, 48, 96 y 120 h) con S. cerevisiae.
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A medida que avanza el tiempo de fermentacion, los granulos de AMFgen presentan un alto grado
de deformacion, perdiendo la integridad estructural, y la cruz de Malta ya no es apreciable
(Figura 2.2d). Después de 120 h de fermentacion, los granulos de AMFi20n Se fragmentaron
completamente (Figura 2.2e). Las imagenes de SEM también permiten monitorear los cambios
morfolégicos inducidos por la fermentacién con S. cerevisiae en los granulos de almidon de
maiz. La Figura 2.2filustra la forma de los granulos de almidon de maiz (AMN) sin fermentar,
se muestra una clara definicion del hilum (es decir, el centro de organizacion) ligado a la cruz
de Malta. La superficie de los granulos es relativamente lisa y sin fracturas visibles o erosion.
Los granulos de AMF24n aparecen como un balon desinflado (Figura 2.2g), y después de 48 h
de fermentacion (AMFasgh) se aprecian regiones con fracturas y erosiones (Figura 2.2h).

En la Figura 2.2i se puede observar que la integridad de los granulos de AMFgsh Se Vio
fuertemente afectada presentando una mayor erosion y fracturas severas, llevando a la
formacion de una red porosa reflejada como pequefios orificios en la superficie de los granulos.
Se obtuvieron patrones de erosion similares para los granulos de almidon de arroz sometidos a
la accion amilolitica por las enzimas naturales del fermento de arroz (Zhang y col., 2016). La
Figura 2.2j muestra que los granulos AMF120n Se fragmentan. De hecho, la Figura 2.2j muestra
un fragmento del granulo que aparecio como una cascara de la estructura original. Los granulos
de almidon nativos son estructuras complejas formadas por las regiones de crecimiento semi-
cristalinas y amorfas orientadas radialmente organizados por el hilum. Mientras que la mayor
parte del granulo de almidén parece ser una estructura sélida con superficie lisa, el hilum aparece
cominmente como una region relativamente desorganizada conalgunas fracturas, mostrando la
cruz de Malta, en las imagenes de luz polarizada. Las imagenes en la Figura 2.2 de manera
general indican que la ruptura de granulos por la accion fermentativa de S. cerevisiae comenzd
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alrededor de las fracturas del hilum, que son la region menos organizada del granulo de almidén
nativo. Después de un periodo de adaptaciéon, S. cerevisiae fue capaz de producir o-
glucoamilasas que atacaron la regién vulnerable situada alrededor de la cruz de Malta. Aunque
la superficie de los granulos también fue erosionada por la enzima amilolitica, las regiones de
crecimiento amorfas dentro del cuerpo de los granulos son més susceptibles a la degradacién
por a-glucoamilasas. La fractura que pasa a través del hilum en el granulo de almidon nativo
permite la difusion de las enzimas amiloliticas (Chen y col., 2006). Finalmente, a tiempos
relativamente largos de fermentacidn, el granulo de almidon se agrietd por abajo, dejando sélo

una cascara tipo nuez.

2.2.2. Diametro Promedio (dy o)

La erosion y la fractura de los granulos de almidon de maiz fermentado llevd a cambios
importantes en su tamafio. Para evaluar estos cambios, se monitore6 el promedio de la longitud
del diametro (es decir, el didmetro lineal). Los resultados se muestran en la primera columna de
la Tabla 2.1. El didmetro disminuyd a medida que el tiempo de fermentacién aumenté como
consecuencia de la erosion de la superficie y la fragmentacion del granulo inducida por las
enzimas amiloliticas. La reduccion de tamafio estuvo acompafiada de grandes desviaciones
estandar, lo que refleja la diversidad de la formacion de estructuras granulares. ES importante
sefialar que las mayores desviaciones estandar ocurrieron dentro de un intervalo de tiempo de
fermentacion de aproximadamente 72 a 120 horas, lo que corresponde mas o menos a las
erosiones severas, fracturas y fendmenos de fragmentacion observados alrededor de la region

del hilum en las Figuras 2.2c-e.
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Tabla 2.1. Cambios fisicoquimicos y morfologicos de granulos de almidon de maiz producidos

con S. cerevisiae a distintos tiempos de

fermentacion.
Tiempo de dio Cristalinidad Ab;(;lr:;réc;ia- Pot(erg\c/i;;\ - V;scl:og isd_ilid Higg?ézis
Fermentacion (h) (um) (%) 1047/1022 (Pé 5) (%)

0 17.31+0.732 32.82+1.509 0.68+0.062 -33.26+0.542 14.76+0.232 37.12+2.022
12 17.27+0.722 33.20+1.26¢ 0.72+0.042 -35.55+0.47P 13.21+0.352 31.92+1.75°
24 17.12+0.812 37.99+1.65¢ 0.69+0.03% P -44.76+0.42¢ 13.78+0.282b 26.93+1.57¢
48 16.68+1.322 38.13+1.770¢ 0.70+0.032 -45.75+0.32°¢ 12.23+0.26° 23.72+1.624
72 16.06+1.652P 39.28+1.562 0.69+0.042 -44.65+0.52¢ 11.2740.32¢ 19.73+1.58¢
96 15.28+1.72b 40.94+1.58? 0.68+0.03% b -42.65+0.68¢d 9.65+0.35¢ 17.56+1.38f
120 14.51+1.86° 39.14+1.492b 0.66+0.03¢ -38.75+0.75P 7.68+0.249%¢ 16.96+1.159
168 13.09+1.560¢ 38.40+1.56°¢ 0.64+0.04°¢ -37.93+0.65P 6.97+0.24¢ 16.98+0.93"

Las medias (+ desviacion estandar)en una columna seguida de diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05).
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2.2.3. Cambios enla Cristalinidad Durante la Fermentaciéon

En la Figura 2.3 se muestran los patrones de difraccion de rayos-X. El almidon de maiz nativo
mostrd un patrén tipico de difraccion de rayos-X de tipo A, con picos principales a 15.12,17.17,
18.05 y 23.0 grados-26 (Buléon y col., 1998). El almidon de maiz fermentado mostrd el mismo
patron de difraccidn de rayos-X, lo que indica que la estructura cristalina del almidén no fue

alterada por la accion fermentativa de S. cerevisiae.

—— Nativo
—— 24 horas
—— 96 horas
—— 168 horas

Intensidad Relativa (u.a)

10 20 30 40

Angulo de Difraccion, 26 (grados)

Figura 2.3. Patrones de difraccion de rayos-X para almidén de maiz nativo y fermentado (24,
96 y 168 h) con S. cerevisiae. Las lineas verticales indican picos caracteristicos de

cristalinidad tipo-A.
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El cambio de la cristalinidad relativa del almidon de maiz nativo y del almidon de maiz
fermentado se presenta en la segunda columna de la Tabla 1. La cristalinidad del AMN fue de
aproximadamente 32.82 % y aumentd a un valor maximo para el almidon de maiz fermentado
a 96 h y disminuyo al incrementar el tiempo de fermentacion a 38.40 % después de 168 h de
fermentacion.

El aumento inicial en la cristalinidad con el tiempo de fermentacion es compatible con el
postulado de que las a-glucoamilasas producidas por S. cerevisiae que atacan preferenteme nte
las regiones amorfas del granulo de almidon. Resultados similares fueron reportados por Zhang
y col. (2006), demostrando que la cristalinidlad del almidon tratado con a-amilasa Yy
amiloglucosidasa aumentd ligeramente. Asimismo, Liy col. (2013a) mostraron que las enzimas
amiloliticas del fermento de arroz aumentan la cristalinidad del almidén. Se propone que,
aunque la o-amilasa ataca simultdneamente regiones cristalinas y amorfas, esta Ultima es mas
susceptible a la digestion amilolitica que la primera. Se ha sefialado que S. cerevisiae es capaz
de producir glucoamilasas (Genomes, 2013), que pueden hidrolizar los enlaces terminales 1,4-
ligado a-D-glucopiranosil de los extremos no reductores y enlaces 1,6-a-D-glucosido en los
puntos de ramificacion de las moléculas de almidon. La actividad especifica de la glucoamilasa
hacia el enlace 1,4 es mucho mayor que para el enlace 1,6 (van Zyl y col., 2012). Las regiones
amorfas de los granulos de almidon estan compuestas principalmente por las cadenas de amilosa
y la region del punto de ramificacion de cadenas de amilopectina. Las cadenas de amilosa se
encuentran en la parte central del granulo y entre las laminas de cristal. Por otro lado, las
regiones cristalinas se componen de dobles hélices empaquetadas dentro de redes cristalinas

(Blazek y Gilbert, 2011).
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En la fase inicial de la fermentacion, las regiones amorfas en las regiones centrales (es decir,
hilum) fueron hidrolizadas por glucoamilasas, lo que conduce a la descomposicion y
fragmentacién de los granulos de almidén (Figura 2.2). Como consecuencia, los granulos
fracturados estaban méas susceptibles a la hidrolisis enzimatica de las regiones amorfas internas,
dando lugar a un mayor contenido de cristalinidad. A largo plazo, después de aproximadame nte
120 horas de fermentacion, las regiones cristalinas se ven afectados también en gran medida por
la fragmentacién enzimética, que produjo una ligera disminucion de la cristalinidad relativa. Se
observo un patrén similar en el cambio de cristalinidad para la hidrdlisis &cida del almidén de
maiz (Utrilla-Coello y col., 2014) donde el H2SO4 (3.6 M, 35 °C) hidrolizé principalmente las
regiones amorfas para lograr un contenido maximo de cristalinidad de aproximadamente 42.5
% dentro de los primeros 2-3 dias de tratamiento. Blazek y Gilbert (2010) sefialaron que la
existencia de poros y canales granulares, asi como la capacidad de penetracion fisica del anillo
de crecimiento amorfo afecta a la accesibilidad de la enzima al sustrato. La hidrdlisis enzimitica
0 &cida amplio la red porosa del granulo (véase Fig. 2.2i), que a su vez mejoro el transporte del
agente de hidrdlisis, por lo tanto, aumentd la velocidad de fragmentacién de las cadenas de

almidén.

2.2.4. Analisis de Granulos de Almidon por FTIR

En la Figura 2.4 se presentan los espectros de FTIR dentro de un intervalo de longitud de onda
de 1200-900 cmv! del almidén de maiz nativo y almidén de maiz fermentado. Las bandas de
absorbancia de infrarrojo a 1047 cnr! y 1022 cmr! estan vinculadas a estructuras de almidon

cristalinas y amorfas, respectivamente.
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De esta manera, la relacion de absorbancia 1047 cm1/1022 cnvt se ha propuesto como un indice
del orden de los dominios cristalinos y dominios amorfos en AMN y AMF. La tercera columna
de la Tabla 2.1 presenta la variacion de la relacion de absorbancia 1047 cnv1/1022 cnr! con el
tiempo de fermentacion. La relacion de la absorbancia de almidon de maiz fermentado obtenido
a 12 h mostr6 un incremento respecto al del almidon de maiz nativo, pero el almidon de maiz

fermentado a 24 h indicd una disminucion respecto al almidon de maiz fermentado a 12 h.

—— Nativo
—— 24 horas
—— 96 horas
—— 168 horas

1022
997

Absorbancia (a.u)
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Figura 2.4. Patrones de difraccion de FTIR de almidon de maiz nativo y fermentado (24, 96y

168 h) con S. cerevisiae.
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La relacion de absorbancia permanecid estable aproximadamente en 0.69 hasta un tiempo de
fermentacion de 96 horas, mostrando una disminucién constante en los tiempos de fermentacién
mas largos, alcanzando un valor de 0.64 para el almidén de maiz fermentado a 168 h, que fue
incluso menor que el presentado por el alimidon de maiz nativo. Mientras que los patrones de
difraccion de rayos-X reflejan el orden de largo alcance del paquete cristalino, la relacion de
absorbancia 1047 cm1/1.022 cm! refleja principalmente el orden de corto alcance por las

disposiciones de doble hélices.

Los resultados de la Tabla 2.1 indican que, en las primeras horas de la fermentacion las enzimas
amiloliticas producidas por S. cerevisiae fueron incapaces de destruir las estructuras de forma
compacta de doble hélice, enfocandose principalmente en las cadenas lineales y ramificadas
disponibles en las fracturas del hilum. A medida que la estructura del granulo fue fuertemente
desorganizada, las estructuras de doble hélice quedaron expuestas al ataque las a-glucoamilasas.
El efecto se refleja como una importante disminucién en la relacion de la absorbancia del

almidon de maiz fermentado a 120 h'y 168 h.

2.2.5. Propiedades Térmicas del AlImidén Nativo y Fermentado

En la Figura 2.5. se presentan los patrones de flujo endotérmico de almidones nativos vy
fermentados. El almidon de maiz nativo mostré un pico de temperatura de gelatinizacion de
aproximadamente 71.5 °C, que estd en el intervalo normal de valores reportados para el almidon

de maiz (Yangcheng vy col., 2013).
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Las muestras de los granulos de almidones fermentados fueron secadas en una estufa a 30 °C
durante 24 hy colocadas en un desecador hasta alcanzar un peso constante, lo que significa que
las muestras también contenian una poblacién de cultivo de S. cerevisiae. Aunque la levadura
es inactiva después del secado, tiene la habilidad de recuperarse bajo condiciones apropiadas.
De esta forma, las levaduras presentan una respuesta térmica que se combina con la respuesta

térmica de los granulos de almidon.
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Figura 2.5. Patrones de flujo endotérmicos de levadura, almidon de maiz nativo, almidon de

maiz nativo + levadura (0 h) y almidén de maiz fermentado (72 h) con S. cerevisiae.
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El patrén de flujo endotérmico de la dispersion de levadura se presenta en la Figura 2.5,
mostrando dos picos de temperatura en alrededor de 55.0 y 105.0 °C. El significado de estos
picos no esta claro en absoluto ya que las propiedades térmicas de dispersiones de levadura no
se han estudiado de forma sistemética. El segundo pico podria estar relacionado con la lisis de
S. cerevisiae, a partir de 90 °C y terminado en aproximadamente 105 °C. Por otra parte, el primer
pico endotérmico podria estar relacionado con el proceso de activacion-inactivacion de S.
cerevisiae como funcion de la temperatura.

Beney y col. (2000) encontraron un aumento lineal lento en la viabilidad de S. cerevisiae de 25
a 50 °C (no superior a 0.5 °C/min) permitiendo un incremento en la tolerancia térmica de la
levadura a 50 °C. Ademés, el incremento de temperatura induce un rapido aumento de la
mortalidad de la levadura. Es evidente que el primer pico endotérmico es el resultado de la
activacién de la levadura y posterior mecanismo de desactivacion. Aungue se trata de una
cuestion interesante que merece un andlisis detallado, que esta mas alld del alcance de este
trabajo. En la Figura 2.5 se presenta el patron de flujo endotérmico para el almidén nativo
mezclado con la levadura S. cerevisiae. La presencia de levadura modifico el patrén de flujo
endotérmico, aunque la temperatura de pico de gelatinizacion no se vio afectada. La respuesta
del extremo izquierdo se amplid por el primer pico en presencia de levadura, enmascarando de
esta forma la temperatura de inicio. En conclusion, es interesante que la temperatura no se vea
afectada ya que la temperatura de inicio del segundo pico de la levadura estd més alla de la
temperatura del ajuste final de la dispersion de almidon. Un calculo apropiado de las
propiedades térmicas debe considerar el efecto de la levadura contenida en la muestra de
almidén seco. Sin embargo, no se logré determinar el nimero de células presentes durante la
fermentacion debido a lograr un conteo falso por estar presentes dentro de la estructura de los
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granulos de almidon de maiz. Las propiedades térmicas de las muestras del almidén nativo y
fermentado se presentan en la Tabla 2.2.

Los resultados mostraron que el rango de temperatura de fusidn Tc-To incrementd con el tiempo
de fermentacion. Lo que refleja que el aimidon fermentado es mas heterogéneo que el almidon
nativo. La entalpia de gelatinizacion también aument6 con el tiempo de fermentacion, indicado
que la estructura de los granulos de almidén residual es mas ordenada que la del almidén nativo.
A pesar de que, la entalpia de gelatinizacion mostré una ligera disminucion después de 120
horas, lo que indica el deterioro del ordenamiento interno.

Utrilla-Coello y col. (2014) encontraron una relacién parabolica entre la entalpia de
gelatinizacion vy la cristalinidad relativa para el almidén de maiz hidrolizado con H2SO4 (3.6 M,
35 °C). La fragmentacién de los granulos del almidén por el efecto del hidrdlisis genera una
gran cantidad de fragmentos granulares con una diversidad de estructuras cristalinas
reflejindose en un intervalo de temperatura de gelatinizacion mas amplio. A largo plazo,
despues de aproximadamente 120 horas, las estructuras se reacomodaron por la accion adicional

de enzimas amiloliticas en paquetes de doble hélices.
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Tabla 2.2. Evolucion de las propiedades térmicas de almidén de maiz fermentado a diferentes tiempos con S. cerevisiae.

Fermeniacion . : T TeTo AH
otk ¢C) C) C) cc) (/)
Nativo 57.65%0.322 72.16+0.26° 86.13+0.92°¢ 27.91+0.25 7.65+0.314

12 57.02+0.45?2 71.45+0.25b¢ 86.17+0.53¢ 29.15+1.17 7.54+0.344
24 55.35+0.33P 72.36+0.100:¢ 84.42+0.45¢ 29.07+0.87 9.68+0.66°
48 56.98+0.582b 73.72+0.132 88.65+0.89° 31.67+1.16 8.88+0.58¢d
72 55.3440.740 74.53%0.242 89.80+0.42° 34.56+0.76 11.35+0.362
96 57.55+0.342 74.12+0.162 92.53+0.152 34.98+0.86 12.85+0.472
120 58.86+0.912 74.06+0.232 89.32+0.34P 30.46+1.12 11.14+0.762 0
168 58.27+0.83¢? 73.63+0.122.0 91.78+0.412.0 32.51+0.78 10.36+0.54b:¢

To, temperatura de inicio; Tp, temperatura de pico; T, temperatura final; AH, entalpia; AT (Tc-To), rango de temperatura de gelatinizacion.

Las medias (+ desviacion estandar) en una columna seguidade diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05).
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2.2.6. Viscosidad Aparente de las Dispersiones Gelatinizadas

La viscosidad aparente de dispersiones de almidon gelatinizados (5% p/v) como funcién de
la tensién de cizallamiento para las muestras nativas y fermentadas se presenta en la Figura
2.6. La viscosidad aparente decayd con la velocidad de cizallamiento, lo que indica un
comportamiento tipico reductor de geles de almidon. Durante la gelatinizacion, las cadenas
de amilosa y amilopectina se lixivian fuera de los granulos, formando una matriz continua

altamente viscosa.
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Figura 2.6. Viscosidad aparente en funcion de la velocidad de corte de almidén de maiz

nativo y fermentado con S. cerevisiae.
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Restos insolubles, también llamados fantasmas, se dispersan en la matriz continua, formando
una microestructura con respuesta reologica compleja (Debet y Gidley, 2007). La viscosidad
aparente exhibidas por las dispersiones de almidon gelatinizado depende en gran medida de
la longitud de cadena y grado de ramificaciéon de las cadenas de almidon lixiviado. En
particular, la reduccion de las cadenas cortas de amilosa afectan en gran medida la viscosidad
de los geles de almidén (Zhang y col., 2013). Los resultados de la Figura 2.6 indican que la
fermentacion de S. cerevisiae afectd la configuracion de las cadenas de almidon a través de
la hidrolisis enzimatica. Es decir, las enzimas amiloliticas condujeron a una fragmentacidn
parcial de las cadenas de almiddn, que a su vez produjeron geles méas débiles con reducida

viscosidad aparente.

2.2.7.Potencial-¢

El almidon de maiz nativo presentd un potencial-{ negativo de magnitud relativame nte
pequefia (alrededor de -17.2 mV). La adicion de S. cerevisiae provocO un aumento en la
magnitud del potencial alcanzando un valor de alrededor de -33.26 mV. Narong y James
(2006) reportaron valores de potencial-¢ de alrededor de -12.0 mV para la levadura a pH 7.
El potencial-¢ de las dispersiones refleja las propiedades quimicas de superficie y la
interaccion entre las particulas. De esta forma, la diferencia de los valores de potencial-¢ para
mezclas de dispersiones levadura-almidon indica interacciones electrostaticas debiles entre
la levadura y los granulos de almidon. En la Tabla 2.1 se presentan los valores de potencial-
{ de las dispersiones del almidon nativo y fermentado. A baja magnitud del potencial-£, hay
una tendencia de las particulas de levadura para agregarse en colonias compactas (Narong y

James, 2006).
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En la primera etapa de la fermentacion, las fuerzas de doble capa que se caracterizan en
términos del potencial-¢” se incrementan para lograr un valor superior de aproximadamente -
45.75 mV después de 48 horas, lo que sugiere que las particulas de levadura se desagregan
para colonizar la superficie del granulo de almidon. En las primeras etapas de la
fermentacion, los valores de potencial-¢ fueron incrementando hasta alcanzar un valor
maximo de -45.75 mV después de 48 h de fermentacion. Posteriormente, no se encontraron
diferencias significativas entre los tiempos de fermentacién de 48, 72 y 96 h. De esta forma,
las colonias compactas de la levadura se disgregaron cubriendo la superficie de los granulos,
esto les permiti6 alcanzar mas facilmente las fracturas de la cruz de Malta y causarles un

mayor dafio a los granulos del almidon (Figura 2.2).

A tiempos mas largos de fermentacion (120-168h) se presenta un decremento significativo
en los valores de potencial-¢, esto pudo ser causado por un efecto de proteccion debido a las
cargas superficiales positivas llevando a un incremento en la proliferacion de estructuras

fragmentadas y la formacion de residuos.

2.2.8. Hidrolisis Acida

Los resultados del avance de la hidrolisis acida (HCI 1.0 M, 38 °C) después de dos horas se
presentan en la Tabla 2.1. Los granulos de almidon nativo presentan un avance de hidrélisis
de aproximadamente el 37.12%, la cual disminuyé alrededor de 16.0-17.0% después de 120
horas de fermentaciéon por S. cerevisiae. Este es un resultado esperado a partir de los

resultados de cristalinidad que también se muestran en la Tabla 2.1.
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De hecho, las estructuras cristalinas son menos susceptibles de ataque por digestién acida y
enzimatica. Zhang y col. (2016) encontraron que la incubacion con enzimas amiloliticas
cambia las propiedades de digestibilidad de almidén de arroz por la disminucion de la
fraccién del almidén de rapida digestion y el aumento de la fraccion del almidon lentame nte
digerible. Los mecanismos de digestion de lado a lado (Zhang y Hamaker, 2009) afirman que
los grénulos de almidén tipo-A contienen canales de conexién de la regién central a la
superficie del granulo. Cuando los granulos de almidon son incubados por enzimas, estos
agentes de hidrélisis migran a los granulos de almidon a través de canales para iniciar la
hidrolisis (preferentemente en regiones amorfas). La hidrdlisis &cida limitada de almidon
surgi6 como consecuencia de fragmentos de granulos con una mayor cristalinidad y
porosidad reducida. Bajo estas condiciones, la tasa de hidrélisis &cida esta limitada por el

transporte de protones dentro de la estructura del almidon.
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2.3. Conclusiones

En este trabajo se estudido el empleo de la cepa S. cerevisiae para la modificacion de la
microestructura de grénulos de almidon de maiz. La idea fundamental es que S. cerevisiae se
limita a la lenta tasa de produccion de a-glucoamilasa de tal manera que la hidrdlisis de las

cadenas de almidon puede llevarse a cabo bajo condiciones controladas.

Una ventaja adicional con respecto a las enzimas industriales se basa en los costos ya que las
cepas de S. cerevisiae estan disponibles comercialmente en todas partes a precios
econoémicos.

Los granulos de almidon incubados fueron analizados con métodos de FTIR, XRD y DSC
para demostrar que las enzimas amiloliticas de S. cerevisiae hidrolizan preferentemente las
regiones amorfas de granulos de almidon, generando un mayor contenido de cristalinidad y

la disminucion de la sensibilidad a hidrélisis &cida estricta.

Estas caracteristicas también se reflejaron en la viscosidad aparente de dispersiones de
almidon gelatinizado, que mostr6 una disminucion de un 50 % después de 120 horas de

fermentacion.
En general, los resultados presentados en este trabajo sugieren que el uso de cepas de

levadura estandar es una manera viable para modificar la microestructura de grénulos de

almidén orientados a la digestibilidad y la viscosidad de las pastas de almiddn.
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Resumen

Desde la antigliedad, los alimentos han sido conservados por fermentacion acido lactica
(FAL) incluyendo cerveza, productos lacteos, frutas, verduras y matrices de alimentos con
almidon por ejemplo cereales, legumbres y tubérculos. El almidon es la fuente més
importante de energia para los seres humanos. La amilosa y la amilopectina son
microestructuras que estructuran al almidén, son las responsables del cambio de la
modificacién del almidén en los alimentos. En consecuencia, una comprension precisa de las
transformaciones fisicoquimicas sufridas por el almidon durante la FAL debe proporcionar
informacion valiosa para el procesamiento adecuado de matrices de alimentos. En este
trabajo, fueron inoculadas dispersiones de almidon de maiz nativo (AMN) (3% p/p) con
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (2x107 células mL 1) y sometidas a fermentacién
por 24 h a 38 °C. Las transformaciones fisicoquimicas en los granulos de almidon fueron
monitoreadas durante el tiempo de fermentacion por XRD, FTIR, y DSC. El contenido de
cristalinidad alcanzo un valor maximo (39.72+1.02) después de 12 h de fermentacion. Por el
contrario, la relacion de absorbancia 1047/1022 de las mediciones de FTIR aumenté a medida
gue avanzd la fermentacién, lo que indica un incremento en la cristalinidad de corto alcance.
Igualmente, el andlisis de DSC mostrdé que la entalpia de gelatinizacion tambien aumento
aproximadamente 60.0% después de 12 h de fermentacion, reflejando la produccion de
microestructuras ordenadas. Los granulos de almidon de maiz fermentados fueron menos
susceptibles a la hidrolisis acida (HCI, 1.0 N, 38 °C) en comparacién con los granulos de
AMN. A medida que aumentd el tiempo de FAL, los granulos de almidon de maiz fueron
menos susceptibles a la hidrdlisis acida. Por lo tanto, se concluye que la FAL aumentd el
contenido de almidon resistente en granulos de almidén de maiz.
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Palabras clave: Almidon de maiz, Cristalinidad, Fermentacién 4&cido lActica,

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Cambios estructurales
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3.1. Introduccidn

La fermentacion &cido lactica (FAL) es hoy en dia uno de los procesos mas importantes en
la industria alimentaria. Su atractivo depende de la amplia diversidad de consorcios
microbianos para la produccion de &cido lactico de manera natural y cepas modificadas
genéticamente, asi como la facilidad de operacion del proceso subyacente. Por otra parte, la
mayoria de las bacterias acido lacticas se etiquetan como generalmente reconocidas como
seguras (GRAS) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA). La FAL esta
implicada en el procesamiento y conservacidn de productos lacteos, vegetales y frutas, asi
como en la produccion de pan via fermentacion de masa fermentada (Leroy y De Vuyst,
2004). La lista de aplicaciones y el uso de bacterias &cido lacticas es amplia y diversa. Los
productos lacteos fermentados con propiedades funcionales mejoradas con beneficios
potenciales para la salud humana han sido tradicionalmente producidos por FAL (Shiby y
Mishra, 2013). Recientemente, Di Cagno y col. (2013) sefialo que la FAL representa la forma
mas facil y adecuada para aumentar el consumo diario de verduras y frutas frescas. La idea
principal es combinar los métodos antiguos de bio-conservacion con nuevos conocimientos
biotecnologicos con el fin de mejorar las propiedades nutricionales, sensoriales, de seguridad
y la vida (til de las frutas y verduras. La FAL también se utiliza para la produccién a gran
escala de acido lactico, que se considera como un producto basico para la produccion de sub-
productos en las industrias alimentaria, quimica, cosmética y farmacéutica (Abdel-Rahman
y col.,, 2013; Datta y Henry, 2006; Yang y col., 2016). Las bacterias &cido lacticas se utilizan
para conservar los materiales alimenticios comestibles a través de la fermentacion de otras
materias primas tales como vino o cerveza de arroz, panes de arroz y pescado produciendo
acidos organicos para controlar microorganismos putrefactos y patdogenos (Rhee y col.,
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2011). Las bacterias &cido lacticas son comiunmente utilizadas en la fermentacion de matrices
bioldgicas que contienen una gran cantidad de almidén. Los residuos de almidon se utilizan
cada vez con mayor frecuencia para la produccion de acido lactico (Castillo Martinez y col.,
2013; Reddy y col., 2008). Se ha demostrado que el uso de masas fermentadas mejora la
calidad del pan abase de maiz haciendo que la masa sea mas cohesiva, suave y menos elastica
mediante las modificaciones de las propiedades del granulo de almidén (Falade y col., 2014).
La modificacién de las propiedades del almidon por FAL desempefia un papel importante en
el mejoramiento de los atributos funcionales de los alimentos de cereales tradicionales (Diaz-
Ruiz y col., 2003; Omar y col., 2000; Rhee y col., 2011). También se ha demostrado que la
fermentacion de masa reduce la reaccion glucémica al pan (Scazzina y col., 2009). A pesar
del amplio uso industrial y tradicional de la FAL para la conservacién del procesamiento de
matrices de alimentos que contienen grandes cantidades de almidon (por ejemplo, cereales y
frutas), los andlisis detallados de las transformaciones de granulos y moléculas de almidon
son aun poco comunes. Velikova y col. (2016) encontraron evidencia de que las bacterias
acido amiloliticas contienen un grupo basico de genes cromosomico para la hidrdlisis del
almidon. En este escenario, la sintesis de glucdgeno y la degradacion del almidon ocurren en
paralelo. Alonso-Gomez y col. (2016) estudiaron los cambios fisicoquimicos que se
presentan en la fermentacion de la yuca a tiempos que varian de 15 a 90 dias a temperatura
ambiente. Se recolectaron muestras de yuca de un local en Colombia. Los indculos contenian
una diversidad grande e incontrolada de bacterias lacticas, incluyendo Bifidobacterium
inimum, Lactococcus lactis, Streptococcus sp., Enterococcus saccharolyticus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus panis, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc citreum. Se

encontré que el proceso de acidificacion presentd cambios estructurales significativos en
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amilosa y amilopectina en funcion del tiempo de remojo. Parada y Aguilera (2011)
establecieron que debido a que el almidon esta presente en muchos productos derivados de
cereales, tubérculos y legumbres, algunos de estos productos pueden tener diferentes efectos
metabdlicos (por ejemplo, cambio de concentracién de glucosa en sangre). ES necesario
comprender la microestructura de los almidones para evaluar la relacion que existe con el
problema del indice metabdlico y el efecto que tienen los almidones en las modificaciones
ocurridas durante el procesamiento de alimentos en la digestibilidad.

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las transformaciones fisicoquimicas sufridas por
granulos de almidon de maiz durante la fermentacion del &cido lactico por Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus.
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3.2. Resultados y Discusién

En la Figura 3.1 se presenta la curva de crecimiento de L. bulgaricus en medio MRS después
de 24 h de incubacion. La cinética de crecimiento se ajustdé a un modelo logistico (funcion
de ajuste sigmoidea) mostrando un patron en forma de S indicado de rojo en la Figura 3.1,
con una fase de adaptacion (fase lag) de aproximadamente 2 h. La poblacion de células
maxima fue de 2.5x108 células mL!. Los lactobacilos fueron cosechados en la fase log y se
utilizaron para inocular las dispersiones de almidon de maiz (3% p/p). Se observa que la fase
logaritmica se logré después de aproximadamente 10-12 h de tiempo de fermentacion, lo que

sugiere que la FAL debe realizarse durante al menos este periodo.
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento de L. bulgaricus en medio MRS.
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3.2.1.pHy Produccionde Acido Léactico

En la Figura 3.2 se presenta la variacion del pH con el tiempo de fermentacion. Comenzando
en aproximadamente 5.1, el pH mostré una disminucién de tipo exponencial hasta alcanzar
un valor constante de aproximadamente 3.4 después de 12 h de tiempo de fermentacion. Este
comportamiento esta en linea con la cinética de crecimiento de la Fig. 3.1, donde se alcanzé
la meseta de crecimiento a aproximadamente 10-12 horas. La disminucién del pH fue
causada por la produccion de &cido lactico, que es el principal producto de la fermentacion

de L. bulgaricus.
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Figura 3.2. Evolucion de la concentracion de pH y &cido lactico con el tiempo de
fermentacion.
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La Figura 3.2 muestra también la cinética de la concentracion de acido lactico, que presentd
un patrén en forma de S con una pequefia fase lag de aproximadamente 1 h. Se observa que
la produccion de &cido lactico se alined con la disminucion del pH. La presencia del &cido
lactico en el medio de fermentacion debe tener un efecto importante en las trasformaciones
de los granulos de almidén. De hecho, el acido lactico provoca una débil hidrolisis de cadenas
poliméricas de carbohidratos a la temperatura de fermentacion operativa. Por ejemplo, se ha
demostrado que el &cido lactico puede hidrolizar cadenas de quitosano en condiciones suaves
(Ilna y Varlamov, 2004). Sin embargo, aun faltan estudios sobre la hidrélisis de las cadenas

de almiddn por acido lactico.

3.2.2. Morfologia

En la Figura 3.3a se presenta una imagen de microscopia Optica de granulos de AMN recién
inoculados con L. bulgaricus. Los granulos de AMN fueron tefiidos con yodo para destacar
su morfologia. Los granulos de almidén tenian una forma poligonal con el hilum en el centro
del granulo. Algunos de los lactobacilos se pueden ver unidos a la superficie de los granulos
AMN. Imam y Harry-O'Kuru (1991) indicaron que la fijacion de lactobacilos a los granulos
de almidén implica la union de enlaces hidrogeno. Esta adhesién parece tener correlacion
con el contenido de amilosa en la superficie del granulo que es de naturaleza hidrofila. Como
las enzimas amiloliticas no son secretadas extracelularmente, la union de la membrana celular
bacteriana a la superficie del granulo de almidén, permite el paso de amilosa a traves de la
membrana celular externa en los dominios de reaccion enzimatica. Las Figuras 3.3b-3.3d de
las imagenes de microscopia Optica ilustran el avance de las transformaciones morfologicas

sufridas por los granulos de almidén a medida que transcurre el tiempo de fermentacidn.
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Después de 3 horas, justo después de la fase de adaptacion (Fig. 3.3b), se incrementa la
poblacion de lactobacilos alrededor de los granulos de almidon. La Figura 3.3.c muestra que
despues de 6 h muchos lactobacilos han invadido el hilum de un granulo de almidén. El
hilum, un centro de organizacién vinculado a la cruz de Malta, es un punto externo fragil que
se conecta con la estructura interna de los granulos. La unién de los lactobacilos a la regidon
del hilum marca el comienzo de la ruptura de la estructura del granulo por la acciéon de las
enzimas amiloliticas producidas por los lactobacilos. La Figura 3.3e ilustra la ruptura de los
granulos de almidén después de un tiempo de fermentacion de 18 h. Las fracturas aparecen
alrededor de la cruz de Malta, cuya definicion empieza a tener un aspecto borroso, y se
observa erosion en la circunferencia del granulo. Las enzimas amiloliticas (principalmente,
a-amilasa) producidas por los lactobacilos unidos erosionan la region externa alrededor de la
cruz de Malta para penetrar la estructura interna a través del hilum. Después, la
descomposicion del granulo se convirtié en una consecuencia de la degradacion de los anillos
de las cadenas de almidén amorfo més internos. Se recuerda que, bajo la tincién con yodo la
amilosa alcanza un color azul mientras que la amilopectina es de color amarillo. Las Figuras
3.3b-3.3d mostraron que la hidrdlisis amilolitica atacé predominantemente las cadenas de
amilosa. Esto se esperaba ya que la amilosa estd compuesta principalmente por cadenas
lineales, mientras que la amilopectina son moléculas ramificadas. Después de 18 h, el color
amarillo relacionado con las cadenas de amilopectina domina el patron en las imagenes de
microscopia oOptica. Las imagenes de SEM permitieron un seguimiento més detallado de los
cambios morfoldgicos inducidos por la fermentacion de lactobacilos en los granulos de
almidon de maiz. La Figura 3.3e ilustra la morfologia (5000x) del granulo de AMN,

mostrando una superficie lisa que no ha sido afectada por la degradacion enzimética.
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(a)

Figura 3.3. (a)-(d) Microscopia Optica y (e)-(h) imagenes SEM de granulos de almidon de

maiz nativo y fermentado (0, 3, 6y 18 h) con L. bulgaricus.
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Los granulos fermentados aparecieron como un globo desinflado a las 3 h de fermentacion
acido lactica (Fig. 3.3f) y se aprecian regiones fracturadas y erosionadas a las 6 h de
fermentacion (Fig. 3.3g). La desorganizacion de la integridad de los granulos de almidon se
promovid a un tiempo posterior a las 18 h de fermentacion &cido lactica, generando una
erosion severa y fracturas (Fig. 3.3h). A suvez, esto condujo ala formacion de una red porosa
cerca de la region del hilum (Fig. 3.3d). Se observa un aspecto exfoliado de la superficie del
granulo, probablemente inducido por la accion combinada del acido lactico y las enzimas
amiloliticas producidas por las poblaciones de lactobacilos. Las imagenes que se presentan
en la Figura 3.3 se ilustran los mecanismos involucrados en la ruptura de la integridad del
granulo de almidon de maiz. Los granulos nativos de almidon estan formados por regiones
semi-cristalinas  orientadas radialmente y anillos de crecimiento amorfo organizados
alrededor del hilum. El granulo de almidon es una estructura estable y la region del hilum se
muestra desorganizada con algunas fracturas. Las imagenes de la Figura 3.3 reflejan que la
ruptura del granulo por la accion fermentativa de los bacilos comenzé alrededor de las
fracturas del hilum. Después de un periodo de adaptacion durante la fase lag, la poblacion de
lactobacilos crecié y fue capaz de producir enzimas amiloliticas que atacaron la region
vulnerable situada alrededor de la cruz de Malta. A pesar de que la superficie del granulo
también fue erosionada por las enzimas amilolitica, las regiones de crecimiento amorfo
dentro de la estructura del granulo son mas susceptibles a la degradacion por enzimas
amiloliticas. La fractura que atraviesa el hilum permite la difusidn de &cido lactico y enzimas
amiloliticas (Chen y col., 2006). Finalmente, después de aproximadamente 12 h, los granulos
de almidon se agrietaron, dejando una estructura en gran parte rota y amorfa. La accion

fermentativa de L. bulgaricus es mas lenta que la accion por la aplicacion directa de enzimas
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amiloliticas descrito en la literatura. Shrestha y col., (2012; 2015) reportaron que un 90 % de
almidon hidrolizado puede ser obtenido a un tiempo de 8 h mediante el empleo de enzimas
amiloliticas de forma directa. Por otra parte, las erosiones superficiales y porosas controladas
por difusion son los mecanismos dominantes implicados en la degradacion de granulos de

almidén por actividad amilolitica (por ejemplo, amilasa) (Shrestha y col., 2012).

3.2.3. Diametro Promedio (dy o)

La accion fermentativa condujo a cambios importantes en el tamafio de granulos de almidén.
En realidad, las fracturas y la erosion superficial deberian reducir el tamafio medio de los
granulos de almidon. Este efecto se evalud mediante la monitorizacion del diametro medio
de longitud numérica (es decir, el diametro lineal) y los resultados se presentan en la primera
columna de la Tabla 3.1. Como era de esperase, dio disminuyd con el tiempo de
fermentacion, que es una consecuencia directa de la erosion superficial y la fragmentacion
de granulos inducida por la actividad de las enzimas amiloliticas. También se observa que la
reduccion del tamafio del granulo fue acompafiada por desviaciones estandar cada vez

mayores, lo que a su vez refleja una diversidad de formaciones estructurales granulares.

3.2.4. Cambios enla Cristalinidad

Los patrones de difraccion de rayos-X para los diferentes tiempos de fermentacion son
ilustrados en la Figura 3.4. EI AMN presenta un patron de XRD de tipo-A, con picos de
intensidad en 15.12, 17.17, 18.05y 23.0 a 26-grados (Buléon y col., 1998). Los granulos de
AMF presentan también este patrén de cristalinidad lo que sugiere que la estructura cristalina

del almidon no fue alterada por la accion fermentativa de la poblacion de lactobacilos. El
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contenido de cristalinidad de los granulos de almidén nativo y fermentado se presenta en la
segunda columna de la Tabla 3.1. La cristalinidad del AMN fue de aproximadamente de
32.88%. En las primeras 3-6 h, el proceso de fermentacion aumentd el contenido de
cristalinidad hasta un valor maximo de aproximadamente 39.44%. A tiempos de

fermentacion mas prolongados, el contenido de cristalinidad mostré una ligera disminucion.

15.3°
18
23°

—— Almidon Nativo
—1h |
——3h ;
—6h !

12 h

Intensidad (u.a.)

"t / Vakt R i)
L .
5 10 25 30

Angulo de Difraccion, 26 (grados)

Figura 3.4. Patrones de difraccion de rayos-X para almidon de maiz nativo y fermentado

con L. bulgaricus. Las lineas verticales denotan picos distintivos de cristalinidad de tipo-A.
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Un efecto como este se observo para la hidrélisis de acido sulfirico (Utrilla-Coello y col.,
2014), lo que sugiere que el aumento inicial de la cristalinidad esta ligado al ataque preferido
de las regiones amorfas de los granulos de almidon por las enzimas amiloliticas producidas
por la poblacion de lactobacilos. Aunque la a-amilasa ataca ambas regiones cristalinas y
amorfas, esta Ultima region es mas susceptible a la digestion amilolitica que la anterior
(Shrestha y col., 2012). Ademas, la formacion de poros y canales mejora la penetrabilidad
fisica de las enzimas en las regiones amorfas de los granulos de almidon. El efecto combinado
de la hidrdlisis enzimatica y acida amplia la red porosa del granulo (Fig. 3.3cy 3.3d), lo que
conduce a una mayor velocidad de fragmentacion de la cadena de almidén. Zhang y col.
(2006) reportan resultados similares para el almidén tratado con o-amilasa y
amiloglucosidasa, donde la cristalinidad mostré un ligero aumento durante el periodo de
hidrolisis inicial. Similarmente, Li y col. (2013) encontraron que las enzimas amiloliticas
(amilasa y glucoamilasa) obtenidas a partir de levadura de arroz aumentaron la cristalinidad,
la capacidad de retencién de agua y una alta porosidad del almidén de arroz para su posible

uso como absorbente.

3.2.5. Andlisis de los Granulos de Almidén por FTIR

Se exploraron las bandas de absorbancia a 1047 y 1022 cm?® vinculadas a las estructuras
cristalinas y amorfas respectivamente del almidon. La relacién de absorbancia 1047 cmt/
1022 cm -1se toma cominmente como el indice de los dominios cristalinos ordenados a
dominios amorfos en almidon. La tercera columna de la Tabla 3.1 muestra la relacion de
absorbancia de 1047 cmt /1022 cnrt en funcién del tiempo de fermentacion. La relacion de

absorbancia se mantuvo casi inalterada durante las primeras 12 h, mostrando una disminucién
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de este pardmetro a mayores tiempos de incubacion. Este resultado esta estrechamente
relacionado con el contenido de cristalinidad estimado a parir del patrén de rayos-X. Los
resultados de rayos-X reflejan el ordenamiento alargo alcance de la cristalinidad y la relacién
de absorbancia de 1047 cmr!/ 1022 cnmr? refleja el orden de corto alcance mediante arreglos
de doble hélice.

Los resultados en la Tabla 3.1 sugieren que, en el primer periodo de 12 h, las enzimas
amiloliticas producidas por la poblacion de lactobacilos hidrolizan las regiones amorfas de
los granulos de almidén, dejando intactas las disposiciones de doble hélice. En el punto
medio del periodo de fermentacién, la cristalinidad a largo alcance consiguid un valor
maximo a medida que se redujo el nimero de regiones amorfas. La ruptura gradual de la
estructura de granulos atiempos de fermentacién prolongados expuso las regiones cristalinas
ala accion combinada de las enzimas amiloliticas y el acido lactico, produciendo la reduccién
del porcentaje de cristalinidad. En este proceso, el contenido de doble hélice fue afectado

positivamente, destacando un incremento del contenido de cristalinidad de corto alcance.
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Tabla 3.1. Evolucién de los parametros fisicoquimicos con el tiempo de fermentacion.

F;-rifnr:rp:faggn .o (um) Cristalinidad At;s;)l;kl?gﬁia Potencial-¢ Viscosiidad al0s  Hidrolisis Acida

) (%) 1047/1022 (mV) (Pa-s) (%0)

Nativo 17.31+£0.678  32.88+2.12°¢ 0.64+0.03¢ -15.12+0.674 8.48+0.342 36.96+1.43¢2
1 16.28+0.762>  33.73+1.24°¢ 0.64+0.02¢ -21.43+0.75°¢ 6.83+0.27P 28.78+1.65P
3 13.35+0.78>  39.44+1.132 0.65+0.03¢ -23.71+0.83P 4.40+£0.35°¢ 25.83+£1.73¢
6 10.74+0.96°¢  35.72+1.02b 0.67+0.03° -25.27+0.81ab 3.50+0.24¢ 19.18+1.424
12 7.08+1.90d 32.84+0.95¢ 0.72+0.04° -30.25+0.912 2.98+0.144 15.98+1.59¢
18 6.57+1.724 31.26+0.874 0.76+0.042 -30.12+0.872 2.73+0.16¢ 12.83+1.43¢f
24 6.07+1.139  32.02+0.96¢d 0.78+0.032 -28.68+0.96 2 2.64+0.17% 9.37+1.21f

Las medias (+ desviacion estandar)en una columna seguidade diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05).
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3.2.6. Propiedades Térmicas del AlImidon Nativo y Fermentado

Las propiedades térmicas de los granulos de almidén hidrolizados se estimaron mediante
mediciones de DSC y los resultados se muestran en la Tabla 3.2. El rango de temperatura de

fusion T _T_se incrementa con el tiempo de fermentacion, reflejando que los granulos de

AMF exhiben una estructura mas heterogénea que los AMN, lo cual es deseable para el
procesamiento de alimentos ya que se generan granulos de AMF termorresistentes por lo
tanto su temperatura de funcionamiento es mas alta que los granulos de AMN. Por otra parte,
la entalpia de gelatinizacion también aumentd con el tiempo de fermentacion, reflejando una
microestructura mas ordenada inducida por el proceso de fermentacion. La pequefia
disminucidn mostrada después de 12 h podria estar relacionado con el deterioro alargo plazo
de la cristalinidad como se detectd por las mediciones de XRD. Curiosamente, resultados
similares fueron encontrados por Utrilla-Coello y col. (2014) quienes reportaron una relacion
parabdlica entre la entalpia de gelatinizacion vy la cristalinidad relativa de almidon de maiz
hidrolizado con H2SO04 (3.6 M, 35 °C). Es evidente que la fragmentacion de granulos de
almidon por la accién de enzimas amiloliticas gener6 una diversidad de fragmentos
granulares y escombros. A su vez, dicha fragmentacion se reflejé porun intervalo mas amplio

de temperatura de gelatinizacion.
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Tabla 3.2. Evolucion de las propiedades térmicas del almidén de maiz fermentado a diferentes tiempos con L. bulgaricus.

im0 de 0 T, (°C) T, (°C) T.(°C) Te-To (°C) AH (J/g)

Nafivo 57 6520327 72.1620.26° 861320927 28.4810.25 7.652031°
1 572240542 715410.25" 86.71:0.35¢ 29.49+1.17 7.760.32°
3 55.3640.23" 72620120 85.25:0.54¢ 29.89:0.57 9.69:0.68¢
6 55.98+0.78% 73.2910.38° 88.67:0.89" 32.69+1.16 11.1940.28%"
12 54.1410.47° 74541£0.42° 89.09+0.25" 34.95:0.76 10.13£0.470¢
18 55.3240.32" 74.6240.25° 90.2140.31° 34.89:0.51 10.0620.40¢
24 56.54+0.43° 747240612 92130512 35.59+0.86 9.93:0.72¢

To, temperatura de inicio; Ty, temperatura de pico; T, temperatura final; AH, entalpia; AT (Tc-To), rango de temperatura de gelatinizacion.
Las medias (+ desviacion estandar)en una columna seguida de diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05).
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3.2.7. Viscosidad Aparente de las Dispersiones Gelatinizadas

La viscosidad aparente de los geles de almidon (5% p/v) en funcién de la velocidad de corte

se ilustran el la Figura 3.5. Para el AMN, el indice de comportamiento de flujo fue de

aproximadamente

n=0.72+0.02con R*=0.93. El mismo valor ajustd

los datos

experimentales para los granulos fermentados, pero solo para valores de velocidad de corte

mayores que 1.0 s'1. Para valores menores de velocidad de corte, el indice de flujo fue de

n=0.95+0.02con R? =0.96, que refleja un comportamiento de tipo Newtoniano.
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Viscosidad Aparente n

Figura 3.5. Viscosidad aparente en funcion de la velocidad de corte de almidon de maiz
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La reduccién de la viscosidad aparente con el tiempo de fermentacion se explica en el
capitulo dos de acuerdo a lo descrito por Debet y Gidley, (2007). Sin embargo, a una
viscosidad de 1.0 s**(Pas) en la FAL se producen geles geles deblies de 2.64 Pas a menores
tiempos (24 h) en comparacion con la fermentacion de S. cerevisiae que a las 168 h se obtiene
una viscosidad de 6.97 Pas. La longitud de la cadena y el grado de ramificaciones de las
cadenas de almidon lixiviadas tiene una fuerte influencia sobre las propiedades
viscoelasticas. Especificamente, la estabilidad de la red viscosa 3D esta determinada en gran
medida por cadenas lineales de amilosa (Zhang y col., 2013). La reducciéon de la viscosidad
aparente con el avance de la fermentacién sugiere que la hidrolisis enzimética acoplada a la
hidrolisis del acido lactico afecta principalmente a las moléculas de amilosa, que a su vez

llevan a redes de microestructuras fragiles, (es decir, geles débiles) con viscosidad reducida.

3.2.8. Potencial-¢

El AMN mostr6 un potencial-{ negativo de magnitud relativamente  pequefia
(aproximadamente -14.21 mV). En este estudio no fue determinado el potencial-¢ de L.
bulgaricus. Sin embargo, los estudios de Pelletier y col., (1997) describen que diferentes
cepas de Lactobacillus se encuentran cargados negativamente cuando los valores de pH son
altos y al ser disminuido el pH los lactobacilos poseen una carga positiva. Por lo tanto,
durante el proceso de fermentacion el AMN presenta un potencial-¢ negativo y al disminuir
el pH (Figura 3.2) por la generacion de acido lactico en el medio los lactobacilos se
encuentran cargados positivamente. Este proceso hace que los lactobacilos se adhieran a los

granulos de almidon de maiz. EI AMN adicionado con L. bulgaricus mostré una magnitud
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en el potencial-( de aproximadamente -15.12 mV. Un aumento gradual de la magnitud del
potencial-¢ ocurrid con el avance del tiempo de fermentacion, alcanzando un valor de
aproximadamente -26.68 mV después de 24 h (Tabla 3.1). Las enzimas amiloliticas
fragmentaron las cadenas de almidon para finalmente producir glucosa. Las bacterias acido
lacticas metabolizan este sustrato produciendo alcohol, piruvato, lactato, entre otros
productos intermedios (Reddy y col., 2008). ElI aumento observado de la magnitud del
potencial-{ (en el dominio negativo) podria explicarse a partir de la proliferacion de estos
productos que expresan valores potenciales negativos (por ejemplo., etanol). De esta manera,
la evolucion del potencial-{ refleja el avance de hidrolisis de la cadena de almidon por la
accion metabolica de los lactobacilos. Para tiempos de fermentacion mayores (12-24 h), la
magnitud del potencial-¢ disminuyd, un efecto que podria haber sido causado por el blindaje
bebido a cargas superficiales positivas llevadas por la creciente proliferacion de estructuras

fragmentadas y restos formados.

3.2.9. Hidrolisis Acida

Los granulos de AMFx se sometieron a hidrdlisis acida (HCI 1.0 M, 38°C) durante 2 h. Los
resultados del avance de la hidrolisis acida se presentan en la Ultima columna de la Tabla 3.1.
Los granulos de AMN se hidrolizaron hasta 36.96%. Los granulos de AMFx fueron menos
propensos a la hidrolisis acida a mayores tiempos de fermentacion a los que fueron
sometidos. Los AMF24 presentaron un 9.37% de hidrdlisis. La disminucién de avance del
hidrolisis acida con el tiempo de fermentacion esta relacionada con el aumento del contenido
de cristalinidad. De hecho, las estructuras cristalinas bien ordenadas son menos susceptibles

de hidrolisis por digestion &cida y enzimatica. Por ejemplo, ha sido reportado que el almid én
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waxy de arroz fermentado e incubado con enzimas amiloliticas cambi6 las propiedades de
digestibilidad por la disminucién de la fraccion de almidon de répida digestibilidad a
expensas de aumentar la fraccion de almidon lentamente digerible (Zhang y col., 2016). Por
otro lado, el mecanismo de digestion llamados de lado a lado (Zhang y Hamaker, 2009)
propone que los granulos de almidén de tipo-A contienen canales que conectan la region
central ala superficie del granulo, facilitando la penetracion de enzimas y moléculas de écido.
Estos canales son consecuencia de las estructuras amorfas, que se degradan en primer lugar
por reacciones de hidrdlisis. De esta manera, la hidrélisis acida reducida de almidon seria la
consecuencia de fragmentos de granulos con mayor cristalinidad y porosidad reducida. Desde
el punto de vista cinético, la hidrolisis acida esta limitada por el transporte de protones dentro

de la estructura del almiddn.
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3.3. Conclusiones

Los resultados mostraron que lo granulos de almidon de maiz alcanzaron un maximo de

contenido de cristalinidad después de un tiempo de fermentacion de 12 h.

Las enzimas amiloliticas y el &cido lactico producido por los lactobacilos alteraron la

integridad del granulo atacando las estructuras amorfas alrededor de la region del hilum.

Ademds, la hidrdlisis amilolitica produjo sélidos fragmentados que estaban pobremente

hidrolizados por condiciones &cidas rigurosas.

Se puede postular que la fermentacion &cido lactica de matrices de alimentos con almid6n
tiene un efecto positivo en la digestibilidad 4acida de granulos de almidén, mejorando el

contenido de fracciones de almidon resistente.
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Resumen

La fermentacion en estado sélido es ampliamente utilizada en matrices con almidon para la
produccion de compuestos activos en la industria alimentaria, farmacéutica y de combustible.
Una comprension precisa de las transformaciones fisicoquimicas sufridas por el almid6n
durante la fermentacion en estado sélido debe proporcionar informacion valiosa para el
procesamiento adecuado de matrices de alimentos. Para evaluar las transformaciones
fisicoquimicas de almidon inducido por fermentacion flngica en estado sélido, el almid6n
de maiz nativo se sometié a fermentacion (38 °C) sobre un soporte inerte (humedad 80%)
con Aspergillus oryzae var. oryzae (2x107 células mL1). Las transformaciones
fisicoquimicas en los granulos de almidén con el tiempo de fermentacion fueron
monitoreadas por XRD, FTIR y DSC. El contenido de cristalinidad alcanz un valor maximo
(39.72+1.02) después de 100 h. Un patron similar fue mostrado por la relacion de absorbancia
1047/1022 de mediciones de FTIR, lo que sugiere un aumento en la cristalinidad de corto
alcance en los primeros 4 dias de fermentacion. El analisis de DSC mostré que la entalpia de
gelatinizacion disminuyd 60.0% a lo largo del periodo de fermentacién de 192 h. Los
granulos de almidén de maiz fermentado fueron menos susceptibles a hidrélisis acida (HCI,
1.0 N, 38 °C) que los granulos de almidon nativo. Cuanto mas largo fue el tiempo de
fermentacion al que se sometieron los granulos, menos susceptibles fueron a hidrolisis &cida.
De esta manera, se concluye que la fermentacion en estado sélido reduce la susceptibilidad

a la digestion de granulos de almidon de maiz.

Palabras clave. Aspergillus oryzae, Fermentacion de Almidon de Maiz, Morfologia vy

Cambios Estructurales
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4.1. Introduccién

La fermentacion en estado solido (FES) es un proceso utilizado para la produccion de una
amplia diversidad de alimentos, productos quimicos y enzimas. La FES, es un proceso no
sumergido, se lleva a cabo sobre materiales no solubles que actlan como soporte fisico y
fuente de nutrientes (Pandey, 1992). En ausencia de un liquido fluido, el proceso de
fermentacion se lleva a cabo en condiciones de bajo contenido de humedad. De esta forma,
la FES solo puede llevarse a cabo por un ndmero limitado de poblaciones de
microorganismos, principalmente hongos y levaduras (Pandey y col., 2000). El uso de FES
ha sido motivado por procesos basados en hongos existentes desde tiempos antiguos para la
produccion y conservacion de matrices en alimentos, incluyendo la produccion de
Penicillium roquefortii y fermentacion de arroz de Aspergillus oryzae para iniciar el proceso
koji. La motivacion se basa en el hecho de que la FES estimula los procesos de fermentacion
llevados a cabo por microorganismos naturales para el ensilaje y compostaje (Couto y
Sanroméan, 2006). Ademas, la FES es una técnica més segura, mas simple e implica menores

costos que las alternativas de fermentacion sumergida (Castilho y col., 2000).

La FES se utiliza cada vez mas a escala industrial para la produccion de productos finos de
valor agregado, como proteina unicelular, etanol, enzimas (ejemplo amilasa), aminoacidos,
metabolitos secundarios activos, etc. (Krishna, 2005; Singhania y col., 2009). Ademés de las
presuntas reducciones en los costos de operacion, se ha reportado que la FES puede ofrecer
mayores rendimientos o0 mejores caracteristicas del producto en comparacion con la
fermentacion sumergida (Acufia-Arguelles y col., 1994; Jain y col., 2013; Sandhya y col.,

2005). Una caracteristica notable de la FES es que el proceso puede llevarse a cabo sobre una
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amplia diversidad de sustratos. Los residuos agroindustriales son de especial interés debido
su costo relativamente bajo y su amplia disponibilidad. Los residuos agroindustriales se han
propuesto como sustratos idoneos para la produccion de enzimas, etanol, &cido lactico,
compuestos fendlicos, etc. (John y col., 2006; Martins y col., 2011; Pandey, 2003; Viniegra-
Gonzalez, 2014). A pesar de sus ventajas demostradas, el proceso de operacion de la FES se
ve obstaculizado por las limitaciones de transferencia de masa y calor, asi como el control
estricto de pH, contenido de humedad y suministro de oxigeno (Couto y Sanroman, 2006;
Durand, 2003). Cominmente, la FES es llevada a cabo por hongos sobre sustratos ricos en
almidon. La produccion de etanol (Abouzied y Reddy, 1986; Kotaka y col., 2008; Okamoto
y col., 2011), comida tradicional (Hesseltine, 1965), produccion de &cido citrico (Betiku y
Adesina, 2013) y fermentacion koji (Zhu y Tramper, 2013) son ejemplos de procesos de
fermentacion basados en hongos empleando matrices de almidon. La accion metabdlica de
hongos ivolucra la produccion de enzimas amiloliticas (por ejemplo, o-amilasa) para
hidrolizar las cadenas de almidon en carbohidratos mas simples. Las enzimas, metabolitos
secundarios, acido lactico, citrico y etanol se convierten en subproductos de la actividad
metabdlica de los hongos. A través de las enzimas amiloliticas producidas, la actividad
fermentativa afecta las propiedades fisicoquimicas de los granulos de almidon. A difere ncia
de las fermentaciones sumergidas, el contenido de humedad y el trasporte de oxigeno
imponen importantes limitaciones al transporte de las enzimas amiloliticas a la estructura del
sustrato (Gutiérrez-Rojas y col., 1995; Mitchell y col., 2004). Actualmente, los mecanismos
involucrados en las transformaciones de granulos de almidon en fermentaciones en estado
solido empleando hongos no se han aclarado completamente. En particular, no se han

explorado los cambios en la cristalinidad de almidon y las propiedades térmicas. Los

72



Capitulo Cuatro Introduccion

resultados en esta linea deben proporcionar importantes ideas para el disefio de procesos de
la FES empleando hongos con una utilizacion &ptima de sustratos (Albaek y col., 2011).
Ademéds, la FES puede ser vista como un proceso para la produccion de almidén modificado
con propiedades deseadas, tales como digestibilidad lenta y cristalinidad reducida (Fuentes-

Zaragoza y col., 2010).
Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la fermentacion en estado sélido

(Aspergillus oryzae var. oryzae) sobre las propiedades fisicoquimicas de Almidén de Maiz.
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4.2. Resultados y discusién

4.2.1. Morfologia

La morfologia proporciona algunos conocimientos sobre los mecanismos implicados en la
degradacion amilolitica de los granulos de almidon por la accién de los hongos. En la Figura
4.1a se presenta una imagen de microscopia Optica de los granulos de almidon nativo, que
presentan la cruz de Malta tipica en el centro del granulo. Los granulos de almidén se
inocularon con A. oryzae para llevar a cabo la fermentacion en estado sélido durante 192 h.
Después de 48 h, las esporas de los hongos se propagaron alrededor de los granulos de
almidén (Figura 4.1b), algunos de ellos unidos a la superficie de los granulos de almidén. El
crecimiento de los hongos parece estar concentrado en la region sobre el hilum al centro del
granulo. La union de los hongos a los granulos de almidon involucra la unién de los enlaces
de hidrogeno (Imam y Harry-O'Kuru, 1991). El proceso de unién esta relacionado con la
produccion de hidrofobinas, que son proteinas que contribuyen al desarrollo aéreo de hongos
y a las relaciones interfaciales entre la pared celular de hongos y superficies solidas. A su
vez, estas proteinas imparten propiedades hidrofobicas al micelio implicadas en la union de
las hifas en superficies hidrofobicas (Volke-Sepulveda y col., 2006; Waosten, 2001), por
ejemplo, la matriz compleja formada por el soporte inerte y granulos de almidén. Debe
destacarse que la superficie del granulo de almidon es hidrofobica por naturaleza dado su alto
contenido de amilopectina. Después de 96 h (Fig. 4.1c), el granulo de almidon aparecid

completamente colonizado por los hongos.

Debido aque las enzimas amiloliticas son secretadas extracelularmente, es mas facil el ataque

hacia los granulos de almidon (Jin y col., 1998). Sugai-Guérios y col. (2016) han sugerido
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diferentes modos de crecimiento y funciones para la penetracién de hifas largas y cortas. Las
hifas largas exploran la composicidn de la particula y buscan nuevos sitios de colonizacién a
traves de la particula, mientras que las hifas cortas actlan como anclas para la colonia y como
productores de enzimas. Estos tipos de hifas parecen estar presentes en la colonizacién de los

granulos de almidon (Fig. 4.1c).

Se puede observar en la Figura 4.1d algunas grietas en los granulos de almidon alas 144 h
de incubacion, que fueron causadas por la accion combinada de hinchamiento de granulos y
enzimas amiloliticas. Las enzimas amiloliticas (por ejemplo, a-amilasa) producidas por los
hongos erosionan la region externa del granulo de almidén alrededor de la cruz de Malta para
penetrar la estructura interna a través de la hilum. De esta manera, la descomposicion del
granulo de almidon se convirti6 en una consecuencia de la degradacion de los anillos de las
cadenas amorfas mas internas. El la Figura 4.1e se ilustra la morfologia de los granulos de
almidén al final de los procesos de fermentacion después de 196 h. Para una mejor
visualizacion de la morfologia de los granulos, éstos fueron lavados varias veces para
eliminar las colonias de hongos. La accidn metabdlica de A. oryzae llevé a la fragmentacidn
del granulo, los fragmentos aparecen como gajos separados de la estructura original por

medio de grietas en la region del hilum.

Las imagenes de SEM se utilizaron para obtener una descripcion mas detallada de los
cambios morfoldgicos. En la Figura 4.1f se ilustra la morfologia (5000x) del granulo de
almidon nativo, mostrando una superficie que no ha sido afectada por la degradacién
enzimatica. La superficie del granulo ya no esta lisa después de 48 h de fermentacién (Fig.

4.19g), observandose algunos desgastes en la superficie. El efecto se profundiza durante
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tiempos mas largos ya que las fracturas y regiones erosionadas estan presentes después de 96
(Fig. 4.1h) y 144 h (Fig. 4.1i). La forma poligonal de los granulos de almidén nativos cambio
promoviendo una desorganizacion al final del proceso de fermentacion (Fig. 4.1j), generando
una erosion severa y fracturas. Se observa un aspecto exfoliado de la superficie del granulo,
probablemente inducido por la accién combinada del hinchamiento de granulos y las enzimas

amiloliticas producidas por hongos.

Las imagenes de microscopia Optica y SEM proporcionan una idea sobre los mecanismos
involucrados en la fragmentacién de los grénulos de almidon. Los granulos de almidén
nativos estan formados por regiones semi-cristalinas orientadas radialmente y anillos de
crecimiento amorfos organizados alrededor del hilum (Gallant y col., 1997). El granulo de
almidén es una estructura compacta, aunque el hilum es la region mas fragil con cadenas de
almidén mal organizadas (Buléon y col., 1998). Las imagenes de la Figura 4.1 indican que
la fragmentacion del granulo comenzd alrededor de las fracturas del hilum. Después de un
periodo de adaptacion de aproximadamente 24 h, la poblacién de hongos crecié alrededor de
la region del hilum y fue capaz de producir enzimas amiloliticas para atacar a la region
vulnerable localizada alrededor de la cruz de Malta. A pesar de que la superficie del granulo
también fue erosionada, las regiones de crecimiento amorfo dentro de la estructura del
granulo son mas susceptibles a la degradacion por las enzimas amiloliticas. Las fracturas
realizadas a través del hilum aumentan la difusion de las enzimas amiloliticas (Chen vy col.,
2006). Después de un tiempo relativamente prolongado de aproximadamente 148 h, los

granulos de almiddn se agrietaron dejando una estructura en gran parte rota.
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Figura 4.1. (a)-(e) microscopia 6ptica y (-(j) imagenes SEM de granulos de almidon de

maiz nativo (0 h) y fermentado (48, 96, 144, 196 h) con A. oryzae.
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4.2.2. Didmetro Promedio (d, o)

La accién fermentativa de los hongos condujo a cambios importantes en el tamafio de los
granulos de almidon a medida que las enzimas amiloliticas erosionaron la superficie del
granulo. Como consecuencia, el tamafio medio de los granulos de almidon sufrié reducciones
graduales. El didmetro medio de longitud di,0de los granulos fermentados fue monitoreado
mediante mediciones directas en las imagenes de microscopia Optica. La Figura 4.2 presenta

la disminucién de di,0conel tiempo de fermentacion.
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Figura 4.2. Evolucién del didmetro de los granulos con el tiempo de fermentacion.
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Es un comportamiento lineal aparente, aunque el volumen medio exhibid un decaimiento
exponencial con una constante de tiempo de aproximadamente 117+4.5 h. Esto sugiere que
la degradacion de los granulos de almidon por A. oryzae sigue la cinética de primer orden,
con una constante de tiempo de orden de algunos pocos dias. Favela-Torres y col. (1998)
mostraron constantes de tiempo de aproximadamente 30 h para el consumo de glucosa por
A. niger mediante fermentacion en estado solido. Resultados similares fueron obtenidos por

Aguilar y col. (2001) para la produccion de tanasa a partir de glucosa.

La glucosa es un carbohidrato simple que esta directamente disponible para el proceso
metabdlico de los hongos. A diferencia de las cadenas de almidon que son moléculas bastante
grandes que requieren fragmentacion antes de ser metabolizadas por las colonias de
Aspergillus. La diferencia entre la constante de tiempo para el uso de glucosa y la
degradacion de granulos de almidén se debe principalmente a la etapa de hidrolisis preliminar

llevada a cabo por enzimas amiloliticas.

4.2.3. Andlisis de Difraccion de Rayos-X

En la Figura 4.3a se ilustran los patrones de XRD de almidén nativo y granulos fermentados.
Los granulos de almidon nativo presentaron un patrén de XRD de tipo A, con fuertes picos
de intensidad en 15.12, 17.17, 18.05 y 23.0 a 20-grados (Buléon y col., 1998). Estos picos de
intensidad se mantuvieron a lo largo del proceso de fermentacion. Sin embargo, el pico de

intensidad a 20 grados se amplid después de un tiempo de fermentacion de 96 h.
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Figura 4.3. Patrones de difraccion de rayos-X para almidon de maiz nativo y fermentado

con A. oryzae. Las lineas verticales denotan picos distintivos de cristalinidad tipo-A.
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Se obtuvieron resultados similares para la hidrolisis acida (Wang y col., 2003), glucoamilasa,
(Agogarwal y Dollimore, 1998) y a-amilasa (Lacerda y col., 2008) para tratamientos de
almidon de maiz. El contenido de la cristalinidad en funcién del tiempo de fermentacion se
presenta en la Figura 4.3b, mostrando un aumento en las primeras 96 h. Mayores fracciones
de amilopectina conducen a una mayor cristalinidad (Zhang y col., 2006). Probablemente las
enzimas amiloliticas producidas por A. oryzae atacan preponderantemente las regiones
amorfas de los granulos de almidon. Sin embargo, durante tiempos mas largos el contenido
de cristalinidad mostr6 una fuerte disminucion. Este efecto podria atribuirse a la reduccién
de las regiones amorfas en los primeros dias, que conduce a un agrietamiento vy
posteriormente a una fragmentacién de los granulos de almidon. Como consecuencia, las
regiones cristalinas estdn mas expuestas al ataque de las enzimas desramificadoras
producidas por las colonias de hongos. Zhang y col. (2006) reportaron resultados similares
para el almidon tratado con o-amilasa y amiloglucosidasa, donde la cristalinidad mostrd un
ligero aumento durante el periodo inicial de hidrdlisis. Asimismo, Li y col. (2013)
encontraron que las enzimas amiloliticas obtenidas a partir de levadura de arroz aumentaron

la cristalinidad del almidon de arroz en la primera etapa de la fermentacion.
4.2.4. Andlisis de los Granulos de Almidén por FTIR

Los cambios en las bandas de absorbancia vinculados con las estructuras cristalinas y amorfas

del almidén, fueron investigadas.
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Figura 4.4. (a) Espectro de FTIR para granulos de almidon nativo y fermentado. (b)

Relacién de la absorbancia 1047 cmt/ 1022 ct en funcién del tiempo de fermentacion.
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Dado que las bandas de 1047 y 1022 cmr® estan ligadas a estructuras cristalinas y amorfas, la
relacion de absorbancia 1047 cmt/ 1022 cnr?® se relaciona cominmente como un indice del
ordenamiento de los dominios cristalinos a dominios amorfos en almidén. En la Figura 4.4a
se presenta el patron de absorbancia para granulos de almidon nativos y fermentados. La
relacion de absorbancia aumentd en las primeras horas para alcanzar un valor maximo a las
96 h aproximadamente. Mientras que los patrones de XRD reflejaron el ordenamiento de
largo alcance del empaque cristalino, la relacion de absorbancia 1047 cmt /1022 cmr! reflej6
el orden de corto alcance mediante estructuras de doble hélice. Los resultados en las Figuras
4.3b'y 4.4b indican que las enzimas fungicas hidrolizan tanto las regiones amorfas de los
granulos de almidon como las estructuras de doble hélice. En el punto medio del periodo de
fermentacion, el contenido de cristalinidad alcanza un valor maximo a medida que se reduce
la cantidad de regiones amorfas. La ruptura gradual de la estructura del granulo a prolongados
tiempos de fermentacion expuso las regiones cristalinas a la accion de las enzimas

amiloliticas, provocando una reduccién gradual del porcentaje de cristalinidad.

4.2.5. Propiedades Térmicas del Almidén Nativo y Fermentado

Las propiedades térmicas de los granulos de almidén fermentados proporcionan otra vision
del proceso de degradacion. Los resultados del analisis de DSC de los residuos de almidén
de la fermentacion se presentan en la Tabla 4.1. Debe recordarse que, en lugar de la
cristalinidad, las mediciones de DSC proporcionan informacién sobre el grado de

ordenamiento de las estructuras moleculares dentro del granulo de almidén.
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Tabla 4.1. Evolucion de las propiedades térmicas del almidon de maiz fermentado a diferentes tiempos con A. oryzae.

Fe r-lr;:g ﬂqtggigﬁ (h) To(°C) T (°C) T.(°C) AH (J/g)
Native 59.65+0.32¢ 72.160.26% 86.13+0.92¢ 7.65+0.312
24 60.22+0.54°¢ 71.54+0.25¢ 86.71+0.35¢ 7.76+£0.322
48 60.76+0.23° 72.62+0.12° 85.25+0.54°¢ 6.69+0.68°
72 61.98+0.78° 72.19+0.38° 88.67+0.89¢ 6.89+0.28°
96 62.64+0.75° 74.64+0.38° 88.65+0.84° 6.45+0.45°
120 63.15+0.47° 74.16+0.42° 89.09+0.25? 6.13+0.47¢
144 63.74+0.43? 75.72+0.61° 90.13+0.512 5.93+0.72¢
168 64.12+0.85? 77.74+0.742 89.75+0.63? 5.65+0.67¢
192 64.984+0.79° 78.45+0.732 89.12+0.742 4,97+0.85°

To, temperatura de inicio; Tp, temperatura de pico; T, temperatura final; AH, entalpia; AT (Tc-To), rango de temperatura de gelatinizacion.
Las medias (+ desviacién estandar)en una columna seguidade diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05).
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La temperatura de inicio aumentd con el tiempo de fermentacién, lo que indica que la
complejidad de la estructura molecular de los residuos de almidon tiene una estructura molecular
mas compleja. Es decir, las enzimas amiloliticas producidas por A. oryzae atacan en primer lugar
los enlaces de la estructura mas simple. Este efecto fue evidenciado por el desplazamiento a la
derecha de la temperatura de pico, lo que sugiere que las estructuras mas ordenadas se mantienen
despueés de la degradacion enzimatica. Por otra parte, la temperatura final no mostré un aumento
significativo con el tiempo de fermentacion. De esta manera, el intervalo de temperatura de
fusion disminuy6 con el tiempo, indicando que los residuos de almidon tienen una estructura
mas homogénea. Dado a su estructura molecular simple, las cadenas lineales de amilosa y
amilopectina de cadena corta son mas susceptibles al ataque enzimatico que las moléculas de
amilopectina ramificadas. A su vez, este efecto conduce a distribuciones menos heterogéneas
del ordenamiento molecular. La entalpia de gelatinizacion muestra una disminucion consistente
con el tiempo de fermentacion, indicando que los residuos de almidon alcanzaron un orden
relativamente bajo en comparacion con el nativo. Resultados similares fueron reportados por
Shrestha y col. (2012) para la digestion granulos de almidon de maiz con una mezcla de enzimas

amiloliticas (o-amilasa, amiloglucosidasa e isoamilasa).

4.2.6. Viscosidad Aparente de las Dispersiones Gelatinizadas

En la Figura 4.5 se presenta el comportamiento de la viscosidad aparente de los geles de almid6n

(5% p/v) en funcion de la velocidad de corte.
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El almidon nativo mostr6 un indice de comportamiento de flujo de aproximadamente

n=0.72+0.02 (R? =0.93). El mismo valor ajusto los datos experimentales para los granulos

fermentados, pero sélo para valores de velocidad de corte inferiores a 7.0 s*1. Para mayores

valores de velocidad de corte, el indice de flujo fue n=0.65+0.02(R? =0.96). La reduccién

de la viscosidad aparente con el tiempo de fermentacion puede explicarse de la siguiente manera.
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Figura 4.5. Viscosidad aparente en funcién de la velocidad de corte de almidon de maiz
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nativo y fermentado con A. oryzae.
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Anteriormente se ha enfatizado que las propiedades reologicas de un material reflejan su
estructura. Durante la gelatinizacion, los granulos de almidén se hinchan hasta varias veces su
volumen inicial. La hinchazdn se acomparfia de lixiviacion de los constituyentes de granulos,

predominantemente de amilosa, y la formacion de una red tridimensional (Tester y col., 1990).

La viscosidad maxima a una concentracion dada refleja la capacidad de los granulos para
hincharse libremente antes de su descomposicion fisica. Los almidones que son capaces de
hincharse hasta un alto grado también son menos resistentes a la descomposicién en la coccion
y por lo tanto exhiben una viscosidad significativa que disminuye después de alcanzar la
viscosidad maxima (Adebowale y Lawal, 2003). Este efecto se ve reflejado a mayor tempo de
fermentacion se produce una viscosidad aparente baja con forme aumenta la velocidad de corte

(Figura 4.5).

Mediante la aplicacion de una modificacion quimica se genera un cambio considerable en las
propiedades reologicas, la viscosidad de los geles de almidon se puede aumentar o reducir.
Adebowale y Lawal (2003) informaron que una modificacién quimica como es la acetilacion en

almidones de frijol Mucuna conduce a una disminucion y caida de la viscosidad.

4.2.7. Potencial-¢

Las mediciones del potencial-{ (Fig. 4.6) se llevaron a cabo para monitorear las
transformaciones de los granulos de almidon. El almidon de maiz nativo presentd un potencial-
{ negativo de magnitud relativamente pequefia (aproximadamente de -14.21 mV). Ocurrid un

aumento gradual de la magnitud del potencial-¢ con el avance del tiempo de fermentacion,
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alcanzando un valor de aproximadamente -31.50 mV después de 192 h. Las enzimas amiloliticas

fragmentaron las cadenas de almidon para finalmente producir glucosa.

A. oryzae metaboliza el almidon como sustrato produciendo a-amilasa (Abe y col., 2006;
Carlsen y col., 1996) o productos intermedios como etanol (Neri y col., 2009; Nigam y Singh,
1995). La disminucion del potencial-{ en el dominio negativos puede deberse a la complejidad
de un gran nimero de compuestos derivados de la accion metabdlica de A. oryzae de acuerdo

con lo establecido por Lee y col., 2010.
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Figura 4.6. Potencial-{ en funcién del tiempo de fermentacion.
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4.2.8. Hidrolisis Acida

Los granulos de almidon se sometieron a hidrdlisis acida (HCI 1.0 M, 38 °C) durante 2 hy los
resultados se presentan en la Figura 4.7. Los granulos de almiddon nativo se hidrolizaron hasta
un 37.12%. Sin embargo, los granulos de almidon fermentados fueron menos propensos a
hidrélisis &cida, cuando mas largo era el tiempo de fermentacién al que estaban sometidos. El

avance de hidrolisis fue reducido aproximadamente 10.5% al final del periodo de fermentacién.

Extension de Hidrolisis 2-horas (%0)

10 T T T T T T T T
0 50 100 150 200

Tiempo de Fermentacion (h)

Figura 4.7. Hidrolisis &cida (2 horas) de almidon nativo y residual en funcion del tiempo de

fermentacion.
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La disminucion del avance de la hidrolisis &cida con el tiempo de fermentacién parece estar
relacionada con el aumento del contenido de cristalinidad. En la Figura 4.3 se pudo observar
gue a las 96 h aumenta considerablemente el contenido de cristalinidad sin embargo, Copeland
y col., (2009) describen que las laminas cristalinas son atacadas en menor grado por las enzimas
amiloliticas que las regiones amorfas. Ademas, dichos autores mencionan que el almid6n
resistente no es completamente digerible este efecto se presenta en la presente investigacion
(Figura 4.7). Después de dos horas de hidrolisis con &cido clorhidrico se aprecia que el contenido

de almidon disminuye por lo tanto se puede decir que esta relacionado con almidon resistente.

Por ejemplo, se ha reportado que el almidon de arroz incubado con enzimas amiloliticas cambio
las propiedades de digestibilidad al disminuir la fraccion de almidén rapidamente digerible a

expensas del aumento de la fraccion de almidon lentamente digerible (Zhang y col., 2016).

El nombre de almidén resistente es empleado para describir al almidon en los alimentos que no

es completamente digerible.
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4.3. Conclusiones

Las enzimas amiloliticas producidas por los hongos alteran la estructura del almidén, dando
lugar a granulos fragmentados, disminucion de la cristalinidad y entalpia de gelatinizacion, asi

como a reducciones de la susceptibilidad a la hidrolisis acida.

Se postuld que el proceso de fermentacion en estado sélido produjo residuos granulares con
estructura compacta y canales reducidos, que a su vez se convierten en una obstruccion para el

transporte de enzimas.

La fijacion de hongos a la superficie del granulo es un paso importante para conseguir una

fermentacion prolongada de los granulos de almiddn.
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5. Discusiones Generales

5.1. Morfologia

Los resultados de morfologia presentados en esta investigacion nos indican que si hay una
modificacién de la estructura de los granulos de AMF para los tres casos estudiados. Las tres
cepas en estudio poseen la capacidad de invadir los granulos de AMN generando menor tamafio,

granulos rotos, porosos Yy cristalinos a diferentes tiempos de fermentacion.

En las primeras horas de la fermentacion ocurre una rapida caida del oxigeno y es cuando
comienza el ataque enzimatico generando una fuente de carbono para el metabolismo de los
agentes de fermentacion. Diversas enzimas son empleadas en la hidrélisis del almidon, una de
las mas importantes es la a-amilasa (E.C.3.2.1.1) que actia catalizando la hidrdlisis de los
enlaces mternos a-1,4 glucosidico del almidon liberando glucosa y maltosa. Esta enzima es
secretada por diversos microorganismos entre los cuales destacan los empleados en la presente
investigacion, ademas de otras levaduras, bacterias Gram positivas y hongos del género

Aspergillus (Sivaramakrishnan y col., 2006; Nigam y Singh, 1995).

El gran éxito de Saccharomyces cerevisiae es su capacidad de producir etanol y CO2por lo que
es principalmente empleada en la industria alimentaria. Sin embargo Teste y col. (2010) y
Yamamoto Y col, (2004) indican que Saccharomyces cerevisiae posee la habilidad de generar
una amplia gama de hidrolasas degradadoras de almidon como la a-glucosidasa (nombres
alternativos: y-amilasa; glucano 1,4-a-glucosidasa; aminoglucosidasa; exo-1,4-o-glucosidasa;

glucoamilasa; a-glucosidasa lisosomica; 1,4-a-D-glucano glucohidrolasa) la cual es capaz de
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romper el Utimo enlace a(1-4) glicosidico en el extremo no reductor de la cadena de amilosa y

amilopectina, liberando glucosa, ademas puede romper los enlaces glicosidicos a(1-6).

Por otra parte, diversos tipos de bacterias gram positivas son ampliamente utilizadas en la
produccion de a-amilasa como por ejemplo Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus licheniformis y Bacillus amyloliquefaciens (Sivaramakrishnan y col., 2006). Aguilar y
col. (2000) menciona que Lactobacillus manihotivorans LMG 180107 es una nueva bateria
capaz de producir &cido lactico y a-amilasa a partir de almidén. La enzima obtenida por estos
investigadores tenia una buena estabilidad en presencia de almidon, en rango de pH entre 5-6y

temperatura optima de 55 °C.

Actualmente el uso de hongos se ha intensificado debido a su alta capacidad para producir
amilasas. Sivaramakrishnan 'y col, (2007) reportaron la produccién de o-amilasa por
fermentacion en estado sélido con A. oryzae obteniendo hasta 15095 U/g de sustrato seco a las
72 h de fermentacion empleando como sustrato salvado de trigo. Por su parte, Francis y col.
(2003) describen que Aspergillus oryzae NRRL 6270 produce 6583 U/g de a-amilasa
empleando como fuente de carbono residuos de granos de la elaboracién de cerveza en
combinacion con harina de soya. Kammoun y col. (2008) describen que A. oryzae CBS 819.72
es un excelente productor de a-amilasa obteniendo valores de 151. U/mL cuando es empleado

como medio de cultivo el sub-producto de la molienda de trigo.

Por su parte, L. bulgaricus es una cepa invasiva que se adhiere a los granulos y modifica la
estructura del almidon de tal manera que fragmenta los granulos en un menor tiempo en
comparacion con las otras dos cepas evaluadas. Sin embargo, S. cerevisiae entra en los granulos

cuando comienzan a hincharse y modifica la estructura deformandola lentamente.
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En la fermentacion solida debido al crecimiento lento de A. oryzae las modificaciones en la
cristalinidad, ruptura y tamafio del granulo ocurren en un mayor tiempo (8 dias). El efecto mas
importante mostrado por A. oryzae es la generacion de granulos porosos para su aplicacion en

alimentos.

En las Ultimas décadas, se ha optado por emplear una tecnologia menos agresiva con el ambiente
sustituyendo la hidrélisis acida del almidon por el uso de enzimas para la conversion del almid6n
en la produccion de maltodextrina, almidones modificados o jarabes de glucosa y fructosa (Van

Der Maarel, 2002).

Un producto obtenido por hidrolisis acido—enzimatica de almidon de maiz es el jarabe de alta
maltosa cervecero o también llamado glucosa enziméatica, estd compuesto por dextrosa, maltosa
y polisacaridos, en proporciones variables segun el grado de conversion. Es utilizado en la
industria cervecera como sustituto de la malta de cereales y se emplea en la fabricacion de
golosinas, en panificacion y otros productos alimenticios (Nigam y Singh, 1995). Algunas otras
aplicaciones de la hidrélisis de almiddn se basan principalmente en la produccion de azucares

(Crabb y Mitchinson, 1997) y etanol (Bothast y Schlicher, 2005).
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5.2. Didmetro Promedio (d; o)

En la Tabla 5.1 se presenta la comparacion del diametro en funcion del tiempo de fermentacion
para las tres fermentaciones en estudio. L. bulgaricus destaco por poseer la capacidad de ruptura

de los granulos de AMF obteniendo diametros de 6.07 pum en un menor tiempo de fermentacidn

(24 h).

Un factor importante durante las fermentaciones realizadas es la generacion de poros en los
grénulos de almidon provocados principalmente por las enzimas extracelulares secretadas por
los microorganismos. Por su parte, Chen y Zhang (2012) realizaron una hidrolisis de granulos
de AMN empleando una glucoamilasa para controlar el tamafio de poro, los resultados que
obtuvieron fueron que el area superficial especifica para AMN fue de 0.76 m?/g y a las 4 h de

hidrélisis incremento a 1.74 m2/g.

Tabla 5.1. Diametro promedio (d1,0) de los granulos de almiddn.

Fermentacion Liquida  Fermentacion Acido Lactica Fermentacion Sélida

Tiempo de . ..
FermeRtacic')n Sazzf;:\:ic;ri\;yeces Lac'[s?j%i;'lléﬁgglr?gsse(;k" A. oryzae var. oryzae
b a0 (LM)
0 1731 +0.73 2 17.31 £ 0.67 @ 17.38 +£0.34 2
1 16.28 + 0.76 &b
3 1335 +0.78 b
6 10.74 +0.96 ©
12 17.27 +0.72 2 7.08 £1.90 d
18 657 £1.72 d
24 1712 +0.81 2 6.07 £1.13 d 1549 + 056 b
48 16.68 +1.32 @ 15.24 +0.65 P
72 16.06 + 1.65 ab 1316 £ 0.74 ¢
96 1528 +1.72 b 1256 + 0.58 ©
120 1451 +1.86 P 11.27 +0.34 d
144 1052 + 054 d
168 13.09 + 1.56 b.© 9.70 +0.46 ¢
192 8.69 +0.39 ¢
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Por otra parte, determinaron el volumen de mesoporos para el AMN fue de 1.4 cm®/g y alas 4
h de hidrélisis aumento hasta 5.62 cm3/g, ademas del diametro medio de los mesoporos para el
AMN fue de 200 nm y 960 nm para el hidrolizado a4 h. Estos investigadores determinaron la
capacidad de absorcién de agua encontrando que el AM hidrolizado aumentaba a 1.83 ¢g/g
muestra, mientras que el AMN presentaba una capacidad de absorcion de agua de 1.04 g/g
muestra. Una aplicacion de los almidones porosos es su uso en la adsorcion o encapsulacion de

farmacos y saborizantes, debido a su alta capacidad de absorcion.

5.3. Cristalinidad de Largo Alcance Durante las Fermentaciones Evaluadas

La cristalinidad de largo alcance para las tres fermentaciones evaluadas se presenta en la Tabla
5.2. Los resultados mostraron que no hay diferencias significativas entre los mayores valores de
cristalinidad. Mediante la fermentacion con S. cerevisiae se obtuvo el valor més alto de
cristalinidad de 40.94 % a las 96 h. Por otra parte, con L. bulgaricus debido a su capacidad de
crecimiento répido es capaz de modificar la cristalinidad de los granulos de AMF en 3 hy
aumentarla 6.56 % con respecto al AMN. Esta bacteria es considerada mas eficiente para la
modificacion de la cristalinidad del almidon de maiz. A. oryzae aumenta la cristalinidad un 5.73
% en un tiempo de 96 h sin embargo, la ventaja adicional es que puede modificar la cristalinidad
disminuyendo un 8.57 % con respecto al AMN en 8 dias. Este factor es benéfico para una doble

utilizacioén.
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Tabla 5.2. Cristalinidad de largo alcance durante las fermentaciones evaluadas.

Fermentacion Liquida ~ Fermentacion Acido Lactica  Fermentacion Solida

UG de Saccharomyces Lactobacillusdelbrueckii
Fermentacion - - A. oryzae var. oryzae
) cerevisiae su_bsp._bylgarlcus
Cristalinidad (%)
0 32.82 £ 150 ¢ 3288 +£212°¢ 3287 £123°P
1 3373 +124°¢
3 3944 £113 32
6 3572 £1.02 b
12 3320 +1.26 ¢ 3284 £0.95 ¢
18 31.26 +0.87 ¢
24 3799 £165¢ 32.02 +0.96 ©d 33.74 £ 156 P
48 38.13 +1.77 be 3480 £1.25 P
72 39.28 +1.56 @ 3540 +1.02 P
96 4094 +158 2 38.60 £1.45 2
120 39.14 +1.49 ab 3320 £1.23°P
144 29.50 £ 0.98 ¢
168 38.40 + 1.56 b.¢ 27.20 +0.86 ¢
192 24.30 £ 0.89 ©

Ao y col. (2007) obtuvieron una cristalinidad de 30.1 % para el almidon de maiz nativo y en la
presente investigacion se obtuvieron valores similares de entre 32 % para el AMN. Estos autores
evaluaron diferentes tratamientos enzimaticos para la modificacion del almidon de maiz
llegando a la conclusion que la estructura cristalina en los almidones modificados contribuye a

la digestion lenta del almidon modificado y su posible aplicacion en alimentos.
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5.4. Cambios en la Absorbancia de la Cristalinidad de Corto Alcance

(Relacion1047 cm?/ 1022 cm'?)

Los resultados de la cristalinidad de corto alcance de la relacién de absorbancia 1047cnr?® /1022
cnr! se presentan en la Tabla 5.3. Los mejores resultados fueron obtenidos con L. bulgaricus
debido a que posee la capacidad de actuar sobre las estructuras de doble hélice aumentando el
grado de cristalinidad de corto alcance presentando el maximo valor de 0.78 a las 24 h. Liy col.,
(2013) evaluaron la relacién de 1044 cmt/ 1022 cm! del almidén de arroz y el almidén de

vinaza. El almidén de arroz presentd una relacion de menor (0.9039) que el almidén de vinaza

(1.2102).
Tabla 5.3. Comparacién en la relacion 1047 cmrt /1022 cnt).
Fermentacion Liquida  Fermentacion Acido Lactica Fermentacion Sélida
Tiempo de Sacchar_omyces Lactobacillus delt_)ruecku A. oryzae var. oryzae
Fermentacion cerevisiae subsp. bulgaricus
(h) Absorbancia
Relacion 1047 cmt/ 1022 cmt

0 0.68 +0.06 @ 0.64 +£0.03 © 064 £0.01 ¢
1 0.64 £0.02 ¢

3 0.65 +0.03 d

6 0.67 £0.03 ¢

12 0.72 £0.04 @ 0.72 £0.04 ©

18 0.76 £0.04 @

24 0.69 +£0.03 ab 0.78 £0.03 @ 0.67 £0.01 b
48 0.70 +0.03 @ 0.68 +£0.02 b
72 0.69 £0.04 @ 0.69 £0.01 @
96 0.68 +0.03 &b 0.73 £0.02 @
120 0.66 +0.03 b:c 0.71 £0.01 @
144 0.70 £0.01 @
168 064 £0.04 ¢ 0.70 £0.02 @
192 0.69 £0.01 @
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Por lo tanto, el almidén de vinaza contiene una estructura mas ordenada. En la Tabla 5.3 se

puede observar que L. bulgaricus a mayor tiempo de fermentacién obtiene almidones con

estructuras mas ordenadas.

5.5. Comparacionde la Temperaturade Pico (T,)

En la Tabla 5.4 se aprecian las comparaciones de la temperatura de pico de gelatinizacion (Tp)
del AMF por los tres microorganismos en estudio con respecto al tiempo de fermentacion. En
este estudio se pudo observar que se retardo el proceso de gelatinizacion para los granulos de
AMF. La temperatura de gelatinizacion para S. cerevisiae fue de 2.37 °C (72 h) para L.

bulgaricus y A. oryzae fue mayor de 2.56 (24 h) y 6.29 °C (192 h) respectivamente.

Tabla 5.4. Comparacion de la Temperatura de pico (Tp).

Fermentacion Liquida  Fermentacion Acido Lactica  Fermentacion Sélida

Tiempo de . -
Fermerr]]tacién Sai(;f;s\:%rig);ces Lac'ts?]tz)zglllétsigglrti)gssckll A. oryzae var. oryzae
(h) T,(C)
0 72.16 £0.26 ¢ 7216 £ 0.26 © 72.16 +0.26 ¢
1 7154 £0.25 P
3 7262 £0.12 ab
6 7329 £038 @
12 7145 +0.25 b.c 7454 £042 2
18 7462 £0.25 2@
24 72.36 +0.10 b.c 7472 £ 061 2 7154 +0.25 d
48 7372 £013 2 7262 £0.12 ¢
72 7453 +0.24 @ 7219 +0.38 ¢
96 7412 +0.16 @ 7464 +0.38 P
120 74.06 £0.23 @ 74.16 +0.42 b
144 75.72 £ 0.61 P
168 73.63 £0.12 &b 7174 £0.74 @
192 7845 £0.73 @
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Alonso-Gomez y col. (2016) mostraron un efecto similar al de la presente investigacion, en el
aumento de la temperatura de gelatinizacion empleando almidon de yuca fermentado. La Tp
para el almidén de yuca sin fermentar fue de 63.48 °C aumentando a 64.49 °C a 30 dias de
fermentacion y 67.03 °C en 45 dias de fermentacion. Los autores describen que el efecto es
causado por el deterioro y debilitamiento de la conformacion molecular del almidon durante la
fermentacion. Esto genera una re-cristalizacion de los granulos de almidén lo cual provoca que

el almidén este mejor estructurado y hace que el proceso de gelatinizacion sea mas lento.

5.6. Viscosidad Aparente a 1 s'*(Pas) de las Dispersiones Gelatinizadas

La comparacion de la viscosidad aparente a 1.0 s*t (Pas) se presenta en la Tabla 5.5. Se observa
que la viscosidad es reducida cerca de un 16 % con S. cerevisiae y hasta un 31 % con L.

bulgaricus en comparacion con el control (0 h).

Sin embargo, con A. oryzae se obtienen geles débiles al disminuir hasta un 47 % en la viscosidad
aparente con respecto a los geles de AMN conforme aumenta el tiempo de fermentacién. En
Canada, el almidon modificado se utiliza a menudo en la formulacion de yogur como
estabilizador, para limitar defectos tecnoldgicos como la separacién del suero (sinéresis) y las

variaciones en la viscosidad (Gentes, 2016).
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Tabla 5.5. Viscosidad Aparente a 1 s (Pas) de las Dispersiones Gelatinizadas.

. Fermentacion Liquida  Fermentacion Acido Lactica  Fermentacion Solida
Tiempo de

- Saccharomyces Lactobacillus delbrueckii
Fermentacion - - A. oryzae var. oryzae
) cerevisiae _ su_bsp. bulgaricus
Viscosidad a 1.0 s (Pas)
0 1476 £0.23 2 848 £0.34 2 848 £0.35 @
1 6.83 £027 b
3 440 £0.35 ¢
6 350 +0.24 cd
12 1321 £0.35 2 2.98 +0.14 d
18 273 +£0.16 ¢
24 13.78 +0.28 ab 264 +0.17 d.e 7.74 £037 ab
48 1223 +0.26 b 557 £0.19 ©
72 1127 £032 ¢ 492 +021 @
96 9.65 +£0.35 ¢ 328 +024 ¢©
120 7.68 £0.24 d.e 242 016 f
144 191 +0.14 ¢
168 6.97 £0.24 © 1.39 +0.38 ¢
192 137 +0.42 9

5.7. Potencial-¢

La Tabla 5.6 indica los valores de potencial-{ obtenidos para cada tratamiento en estudio. El
potencial-¢ disminuye conforme aumenta el tiempo de fermentacién para los tres casos en
estudio. Un factor importante que se muestra en las imagenes de microscopia electrénica de
barrido es la adhesion de los lactobacilos a los almidones, principalmente es llevado a cabo por
interacciones electrostaticas. Delcour y col. (1999) describen que la pared celular de las
bacterias acido lacticas gram-positivas esta conformada por peptidoglicanos, &cidos
lipoteicoicos, proteinas y polisacaridos. La disminucién del potencial-{ para el caso de la

fermentacion &cido lactica probablemente fue causada por el aumento en la disociacion de
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grupos acido débiles de los polisacéridos de la pared celular y de la produccion de acido lactico

generado, asi como de las proteinas de la superficie (Schar-Zammaretti y Ubbink, 2003).

Por su parte, Crittenden y col. (2001) demostraron que algunas bacterias pueden adherirse al
almidén in vitro (fuera de un organismo vivo). Sin embargo, el papel de la adhesion en el

metabolismo del almidon por bifidobacterias es actualmente desconocido.

Los alimentos probioticos son alimentos con microorganismos vivos (lactobacilos) adicionados
que permanecen activos en el intestino y ejercen importantes efectos fisioldgicos. Ingeridos en
cantidades suficientes, pueden tener efectos beneficiosos como contribuir al equilibrio de la

microbiota intestinal del huésped y potenciar el sistema inmune.

Tabla 5.6. Potencial-" de las fermentaciones evaluadas.

Fermentacion Liquida  Fermentacion Acido Lactica Fermentacion Sélida

Tiempo de Saccharomyces Lactobacillus delbrueckii
Fermentacion cerevisiae subsp. bulgaricus A. oryzae var. oryzae
o Potencial-{ (mV)
Nativo -17.20 +0.02 -15.12 +0.67 ¢ -150 £0.76 @
0 -33.26 +0.54 @
1 -2143 +0.75 ¢
3 -23.71 £0.83 P
6 -25.27 +0.81 &b
12 -35.55 +0.47 b -30.25 +0.91 @
18 -30.12 +0.87 @
24 -44.76 +0.42 ¢© -28.68 +0.96 @ -16.30 +0.98 @
48 -45.75 +0.32 ¢ -17.40 +0.78 @
72 -44.65 +0.52 ¢ -19.50 +1.01 b
96 -42.65 +0.68 ¢d -2240 +1.12 ¢
120 -38.75 +£0.75 b -23.30 £0.98 °©
144 -26.80 +1.15 ¢
168 -37.93 +£0.65 b -30.70 £1.12 ¢
192 -31.60 £1.15 ¢

103



Capitulo Cinco Discusiones Generales

Otro enfoque paraaumentar el nimero de bifidobacterias en la microbiota intestinal es mediante
el uso de prebidticos, son una clase de alimentos funcionales, definidos como: “ingredientes no
digeribles” que benefician al organismo, mediante el crecimiento o actividad de varias bacterias
en el colon, mejorando la salud. Los prebioticos identificados hasta ahora son carbohidratos no

digeribles, incluyendo lactulosa, inulina y una gama de oligosacaridos.

Algunos almidones (almidones resistentes) también escapan a la digestion completa a través del
paso por el intestino delgado y llegan al colon como fuentes fermentables de carbohidratos para
bacterias intestinales. Sin embargo, en modelos animales se ha demostrado que la inclusion de
almidones resistentes en la dieta aumenta la poblacion de bifidobacterias en el tracto intestinal.
Por lo tanto, también se han propuesto a los almidones resistentes como posibles prebidticos

Crittenden y col. (2001).

Se ha desarrollado recientemente una tecnologia de microencapsulacion que implica envolver
bacterias en el nicleo hueco de almidon granular parcialmente hidrolizado, que se encapsula en
un revestimiento exterior de amilosa (Myllarinen y col., 2000). Esta tecnologia esta diseflada
para proteger a las bacterias probidticas de condiciones ambientales adversas durante el
procesamiento, almacenamiento de los alimentos y durante el paso a través del tracto

gastrointestinal superior.
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5.8. Hidrodlisis Acida

En la tabla 5.7 se observa que en los tres casos evaluados conforme aumenta el tiempo de
fermentacion los granulos de AMF fueron menos susceptibles a la hidrélisis &cida. Este
parametro identifica que L. bulgaricus modifica los granulos de AMN produciendo granulos
altamente cristalinos con estructuras bien ordenadas y menos susceptibles a la hidrolisis acida.
Por lo tanto, se pueden estar generando almidones menos digeribles en 24 h de fermentacién en

comparacion con las otras cepas evaluadas.

De acuerdo con la velocidad y la extension de la digestion del almidon in vitro, el almidon se
ha clasificado en tres fracciones principales: (1) almidon rapidamente digerible, que es la
porcion de almidén digerida en los primeros 20 min de incubacion, (2) el almidon lentame nte
digerible, esla porcion de almidon digerido de 20a 120 min y (3) almidén resistente, la porcion

restante que no puede ser digerida mas (Englyst y col., 1992).

Tabla 5.7. Hidrolisis acida de las fermentaciones evaluadas.

. Fermentacion Liquida  Fermentacion Acido Lactica Fermentacion Solida
Tiempo de

Fermelqtacic')n Sai(;?:\:i(;rir;);ces Lacz%%z;'llétsigglr?crljf(:k" A. oryzae var. oryzae

() Hidrolisis Acida (%)

0 3712 +202 2 36.96 +1.43 @ 3468 +1.23 2
1 28.78 + 165

3 2583 £1.73 ¢

6 19.18 +1.42 d

12 3192 +175° 1598 + 159 ©

18 12.83 +1.43 of

24 2693 +1.57 ¢ 937 x121°f 3332 £1.022
48 2372 +162 4 2745 +111°
72 19.73 + 158 ¢ 25.96 +0.98 b
96 1756 +1.38 f 23.93 +087 ®
120 16.96 + 1.15 ¢ 1743 +101 ©
144 1594 +£1.05 ¢
168 16.98 + 0093 h 12.10 +0.95 d
192 11.86 +0.87 ¢
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Ao y col. (2007) obtuvieron almidones lentamente digeribles, los cuales proporcionan una
liberacion prolongada de glucosa (energia) junto con una respuesta glucémica baja. Por lo tanto,
podria tener aplicacion comercial como ingrediente saludable de alimentos procesados.
Actualmente, no existen productos basados en almidon de digestion lenta comercializados en el

mercado de alimentos.
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Conclusiones Generales

El estudio de la caracterizacién fisicoquimica y morfologica de almidon de maiz empleado en
fermentacion con S. cerevisiae, L. bulgaricus y A. oryzae, demostré que los cambios ocurridos
en los granulos de almidon poseen modificaciones que imparten resistencia, estabilidad vy

propiedades reoldgicas deseables.

La fermentacion es un método viable para alterar la estructura de los granulos de almidon de

mafz.

En las tres fermentaciones evaluadas se aprecian cambios severos en las estructuras de los
granulos de almidén de maiz, logrando una desestabilizacion de la estructura hasta alcanzar
rupturas severas. Estos cambios son atribuidos a las enzimas de tipo amiloliticas que producen

los microorganismos empleados en este estudio (S. cerevisiae, L. bulgaricus y A. niger).

Estas enzimas hidrolizan preferentemente las regiones amorfas por ser de cadena lineal lo cual
hace més facil su ruptura, generando un mayor contenido de cristalinidad y una disminucién de
la sensibilidad a la hidrdlisis &cida estricta, esto ocurrio para el caso de S. cerevisiae (38.40 %
cristalinidad 168 h) y L. bulgaricus (37.32 % cristalinidad 24h). A. oryzae es capaz de generar

el 39% de cristalinidad (96 h) en almidon de maiz.

Una ventaja adicional con respecto a las enzimas industriales se basa en la degradacion del
almidén in situ ademas del uso de cepas disponibles comercialmente para su uso en alimentos

y tipo GRAS.
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Por su parte, la fermentacion &cido lactica posee una ventaja adicional, producir &cido lactico,
este logra un efecto positivo en la digestibilidad acida de granulos de almidon, mejorando el

contenido de fracciones de almidén resistentes.

Por otra parte, la fijacion de hongos a la superficie del granulo es un paso importante para

conseguir una fermentacion prolongada de los granulos de almidon.
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Perspectivas

VII. Perspectivas

Las importancias de los estudios de caracterizacion de distintos tipos de almidon han sido
ampliamente investigadas, sin embargo, como se ha enfatizado en este trabajo los estudios de
caracterizacion fisicoquimica de las modificaciones de almidon de maiz mediante el uso de
fermentacion no han sido estudiados a profundidad. Este trabajo muestra tener una aplicacion

biotecnol6gica eficiente en la produccién de alimentos.

Es por esto que se sugiere profundizar en el estudio de las modificaciones estructurales de

almidon de maiz empleando la fermentacion.

Cuantificar las actividades enzimaticas producidas por los microorganismos nos permitira hacer

una relacion de la degradacion de almidén en funcion a la actividad especifica de cada enzima.

La relacion del contenido de amilosa y amilopectina presente en el almidon de maiz durante la

fermentacion es otro parametro que en un futuro pudiera ser determinado.

Por otra parte, es conveniente realizar estudios de modelamiento molecular para evaluar las
interacciones entre la amilosa y amilopectina presentes en el almidén con los metabolitos
secundarios producidos por los microorganismos (por ejemplo, enzimas, etanol, &cido lactico,

lactato, entre otros).

Otro parametro importante es la cuantificacion de biomasa (células, esporas, etc.) durante el

proceso de fermentacion.
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RESEARCH ARTICLE

Structural changes of corn starch during
Saccharomyces cerevisiae fermentation

Isabel Reyes’, Francisco Cruz-Sosa’, Angelica Roman-Guerrero’, E. Jaime Vernon-Carter?
and Jose Alvarez-Ramirez?

1 Departamento de Biotecnologia, Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa, I1ztapalapa, Mexico
2 Departamento de Ingenieria de Procesos e Hidraulica, Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa, |ztapalapa, Mexico

Native corn starch (NCS) dispersions (3% w/v) were inoculated with native (i.e., not genetically
modified) Saccharomyces cerevisiae (2 x 107 cellsmL™), fermented for 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120,
and 168 h at 38°C. It was found that glucoamylases, the amylolytic enzymes produced by native
S. cerevisiae, produced morphological changes in the fermented corn starch (FCS} granules by
attacking in a first stage the fractures around the Malta cross. In the long-term (96 h and higher
times), the starch granules were broken down into fragments of different sizes. The FCS
dispersions were centrifuged and the precipitates were subjected to different analyses. XRD
analysis indicated that while the crystallinity of the unfermented NCS was 32.82%, crystallinity
progressively increased to a maximum of 40.94% for the FCS after 96 h. The FTIR absorbance
ratio 1047 cm™/1022 cm ™! remained nearly unchanged during the first 96h of fermentation,
suggesting that the short-range crystallinity linked to double-helices was unaffected. Thermal
analysis data showed that FCS exhibited gelatinization temperature range and enthalpy maxima
after 96h of fermentation. The FCS obtained at different fermentation times, were subjected to
stringent hydrolysis conditions. Longer fermentation times resulted in diminished hydrolysis
percentage of FCS. Overall, the results of this work show that the fermentation of NCS with
native S. cerevisiae for given specific times can induce structural changes in the fermented
granules, leading to positive improvement of some properties, such as increased crystallinity,
lower susceptibility to hydrolysis, and enhanced thermal properties.
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1 Introduction the chemical modifications widely used are sylilation [1],
carbamation [2], esterification [3], etherification [4], polymer

Starch, a natural, renewable, and sustainable material, is rarely grafting [5, 6], and acidic hydrolysis [7]. Given the potential

used in its native form. For adjusting its properties, starch is
commonly subjected to a huge diversity of morphological and
functional modifications. The objective of the modifications is
to induce ad hoc changes in the physicochemical properties of
the starch to be used in a wide domain of applications. Among
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hazards in the consumption of foodstuffs containing
chemically modified starch, physical treatments have been
proposed as a reliable alternative. Studies have shown that
ultrasound influenced the functional properties of starch
causing an increase of fat and water absorption, lower gelling
concentration (except potato starch}, solubility and swelling
power, and a decrease of starch paste viscosity [8]. Heat-
moisture treatment affected thermal parameters of gelatiniza-
tion and gel hardness of starches [9].

Enzymatic treatment has been considered in the recent
years for starch modification because of the high specificity

Color online: A colour version of the publication can be viewed
online.
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of the enzymatic action. For instance, fungal a-amylase or
amyloglucosidase have been used for obtaining porous
starch granules at sub-gelatinization temperature [10]. Also,
dual enzyme (glycogen branching enzyme and amylo-
sucrase) treatment has been proposed for obtaining slowly
digestible starch [11]. It has been shown that treatment with
1,4-a-glucan branching enzyme is able to retard the short-
and long-term retrogradation of corn starch [12]. The
combined modification by enzymatic hydrolysis and thermal
treatment of starch increased the formation of resistant
starch (RS), showing an increase in water absorption and
water solubility indexes and a decrease in swelling power [13].
Recently, the evolution of the molecular, mesoscopic, and
microscopic structure of corn starch granules treated with
amylase digestion was reported [14, 15], showing that the
hydrolysis process is controlled by restricted diffusion of
enzymes within the granular microstructure.

The use of enzymes for starch treatment is highly
efficient and specific, with important potential in industrial
applications. A drawback of the use of enzyme for starch
treatment is the cost increments that might be prohibitive for
competitive applications. Likewise, it has been argued that
residual enzymes (e.g., amylases} in foodstuffs might cause
consumers to suffer respiratory allergy and dermatitis side
effects [16—18]. In this way, accurate design and tight control
of food processing involving industrial enzymes is com-
monly required. An alternative to the use of industrial
enzymes relies on the treatment with natural enzymes
carried by flours or in situ produced by modified fungal and
yeast strains. It has been shown that fungal and yeast
enzymes of rice leaven can increase the adsorption
capacity [19], and modify the digestibility and crystallinity
of residual rice starch granules [20]. Eventually, the modified
rice starch can be used for encapsulating probiotics or as
food additive for reducing the metabolic syndrome [21].
Although natural (i.e., native) yeast can produce a rich
diversity of enzymes, the production rate is usually too slow
for industrial applications. In this regard, engineered yeast
strains have been proposed for accelerating starch modifica-
tion [22]. Surface-engineered yeast strain co-displaying
glucoamylase and oa-amylase has been explored for the
direct production of ethanol from native corn starch [23].
Further applications include biofuel [24], terpenoid [25], and
muconic acid production [26], among many others. However,
the use of genetically engineered yeast strains in food
matrices should be handled with some care given the lack of
a complete understanding of potential side effects
[17, 18, 27]. Besides, most consumers prefer products
tagged as natural and organic, in which genetically modified
components were not involved in their manufacture.

Yeast strains, mainly native Saccharomyces cerevisiae
tagged as a generally recognized as safe (GRAS) medium
by the Food and Drug Administration (FDA}, are widely used
in the food industry for the production of bread and brewing

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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products. S. cerevisize makes use of available sugars (e.g.,
maltose and sucrose} for producing alcohol and CO,.
Specifically, S. cerevisiae is used for stable ethanol production
and baking around the world, but lacks the full range of
amylolytic enzymes, mainly o- and B-amylase, involved in
the breakage of starch chains to glucose. As a matter of fact,
yeast has only two genes for amylases; namely, YILO9IW
(SGA1) and YIR019C (FLO11, MUCI, and STA4}, and both
are a-glucoamylases (EC:3.2.1.3) [28]. Besides, the produc-
tion of a-glucoamylases is relatively slow to be used in fast-
processing of food products.

Under the presence of insoluble starch chains and sugar
deficiency, native S. cerevisige is able to undergo a relatively
slow adaptation for producing a-glucoamylases, and, in this
way, to break down the starch chain to produce an accessible
substrate (e.g., glucose). It is interesting to note that the
molecular mechanisms underlying starch chain degradation
by a-glucoamylases are not clear atall, and only recently have
been studied from the theoretical standpoint [29]. On the
other hand, fast production of amylolytic enzymes should
lead to liquefaction of starch dispersions as the starch chains
are quickly broken down. This is a desirable feature for, e.g.,
ethanol production at industrial scales where the sugar
availability is often the limiting step in the reaction pathway.

Recently, Shrestha et al. [14, 15] studied the structural
evolution of corn starch granules induced by amylase
enzymes. In contrast, the aim of this work was to evaluate the
evolution of the morphological, structural, and functional
properties of corn starch granules, under more slow
modification rates, as those induced the a-glucoamylases
of native S. cerevisiaze at sub-gelatinization temperature of
38°C (i.e., optimum growth temperature for S. cerevisiae).

2 Materials and methods
2.1 Materials

A commercial native S. cerevisige strain (Saftbrew s-33;
emulsifier E491, Fermentis, Marcq-en-Barceul, France} was
used for fermentation. This yeast strain was not genetically
engineered, so that the strain does not have the ability of
producing amylase. Native corn starch (NCS; S$-4126,
amylose content of 25.03+0.62g 100g™") was purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Yeast extract,
peptone and dextrose (BD BIOXON, Mexico City, Mexico},
and hydrochloric acid (36.5-38.0% HCI basis ACS reagent;
product no. H7020, Sigma-Aldrich) were also employed.
Deionized water was used in all experiments.

2.2 Inoculum preparation

For inoculum preparation, 1g of dry yeast was hydrated in
10 mL of deionized water. Yeast extract, peptone and dextrose
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(YPD) culture medium (10gL™! yeast extract, 20gL™*
peptone, and 20 g L™! dextrose) was placed in shake flasks
(250mlL) adjusting the pH to 4.5. The medium was
incubated at 38°C and 200rpm overnight, yielding
1x 1077 cellsmL™". Aliquots from this culture were used
to inoculate starch fermentation trials.

2.3 Fermentation conditions

8 Erlenmeyer flasks (250 mL} containing native corn starch
(NCS; 3% w/v) dispersions were inoculated with 2 x 107
cellsmL ™" of the S. cerevisiae. The flasks were gently stirred
in a shaking water bath at 200 rpm, at 38°C for up to 168h.
The NCS and fermented corn starch (FCS,) samples were
withdrawn at different times (0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, and
168h; x stands for fermentation time), and centrifuged
(6000 x g} for 10 min. The precipitates were oven-dried at
30°C until constant weight was achieved (~ 24 h}, put into
desiccators with a silica-gel bed at the bottom as adsorbent,
until required for analysis.

2.4 Polarized light microscopy and droplet size

Polarized light microscopy was used to examine the
morphology of NCS and FCS,, dispersed in deionized water
(3% w/v). Samples were placed on viewing slides, upon
which cover slips were gently placed. An Olympus BX45
microscope (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) was
used and images were captured with Carl Zeiss AxioCam
ERc 5s camera. The mean number-length diameter (d, o} of
the NCS and FCS,, was estimated by image analysis of the
dispersions micrographs by means of the Zen-2012 software
package (Carl Zeiss Microscopy GmbH). Selected micro-
graphs at 100 are shown.

2.5 Scanning electron microscopy (SEM)}

A JSM-7600F model scanning electron microscope (Jeol Co.,
Ltd., Tokyo, Japan) with the LM mode at 15kV accelerating
voltage was used to investigate the microstructural properties
of the NCS and FCS,. The samples were mounted on carbon
sample holders using double-side sticky tape and sputtered
with about 20 nm of gold using a Denton Vacuum DESK IV
device. Micrographs at 5000 x magnification are presented.

2.6 X-ray diffraction (XRD}

A Bruker-AXS Model D8 Advance diffractometer (Bruker AXS
GmbH, Karlsruhe, Germany) coupled to an X-ray diffraction
copper anode tube was used to obtain the X-ray diffraction
patterns of the NCS and FCS,, which were recorded with a
scintillation counter. A nickel filter selected the Cu K, radiation
(. =1.543} and a secondary beam graphite monochromator
was operated at 35 kVand 25 mA. Intensities were measured in

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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the 10-30° diffraction angle range with a 0.03° step size and
measuring time of 0.6s per point.

2.7 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR}

The infrared spectra of NCS and FCS, were recorded on an
FTIR spectrophotometer (PerkinElmer FT-IR Spectrometer
Frontier}. The samples were then subjected to attenuated total
reflectance (ATR) spectroscopy in the range 0f 1200-900 cm ™.

2.8 Thermal characterization

The thermal properties of the NCS and FCS, dispersions
(5w/v) in deionized water were analyzed by differential
scanning calorimetry (DSC} (TA Instruments, Q1000, New
Castle, DE, USA)} previously calibrated with indium. Samples
(2.5 mg) were hermetically closed in aluminum pans and
heated in a calorimeter from 25 to 150°C at constant rate
10°C min™". An empty aluminum pan was used as reference.
Temperatures (T, — onset, T, — peak, T. — conclusion) and
enthalpy of thermal transitions (AH, ] g™*) were determined
with the use of instrument’s software Universal Analysis
2000 (New Castle, DE, USA}.

2.9 Apparent viscosity

NCS and FCS, gelatinized dispersions were prepared by
dispersing the 5% w/v of precipitate in deionized water. The
dispersions were gently stirred and heated at 90°C for 20 min
to allow complete gelatinization of the starch granules. The
gelatinized dispersions were then cooled down to room
temperature. The apparent viscosity of NCS and FCS,
dispersions was determined with a dynamic oscillatory
Kinexus Pro rheometer (Malvern Instruments, Ltd., Wor-
cestershire, UK}, with a cone-plate geometry, in which the
rotating cone was 40 mm in diameter, and cone angle of 4°
with a gap 0f 0.15 mm. About 1.6 mL of sample was carefully
placed in the measuring system, and left to rest for 10 min at
25°C for structure recovery and temperature equilibration.
Flow curves of the gelatinized dispersions were determined
by applying an increasing shear rate from 0.1 to 100s™" and
the apparent viscosity at a shear rate of 15~ is reported.

2.10 ¢-potential

The ¢-potential of NCS and FCS,, dispersions (1% w/v) in
deionized water was measured with a Zetasizer-Nano ZS
(Malvern, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcester-
shire, UK).

2.10 Acidic hydrolysis

NCS and FCS, (15 g, dry basis} were dispersed by stirring in
an aqueous hydrochloric acid solution (100mlL, 1M}, and
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kept at 38°C. After 2h, the reaction was stopped by cooling
down at 4°C and centrifuging at 6000g for 10min for
recovering non-hydrolyzed material. The precipitates were
washed in deionized water until neutral pH was reached, air-
dried at 35°C for 24 h, and stored in a scaled glass container
at 4°C. The hydrolysis conversion was computed as the
percent of precipitated and dried solids relative to the initial
starch solids.

2.11 Statistical analysis

Analyses were carried out in triplicates from three indepen-
dent experiments carried out using a randomized experi-
mental design. Data were subjected to simple classification
analysis of variance and to Tukey’s mecans comparison
analysis. Significance was established at p<0.05. Data
analysis were done using SAS software 9.3 (SAS Institute,
Inc., Cary, NC).

3 Results and discussion

Figure 1 presents the growth curve of the S. cerevisiae
culture after 12h (overnight) propagation. The growth
kinctics showed a typical S-shaped profile, with a lag phase
lasting about 2h and a maximum cell population of about
13.0 x 107 counts mL %, The cells were harvested in the late
log phase and used for inoculating the corn starch
dispersions (3% w/v).

3.1 Morphology
Figure 2a—¢ presents polarized light microscopy images of
corn starch granules at increasing fermentation times. NCS

(Fig. 2a) exhibited a typical ellipsoidal morphology where the
Malta cross is clearly delincated. The FCS,4y, (Fig. 2b) shows

14
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Figure 1. Overnight growth kinetics of S. cerevisiae used for the
fermentation of corn starch granules.
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that fractures appear around the Malta cross, whose
definition commences to blur, and erosion at the granule
circumference is noticed. Tigure 2c¢ shows that for the
FCS.s1, granules deeper fractures about the Malta cross
region were developed. This morphological effect cannot be
attributed to granule swelling since the fermentation took
place at sub-gelatinization temperature (38°C). Images of
granules (not shown) in the absence of S. cerevisige using the
same processing conditions (time, temperature, and stir-
ring), did not show fractures or severe disruption as in
Tig. 2¢. As fermentation time proceeded, TCSoqy, granules
became highly disrupted, loosing structural integrity, and the
Malta cross is no longer discernible (Fig. 2d). After 120h of
fermentation, the FCSjy0; granules became fully frag-
mented (Fig. 2e).

SEM images also permitted to monitor the morphological
changes induced by S. cerevisiae fermentation on the corn
starch granules. Figure 2f illustrates the shape of unfer-
mented NCS granules, showing a clear definition of the
hilum (i.e., organization center) linked to the Malta cross.
The granule surface is rclatively smooth without visible
fractures or erosion. The FCS,,; granule appears as a
deflated balloon (Fig. 2g), and after 48h fermentation
(FCS.s1) fractures and eroded regions are appreciated
(Fig. 2h). In Fig. 2i it can be scen that the integrity of the
FCSos1, was further disrupted, with more by severe crosion
and fractures taking place, leading to a formation of a porous
network evidenced as small holes in the granule surface.
Similar erosion patterns were obtained for rice starch
granules subjected to the amylolytic action by natural
enzymes from rice leaven [20]. Figure 2j shows that FCSyy01,
granules became fragmented. In fact, Fig. 2j shows a granule
fragment that appeared as a shell of the original structure.

Native starch granules are complex structures formed by
radially oriented amorphous growth and semicrystalline
regions organized about the hilum. While most part of the
starch granule seems to be a robust structure with smooth
surface, the hilum appears commonly as a relatively
disorganized region with some fractures, displaying the
Malta cross under polarized light images. Images in Fig. 2
indicated that the granule disruption by the S. cerevisiae
fermentative action started around the hilum fractures,
which are the less organized region of the native starch
granule. After an adaptation period, S. cerevisiae was able to
produce a-glucoamylases that attacked this vulnerable
region located around the Malta cross. Although the granule
surface was also eroded by the amylolytic enzyme,
the amorphous growth regions within the granule body
are more susceptible to degradation by a-glucoamylases. The
fracture passing through the hilum in native starch granule
allowed the diffusion of amylolytic enzymes [30]. Eventually,
at relatively long fermentation times, the starch granule is
cracked down, leaving only a sort nut shell. The activity of the
native S. cerevisiae offers a slow degradation of the corn
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Figure 2. (a)-(e) Polarized light microscopy and (f)—(j)
SEM images of native (a) and fermented corn starch
granules (24, 48, 96, and 120h) with native
S. cerevisiae.

starch granule, lasting about 190h. In contrast, direct 3.2 Mean number-length diameter (d4 o)

amylase activity is much faster, with starch hydrolysis

reaching about 90% within 8h [14, 15]. In addition, Erosion and fracture of FCS granules led to important
diffusion-controlled superficial and porous erosions are changes in their size. To evaluate these changes, the mean
the dominating mechanisms involved in the degradation of number-length diameter (i.e., linear diameter) was moni-
starch granules by amylase activity (Fig. 2 in [14]). tored. The results are shown in the first column of Table 1.
© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.starch-journal.com
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Table 1. Physicochemical and morphological changes of corn starch granules produced by S. cerevisiae fermentation time
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Fermentation dyg (pm) Crystallinity (%) Absorbance {-Potential {mV) Viscosity at 1.0s ' (Pas) Twao-hours acid
time (h) ratio hydrolysis {%)
1022/1047
] 17.31 + 0.73* 32.82 + 150° 0.68 + 0.06° ~33.26 + 0.54° 14.76 + 0.23° 37.12 + 2.02°
12 17.27 + 0.72° 33.20 + 1.26° 0.72 + 0.04* —36.55 + 0.47° 13.21 + 0.35° 31.92 + 1.78°
24 17.12 + 0.81° 37.99 + 1.658° 0.69 + 0.03*" —44.76 + 0.42° 1378 + 0.28* 26.93 + 1.57°
48 16.68 + 1.32° 38.13 + 1.77°¢ 0.70 + 0.03° 4575 + 0.32° 12.23 + 0.26" 2372 + 1.62¢
72 16.06 + 1.65*° 39.28 + 1.56° 0.69 + 0.04° 44.65 + 0.52° 1.27 + 0.32° 19.73 + 1.58°
96 15.28 + 1.72° 40.94 + 1.58° 0.68 + 0.03"° 42.65 + 0.68%° 9.65 + 0.35° 17.56 + 1.38"
120 1451 + 1.86° 39.14 + 1.49°¢ 0.66 + 0.03"° —38.75 + 0.75¢ 7.68 + 0.24% 16.96 + 1.159
168 13.09 + 1.56°° 38.40 + 1.56° 0.64 + 0.04° —37.93 + 0.65° 6.97 + 0.24° 16.98 + 0.93"

Means (+ standard deviation) in a column followed by different letters are significantly different (p < 0.05).

The diameter decreased as the fermentation time increased
as consequence of surface erosion and granule fragmenta-
tion induced by amylolytic enzymes. The size reduction was
accompanied by increasingly large standard deviations,
reflecting the diversity of granular structures formation.
Interestingly, the largest standard deviations occurred within
a fermentation time interval of about 72-120h, which
corresponds more or less to the severe erosion, fracture and
fragmentation phenomena observed around the hilum
region in Fig. 2c—e.

3.3 Changes in crystallinity during fermentation

X-ray diffractions patterns are shown in Figure 3. Native corn
starch exhibited a typical A-type XRD pattern, with main
peaks at 15.12, 17.17, 18.05, and 23.0 26-degrees [31]. The
TCS, showed the same XRD pattern, indicating that the
starch crystalline structure was not altered by the fermenta-
tive action of the S. cerevisizge. The change of the relative

Native

— 24 hours
—— 96 hours
—— 168 hours)

N A
”‘”\w\w«‘.ﬂm
I M Ml
AAWYY

R elative Intensity (a.u.)

Diffraction Angle, 26 (degrees)

Figure 3. X-ray diffraction patterns for native and fermented corn
starch {24, 96, and 168 h) with native S. cerevisiae. Vertical lines
denote distinctive peaks of Type-A crystallinity.

& 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

crystallinity of the NCS and FCS,, is presented in the second
column of Table 1. The crystallinity of the NCS was about
32.82% and increased to a maximum value for FCSggy, and
decreasing with further fermentation time to 38.40% after
168 of fermentation. The initial increase in crystallinity
with fermentation time supports the postulate that «-
glucoamylases produced by the S. cerevisige attacked
preferably the amorphous regions of the starch granule.
Similar results were reported by Zhang et al. [32], showing
that crystallinity of treated starch with «-amylase and
amyloglucosidase increased slightly. Also, Li et al. [19]
showed that amylolytic enzymes from rice leaven increased
the crystallinity of rice starch. Tt was suggested that although
wa-amylase simultaneously attacks the crystalline and
amorphous regions, the latter is more susceptible to
amylolytic digestion than the former [14]. In this sense,
the evolution of the crystallinity under the slow activity of S.
cerevisiae showed a behavior similar to that exhibited when
direct treatment with amylase was considered.

It has been pointed out that S. cerevisiae is capable of
producing glucoamylases [28], which can hydrolyze the
terminal 1,4-linked «-p-glucopyranosyl residues from the
non-reducing ends and 1,6-a-p-glycoside bonds at the
branching points of starch molecules. The specific activity
of glucoamylase toward the 1,4-linkage is much higher than
for the 1,6-linkage [33]. The amorphous regions of the starch
granules are composed mainly by amylose chains and the
branching point regions of the amylopectin chains. Amylose
chains are found in the central part of the granule and
between the crystal lamellae. On the other hand, the
crystalline regions are composed by double helices packed
into crystalline lattices [34]. In the carly stage of the
fermentation, the amorphous regions in the central regions
(i.e., hilum) were hydrolyzed by glucoamylases, leading to
break down and fragmentation of starch granules (Fig. 2). As
a consequence, the fractured granules were more susceptible
to enzymatic hydrolysis of the inner amorphous regions,
leading to increased crystallinity content. In the long term,
after about 120h of fermentation, the crystalline regions
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were also largely affected by enzymatic fragmentation, which
produced a slight decrease of the relative crystallinity. A
similar pattern of crystallinity change was observed for acidic
hydrolysis of corn starch [7] where 11,804 (3.6M, 35°C)
hydrolyzed primarily the amorphous regions to achieve a
maximum crystallinity content of about 42.5% within the
first 2-3 days of treatment. Blazek and Gilbet [35] have
pointed out that the existence of granular pores and channels
and physical penetrability of the amorphous growth ring
affect the accessibility of the enzyme to the substrate.
Enzymatic or acidic hydrolysis enlarged the porous network
of the granule (Fig. 2i), which in turn enhanced the transport
of the hydrolyzing agent, hence the increased rate starch
chain fragmentation.

3.4 FTIR analysis

Tigure 4 presents the TTIR spectra in the range
1200-900cm ! of NCS and FCS,. The IR absorbance bands
at 1047 and 1022cm™" are linked to crystalline and
amorphous structures of starch, respectively. In this way,
the absorbance ratio 1047cm '/1022cm ' has been
proposed as an index of the ordered crystalline domains
to amorphous domains in starch. The third column in
Table 1 presents the variation of the absorbance ratio
1047 cm™"/1022cm™" with the fermentation time. The
absorbance ratio of FCS;,), showed a slight increase respect
that of NCS, but FCS,4, showed a slight decrease respect
that of FCSq2y. Absorbance ratio remained stabilized at
about 0.69 up to 96 h fermentation time (FCSqg},), showing a
steady decrease at longer fermentation times, reaching a
value of 0.64 for FCS;4g1, which was even smaller than that
displayed by the NCS. While XRD patterns reflect the long-
range ordering of crystalline packing, the absorbance ratio
1047 cm™'/1022 cm ! reflects mainly the short-range order

Native

— 24 hours
—— 96 hours
— 168 hours

Absorbance (a.u.)

T T T T T
1200 1150 1100 1050 1000 950 900

Wavenumber (cm ™)

Figure 4. FTIR diffraction patterns native and fermented corn
starch (24, 96, and 168 h) with native S. cerevisiae.
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by double-helices arrangements. The results in Table 1
suggest that in the first stage, the amylolytic enzymes
produced by native S. cerevisivge were unable to destroy the
compactly packed double-helices structures, focusing mainly
on the linear and branched chains available in the hilum
fractures. As the granule structure was severely disrupted,
the double-helix structures were exposed to the attack of a-
glucoamylases. This effect was reflected as an important
decrease in the absorbance ratio of FCSy401, and FCS4g1.

3.5 Thermal properties

Endothermic flow patterns of NCS and FCS, are shown in
Fig. 5. The NCS showed a gelatinization peak temperature
of about 71.5°C, which is in the range of reported values for
normal corn starch [36]. As indicated in the Sub-Section
2.3., the FCS, were oven-dried at 30°C for 24h until
constant weight was achieved, meaning that the samples
also contained S. cerevisize cells. Although the yeast is
inactive after drying, it has the ability of recovering its
activity under suitable conditions. In this way, the yeast
exhibited a thermal response that combined with the
thermal response of FCS granules. Figure 5 also presents
the endothermic flow pattern of pure yeast dispersion,
showing two temperature peaks at about 55.0 and 105.0°C.
The meaning of these peaks is not clear at all since the
thermal properties of yeast dispersions have not been
systematically studied. The second peak could be reflecting
the lysis of S. cerevisiae, starting at about 90°C and ending at
about 105°C. On the other hand, the first endothermic peak
could be reflecting the process of activation-inactivation of
S. cerevisiae as function of temperature. Beney et al. [37]
found that a slow linear increase (not higher than
0.5°C/min) from 25 to 50°C allowed an increase in the
of S 50°C. Further

thermo-tolerance cerevisige at

v

Endothermic Heat Flow (mW)

-40 4
/ Yeast
\/ — Native
/ — Native + Yeast
-60 ——72 hours
T T T T T
20 40 60 80 100 120 140

Temperature (°C)
Figure 5. Endothermic flow patterns for yeast, native corn starch,

native corn starch + yeast, and fermented corn starch (72 h) with
native S. cerevisiae.
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temperature rising induced a fastincrease of yeast mortality. It
is apparent that the firstendothermic peak was the result of the
yeast activation and the subsequent deactivation mechanism.
Although this is an interesting issue deserving detailed
analysis, it is beyond the scope of this work.

Figure 5 also presents the endothermic flow pattern for
NCS + S. cerevisiae cells. The yeast presence modified the
endothermic flow pattern, although the gelatinization peak
temperature was not affected. The first peak endothermic
area was enlarged to the left by the yeast presence, masking
in this form the temperature onsect. Interestingly, the
conclusion temperature was not affected since the onset
temperature of the second yeast peak was far beyond the
endset temperature of the starch dispersion. A tight
computation of the thermal properties should consider
the effect of the yeast contained in the dried starch sample.
As a rough approach, it can be considered that the yeast
culture during fermentation achieved a nearly constant
population. By doing this, the thermal properties of the
NCS and FCS,, are presented in Table 2. The results showed
that the melting temperature range T, — T, increased as the
fermentation time increased (p>>0.95), reflecting that the
fermented starch granules exhibited a more heterogeneous
morphology than NCS (Fig. 2). The gelatinization enthalpy
also increcased with the fermentation time, indicating that
the structure of the residual FCS, granules was more
ordered than that of the NCS. Even though, the gelatiniza-
tion enthalpy showed a slight decrease after 120h,
indicating the deterioration of the internal ordering.
Utrilla-Coello et al. [7] found a parabolic relationship
between gelatinization enthalpy and relative crystallinity for
corn starch hydrolyzed with H,SO4 (3.6M, 35°C). The
fragmentation of the starch granules induced by the
hydrolysis generated a large amount of granular fragments
and debris with a diversity of crystalline structures, reflected
by the wider gelatinization temperature range. In the long-
term, after about 120 h of fermentation time, the structures
were refined by the further action of amylolytic enzymes in
double-helices packs.

Anexos
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Figure 6. Apparent viscosity as function of the shear rate for native
and fermented corn starch (24, 96, and 168h) with native S.
cerevisiae.

3.6 Apparent viscosity

The apparent viscosity-shear rate response of NCS and FCS,,.
gelatinized starch dispersions (5% w/v) are presented in
Fig. 6. The apparent viscosity decayed with the shear rate,
indicating a typical shear-thinning behavior of the starch
gels. The apparent viscosity experimental behavior within
the shear rate range studied was described by a power-law
function Napp = Kay™ 1, where y is the shear-rate, K, is the
flow consistency index, and n is the flow behavior index
{n =1 for Newtonian fluids and n < 1 for shear-thinning
fluids). The fitting (R? = 0.96) of the experimental data
showed that n = 0.71 4 0.02 for all cases.

During gelatinization, amylose and amylopectin chains
are leached out from granules, forming a highly viscous
continuous matrix. Insoluble remnants, called ghosts,
become dispersed in the continuous matrix, forming a
microstructure with complex rheological response [38]. The
apparent viscosity exhibited by gelatinized starch dispersions

Table 2. Evolution of the thermal properties of fermented corn starch at different times with S. cerevisiae

Fermentation time {h) 7, (°0) T, (°C . (°C) L.—T, (°C) AH Ulg)
Native 57.65 + 0.32° 72.16 + 0.26" 86.13 + 0.92° 2791 + 0.25 7.65 + 0.31°
12 57.02 + 0.45° 71.45 + 0.25° 86.17 + 0.53° 29.15 + 1.17 7.54 + 0.34°
24 56.35 + 0.33° 72.36 + 0.10*° 84.42 + D.45° 29.07 + 0.87 9.68 + 0.66°
48 56.98 + 0.58*° 73.72 + 0.13° 88.65 + 0.89° 3167 + 1.16 8.88 + 0.58%°
72 55.34 + 0.74° 7453 + 0.24° 89.80 + 0.42° 3456 + 0.76 11.35 £ 0.36°
96 57.55 + 0.34" 74.12 + 0.16° 92.53 + 0.15° 34.98 + 0.86 12.85 + 0.47°
120 58.86 + 0.91° 74.06 + 0.23° 89.32 + 0.34° 3046 + 1.12 .14 + 0.76%¢

168

58.27 + 0.83°

73.63 + 0.12°¢

91.78 + 0.41%¢

3251 £ 0.78

10.36 + 0.54°¢

7., onset temperature; 7, peak temperature; 7., conclusion temperature; AH, enthalpy; AT (7. - T,), gelatinization temperature range.
Means (+standard deviation) in a column followed by different letters are significantly different (p <0.05).
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depends strongly on chain length and ramifications degree
of leached starch chains. In particular, the reduction of short-
chain amylose affects largely the viscosity of starch gels [39].
The results in Fig. 6 indicate that the fermentation by native
S. cerevisiae affected the configuration starch chains via
enzymatic hydrolysis. That is, amylolytic enzymes led to a
partial fragmentation of starch chains, which in turn
produced weaker gels with reduced apparent viscosity.

3.7 ({-potential

NCS exhibited a negative ¢-potential of relatively small
magnitude (about —17.2 mV}). NCS + S. cerevisiae displayed a
¢-potential magnitude of about —33.26mV. Narong and
James [40] reported ¢-potential values of about —12.0 mV for
yeast at pH 7. The ¢-potential of dispersions reflects surface
chemical properties and interaction between particles. In
this way, the difference of the ¢-potential value for mixed
yeast-starch dispersions suggests weak electrostatic inter-
actions between yeast and starch granules. Table 1 presents
the ¢-potential values of NCS and FCS,. At low ¢-potential
values, there is a tendency of yeast cells to aggregate into
compact colonies [40]. In the early fermentation stages, the
¢-potential values steadily increased to a maximum value of
—45.75mV after 48h of fermentation (FCSusy), that
remained non-significantly different up to 96 h of fermenta-
tion, reflecting an increase in the double layer repulsion
term. In this way, the yeast compact colonies were
disaggregated, allowing them cover larger granules surface
area, reaching more easily the Malta cross fractures, and
causing a more extensive brake down of the starch granules
(Fig. 2). Longer fermentation times (120-168h) caused a
significant decrease in the ¢-potential values that are
puzzling, but might have been caused by a shielding effect
due to positive surface charges carried by the increasing
proliferation of fragmented structures and debris formed.

3.8 Acidic hydrolysis

The results of the acidic hydrolysis advance (HCI 1.0 M, 38°C})
after 2h are presented in Table 1. The NCS presented a
hydrolysis advance of about 37.12%, which decreased to a
constant value of about 17.0% for FCS;50n and FCSjeen
(Table 1). These results are in close agreement with those
found for the crystallinity percentage (Table 1). In fact,
crystalline structures are less susceptible to attack by acidic and
enzymatic digestion. Zhang et al. [20] found that incubation
with amylolytic enzymes changed the digestibility properties
of rice starch by decreasing the fraction of rapidly digestible
starch (RDS), increasing the fraction of slowly digestible starch
(SDS). The side-by-side digestion mechanism [41] states that
granules of A-type starches contain channels connecting the
central region to the granule surface. During fermentation, the
enzymes migrate into the starch granules through channels to

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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initiate hydrolysis (preferably at amorphous regions). The
limited acidic hydrolysis of starch arose as consequence of
granules fragments with increased crystallinity and reduced
porosity. Under these conditions, the rate of acidic hydrolysis is
limited by the transport of protons inside the starch structure.

4 Conclusions

This work explored the use of native (i.e., not genetically
engineered) S. cerevisiae strain for modifying the microstruc-
ture of corn starch granules. The underlying idea was that
native S. cerevisiae is limited to the slow rate production of «-
glucoamylases in such way that the hydrolysis of starch chains
can be carried out under controlled conditions. A further
advantage over industrial enzymes relies on costs since native
S. cerevisige strains are commercially available everywhere at
inexpensive prices. The incubated starch granules were
analyzed with FTIR, XRD, and DSC methods to show that
amylolytic enzymes from native S. cerevisiae hydrolyze
preferably the amorphous regions of starch granules, resulting
in increased crystallinity content and reduced susceptibility to
stringent acidic hydrolysis. These features were also reflected
in the apparent viscosity of gelatinized starch dispersions,
which showed a reduction of around 50% after 120h of
fermentation. Overall, the results reported in this work
suggested that the use of standard yeast strainsis a viable way to
modify the microstructure of starch granules oriented to
digestibility and viscosity of starch pastes.
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“Dios no te hubiera dado la capacidad de soriar
sin darte también la posibilidad de convertir

tus suenos en realidad”

Hector Tassinari
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 15:00 horas
del dia 1 del mes de febrero del afo 2017 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Autoéonoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DRA. MARIA DEL CARMEN FAJARDO ORTIZ

DRA. MARIA EVA RODRIGUEZ HUEZO

DRA. LANDY HERNANDEZ RODRIGUEZ

DRA. MARIA DEL CARMEN HERNANDEZ JAIMES
Bajo la Presidencia de la primera y con caracter de
Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacidn de la
Disertacién Publica cuya denominacién aparece al margen,

para la obtencién del grado de:
DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA
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y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autdnoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
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