
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA  

UNIDAD IZTAPALAPA 
 

POSGRADO EN BIOTECNOLOGÍA 

 
 

TRANSFORMACIONES MORFOLÓGICAS Y FISICOQUÍMICAS DE 

ALMIDÓN DE MAÍZ POR FERMENTACIÓN CON Saccharomyces 

cerevisiae, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y  

Aspergillus oryzae var. oryzae  

 

T E S I S 

 para obtener el grado de 

Doctora en Biotecnología 

 
P R E S E N T A 

Maria Isabel Reyes Arreozola 

 

Directores 

Dr. Francisco Cruz Sosa 

Dr. José de Jesús Álvarez Ramírez 

Asesora: 

Angélica Román Guerrero 

Ciudad de México. 1 de Febrero del 2017.   



El Doctorado en Biotecnología de la Universidad Autónoma Metropolitana está incluido en el 

Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del Consejo Nacional de Ciencia y 

Tecnología (CONACYT), con la referencia 001466. 

 

Esta tesis se realizó en el Laboratorio de Bioprocesos del Edificio W-107 del Departamento de 

Biotecnología de la División de Ciencias Biológicas y de la Salud, Universidad Autónoma 

Metropolitana, bajo la dirección de Dr. José de Jesús Álvarez Ramírez, Dr. Francisco Cruz Sosa 

y Dra. Angélica Román Guerrero. 

 

El trabajo experimental se llevó a cabo con el financiamiento del Consejo Nacional de Ciencia 

y Tecnología (CONACYT) a través del proyecto número 236500 de Ciencia Básica. 

 

Se agradece al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) por la beca otorgada a 

María Isabel Reyes Arreozola con número de apoyo 353293 para la realización de esta 

investigación.  

 

 

 

 

 

 

 





  Agradecimientos 
 

 
 

I 
 

Agradecimientos 

Al Dr. Jaime Vernon Carter, responsable del laboratorio W-107 por el apoyo, asesoramiento, 

revisión y financiamiento brindado para la realización de este trabajo. Gracias por permitirme 

formar parte de un excelente equipo de trabajo.  

Al Dr. José de Jesús Álvarez por la dirección y apoyo brindado para la realización de este 

trabajo. Gracias por darme la oportunidad de lograr esta meta en mi vida, por confiar en mí y 

por compartir sus conocimientos y enseñanzas.  

Al Dr. Francisco Cruz Sosa y Dra. Angélica Román, gracias por apoyarme en todo momento,  

por aceptarme como su alumna, por su asesoramiento y revisión en la realización de este trabajo. 

Agradezco a la Dra. María del Carmen Fajardo Ortiz, Dra. Ma. del Carmen Hernández Jaimes, 

Dra. María Eva Rodríguez Huezo y a las Dra. Landy Hernández Rodríguez por su tiempo 

dedicado a la revisión de este trabajo, sus valiosos comentarios y sugerencias que me brindaron. 

Agradezco a la Dra. Gabriela Rodríguez Serrano y al Dr. Jesús Gerardo Saucedo Castañeda por 

las cepas proporcionadas para la realización de esta investigación.  

Agradezco al Laboratorio Central de Microscopia Electrónica de la UAM-Iztapalapa y a la Dra. 

Patricia Castillo por su apoyo brindado para realización de las imágenes que se muestran en la 

presente investigación. 

Al Dr. Víctor Hugo Lara Corona gracias por apoyarme en la realización de los estudios de 

difracción de Rayos-X. 



  Agradecimientos 
 

 
 

II 
 

A la Técnico Laboratorista Febe Arzola Hernández del laboratorio T-167-168 por su apoyo y 

préstamo de material para la realización de esta tesis. 

A mis compañeros y amigos del laboratorio W-107 a Ángeles, Amor, Joselyn, Yasuir, César, 

Samuel, Héctor, Daniel y Manolo por compartir sus conocimientos además de enseñarme el uso 

y manejo de cada uno de los equipos. Gracias a todos por su apoyo, confianza y que el trabajo 

fuera más divertido y placentero.  

A mis amigos Christian, Adela y Gregorio, gracias por apoyarme en esta decisión que cambio 

mi vida.  

A mi novio Alejandro Barrios Nolasco por todo su apoyo incondicional, amor y cariño. 

En especial, a mi mamá María de los Ángeles Arreozola y mi papá Jacinto Reyes, por apoyarme 

en todo momento y pese a la distancia siempre confiar en mí. A mis hermanas Rosario, Ivonne, 

Perla, mi hermano Cristian, por darme el valor para tomar la decisión de vivir lejos de casa. 

 



  Dedicatoria 
 

 
 

III 
 

 

Dedicatoria 

 

A Dios… 

 

 

A mis padres María de los Ángeles Arreozola Ramos y Jacinto Reyes Contreras 

A mis Hermanas Perla, Ivonne, Rosario 

A mi hermano Cristian 

Gracias por su amor y por su apoyo. 

 

 

Al Dr. José de Jesús Álvarez Ramírez  

Gracias por todas sus enseñanzas y por permitirme ser parte de su excelente equipo de trabajo. 

 

A mi novio Alejandro Barrios Nolasco 

Por tu comprensión y amor.   

 

A todas las personas que me apoyaron durante mi estancia en esta ciudad. 

  

 



  Resumen 
 

 
 

IV 
 

Resumen 

Desde la antigüedad, los alimentos han sido producidos y conservados por fermentac ión 

incluyendo cerveza, vino, productos lácteos (yogurt, quesos), sake (vino de arroz), panes, frutas, 

etc. El almidón es la fuente más importante de energía para los seres humanos. La 

transformación en las microestructuras (amilosa y amilopectina) que conforman el almidón son 

las responsables de la disponibilidad de glucosa para la nutrición humana. En consecuencia, una 

comprensión precisa de las transformaciones fisicoquímicas y morfológicas sufridas por el 

almidón durante las distintas fermentaciones debe proporcionar información valiosa para el 

procesamiento adecuado en la producción de alimentos. En el presente trabajo, fueron realizadas 

dispersiones de almidón de maíz nativo (3% p/v) y sometidas a fermentación líquida con la cepa 

de S. cerevisiae, fermentación ácido láctica con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y 

fermentación sólida con Aspergillus oryzae var. oryzae. Se empleó un inóculo de 2107 células 

mL-1 para todos los tratamientos evaluados. Las transformaciones fisicoquímicas en gránulos de 

almidón sufridas durante el tiempo de fermentación fueron monitoreadas por Microscopia 

óptica, SEM, XRD, FTIR, DSC e hidrólisis ácida (HCl, 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 hidrólisis de amilosa y amilopectina, viéndose 

reflejado en la modificación de la estructura de los gránulos de AMF. Los estudios realizados 

muestran que los microorganismos actúan sobre los gránulos de almidón provocando fracturas 

severas en la estructura modificando el porcentaje de cristalinidad, tamaño, organizac ión 

estructural (cristalinidad de corto alcance) y viscosidad.  El menor tamaño de partícula de AMF 

se obtuvo con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, fue de 6.07 µm a las 24 h de 
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fermentación. Con Saccharomyces cerevisiae se obtuvieron gránulos de 13.09 µm a las 168 h y 

con Aspergillus oryzae var. oryzae fueron más prolongados los tiempos de fermentac ión 

obteniendo tamaños de 8.69 a las 192 h. El análisis de rayos-X indicó 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 desplazó 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 

están mejor estructurados los gránulos de AMF. La hidrólisis en condiciones ácidas rigurosas 

mostró una disminución de 16.98, 9.37 y 11.86 % (con S. cerevisiae, L. bulgaricus y A. oryzae 

respectivamente) generando almidones resistentes a hidrólisis por lo tanto menos digeribles. La 

viscosidad aparente de las dispersiones gelatinizadas a 1 s-1 (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 tamaño, mejor estructurados y resistentes a hidrólisis ácida 

por lo tanto se podría 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-1 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 (HCl, 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 hydrolys is, 

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 μm at 24 h of fermentation. Saccharomyces cerevisiae granules of 13.09 

μm 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-1 (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.
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I. Introducción General 

El almidón se deposita como gránulos en tejidos de almacenamiento de granos, tubérculos, 

raíces, y en menor cantidad se encuentra presente en los tejidos vegetativos de plantas (Copeland 

y col., 2009). El almidón está compuesto químicamente por dos polisacáridos, la amilosa (α-D-

glucopiranosas unidas por enlaces α-(1-4) en una cadena lineal) y la amilopectina (conformada 

α-D-glucopiranosas por cadenas altamente ramificadas en la que hay uniones de α-(1-4) y 

muchos enlaces α-(1-6)). Los gránulos de almidón tienen una estructura jerárquica que se puede 

observar fácilmente mediante microscopía óptica y electrónica. Múltiples capas concéntricas de 

los llamados anillos de crecimiento de diámetro creciente se extienden desde el hilum (el centro 

de crecimiento) hacia la superficie de los gránulos. Los anillos de crecimiento son típicamente 

120-400 nm de espesor, el patrón concéntrico de capas semicristalinas es responsable de la 

birrefringencia de los gránulos de almidón nativo, cuando se observa bajo microscopía de luz 

polarizada (Copeland y col., 2009).  La diversidad de propiedades funcionales específicas de los 

almidones necesarias para la industria alimentaria es casi ilimitada. Ningún otro ingrediente 

proporciona textura a tanta variedad de alimentos como el almidón, por ejemplo, sopas, cocidos, 

salsas, relleno para tartas o flanes, el almidón proporciona un producto consistente y estable 

durante el almacenamiento al gusto del consumidor. La mayor parte del almidón 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 gránulos de almidón se gelatinizan, perdiendo su cristalinidad y su 

organización estructural. La gelatinización se produce cuando el almidón nativo se calienta en 

presencia de humedad suficiente. Los gránulos absorben agua y se hinchan, y la organizac ión 
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cristalina se rompe irreversiblemente. De acuerdo con la teoría 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 conexión desde las regiones amorfas 

a las cristalinas. La temperatura de gelatinización de la mayoría de los almidones está entre 60 

y 80 °C. En reposo, los geles de almidón se retrogradan y forman cristales tipo-B insolub les 

debido a la asociación de regiones lineales de enlaces α-[1-4] de unidades de glucosa unida en 

los polímeros (Gidley, 1989). La retrogradación es un proceso continuo que ocurre durante un 

período prolongado. La amilosa se retrograda durante minutos a horas y amilopectina durante 

horas a días, dependiendo de la capacidad de las cadenas ramificadas para formar asociaciones. 

La retrogradación 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 retrogradación de la amilopectina es probablemente el 

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

El almidón nativo posee diversas propiedades no deseables de insolubilidad, desarrolla una falta 

de viscosidad en agua fría, falta de hinchamiento en los gránulos e incontrolada viscosidad 

después de la cocción debido a esto, se realizan diversas modificaciones del almidón 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 químicas como la 

sililación (Jariyasakoolroj y Chirachanchai, 2014), esterificación (Miladinov y Hanna, 2000), 

eterificación (Wokadala y col., 2014), injerto de polímero (Li y col., 2013; Li y col., 2012) e 

hidrólisis ácida (Utrilla-Coello y col., 2014). Entre las modificaciones físicas se encuentran el 

tratamiento de presión osmótica, congelación profunda, congelación y descongelación, 
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agitación mecánica, tratamiento de pulsos eléctricos. Por otra parte, las modificaciones 

enzimáticas son llevadas a cabo por diferentes enzimas entre las cuales destacan la α-amilasa, 

β-amilasa, amilomaltasa (EC 2.4.1.25), α-1,4- α-1,4 glucosiltransferasa, ciclomaltodextrinasa 

(EC 3.2.1.54) y glucoamilasa (1,4-α-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 ácidos o 

bases y se modifican con oxidantes, sales y alcoholes. Estos almidones se utilizan como 

adhesivos en gomas de cola de fusión, estampillas, encuadernación, sobres, etiquetas. En 

explosivos como adhesivo para la cabeza de los fósforos y en el papel como recubrimientos de 

papel y pañales desechables. También son utilizados en la construcción como aglutinante para 

tabiques de concreto, adhesivo para madera laminada y como adhesivo de metal poroso además 

en aglutinantes para núcleos de fundición. Por su parte, los almidones textiles son gelatinizados, 

oxidados y sometidos a diversos agentes de interconexión 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 cápsulas y agentes 

dispersantes. Por su parte la minería los usa en la separación de minerales por flotación y 

sedimentación, y algunos otros usos en películas de plásticos biodegradables y baterías secas. 

Las utilizaciones de almidones complejos destacan en los productos de papel. Los almidones 

sirven para dar mayor fuerza a los pañuelos y toallas de papel, y permiten aprovechar más el 

papel reciclado en cartón macizo y cartón. La exigencia cada vez mayor de que los productos 

sean biodegradables aumentará el volumen, ya que el almidón se utiliza en las películas y hojas 

de plástico, así como en las fórmulas de fibras naturales que irán reemplazando a las espumas 

de plástico. 
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Es importante modificar los almidones para lograr aumentar la solubilidad del almidón en agua 

fría además de generar una alta capacidad de hinchamiento y viscosidad controlada después de 

la cocción, extendiendo la utilidad del almidón modificado para el empleo en muchas 

aplicaciones industriales (Aggarwal y Dollimore, 1998).  

Por otra parte, una propiedad funcional del almidón que es de particular interés para la nutrición 

es su susceptibilidad a la digestión. El almidón contribuye un 50-70% de energía en la dieta 

humana, proporcionando una fuente directa de glucosa, que es un sustrato esencial en el cerebro 

y glóbulos rojos para generar energía metabólica (Perry y col., 2007). Diversas enfermedades 

provocadas por la dieta se han presentado por el consumo excesivo de almidón entre las cuales 

destacan el índice glucémico (Copeland y col., 2009). El almidón que no es degradado 

rápidamente por las enzimas digestivas humanas en el intestino superior ha sido asociado con 

beneficios para la salud debido a una liberación más lenta de glucosa en el torrente sanguíneo, 

lo que resulta en una reducción de la glucemia y la insulina. El nombre “almidón resistente” se 

utiliza para describir el almidón en los alimentos que se digieren incompletamente. Topping y 

Clifton (2001) describen que la resistencia del almidón a la digestión humana puede deberse a 

distintos factores como a propiedades intrínsecas, los cambios durante el procesamiento, la 

retrogradación, modificación química o debido a interacciones con otros constituyentes de 

alimentos como por ejemplo la interacción con lípidos. El almidón no digerido o parcialmente 

digerido que pasa de la parte superior del intestino al inferior se considera un prebiótico, 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 digestión lenta es un objetivo importante para 

la industria alimentaria. La absorción de agua, y presumiblemente el acceso enzimático, ocurre 
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primero en las regiones amorfas de los gránulos. El ataque por α-amilasa sobre el almidón de 

trigo se caracteriza por la formación de agujeros y disrupción del núcleo del gránulo formando 

numerosos canales hacia el centro del gránulo (Gallant y col., 1973). El tamaño y la distribuc ión 

de los gránulos del almidón es importante para ciertas aplicaciones. Por ejemplo, los gránulos 

pequeños del almidón de arroz lo hacen muy adecuado para el acabado de las telas finas y para 

los cosméticos para la piel. Un almidón como el del trigo no podría utilizarse -por lo menos no 

sin modificarlo-, debido a la distribución bimodal de sus gránulos, cuya dimensión media varía 

de 6.5 a 19.5 micras. Otras características físicas simples, importantes en la funcionalidad, son 

la forma y superficie de los gránulos, factores críticos cuando se utiliza el almidón como 

portador de colores en la superficie, de sabores y condimentos. Estas cualidades son funciones 

de la proporción entre amilasa y amilopectina de los almidones. Ambos polímeros 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 última del almidón original y 

sus derivados: la viscosidad, resistencia al corte, gelatinización, textura y solubilidad, 

pegajosidad, estabilidad del gel, capacidad de absorción de agua en frío y retrogradación 

dependen de la relación amilosa/amilopectina. Actualmente, la industria alimentaria utiliza en 

gran medida las modificaciones enzimáticas por ser una alternativa segura, específica y 

eficiente. Sin embargo, una desventaja es el alto costo de las diferentes enzimas empleadas en 

las modificaciones de almidón. Una aplicación para el procesamiento de alimentos con alto 

contenido de almidón es la producción de enzimas producidas in situ por levaduras, hongos y 

bacterias mediante el uso de fermentación. La fermentación es un proceso bioquímico que 

mediante el uso de microorganismos ha sido empleado desde la antigüedad para la producción 

de alimentos.  
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Distintos géneros microbianos han sido utilizados en la producción de pan, yogurt, vino, queso, 

etc. La Administración 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 más empleada en la fabricación de pan por 

proporcionar diversas características organolépticas y texturales. Por su parte, L. bulgaricus es 

empleado para la producción de ácido láctico y elaboración de productos lácteos fermentados. 

La fermentación sólida se ha destacado por el uso de hongos como A. oryzae que es empleado 

en la producción de queso y bebidas fermentadas. En el presente estudio se busca conocer cuales 

parámetros (viscosidad, tamaño, cristalinidad) se modifican y como se modifican mediante la 

acción de los microorganismos. Probablemente, en estudios posteriores se busque mejorar 

alguno de estos parámetros. La idea fundamental es que los procesadores de alimentos puedan 

modificar gradualmente, mediante la fermentación, las propiedades de los gránulos de almidón.       
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II. Justificación 

El uso de las fermentaciones es sin duda un éxito para la industria alimentaria. La obtención de 

un alto número de productos alimentarios fermentados cada vez es mayor. El empleo de. S. 

cerevisiae en la producción de pan o vinos es bien conocido, mientras que L. bulgaricus es 

utilizado en la producción de bebidas probióticas fermentadas como es el caso del yogurt y A. 

oryzae por su capacidad de producción enzimática es usada en la elaboración de quesos y 

bebidas alcohólicas tradicionales. La mayoría de estos productos son elaborados con almidón 

procedente de diferentes fuentes (maíz, arroz, yuca, etc.) en muchos de los casos el proceso es 

artesanal y espontáneo. Para las grandes industrias de alimentos son deseables los sistemas de 

control de calidad apropiados, para establecer parámetros de fabricación 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 

más naturales" está aumentando, y por lo tanto hay una necesidad de una mayor comprensión 

de cómo el procesamiento y el rendimiento nutricional están relacionados con la morfología del 

almidón. 

En este trabajo, se aprovechó la limitada producción de las enzimas amilolíticas 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 funciona les 

del almidón de maíz.  
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III. Objetivo General 

Evaluar las transformaciones morfológicas y fisicoquímicas de almidón de maíz nativo 

empleando fermentación con Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus y Aspergillus oryzae var. oryzae. 

IV. Objetivos Específicos 

1. Evaluar los cambios estructurales de almidón de maíz durante la fermentación con 

Saccharomyces cerevisiae. 

2. Caracterizar las transformaciones fisicoquímicas sufridas por gránulos de almidón de 

maíz durante la fermentación del ácido láctico por Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus.  

3. Evaluar los efectos de la fermentación en estado sólido (Aspergillus oryzae var. oryzae) 

sobre las propiedades fisicoquímicas de almidón de maíz.   

 

V. Hipótesis 

La fermentación de gránulos de almidón de maíz con Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus y Aspergillus oryzae var. oryzae podrían modificar la estructura 

de almidón de maíz en términos de cristalinidad, digestibilidad, solubilidad, absorción de agua, 

viscosidad y tamaño.  
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1.  Materiales y Métodos 

A continuación, se describen los materiales y métodos empleados para los anális is 

fisicoquímicos y morfológicos evaluados para las tres fermentaciones en estudio.  

 

1.1. Materiales 

Los microorganismos empleados en las fermentaciones no están genéticamente modificados de 

modo que las cepas no tienen la capacidad de producir una alta actividad enzimática (amilasa).  

Se utilizó una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae (Saftbrew s-33; emulsifier E491, 

Fermentis, Marcq-en-Barceul, Francia) para la primera fermentación.  

En la fermentación ácido láctica se utilizó una cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus (L. bulgaricus, ATCC® 11842TM). Cepa homofermentativa que produce 

principalmente L-(+)-ácido láctico, obtenida de la American Type Culture Collection. Las 

bacterias ácido lácticas se mantuvieron mediante dos propagaciones sucesivas a 38°C durante 

12 h en medio MRS (55 g L-1) en condiciones anaeróbicas.  

En la fermentación sólida se utilizó una cepa de Aspergillus oryzae var. oryzae (A. oryzae, 

ATCC® 42149D2TM). Como soporte inerte para la fermentación sólida se utilizó espuma de 

poliuretano (PUF) previamente esterilizada (121°C durante 15 min). 

El almidón de maíz nativo (AMN) (S-4126, contenido de amilosa de 25.03±0.62 g 100 g-1) y el 

ácido clorhídrico (36.5-38% HCl basis ACS reagent; product no. H7020) fueron adquiridos de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El extracto de levadura, peptona de caseína, dextrosa y 

agar papa dextrosa se obtuvieron de BD BIOXON (Ciudad de México, México). En todos los 

experimentos realizados se utilizó agua desionizada.  
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1.2. Cambios Estructurales de Almidón de Maíz Durante la Fermentación 

con Saccharomyces cerevisiae 

1.2.1. Preparación del Inóculo 

Para la preparación del inóculo, se hidrató 1 g de levadura seca (S. cerevisiae) en 10 ml de agua 

desionizada. Se utilizó el medio de cultivo YDP para la propagación conformado por extracto 

de levadura (10 g L-1), peptona de caseína (20 g L-1) y dextrosa (20 g L-1) (Chiang y col., 2014). 

Se colocaron 200 mL de medio de cultivo en matraces de agitación de 250 mL y se ajustó el pH 

a 4.5 con HCl (0.01 M). El medio se inoculó con 2 × 10-7 células mL-1 y fue incubado a 38 °C y 

200 rpm durante 12 h. Se emplearon alícuotas de este cultivo para realizar la curva de 

crecimiento. Las fermentaciones de almidón de maíz se inocularon con células de 6 horas 

incubación.    

 

1.2.2. Condiciones de Fermentación 

Se inocularon con 2 × 107 células mL-1 de S. cerevisiae en matraces Erlenmeyer de 250 mL que 

contenían 200 mL de dispersiones de almidón de maíz nativo (AMN; 3% p/v). Los matraces se 

colocaron en un Shaker con baño de agua a 38 °C, con agitación de 200 rpm durante 168 h. Las 

muestras de AMN y almidón de maíz fermentado (AMFx) fueron retiradas a diferentes tiempos 

de fermentación (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 sílice-gel en el fondo como absorbente, hasta ser requeridas para 

el análisis.  
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1.3. Transformaciones de Almidón de Maíz Durante la Fermentación Ácido 

Láctica con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

1.3.1. Preparación del Inóculo 

Para la preparación del inoculó, se dispersó 1 g de cultivo de L. bulgaricus en 10 mL de medio 

MRS (55 g L-1). El medio se incubó en condiciones anaeróbicas en un agitador orbital en baño 

de agua MaxQ 7000 (Terra Universal, Fullerton, CA, USA), a 38°C y 200 rpm por 6 h, 

produciendo 1×10-7 células mL-1. Se utilizaron alícuotas de este cultivo para inocular los ensayos 

de fermentación con almidón (Ashraf y Shah., 2011). La cinética de crecimiento para L. 

bulgaricus fue monitoreada mediante densidad óptica a 600 nm y por conteo en placa (Par y 

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

 

1.3.2. Condiciones de Fermentación 

Se inocularon en condiciones anaerobias 2×107 células mL-1 de L. bulgaricus en matraces 

Erlenmeyer (250 mL) que contenían 200 mL de dispersiones (3% p/p) de almidón de maíz 

nativo. Los matraces se colocaron en un agitador orbital con baño de agua a 38 °C y 200 rpm 

durante un máximo de 24 h. Las muestras de almidón de maíz fermentado (AMFx) se retiraron 

a diferentes tiempos (el superíndice indica el tiempo de muestreo) y se centrifugaron (6,000 g) 

durante 10 min. Los precipitados se secaron en un horno de convección a 30 °C hasta alcanzar 

un peso constante (~ 24 h), se colocaron en desecadores con un lecho de gel de sílice en el fondo 

como absorbente, hasta ser necesario para el análisis. Al sobrenadante se le determinó ácido 

láctico (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 Fermentación en Estado Sólido (Aspergillus oryzae var. 

oryzae) sobre las Propiedades Fisicoquímicas de Almidón de Maíz 

1.4.1. Preparación del Inóculo 

Para la propagación de los hongos, se inocularon con 2 x 107 esporas de Aspergillus oryzae en 

matraces que contenían agar papa dextrosa (PDA). Los matraces inoculados fueron incubados 

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

 

1.4.2. Condiciones de Fermentación 

El medio de cultivo de crecimiento básico estuvo compuesto por: almidón de maíz 30 g L-1; 

KH2PO4 2.47 g L-1; NH4SO4 6.6 g L-1; CaCl2 0.48 g L-1; MgSO4 ·7H2O 0.38 g L -1; NaCl 0.23 g 

L-1; FeSO4 7H2O 0.124 g L-1; y 1 mL de solución mineral (Favela-Torres y col., 1998). El pH 

inicial se ajustó a 4.5 con HCl (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 realizó en una cámara de Neubauer mostrando un contenido de ~ 107 esporas por 

gramo de soporte. La incubación se realizó a 35 °C en condiciones aerobias. El proceso de 

fermentación se llevó a cabo a diferentes tiempos para monitorizar las transformaciones de los 

gránulos de almidón. Con el fin de eliminar el soporte inerte, se extrajo el almidón fermentado 

por presión con ayuda de una jeringa y posteriormente se centrifugaron las muestras (6,000 g 

10 min). El precipitado se secó en un horno de convección (30 °C por 24 h) y se almacenó en 

un desecador hasta los posteriores análisis. 
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1.5. Métodos Analíticos  

Los métodos descritos a continuación fueron empleados para los estudios fisicoquímicos y 

morfológicos realizados en los tres inóculos. Se llevaron a cabo de la misma forma en todos los 

casos evaluados.  

 

1.5.1. Microscopia Óptica  

Se utilizó microscopia de luz polarizada para examinar los cambios morfológicos de los 

gránulos de almidón de maíz nativo y fermentado. Las muestras fueron colocadas en 

portaobjetos de visualización, sobre las cuales se colocó suavemente un cubre objetos. Se utilizó 

un microscopio Olympus BX45 (Olympus Optical Co., Ltd., Tokio, Japón) y las imágenes 

fueron capturadas con la cámara Carl Zeiss AxioCam ERC 5s. En los resultados presentados en 

los tres capítulos se presentan micrografías seleccionadas a 100x. 

En los resultados mostrados en el capítulo uno, se presentan las micrográficas obtenidas 

utilizando luz polarizada. Las micrografías presentadas en el capítulo dos fueron teñidas con 

una solución de yodo (0.01 %) para lograr la visualización de los almidones y las bacterias  

(Bates y col., 1943). Para el caso de las micrográficas mostradas en el capítulo tres fue empleada 

una tinción con azul de lacto-fenol para lograr la visualización de estructuras fúngicas (López y 

col., 2014).  
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1.5.2. Microscopia Electrónica de Barrido  

Para investigar las propiedades micro-estructurales de las partículas de almidón de maíz nativo 

y almidón sometido a fermentación se usó un microscopio electrónico de barrido modelo JSM-

7600F (Jeol Co. Ltd., Tokio, Japón) con el modo de SE (electrones secundarios) en 15 kV de 

voltaje de aceleración. Las muestras fueron colocadas en soportes utilizando una cinta adhesiva 

de doble cara de carbono y se cubrió con una capa de carbono por el método de evaporación 

con un espesor no mayor a 10nm utilizando una evaporadora Baltec modelo-SCD050 (Bradley, 

1954). En la presente investigación se presentan micrografías con una amplificación de 5000x 

para los tres evaluados. 

 

1.5.3. Diámetro Promedio (d1,0) 

El diámetro promedio de número-longitud de los gránulos de almidón nativos y fermentados se 

calculó a partir de imágenes de microscopía óptica (Olympus Optical Co., Ltd., Tokio, Japón) 

por medio del paquete de software de Zen-2012 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) (Chmelik y 

col., 2001). 

 

1.5.4. Difracción de Rayos-X 

Para obtener los patrones de difracción de rayos-X del almidón nativo y el almidón fermentado 

se utilizó un difractómetro SIEMENS-Modelo D-500 (Karlsruhe, Alemania) con landa de cobre 

(λ = 1.54 Å) 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 

ángulos de difracción de 4-50° con un tamaño de paso de 0.03° y tiempo de medición de 0.3 s 

por paso (López-Rubio y col., 2008). El cambio en el contenido de cristalinidad en función del 

tiempo de fermentación se calculó 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 espectrofotómetro de FTIR 

(PerkinElmer FT-IR Espectrómetro Frontier). Las muestras de almidones modificados se 

sometieron a espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) en el intervalo de 1200-900 

cm-1 (van Soest y col., 1995). 

 

1.5.6. Caracterización Térmica del Almidón Nativo y Fermentado 

Las propiedades térmicas de los gránulos de almidón de maíz nativo y almidón fermentado se 

analizaron mediante calorimetría diferencial de barrido (DSC) (TA Instruments, Q1000, New 

Castle, DE, USA) previamente calibrado con Indio. Las muestras con 3 mg de almidón (base 

seca) y 6.0 µL de agua fueron colocadas en celdas de aluminio y las cuales fueron cerradas 

herméticamente y calentadas de 25 a 150 °C a una velocidad constante de 10 °C min-1. Se utilizó 

una celda de aluminio vacía como referencia. Las temperaturas (To-inicio, Tp-pico, Tc-final) y 

las entalpías de transición térmica ( H , J g-1) se determinaron con el uso del Software 

Instrumento de Análisis Universal de 2000 (New Castle, DE, USA) (Palma-Rodríguez y col., 

2012). 
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1.5.7. Viscosidad Aparente de las Dispersiones Gelatinizadas 

La viscosidad aparente de las muestras se determinó en dispersiones gelatinizadas obtenidas a 

partir de almidón nativo y fermentado. Se usó una prueba dinámica oscilatoria en un reómetro 

(Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, UK), usando una geometría cono-plato con un cono 

de rotación de 40 mm de diámetro, un ángulo 4° y un gap de 0.15 mm. Los geles se prepararon 

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

 

Las suspensiones se agitaron suavemente y se calentaron a 90 °C durante 20 min para permitir 

la completa gelatinización de los gránulos de almidón. Las suspensiones gelatinizadas se 

enfriaron a temperatura ambiente. Se colocaron cuidadosamente las muestras en el sistema de 

medición aproximadamente 1.6 mL y se dejaron reposar durante 10 min a 25 °C para la 

recuperación de la estructura y equilibrio de la temperatura. 

 

Las curvas de flujo de las dispersiones de almidón se determinaron mediante la aplicación de 

una velocidad de corte de 0.1 a 100 s-1 y se reportó la viscosidad aparente a una velocidad de 

corte de 1 s-1. El comportamiento experimental de la viscosidad aparente se describió mediante 

una función de la ley de potencia 
1 n

napp K   , donde   es la velocidad de corte, nK  es el 

índice de consistencia de flujo, y n es el índice 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-ζ 

El potencial-ζ de dispersiones (1%) de almidón nativo y fermentado se midió con un Zetasizer-

Nano ZS (Malvern, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) (Clogston y Patri, 

2011).  

 

1.5.9. Hidrólisis Ácida 

Muestras de almidón nativo y fermentado (15 g, base seca) se dispersaron en una solución 

acuosa de ácido clorhídrico (100 mL, 1 M), con agitación y manteniendo a 38° C durante 2 h. 

Después de 2 h, la reacción se detuvo mediante enfriamiento a 4 °C y se centrifugó a 6,000 g 

durante 10 min para la recuperación de material no hidrolizado. Los precipitados se lavaron en 

agua desionizada hasta alcanzar un pH neutro. Los precipitados fueron secados en una estufa de 

convección a 35 °C durante 24 h y se almacenaron a 4 °C en un recipiente de vidrio cerrado 

herméticamente. La conversión de hidrólisis se calculó como el porcentaje de sólidos 

precipitados y secos con relación a los sólidos iniciales de almidón (Kim y col., 2012; Vernon 

y col., 2016).  

 

1.5.10. Análisis Estadístico 

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. El análisis estadístico de los resultados 

se realizó utilizando el software SAS 9.3. 3 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). Se realizó un anális is 

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

Las dispersiones de almidón de maíz nativo (3% p/v) fueron sometidos a fermentación (38 °C) 

por la cepa de S. cerevisiae (2107 células/mL). La fermentación fue muestreada a diferentes 

tiempos (tiempo máximo de 168 horas) para evaluar los cambios estructurales sufridos en los 

gránulos de almidón. Se encontró que las -amilasas (enzimas amilolíticas producidas por S. 

cerevisiae) atacan al inicio de la fermentación fracturando el gránulo alrededor de la cruz de 

Malta. A largo plazo (96 horas y tiempos más altos), los gránulos de almidón se descomponen 

para producir fragmentos de diferentes tamaños. El análisis XRD indicó un aumento de 

cristalinidad relativa del almidón de 32.82% y alrededor de 40.94% después de 120 horas de 

incubación. Los cambios en la estructura del gránulo de almidón fueron corroborados con un 

análisis térmico que mostró un aumento en la temperatura de gelatinización y la entalpia. Sin 

embargo, el análisis 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 hidrólis is 

en condiciones ácidas rigurosas (HCl, 1.0 M, 38 °C) indicó que la incubación con S. cerevisiae 

llevó a una digestión más lenta de pastas de almidón 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 fermentación de gránulos de almidón con S. 

cerevisiae podría modificar positivamente la estructura de almidón de maíz en términos de 

digestibilidad y cristalinidad. 

Palabras clave: Almidón de maíz; S. cerevisiae, cambios estructurales; cristalinidad.
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2.1. Introducción 

El almidón es un material natural, renovable y sostenible, se utiliza rara vez en su forma nativa. 

Para el ajuste de sus propiedades, el almidón se somete comúnmente a una enorme diversidad 

de modificaciones morfológicas y funcionales. El objetivo de las modificaciones es inducir 

cambios en las propiedades fisicoquímicas del almidón que se utilizan en un amplio dominio de 

aplicaciones. Entre las modificaciones químicas ampliamente utilizadas se encuentran: la 

sililación (Jariyasakoolroj y Chirachanchai, 2014), carbamación (Li y Cho, 2013), esterificac ión 

(Miladinov y Hanna, 2000), eterificación (Wokadala y col., 2014), injerto de polímero (Li y 

col., 2013b; Li y col., 2012) e hidrólisis ácida (Utrilla-Coello y col., 2014). Teniendo en cuenta 

los posibles peligros en el consumo de productos alimenticios que contengan almidón 

químicamente modificado, se han propuesto tratamientos físicos como una alternativa segura. 

Los estudios han demostrado que el ultrasonido afecta las propiedades funcionales del almidón 

provocando un aumento de la grasa y la absorción de agua, baja concentración de gelificante (a 

excepción del almidón de papa), solubilidad y capacidad de hinchamiento y una disminución de 

la viscosidad del gel (Sujka y Jamroz, 2013). El tratamiento con calor húmedo afecta parámetros 

térmicos de los almidones como la gelatinización y dureza del gel (Puncha-arnon y Uttapap, 

2013). El tratamiento enzimático ha sido considerado en los últimos años una alternativa para 

la modificación del almidón debido a la alta especificidad de la acción enzimática. Por ejemplo, 

la α-amilasa (AM) fúngica o amiloglucosidasa (AMG) se han utilizado para la obtención de 

gránulos de almidón porosos a temperatura de sub-gelatinización (Dura y col., 2014). También, 

se ha propuesto como tratamiento el uso de la enzima dual (enzima glucógeno y amilosacarasa) 

para la obtención de almidón de lenta digestión (Jo y col., 2016). Se ha demostrado que el 
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tratamiento con la enzima de ramificación 1,4-α-glucano es capaz de retardar a corto y largo 

plazo la retrogradación del almidón de maíz (Li y col., 2016). La modificación combinada con 

hidrólisis enzimática y tratamiento térmico de almidón aumenta la formación de almidón 

resistente (RS), mostrando un incremento en los índices de absorción de agua y solubilidad en 

agua y una disminución en el poder de hinchamiento (Reddy y col., 2013). El uso de enzimas 

para el tratamiento de almidón es muy eficiente y específico con un importante potencial en 

aplicaciones industriales. Un inconveniente de la utilización de enzimas para el tratamiento de 

almidón 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 comúnmente requerido un diseño preciso y un control estricto 

de la elaboración 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 y levaduras modificadas. Se ha demostrado que las 

enzimas de hongos y levaduras del fermento de arroz pueden aumentar la capacidad de 

absorción (Li y col., 2013a), y modificar la digestibilidad y la cristalinidad de los gránulos de 

almidón de arroz residual (Zhang y col., 2016). Finalmente, el almidón de arroz modificado 

puede ser utilizado para el empleo de encapsulación de probióticos o como aditivo de alimentos 

para reducir el síndrome metabólico (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 modificación del almidón (Nielsen y col ., 2013). Se han explorado por ingeniería de 
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superficie cepas de levaduras que presentan conjuntamente glucoamilasa y α-amilasa para la 

producción de etanol a partir de almidón de maíz nativo (Shigechi y col., 2004). Otras 

aplicaciones incluyen la producción de biocombustibles (Tai y Stephanopoulos, 2013), la 

formación de terpenos (Wriessnegger y Pichler, 2013), la producción de ácido mucónico 

(Curran y col., 2013), entre otros. Las levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, son 

ampliamente utilizadas en la industria alimentaria para la producción de pan y elaboración de la 

cerveza. S. cerevisiae aprovecha los azúcares disponibles (por ejemplo, maltosa y sacarosa) para 

la producción de alcohol y CO2. Específicamente, S. cerevisiae se emplea para la producción de 

etanol y horneado en todo el mundo, pero carece de la gama completa de enzimas amilolíticas, 

principalmente α- y β- amilasa, que participan en la ruptura de cadenas de almidón para 

convertirlas en glucosa. La levadura tiene dos genes involucrados en la producción de amilasas 

YIL099W (SGAI) y YIR019C (FLO11, MUC1 y STA4). Estas enzimas son a la vez α-

glucoamilasa (EC:3.2.1.3) (Genomes, 2013). Es interesante observar que los mecanismos 

moleculares que fundamentan la degradación de las cadenas de almidón por α-glucoamilasas no 

están claros en absoluto, y recientemente se han estudiado pero sólo desde el punto de vista 

teórico (Morris y col., 2005). Además, la producción de α-glucoamilasa es relativamente lenta 

para ser utilizada en procesamientos rápidos de productos alimenticios. S. cerevisiae es capaz 

de someterse a una adaptación relativamente lenta para la producción de α -glucoamilasas, bajo 

la presencia de almidón insoluble y deficiencia de azúcar y de esta manera poder romper las 

cadenas de almidón para producir un substrato accesible (por ejemplo, glucosa). Por otro lado, 

la producción rápida de enzimas amilolíticas debe llevar a la licuefacción de dispersiones de 

almidón debido a que las cadenas de almidón se degradan rápidamente. Esta es una característica 

deseable para la producción de etanol a escalas industriales en los que la disponibilidad de 
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azúcar es a menudo la etapa limitante en la vía de reacción. Las levaduras, en particular S. 

cerevisiae es etiquetada, como generalmente reconocida como segura (GRAS) por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA). La idea fundamental es que el panadero 

o cervecero puedan modificar gradualmente las propiedades de los gránulos de almidón a 

temperatura de sub-gelatinización con S. cerevisiae para hacer menos digerible el almidón.  

Objetivo 

El objetivo de este capítulo fue evaluar los cambios estructurales de Almidón de Maíz durante 

la fermentación con Saccharomyces cerevisiae. 
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2.2. Resultados y Discusión 

La Figura 2.1 se presenta la curva de crecimiento del cultivo de S. cerevisiae a un tiempo final 

de 12 h de incubación. La cinética de crecimiento mostró un perfil típico de S, al emplear una 

función logística de ajuste. Se observa una fase de adaptación (fase lag) muy corta desde el 

inicio del inoculo hasta la primera hora de incubación, 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 fermentación de gránulos 

de almidón de maíz. 
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La fase exponencial (fase log) en donde se incrementa el número 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 acumulación y liberación de metabolitos secundarios (ejemplo., producción 

de enzimas) y concluye hasta las 12 horas debido al agotamiento de alguno de los nutrientes 

esenciales en el medio. Uno de los parámetros cinéticos determinados fue la tasa especifica de 

crecimiento (µ) la cual fue de 0.33 h-1. La población máxima de células de aproximadamente 

13.0 × 107 células/mL. Las células se colectaron en la fase logarítmica tardía y se utilizaron para 

la inoculación de las dispersiones de almidón de maíz (3% p / v). 

 

2.2.1. Morfología de los Gránulos de Almidón Fermentado 

 Las Figuras 2.2a-2.2e presentan imágenes de microscopia de luz polarizada de los gránulos de 

almidón de maíz a distintos tiempos de fermentación. El almidón nativo de maíz (AMN) (Figura 

2.2a) exhibe una morfología típica elipsoidal, donde la cruz de Malta está claramente delineada.  

El almidón de maíz fermentado (AMF)24h (Figura 2.2b) muestra que las fracturas aparecen 

alrededor de la cruz de Malta, cuya definición se comienza a perder, y se aprecia la erosión en 

la circunferencia de los gránulos. La figura 2.2c muestra el desarrollo de fracturas más profundas 

sobre la región de la cruz de Malta de los gránulos de AMF48h. Este efecto morfológico no se 

puede atribuir al hinchamiento del gránulo ya que la fermentación se llevó a cabo a temperatura 

de sub-gelatinización (38 °C). Las imágenes de los gránulos de almidón (datos no mostrados) 

en la ausencia de S. cerevisiae bajo las mismas condiciones de tratamiento (tiempo, temperatura 

y agitación), no mostraron fracturas o daños severo como en la figura 2.2c.  
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Figura 2.2. (a)-(e) Microscopia de luz polarizada y (f)-(j) imágenes SEM de gránulos de 

almidón de maíz nativo y fermentado (0, 24, 48, 96 y 120 h) con S. cerevisiae. 
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A medida que avanza el tiempo de fermentación, los gránulos de AMF96h presentan un alto grado 

de deformación, perdiendo la integridad estructural, y la cruz de Malta ya no es apreciable  

(Figura 2.2d). Después de 120 h de fermentación, los gránulos de AMF120h se fragmentaron 

completamente (Figura 2.2e). Las imágenes de SEM también permiten monitorear los cambios 

morfológicos inducidos por la fermentación con S. cerevisiae en los gránulos de almidón de 

maíz. La Figura 2.2f ilustra la forma de los gránulos de almidón de maíz (AMN) sin fermentar, 

se muestra una clara definición del hilum (es decir, el centro de organización) ligado a la cruz 

de Malta. La superficie de los gránulos es relativamente lisa y sin fracturas visibles o erosión.  

Los gránulos de AMF24h aparecen como un balón desinflado (Figura 2.2g), y después de 48 h 

de fermentación (AMF48h) se aprecian regiones con fracturas y erosiones (Figura 2.2h).  

En la Figura 2.2i se puede observar que la integridad de los gránulos de AMF96h se vio 

fuertemente afectada presentando una mayor erosión y fracturas severas, llevando a la 

formación de una red porosa reflejada como pequeños orificios en la superficie de los gránulos. 

Se obtuvieron patrones de erosión similares para los gránulos de almidón de arroz sometidos a 

la acción amilolítica por las enzimas naturales del fermento de arroz (Zhang y col., 2016). La 

Figura 2.2j muestra que los gránulos AMF120h se fragmentan. De hecho, la Figura 2.2j muestra 

un fragmento del gránulo que apareció como una cáscara de la estructura original.  Los gránulos 

de almidón 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 gránulo de almidón parece ser una estructura sólida con superficie lisa, el hilum aparece 

comúnmente como una región relativamente desorganizada con algunas fracturas, mostrando la 

cruz de Malta, en las imágenes de luz polarizada. Las imágenes en la Figura 2.2 de manera 

general indican que la ruptura de gránulos por la acción fermentativa de S. cerevisiae comenzó 
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alrededor de las fracturas del hilum, que son la región menos organizada del gránulo de almidón 

nativo. Después de un período de adaptación, S. cerevisiae fue capaz de producir α-

glucoamilasas que atacaron la región vulnerable situada alrededor de la cruz de Malta. Aunque 

la superficie de los gránulos también fue erosionada por la enzima amilolítica, las regiones de 

crecimiento amorfas dentro del cuerpo de los gránulos son más susceptibles a la degradación 

por α-glucoamilasas. La fractura que pasa a través del hilum en el gránulo de almidón nativo 

permite la difusión de las enzimas amilolíticas (Chen y col., 2006). Finalmente, a tiempos 

relativamente largos de fermentación, el gránulo de almidón se agrietó por abajo, dejando sólo 

una cáscara tipo nuez. 

 

2.2.2. Diámetro Promedio (d1,0)  

La erosión y la fractura de los gránulos de almidón de maíz fermentado llevó a cambios 

importantes en su tamaño. Para evaluar estos cambios, se monitoreó el promedio de la longitud 

del diámetro (es decir, el diámetro lineal). Los resultados se muestran en la primera columna de 

la Tabla 2.1. El diámetro disminuyó a medida que el tiempo de fermentación aumentó como 

consecuencia de la erosión de la superficie y la fragmentación del gránulo inducida por las 

enzimas amilolíticas. La reducción de tamaño estuvo acompañada de grandes desviaciones 

estándar, lo que refleja la diversidad de la formación de estructuras granulares. Es importante 

señalar que las mayores desviaciones estándar ocurrieron dentro de un intervalo de tiempo de 

fermentación de aproximadamente 72 a 120 horas, lo que corresponde más o menos a las 

erosiones severas, fracturas y fenómenos de fragmentación observados alrededor de la región 

del hilum en las Figuras 2.2c-e. 
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Tabla 2.1. Cambios fisicoquímicos y morfológicos de gránulos de almidón de maíz producidos con S. cerevisiae a distintos tiempos de 

fermentación.   

Tiempo de 

Fermentación (h) 

d1,0 

(m) 

Cristalinidad 

(%) 

Absorbancia-

Relación 

1047/1022 

Potencial-ζ 

(mV) 

 

Viscosidad 

a 1.0 s-1 

(Pa s) 

Hidrólisis 

Ácida  

(%) 

0 17.310.73a  32.821.50d 0.680.06a -33.260.54a 14.760.23a 37.122.02a 

12 17.270.72a 33.201.26d 0.720.04a -35.550.47b 13.210.35a 31.921.75b 

24 17.120.81a 37.991.65c 0.690.03a, b -44.760.42c 13.780.28a,b 26.931.57c 

48 16.681.32a 38.131.77b, c 0.700.03a -45.750.32c 12.230.26b 23.721.62d 

72 16.061.65a,b 39.281.56a 0.690.04a -44.650.52c 11.270.32c 19.731.58e 

96 15.281.72b 40.941.58a 0.680.03a, b -42.650.68c,d 9.650.35d 17.561.38f 

120 14.511.86b 39.141.49a,b 0.660.03b, c -38.750.75b 7.680.24d, e 16.961.15g 

168 13.091.56b,c 38.401.56b,c 0.640.04c -37.930.65b 6.970.24e 16.980.93h 

Las medias (± desviación estándar) en una columna seguida de diferentes letras son significativamente diferentes (p ≤ 0.05). 
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2.2.3. Cambios en la Cristalinidad Durante la Fermentación 

En la Figura 2.3 se muestran los patrones de difracción de rayos-X. El almidón de maíz nativo 

mostró un patrón típico de difracción de rayos-X de tipo A, con picos principales a 15.12, 17.17, 

18.05 y 23.0 grados-2θ (Buléon y col., 1998). El almidón de maíz fermentado mostró el mismo 

patrón de difracción de rayos-X, lo que indica que la estructura cristalina del almidón no fue 

alterada por la acción fermentativa de S. cerevisiae.  
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Figura 2.3. Patrones de difracción de rayos-X para almidón de maíz nativo y fermentado (24, 

96 y 168 h) con S. cerevisiae. Las líneas verticales indican picos característicos de 

cristalinidad tipo-A. 
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El cambio de la cristalinidad relativa del almidón de maíz nativo y del almidón de maíz 

fermentado se presenta en la segunda columna de la Tabla 1. La cristalinidad del AMN fue de 

aproximadamente 32.82 % y aumentó a un valor máximo para el almidón de maíz fermentado 

a 96 h y disminuyó al incrementar el tiempo de fermentación a 38.40 % después de 168 h de 

fermentación.  

El aumento inicial en la cristalinidad con el tiempo de fermentación es compatible con el 

postulado de que las α-glucoamilasas producidas por S. cerevisiae que atacan preferentemente 

las regiones amorfas del gránulo de almidón. Resultados similares fueron reportados por Zhang 

y col. (2006), demostrando que la cristalinidad del almidón tratado con α-amilasa y 

amiloglucosidasa aumentó ligeramente. Asimismo, Li y col. (2013a) mostraron que las enzimas 

amilolíticas del fermento de arroz aumentan la cristalinidad del almidón. Se propone que, 

aunque la α-amilasa ataca simultáneamente regiones cristalinas y amorfas, esta última es más 

susceptible a la digestión amilolítica que la primera. Se ha señalado que S. cerevisiae es capaz 

de producir glucoamilasas (Genomes, 2013), que pueden hidrolizar los enlaces terminales 1,4-

ligado α-D-glucopiranosil de los extremos no reductores y enlaces 1,6-α-D-glucósido en los 

puntos de ramificación de las moléculas de almidón. La actividad específica 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 gránulos de almidón están compuestas principalmente por las cadenas de amilosa 

y la región del punto de ramificación de cadenas de amilopectina. Las cadenas de amilosa se 

encuentran en la parte central del gránulo y entre las láminas 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 fermentación, las regiones amorfas en las regiones centrales (es decir, 

hilum) fueron hidrolizadas por glucoamilasas, lo que conduce a la descomposición y 

fragmentación de los gránulos de almidón (Figura 2.2). Como consecuencia, los gránulos 

fracturados estaban más susceptibles a la hidrólisis enzimática de las regiones amorfas internas, 

dando lugar a un mayor contenido de cristalinidad. A largo plazo, después de aproximadamente 

120 horas de fermentación, las regiones cristalinas se ven afectados también en gran medida por 

la fragmentación enzimática, que produjo una ligera disminución de la cristalinidad relativa. Se 

observó un patrón similar en el cambio de cristalinidad para la hidrólisis ácida del almidón de 

maíz (Utrilla-Coello y col., 2014) donde el H2SO4 (3.6 M, 35 °C) hidrolizó principalmente las 

regiones amorfas para lograr un contenido máximo de cristalinidad de aproximadamente 42.5 

% dentro de los primeros 2-3 días de tratamiento. Blazek y Gilbert (2010) señalaron que la 

existencia de poros y canales granulares, así como la capacidad de penetración física del anillo 

de crecimiento amorfo afecta a la accesibilidad de la enzima al sustrato. La hidrólisis enzimática 

o ácida amplió la red porosa del gránulo (véase Fig. 2.2i), que a su vez mejoró el transporte del 

agente de hidrólisis, por lo tanto, aumentó la velocidad de fragmentación de las cadenas de 

almidón.  

 

2.2.4. Análisis de Gránulos de Almidón por FTIR  

En la Figura 2.4 se presentan los espectros de FTIR dentro de un intervalo de longitud de onda 

de 1200-900 cm-1 del almidón de maíz nativo y almidón de maíz fermentado. Las bandas de 

absorbancia de infrarrojo a 1047 cm-1 y 1022 cm-1 están vinculadas a estructuras de almidón 

cristalinas y amorfas, respectivamente.  
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De esta manera, la relación de absorbancia 1047 cm-1/1022 cm-1 se ha propuesto como un índice 

del orden de los dominios cristalinos y dominios amorfos en AMN y AMF. La tercera columna 

de la Tabla 2.1 presenta la variación de la relación de absorbancia 1047 cm-1/1022 cm-1 con el 

tiempo de fermentación. La relación de la absorbancia de almidón de maíz fermentado obtenido 

a 12 h mostró un incremento respecto al del almidón de maíz nativo, pero el almidón de maíz 

fermentado a 24 h indicó una disminución respecto al almidón de maíz fermentado a 12 h.  
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Figura 2.4. Patrones de difracción de FTIR de almidón de maíz nativo y fermentado (24, 96 y 

168 h) con S. cerevisiae. 
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La relación de absorbancia permaneció estable aproximadamente en 0.69 hasta un tiempo de 

fermentación de 96 horas, mostrando una disminución constante en los tiempos de fermentac ión 

más largos, alcanzando un valor de 0.64 para el almidón de maíz fermentado a 168 h, que fue 

incluso menor que el presentado por el almidón de maíz nativo. Mientras que los patrones de 

difracción de rayos-X reflejan el orden de largo alcance del paquete cristalino, la relación de 

absorbancia 1047 cm-1/1.022 cm-1 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 fermentación las enzimas 

amilolíticas producidas por S. cerevisiae fueron incapaces de destruir las estructuras de forma 

compacta de doble hélice, enfocándose principalmente en las cadenas lineales y ramificadas 

disponibles en las fracturas del hilum. A medida que la estructura del gránulo fue fuertemente 

desorganizada, las estructuras de doble hélice quedaron expuestas al ataque las α-glucoamilasas. 

El efecto se refleja como una importante disminución en la relación de la absorbancia del 

almidón de maíz fermentado a 120 h y 168 h.  

 

2.2.5. Propiedades Térmicas del Almidón Nativo y Fermentado 

En la Figura 2.5. se presentan los patrones de flujo endotérmico de almidones nativos y 

fermentados. El almidón de maíz nativo mostró un pico de temperatura de gelatinización de 

aproximadamente 71.5 °C, que está en el intervalo normal de valores reportados para el almidón 

de maíz (Yangcheng y col., 2013).  
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Las muestras de los gránulos de almidones fermentados fueron secadas en una estufa a 30 °C 

durante 24 h y colocadas en un desecador hasta alcanzar un peso constante, lo que significa que 

las muestras también contenían una población 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 gránulos de almidón.  
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Figura 2.5. Patrones de flujo endotérmicos de levadura, almidón de maíz nativo, almidón de 

maíz nativo + levadura (0 h) y almidón de maíz fermentado (72 h) con S. cerevisiae. 
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El patrón de flujo endotérmico de la dispersión 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 está claro en absoluto ya que las propiedades térmicas de dispersiones de levadura no 

se han estudiado de forma sistemática. El segundo pico podría 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 podría estar relacionado con el proceso de activación- inactivación de S. 

cerevisiae como función 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. Además, el incremento de temperatura induce un rápido aumento de la 

mortalidad de la levadura. Es evidente que el primer pico endotérmico es el resultado de la 

activación de la levadura y posterior mecanismo de desactivación. Aunque se trata de una 

cuestión interesante que merece un análisis detallado, que está más allá del alcance de este 

trabajo.  En la Figura 2.5 se presenta el patrón de flujo endotérmico para el almidón nativo 

mezclado con la levadura S. cerevisiae. La presencia de levadura modificó el patrón de flujo 

endotérmico, aunque la temperatura de pico de gelatinización no se vio afectada. La respuesta 

del extremo izquierdo se amplió por el primer pico en presencia de levadura, enmascarando de 

esta forma la temperatura de inicio.  En conclusión, es interesante que la temperatura no se vea 

afectada ya que la temperatura de inicio del segundo pico de la levadura está más allá de la 

temperatura del ajuste final de la dispersión de almidón. Un cálculo apropiado de las 

propiedades térmicas debe considerar el efecto de la levadura contenida en la muestra de 

almidón seco. Sin embargo, no se logró determinar el número de células presentes durante la 

fermentación debido a lograr un conteo falso por estar presentes dentro de la estructura de los 
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gránulos de almidón de maíz. Las propiedades térmicas de las muestras del almidón nativo y 

fermentado se presentan en la Tabla 2.2.  

Los resultados mostraron que el rango de temperatura de fusión Tc-To incrementó con el tiempo 

de fermentación. Lo que refleja que el almidón fermentado es más heterogéneo que el almidón 

nativo. La entalpía de gelatinización también aumentó con el tiempo de fermentación, indicado 

que la estructura de los gránulos de almidón residual es más ordenada que la del almidón nativo. 

A pesar de que, la entalpía de gelatinización mostró una ligera disminución después de 120 

horas, lo que indica el deterioro del ordenamiento interno.  

Utrilla-Coello y col. (2014) encontraron una relación parabólica entre la entalpía de 

gelatinización y la cristalinidad relativa para el almidón de maíz hidrolizado con H2SO4 (3.6 M, 

35 °C). La fragmentación de los gránulos del almidón por el efecto del hidrólisis genera una 

gran cantidad de fragmentos granulares con una diversidad de estructuras cristalinas 

reflejándose en un intervalo de temperatura de gelatinización más amplio. A largo plazo, 

después de aproximadamente 120 horas, las estructuras se reacomodaron por la acción adicional 

de enzimas amilolíticas en paquetes de doble hélices. 
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Tabla 2.2. Evolución de las propiedades térmicas de almidón de maíz fermentado a diferentes tiempos con S. cerevisiae. 

 

Tiempo de 

Fermentación 

(horas) 

To 

(oC) 

Tp 

(oC) 

Tc 

(oC) 

Tc-To 

(oC) 

ΔH 

(J/g) 

Nativo 57.650.32a 72.160.26c 86.130.92c 27.910.25 7.650.31d 

12 57.020.45a 71.450.25b, c 86.170.53c 29.151.17 7.540.34d 

24 55.350.33b 72.360.10b, c 84.420.45d 29.070.87 9.680.66c 

48 56.980.58a,b 73.720.13a 88.650.89b 31.671.16 8.880.58c, d 

72 55.340.74b 74.530.24a 89.800.42b 34.560.76 11.350.36a 

96 57.550.34a 74.120.16a 92.530.15a 34.980.86 12.850.47a 

120 58.860.91a 74.060.23a 89.320.34b 30.461.12 11.140.76a, b 

168 58.270.83a 73.630.12a, b 91.780.41a, b 32.510.78 10.360.54b, c 

To, temperatura de inicio; Tp, temperatura de pico; Tc, temperatura final; ΔH, entalpía; ΔT (TC-TO), rango de temperatura de gelatinización.   

Las medias ( desviación estándar) en una columna seguida de 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 almidón gelatinizados (5% p/v) como función de 

la tensión de cizallamiento para las muestras nativas y fermentadas se presenta en la Figura 

2.6. La viscosidad aparente decayó con la velocidad de cizallamiento, lo que indica un 

comportamiento típico reductor de geles de almidón. Durante la gelatinización, las cadenas 

de amilosa y amilopectina se lixivian fuera de los gránulos, formando una matriz continua 

altamente viscosa.  

 

 

Figura 2.6. Viscosidad aparente en función de la velocidad de corte de almidón de maíz 

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 reológica compleja (Debet y Gidley, 2007). La viscosidad 

aparente exhibidas por las dispersiones de almidón gelatinizado depende en gran medida de 

la longitud de cadena y grado de ramificación de las cadenas de almidón lixiviado. En 

particular, la reducción de las cadenas cortas de amilosa afectan en gran medida la viscosidad 

de los geles de almidón (Zhang y col., 2013). Los resultados de la Figura 2.6 indican que la 

fermentación de S. cerevisiae afectó la configuración de las cadenas de almidón a través de 

la hidrólisis enzimática. Es decir, las enzimas amilolíticas condujeron a una fragmentac ión 

parcial de las cadenas de almidón, que a su vez produjeron geles más débiles con reducida 

viscosidad aparente. 

 

2.2.7. Potencial-ζ 

El almidón de maíz nativo presentó un potencial-ζ negativo de magnitud relativamente 

pequeña (alrededor de -17.2 mV). La adición de S. cerevisiae provocó un aumento en la 

magnitud del potencial alcanzando un valor de alrededor de -33.26 mV. Narong y James 

(2006) reportaron valores de potencial-ζ de alrededor de -12.0 mV para la levadura a pH 7. 

El potencial-ζ de las dispersiones refleja las propiedades químicas de superficie y la 

interacción entre las partículas. De esta forma, la diferencia de los valores de potencial-ζ para 

mezclas de dispersiones levadura-almidón indica interacciones electrostáticas débiles entre 

la levadura y los gránulos de almidón. En la Tabla 2.1 se presentan los valores de potencial-

ζ de las dispersiones del almidón nativo y fermentado. A baja magnitud del potencial-ζ, hay 

una tendencia de las partículas de levadura para agregarse en colonias compactas (Narong y 

James, 2006).  
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En la primera etapa de la fermentación, las fuerzas de doble capa que se caracterizan en 

términos del potencial-ζ se incrementan para lograr un valor superior de aproximadamente -

45.75 mV después de 48 horas, lo que sugiere que las partículas de levadura se desagregan 

para colonizar la superficie del gránulo de almidón. En las primeras etapas de la 

fermentación, los valores de potencial-ζ fueron incrementando hasta alcanzar un valor 

máximo de -45.75 mV después de 48 h de fermentación. Posteriormente, no se encontraron 

diferencias significativas entre los tiempos de fermentación de 48, 72 y 96 h. De esta forma, 

las colonias compactas de la levadura se disgregaron cubriendo la superficie de los gránulos, 

esto les permitió alcanzar más fácilmente las fracturas de la cruz de Malta y causarles un 

mayor daño a los gránulos del almidón (Figura 2.2).  

A tiempos más largos de fermentación (120-168h) se presenta un decremento significat ivo 

en los valores de potencial-ζ, esto pudo ser causado por un efecto de protección debido a las 

cargas superficiales positivas llevando a un incremento en la proliferación de estructuras 

fragmentadas y la formación de residuos. 

 

2.2.8. Hidrólisis Ácida 

Los resultados del avance de la hidrólisis ácida (HCl 1.0 M, 38 °C) después de dos horas se 

presentan en la Tabla 2.1. Los gránulos de almidón nativo presentan un avance de hidrólis is 

de aproximadamente el 37.12%, la cual disminuyó alrededor de 16.0-17.0% después de 120 

horas de fermentación 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 digestión ácida y 

enzimática. Zhang y col. (2016) encontraron que la incubación con enzimas amilolít icas 

cambia las propiedades de digestibilidad de almidón de arroz por la disminución de la  

fracción del almidón de rápida digestión y el aumento de la fracción del almidón lentamente 

digerible. Los mecanismos de digestión de lado a lado (Zhang y Hamaker, 2009) afirman que 

los gránulos de almidón tipo-A contienen canales de conexión de la región central a la 

superficie del granulo. Cuando los gránulos de almidón son incubados por enzimas, estos 

agentes de hidrólisis migran a los gránulos de almidón a través de canales para iniciar la 

hidrólisis (preferentemente en regiones amorfas). La hidrólisis ácida limitada de almidón 

surgió como consecuencia de fragmentos de gránulos con una mayor cristalinidad y 

porosidad reducida. Bajo estas condiciones, la tasa de hidrólisis ácida está limitada por el 

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

En este trabajo se estudió el empleo de la cepa S. cerevisiae para la modificación de la 

microestructura de gránulos de almidón de maíz. La idea fundamental es que S. cerevisiae se 

limita a la lenta tasa de producción de α-glucoamilasa de tal manera que la hidrólisis de las 

cadenas de almidón 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 están disponibles comercialmente en todas partes a precios 

económicos.  

Los gránulos de almidón incubados fueron analizados con métodos de FTIR, XRD y DSC 

para demostrar que las enzimas amilolíticas de S. cerevisiae hidrolizan preferentemente las 

regiones amorfas de gránulos de almidón, generando un mayor contenido de cristalinidad y 

la disminución de la sensibilidad a hidrólisis ácida estricta.  

 

Estas características también se reflejaron en la viscosidad aparente de dispersiones de 

almidón gelatinizado, que mostró una disminución de un 50 % después de 120 horas de 

fermentación. 

 

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

levadura estándar es una manera viable para modificar la microestructura de gránulos de 

almidón orientados a la digestibilidad y la viscosidad de las pastas de almidón. 
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Resumen 

Desde la antigüedad, los alimentos han sido conservados por fermentación ácido láctica 

(FAL) incluyendo cerveza, productos lácteos, frutas, verduras y matrices de alimentos con 

almidón por ejemplo cereales, legumbres y tubérculos. El almidón es la fuente más 

importante de energía para los seres humanos. La amilosa y la amilopectina son 

microestructuras que estructuran al almidón, son las responsables del cambio de la 

modificación del almidón en los alimentos. En consecuencia, una comprensión precisa de las 

transformaciones fisicoquímicas sufridas por el almidón durante la FAL debe proporcionar 

información valiosa para el procesamiento adecuado de matrices de alimentos. En este 

trabajo, fueron inoculadas dispersiones de almidón de maíz nativo (AMN) (3% p/p) con 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (2107 células mL-1) y sometidas a fermentac ión 

por 24 h a 38 °C. Las transformaciones fisicoquímicas en los gránulos de almidón fueron 

monitoreadas durante el tiempo de fermentación por XRD, FTIR, y DSC. El contenido de 

cristalinidad alcanzó un valor máximo (39.72±1.02) después de 12 h de fermentación. Por el 

contrario, la relación de absorbancia 1047/1022 de las mediciones de FTIR aumentó a medida 

que avanzó la fermentación, lo que indica un incremento en la cristalinidad de corto alcance. 

Igualmente, el análisis de DSC mostró que la entalpia de gelatinización también aumentó 

aproximadamente 60.0% después de 12 h de fermentación, reflejando la producción de 

microestructuras ordenadas. Los gránulos de almidón de maíz fermentados fueron menos 

susceptibles a la hidrólisis ácida (HCl, 1.0 N, 38 °C) en comparación con los gránulos de 

AMN. A medida que aumentó el tiempo de FAL, los gránulos de almidón de maíz fueron 

menos susceptibles a la hidrólisis ácida. Por lo tanto, se concluye que la FAL aumentó el 

contenido de almidón resistente en gránulos de almidón de maíz.  
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Palabras clave: Almidón de maíz, Cristalinidad, Fermentación ácido láctica, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Cambios estructurales 
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3.1. Introducción 

La fermentación ácido láctica (FAL) es hoy en día uno de los procesos más importantes en 

la industria alimentaria. Su atractivo depende de la amplia diversidad de consorcios 

microbianos para la producción de ácido láctico de manera natural y cepas modificadas 

genéticamente, así como la facilidad de operación del proceso subyacente. Por otra parte, la 

mayoría de las bacterias ácido lácticas se etiquetan como generalmente reconocidas como 

seguras (GRAS) por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA). La FAL está 

implicada en el procesamiento y conservación de productos lácteos, vegetales y frutas, así 

como en la producción de pan vía fermentación de masa fermentada (Leroy y De Vuyst, 

2004). La lista de aplicaciones y el uso de bacterias ácido lácticas es amplia y diversa. Los 

productos lácteos 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) señaló que la FAL representa la forma 

más fácil y adecuada para aumentar el consumo diario de verduras y frutas frescas.  La idea 

principal es combinar los métodos antiguos de bio-conservación con nuevos conocimientos 

biotecnológicos con el fin de mejorar las propiedades nutricionales, sensoriales, de seguridad 

y la vida útil de las frutas y verduras. La FAL también se utiliza para la producción a gran 

escala de ácido láctico, que se considera como un producto básico para la producción de sub-

productos en las industrias alimentaria, química, cosmética y farmacéutica (Abdel-Rahman 

y col., 2013; Datta y Henry, 2006; Yang y col., 2016). Las bacterias ácido lácticas se utilizan 

para conservar los materiales alimenticios comestibles a través de la fermentación de otras 

materias primas tales como vino o cerveza de arroz, panes de arroz y pescado produciendo 

ácidos orgánicos para controlar microorganismos putrefactos y patógenos (Rhee y col., 
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2011). Las bacterias ácido lácticas son comúnmente utilizadas en la fermentación de matrices 

biológicas que contienen una gran cantidad de almidón. Los residuos de almidón se utilizan 

cada vez con mayor frecuencia para la producción de ácido láctico (Castillo Martinez y col., 

2013; Reddy y col., 2008). Se ha demostrado que el uso de masas fermentadas mejora la 

calidad del pan a base de maíz haciendo que la masa sea más cohesiva, suave y menos elástica 

mediante las modificaciones de las propiedades del gránulo de almidón (Falade y col., 2014). 

La modificación de las propiedades del almidón por FAL desempeña un papel importante en 

el mejoramiento de los atributos funcionales de los alimentos de cereales tradicionales (Díaz-

Ruiz y col., 2003; Omar y col., 2000; Rhee y col., 2011). También se ha demostrado que la 

fermentación de masa reduce la reacción glucémica al pan (Scazzina y col., 2009). A pesar 

del amplio uso industrial y tradicional de la FAL para la conservación del procesamiento de 

matrices de alimentos que contienen grandes cantidades de almidón (por ejemplo, cereales y 

frutas), los análisis detallados de las transformaciones de gránulos y moléculas de almidón 

son aún poco comunes. Velikova y col. (2016) encontraron evidencia de que las bacterias 

ácido amilolíticas contienen un grupo básico de genes cromosómico para la hidrólisis del 

almidón. En este escenario, la síntesis de glucógeno y la degradación del almidón ocurren en 

paralelo. Alonso-Gomez y col. (2016) estudiaron los cambios fisicoquímicos que se 

presentan en la fermentación de la yuca a tiempos que varían de 15 a 90 días a temperatura 

ambiente. Se recolectaron muestras de yuca de un local en Colombia. Los inóculos contenían 

una diversidad grande e incontrolada de bacterias lácticas, incluyendo Bifidobacterium 

inimum, Lactococcus lactis, Streptococcus sp., Enterococcus saccharolyticus, Lactobacillus 

plantarum, Lactobacillus panis, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc citreum. Se 

encontró que el proceso de acidificación presentó cambios estructurales significativos en 
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amilosa y amilopectina en función del tiempo de remojo. Parada y Aguilera (2011) 

establecieron que debido a que el almidón está presente en muchos productos derivados de 

cereales, tubérculos y legumbres, algunos de estos productos pueden tener diferentes efectos 

metabólicos (por ejemplo, cambio de concentración de glucosa en sangre). Es necesario 

comprender la microestructura de los almidones para evaluar la relación que existe con el 

problema del índice metabólico 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 fisicoquímicas sufridas por 

gránulos de almidón de maíz durante la fermentación del ácido láctico por Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus.  

 



Capítulo Tres  Resultados y Discusión 
 

 
51 

 

3.2. Resultados y Discusión 

En la Figura 3.1 se presenta la curva de crecimiento de L. bulgaricus en medio MRS después 

de 24 h de incubación. La cinética de crecimiento se ajustó a un modelo logístico (función 

de ajuste sigmoidea) mostrando un patrón en forma de S indicado de rojo en la Figura 3.1, 

con una fase de adaptación (fase lag) de aproximadamente 2 h. La población de células 

máxima fue de 2.5×108 células mL-1. Los lactobacilos fueron cosechados en la fase log y se 

utilizaron para inocular las dispersiones de almidón de maíz (3% p/p). Se observa que la fase 

logarítmica se logró después de aproximadamente 10-12 h de tiempo de fermentación, lo que 

sugiere que la FAL debe realizarse durante al menos este período.  
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento de L. bulgaricus en medio MRS. 
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3.2.1. pH y Producción de Ácido Láctico 

En la Figura 3.2 se presenta la variación del pH con el tiempo de fermentación. Comenzando 

en aproximadamente 5.1, el pH mostró una disminución de tipo exponencial hasta alcanzar 

un valor constante de aproximadamente 3.4 después de 12 h de tiempo de fermentación. Este 

comportamiento está en línea con la cinética de crecimiento de la Fig. 3.1, donde se alcanzó 

la meseta de crecimiento a aproximadamente 10-12 horas. La disminución del pH fue 

causada por la producción de ácido láctico, que es el principal producto de la fermentac ión 

de L. bulgaricus.  
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Figura 3.2. Evolución de la concentración de pH y ácido láctico con el tiempo de 

fermentación. 
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La Figura 3.2 muestra también la cinética de la concentración de ácido láctico, que presentó 

un patrón en forma de S con una pequeña fase lag de aproximadamente 1 h. Se observa que 

la producción de ácido láctico se alineó con la disminución del pH. La presencia del ácido 

láctico en el medio de fermentación debe tener un efecto importante en las trasformaciones 

de los gránulos de almidón. De hecho, el ácido láctico provoca una débil hidrólisis de cadenas 

poliméricas de carbohidratos a la temperatura de fermentación operativa. Por ejemplo, se ha 

demostrado que el ácido láctico puede hidrolizar cadenas de quitosano en condiciones suaves 

(Il'ina y Varlamov, 2004). Sin embargo, aún faltan estudios sobre la hidrólisis de las cadenas 

de almidón por ácido láctico.  

 

3.2.2. Morfología 

En la Figura 3.3a se presenta una imagen de microscopia óptica de gránulos de AMN recién 

inoculados con L. bulgaricus. Los gránulos de AMN fueron teñidos con yodo para destacar 

su morfología. Los gránulos de almidón tenían una forma poligonal con el hilum en el centro 

del gránulo. Algunos de los lactobacilos se pueden ver unidos a la superficie de los gránulos 

AMN. Imam y Harry-O'Kuru (1991) indicaron que la fijación de lactobacilos a los gránulos 

de almidón implica la unión de enlaces hidrógeno. Esta adhesión parece tener correlación 

con el contenido de amilosa en la superficie del gránulo que es de naturaleza hidrófila. Como 

las enzimas amilolíticas no son secretadas extracelularmente, la unión de la membrana celular 

bacteriana a la superficie del gránulo de almidón, permite el paso de amilosa a través de la 

membrana celular externa en los dominios de reacción enzimática. Las Figuras 3.3b-3.3d de 

las imágenes de microscopia óptica ilustran el avance de las transformaciones morfológicas 

sufridas por los gránulos de almidón a medida que transcurre el tiempo de fermentac ión. 
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Después de 3 horas, justo después de la fase de adaptación (Fig. 3.3b), se incrementa la 

población de lactobacilos alrededor de los gránulos de almidón. La Figura 3.3.c muestra que 

después de 6 h muchos lactobacilos han invadido el hilum de un gránulo de almidón. El 

hilum, un centro de organización vinculado a la cruz de Malta, es un punto externo frágil que 

se conecta con la estructura interna de los gránulos. La unión de los lactobacilos a la región 

del hilum marca el comienzo de la ruptura de la estructura del gránulo por la acción de las 

enzimas amilolíticas producidas por los lactobacilos. La Figura 3.3e ilustra la ruptura de los 

gránulos de almidón después de un tiempo de fermentación de 18 h. Las fracturas aparecen 

alrededor de la cruz de Malta, cuya definición empieza a tener un aspecto borroso, y se 

observa erosión en la circunferencia del gránulo. Las enzimas amilolíticas (principalmente, 

α-amilasa) producidas por los lactobacilos unidos erosionan la región externa alrededor de la 

cruz de Malta para penetrar la estructura interna a través del hilum. Después, la 

descomposición del gránulo se convirtió en una consecuencia de la degradación de los anillos 

de las cadenas de almidón amorfo más internos. Se recuerda que, bajo la tinción 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 hidrólisis amilolítica atacó predominantemente las cadenas de 

amilosa. Esto se esperaba ya que la amilosa está 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 patrón en las imágenes de 

microscopia óptica. Las imágenes de SEM permitieron un seguimiento más detallado de los 

cambios morfológicos inducidos por la fermentación de lactobacilos en los gránulos de 

almidón de maíz. La Figura 3.3e ilustra la morfología (5000x) del gránulo de AMN, 

mostrando una superficie lisa que no ha sido afectada por la degradación enzimática.   
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Figura 3.3. (a)-(d) Microscopia óptica y (e)-(h) imágenes SEM de gránulos de almidon de 

maiz nativo y fermentado (0, 3, 6 y 18 h) con L. bulgaricus.   

(e) (a) 

(g) (c) 

(f) (b) 

(h) (d) 
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Los gránulos fermentados aparecieron como un globo desinflado a las 3 h de fermentac ión 

ácido láctica (Fig. 3.3f) y se aprecian regiones fracturadas y erosionadas a las 6 h de 

fermentación (Fig. 3.3g). La desorganización de la integridad de los gránulos de almidón se 

promovió a un tiempo posterior a las 18 h de fermentación ácido láctica, generando una 

erosión severa y fracturas (Fig. 3.3h). A su vez, esto condujo a la formación de una red porosa 

cerca de la región del hilum (Fig. 3.3d). Se observa un aspecto exfoliado de la superficie del 

gránulo, probablemente inducido por la acción combinada del ácido láctico y las enzimas 

amilolíticas producidas por las poblaciones de lactobacilos. Las imágenes que se presentan 

en la Figura 3.3 se ilustran los mecanismos involucrados en la ruptura de la integridad del 

gránulo de almidón de maíz. Los gránulos nativos de almidón están formados por regiones 

semi-cristalinas orientadas radialmente y anillos de crecimiento amorfo organizados 

alrededor del hilum. El gránulo de almidón es una estructura estable y la región del hilum se 

muestra desorganizada con algunas fracturas. Las imágenes de la Figura 3.3 reflejan que la 

ruptura del gránulo por la acción fermentativa de los bacilos comenzó alrededor de las 

fracturas del hilum. Después de un periodo de adaptación durante la fase lag, la población de 

lactobacilos creció y fue capaz de producir enzimas amilolíticas que atacaron la región 

vulnerable situada alrededor de la cruz de Malta. A pesar de que la superficie del gránulo 

también fue erosionada por las enzimas amilolítica, las regiones de crecimiento amorfo 

dentro de la estructura del gránulo son más susceptibles a la degradación por enzimas 

amilolíticas. La fractura que atraviesa el hilum permite la difusión de ácido láctico y enzimas 

amilolíticas (Chen y col., 2006). Finalmente, después de aproximadamente 12 h, los gránulos 

de almidón se agrietaron, dejando una estructura en gran parte rota y amorfa. La acción 

fermentativa de L. bulgaricus es más lenta que la acción por la aplicación directa de enzimas 
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amilolíticas descrito en la literatura. Shrestha y col., (2012; 2015) reportaron que un 90 % de 

almidón 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 difusión son los mecanismos dominantes implicados en la degradación de gránulos de 

almidón por actividad amilolítica (por ejemplo, amilasa) (Shrestha y col., 2012). 

 

3.2.3. Diámetro Promedio (d1,0) 

La acción fermentativa condujo a cambios importantes en el tamaño de gránulos de almidón. 

En realidad, las fracturas y la erosión superficial deberían reducir el tamaño medio de los 

gránulos de almidón. Este efecto se evaluó mediante la monitorización del diámetro medio 

de longitud numérica (es decir, el diámetro lineal) y los resultados se presentan en la primera 

columna de la Tabla 3.1. Como era de esperase, d1,0 disminuyó con el tiempo de 

fermentación, que es una consecuencia directa de la erosión superficial y la fragmentac ión 

de gránulos inducida por la actividad de las enzimas amilolíticas. También se observa que la 

reducción del tamaño del granulo fue acompañada por desviaciones estándar cada vez 

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

 

3.2.4. Cambios en la Cristalinidad 

Los patrones de difracción de rayos-X para los diferentes tiempos de fermentación son 

ilustrados en la Figura 3.4. El AMN presenta un patrón de XRD de tipo-A, con picos de 

intensidad en 15.12, 17.17, 18.05 y 23.0 a 2θ-grados (Buléon y col., 1998). Los gránulos de 

AMFx presentan también este patrón de cristalinidad lo que sugiere que la estructura cristalina 

del almidón no fue alterada por la acción fermentativa de la población de lactobacilos. El 
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contenido de cristalinidad de los gránulos de almidón 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 fermentación aumentó el contenido de 

cristalinidad hasta un valor máximo de aproximadamente 39.44%. A tiempos de 

fermentación más prolongados, el contenido de cristalinidad mostró una ligera disminución.  
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Figura 3.4. Patrones de difracción de rayos-X para almidón de maíz nativo y fermentado 

con L. bulgaricus. Las líneas verticales denotan picos distintivos de cristalinidad de tipo-A. 
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Un efecto como este se observó para la hidrólisis de ácido sulfúrico (Utrilla-Coello y col., 

2014), lo que sugiere que el aumento inicial de la cristalinidad está ligado al ataque preferido 

de las regiones amorfas de los gránulos de almidón por las enzimas amilolíticas producidas 

por la población de lactobacilos. Aunque la α-amilasa ataca ambas regiones cristalinas y 

amorfas, esta última región es más susceptible a la digestión amilolítica que la anterior 

(Shrestha y col., 2012). Además, la formación de poros y canales mejora la penetrabilidad 

física de las enzimas en las regiones amorfas de los gránulos de almidón. El efecto combinado 

de la hidrólisis enzimática y ácida amplia la red porosa del gránulo (Fig. 3.3c y 3.3d), lo que 

conduce a una mayor velocidad de fragmentación de la cadena de almidón. Zhang y col. 

(2006) reportan resultados similares para el almidón tratado con α-amilasa y 

amiloglucosidasa, donde la cristalinidad mostró un ligero aumento durante el periodo de 

hidrólisis inicial. Similarmente, Li y col. (2013) encontraron que las enzimas amilolít icas 

(amilasa y glucoamilasa) obtenidas a partir de levadura de arroz aumentaron la cristalinidad, 

la capacidad de retención de agua y una alta porosidad del almidón de arroz para su posible 

uso como absorbente.   

 

3.2.5. Análisis de los Gránulos de Almidón por FTIR 

Se exploraron las bandas de absorbancia a 1047 y 1022 cm-1 vinculadas a las estructuras 

cristalinas y amorfas respectivamente del almidón. La relación de absorbancia 1047 cm-1 / 

1022 cm -1 se toma comúnmente como el índice de los dominios cristalinos ordenados a 

dominios amorfos en almidón. La tercera columna de la Tabla 3.1 muestra la relación de 

absorbancia de 1047 cm-1 /1022 cm-1 en función del tiempo de fermentación. La relación de 

absorbancia se mantuvo casi inalterada durante las primeras 12 h, mostrando una disminuc ión 
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de este parámetro a mayores tiempos de incubación. Este resultado está estrechamente 

relacionado con el contenido de cristalinidad estimado a parir del patrón de rayos-X. Los 

resultados de rayos-X reflejan el ordenamiento a largo alcance de la cristalinidad y la relación 

de absorbancia de 1047 cm-1 / 1022 cm-1 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 

amilolíticas producidas por la población de lactobacilos hidrolizan las regiones amorfas de 

los gránulos de almidón, dejando intactas las disposiciones de doble hélice. En el punto 

medio del periodo de fermentación, la cristalinidad a largo alcance consiguió un valor 

máximo a medida que se redujo el número de regiones amorfas. La ruptura gradual de la 

estructura de gránulos a tiempos de fermentación prolongados expuso las regiones cristalinas 

a la acción combinada de las enzimas amilolíticas y el ácido láctico, produciendo la reducción 

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. Evolución de los parámetros fisicoquímicos con el tiempo de fermentación. 

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

d1,0 (μm) 
Cristalinidad 

(%) 

Absorbancia 

Relación 

1047/1022 

Potencial-ζ 

(mV) 

Viscosidad a 1.0 s-

1 (Pa˖s) 

Hidrólisis Ácida 

(%)  

Nativo 17.31±0.67a 32.88±2.12c 0.64±0.03e -15.12±0.67d 8.48±0.34a 36.96±1.43a 

1 16.28±0.76ab 33.73±1.24c 0.64±0.02e -21.43±0.75c 6.83±0.27b 28.78±1.65b 

3 13.35±0.78b 39.44±1.13a 0.65±0.03d -23.71±0.83b 4.40±0.35c 25.83±1.73c 

6 10.74±0.96c 35.72±1.02b 0.67±0.03c -25.27±0.81ab 3.50±0.24cd 19.18±1.42d 

12 7.08±1.90d 32.84±0.95c 0.72±0.04b -30.25±0.91 a 2.98±0.14d 15.98±1.59e 

18 6.57±1.72d 31.26±0.87d 0.76±0.04a -30.12±0.87 a 2.73±0.16d 12.83±1.43ef 

24 6.07±1.13d 32.02±0.96cd 0.78±0.03a -28.68±0.96 a 2.64±0.17de 9.37±1.21f 

Las medias (± desviación estándar) en una columna seguida de diferentes letras son significativamente diferentes (p ≤ 0.05). 
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 3.2.6. Propiedades Térmicas del Almidón Nativo y Fermentado 

Las propiedades térmicas de los gránulos de almidón hidrolizados se estimaron mediante 

mediciones de DSC y los resultados se muestran en la Tabla 3.2. El rango de temperatura de 

fusión 
oc TT  se incrementa con el tiempo de fermentación, reflejando que los gránulos de 

AMF exhiben una estructura más heterogénea que los AMN, lo cual es deseable para el 

procesamiento de alimentos ya que se generan gránulos de AMF termorresistentes por lo 

tanto su temperatura de funcionamiento es más alta que los gránulos de AMN. Por otra parte, 

la entalpía de gelatinización también aumentó con el tiempo de fermentación, reflejando una 

microestructura más ordenada inducida por el proceso de fermentación. La pequeña 

disminución mostrada después de 12 h podría estar relacionado con el deterioro a largo plazo 

de la cristalinidad como se detectó por las mediciones de XRD. Curiosamente, resultados 

similares fueron encontrados por Utrilla-Coello y col. (2014) quienes reportaron una relación 

parabólica entre la entalpía de gelatinización y la cristalinidad relativa de almidón de maíz 

hidrolizado con H2SO4 (3.6 M, 35 °C). Es evidente que la fragmentación de gránulos de 

almidón por la acción de enzimas amilolíticas generó una diversidad de fragmentos 

granulares y escombros. A su vez, dicha fragmentación se reflejó por un intervalo más amplio 

de temperatura de gelatinización.  
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Tabla 3.2. Evolución de las propiedades térmicas del almidón de maíz fermentado a diferentes tiempos con L. bulgaricus. 

Tiempo de 

Fermentación (h) 
To (oC) Tp (oC) Tc (oC) Tc-To (oC) ΔH (J/g) 

Nativo 57.650.32a 72.160.26c 86.130.92d 28.480.25 7.650.31e 

1 57.220.54a 71.540.25b 86.710.35d 29.491.17 7.760.32e 

3 55.360.23b 72.620.12a, b 85.250.54c 29.890.57 9.690.68d 

6 55.980.78a,b 73.290.38a 88.670.89b 32.691.16 11.190.28a, b 

12 54.140.47b 74.540.42a 89.090.25b 34.950.76 10.130.47b, c 

18 55.320.32b 74.620.25a 90.210.31b 34.890.51 10.060.40 c 

24 56.540.43a 74.720.61a 92.130.51a 35.590.86 9.930.72d 

To, temperatura de inicio; Tp, temperatura de pico; Tc, temperatura final; ΔH, entalpia; ΔT (TC-TO), rango de temperatura de gelatinización.   

Las medias ( desviación estándar) 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 almidón (5% p/v) en función de la velocidad de corte 

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

aproximadamente 02.072.0 n con 93.02 R . El mismo valor ajustó los datos 

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

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

02.095.0 n con 96.02 R , que refleja un comportamiento de tipo Newtoniano.  
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Figura 3.5. Viscosidad aparente en función de la velocidad de corte de almidón de maíz 

nativo y fermentado con L. bulgaricus. 



Capítulo Tres  Resultados y Discusión 
 

 
65 

 

La reducción de la viscosidad aparente con el tiempo de fermentación se explica en el 

capítulo dos de acuerdo a lo descrito por Debet y Gidley, (2007). Sin embargo, a una 

viscosidad de 1.0 s-1 (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 almidón lixiviadas tiene una fuerte influencia sobre las propiedades 

viscoelásticas. Específicamente, la estabilidad de la red viscosa 3D está determinada en gran 

medida por cadenas lineales de amilosa (Zhang y col., 2013). La reducción de la viscosidad 

aparente con el avance de la fermentación sugiere que la hidrólisis enzimática acoplada a la 

hidrólisis del ácido láctico afecta principalmente a las moléculas de amilosa, que a su vez 

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

 

3.2.8. Potencial-ζ 

El AMN mostró un potencial-ζ negativo de magnitud relativamente pequeña 

(aproximadamente -14.21 mV). En este estudio no fue determinado el potencial-ζ 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 fermentación el AMN presenta un potencial-ζ negativo y al disminuir 

el pH (Figura 3.2) por la generación de ácido láctico en el medio los lactobacilos se 

encuentran cargados positivamente. Este proceso hace que los lactobacilos se adhieran a los 

gránulos de almidón de maíz. El AMN adicionado con L. bulgaricus mostró una magnitud 
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en el potencial-ζ de aproximadamente -15.12 mV.  Un aumento gradual de la magnitud del 

potencial-ζ ocurrió con el avance del tiempo de fermentación, alcanzando un valor de 

aproximadamente -26.68 mV después de 24 h (Tabla 3.1). Las enzimas amilolít icas 

fragmentaron las cadenas de almidón para finalmente producir glucosa. Las bacterias ácido 

lácticas metabolizan este sustrato produciendo alcohol, piruvato, lactato, entre otros 

productos intermedios (Reddy y col., 2008). El aumento observado de la magnitud del 

potencial-ζ (en el dominio negativo) podría explicarse a partir de la proliferación de estos 

productos que expresan valores potenciales negativos (por ejemplo., etanol). De esta manera, 

la evolución del potencial-ζ refleja el avance de hidrólisis de la cadena de almidón por la 

acción metabólica de los lactobacilos. Para tiempos de fermentación mayores (12-24 h), la 

magnitud del potencial-ζ disminuyó, un efecto que podría haber sido causado por el blindaje 

bebido a cargas superficiales positivas llevadas por la creciente proliferación de estructuras 

fragmentadas y restos formados. 

3.2.9. Hidrólisis Ácida 

Los gránulos de AMFx se sometieron a hidrólisis ácida (HCl 1.0 M, 38°C) durante 2 h. Los 

resultados del avance de la hidrólisis ácida se presentan en la última columna de la Tabla 3.1. 

Los gránulos de AMN se hidrolizaron hasta 36.96%. Los gránulos de AMFx fueron menos 

propensos a la hidrólisis ácida a mayores tiempos de fermentación a los que fueron 

sometidos. Los AMF24 presentaron un 9.37% de hidrólisis. La disminución de avance del 

hidrólisis ácida con el tiempo de fermentación está relacionada con el aumento del contenido 

de cristalinidad. De hecho, las estructuras cristalinas bien ordenadas son menos susceptibles 

de hidrólisis por digestión ácida y enzimática. Por ejemplo, ha sido reportado que el almid ón 
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waxy de arroz fermentado e incubado con enzimas amilolíticas cambió las propiedades de 

digestibilidad por la disminución de la fracción de almidón de rápida digestibilidad a 

expensas de aumentar la fracción de almidón lentamente digerible (Zhang y col., 2016). Por 

otro lado, el mecanismo de digestión llamados de lado a lado (Zhang y Hamaker, 2009) 

propone que los gránulos de almidón de tipo-A contienen canales que conectan la región 

central a la superficie del gránulo, facilitando la penetración de enzimas y moléculas de ácido. 

Estos canales son consecuencia de las estructuras amorfas, que se degradan en primer lugar 

por reacciones de hidrólisis. De esta manera, la hidrólisis ácida reducida de almidón sería la 

consecuencia de fragmentos de gránulos con mayor cristalinidad y porosidad reducida. Desde 

el punto de vista cinético, la hidrólisis ácida está limitada por el transporte de protones dentro 

de la estructura del almidón. 
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3.3. Conclusiones 

Los resultados mostraron que lo gránulos de almidón de maíz alcanzaron un máximo de 

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

Las enzimas amilolíticas y el ácido láctico producido por los lactobacilos alteraron la 

integridad del gránulo atacando las estructuras amorfas alrededor de la región del hilum.  

Además, la hidrólisis amilolítica produjo sólidos fragmentados que estaban pobremente 

hidrolizados por condiciones ácidas rigurosas.  

Se puede postular que la fermentación ácido láctica de matrices de alimentos con almidón 

tiene un efecto positivo en la digestibilidad ácida de gránulos de almidón, mejorando el 

contenido de fracciones de almidón resistente.   
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Resumen 

La fermentación en estado sólido es ampliamente utilizada en matrices con almidón para la 

producción de compuestos activos en la industria alimentaria, farmacéutica y de combustib le. 

Una comprensión precisa de las transformaciones fisicoquímicas sufridas por el almidón 

durante la fermentación en estado sólido debe proporcionar información valiosa para el 

procesamiento adecuado de matrices de alimentos. Para evaluar las transformaciones 

fisicoquímicas de almidón inducido por fermentación fúngica en estado sólido, el almidón 

de maíz nativo se sometió a fermentación (38 °C) sobre un soporte inerte (humedad 80%) 

con Aspergillus oryzae var. oryzae (2107 células mL-1). Las transformaciones 

fisicoquímicas en los gránulos de almidón con el tiempo de fermentación fueron 

monitoreadas por XRD, FTIR y DSC. El contenido de cristalinidad alcanzó un valor máximo 

(39.72±1.02) después de 100 h. Un patrón similar fue mostrado por la relación de absorbancia 

1047/1022 de mediciones de FTIR, lo que sugiere un aumento en la cristalinidad de corto 

alcance en los primeros 4 días de fermentación. El análisis de DSC mostró que la entalpía de 

gelatinización disminuyó 60.0% a lo largo del periodo de fermentación de 192 h. Los 

gránulos de almidón de maíz fermentado fueron menos susceptibles a hidrólisis ácida (HCl, 

1.0 N, 38 °C) que los gránulos de almidón nativo. Cuanto más largo fue el tiempo de 

fermentación al que se sometieron los gránulos, menos susceptibles fueron a hidrólisis ácida. 

De esta manera, se concluye que la fermentación en estado sólido reduce la susceptibil idad 

a la digestión de gránulos de almidón de maíz.  

Palabras clave. Aspergillus oryzae, Fermentación de Almidón de Maíz, Morfología y 

Cambios Estructurales   
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4.1. Introducción 

La fermentación en estado sólido (FES) es un proceso utilizado para la producción de una 

amplia diversidad de alimentos, productos químicos y enzimas. La FES, es un proceso no 

sumergido, se lleva a cabo sobre materiales no solubles que actúan como soporte físico y 

fuente de nutrientes (Pandey, 1992). En ausencia de un líquido fluido, el proceso de 

fermentación se lleva a cabo en condiciones de bajo contenido de humedad. De esta forma, 

la FES solo puede llevarse a cabo por un número 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 

producción y conservación de matrices en alimentos, incluyendo la producción de 

Penicillium roquefortii y fermentación de arroz de Aspergillus oryzae para iniciar el proceso 

koji. La motivación se basa en el hecho de que la FES estimula los procesos de fermentac ión 

llevados a cabo por microorganismos naturales para el ensilaje y compostaje (Couto y 

Sanromán, 2006). Además, la FES es una técnica más segura, más simple e implica menores 

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

La FES se utiliza cada vez más a escala industrial para la producción de productos finos de 

valor agregado, como proteína unicelular, etanol, enzimas (ejemplo amilasa), aminoácidos, 

metabolitos secundarios activos, etc. (Krishna, 2005; Singhania y col., 2009). Además de las 

presuntas reducciones en los costos de operación, se ha reportado que la FES puede ofrecer 

mayores rendimientos o mejores características del producto en comparación con la 

fermentación sumergida (Acuña-Argüelles y col., 1994; Jain y col., 2013; Sandhya y col., 

2005). Una característica 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 idóneos para la producción de enzimas, etanol, ácido láctico, 

compuestos fenólicos, etc. (John y col., 2006; Martins y col., 2011; Pandey, 2003; Viniegra-

González, 2014). A pesar de sus ventajas demostradas, el proceso de operación de la FES se 

ve obstaculizado por las limitaciones de transferencia de masa y calor, así como el control 

estricto de pH, contenido de humedad y suministro de oxígeno (Couto y Sanromán, 2006; 

Durand, 2003). Comúnmente, la FES es llevada a cabo por hongos sobre sustratos ricos en 

almidón. La producción de etanol (Abouzied y Reddy, 1986; Kotaka y col., 2008; Okamoto 

y col., 2011), comida tradicional (Hesseltine, 1965), producción de ácido cítrico (Betiku y 

Adesina, 2013) y fermentación koji (Zhu y Tramper, 2013) son ejemplos de procesos de 

fermentación basados en hongos empleando matrices de almidón. La acción metabólica de 

hongos involucra la producción de enzimas amilolíticas (por ejemplo, α-amilasa) para 

hidrolizar las cadenas de almidón en carbohidratos más simples. Las enzimas, metabolitos 

secundarios, ácido láctico, cítrico y etanol se convierten en subproductos de la actividad 

metabólica de los hongos. A través de las enzimas amilolíticas producidas, la actividad 

fermentativa afecta las propiedades fisicoquímicas de los gránulos de almidón. A difere ncia 

de las fermentaciones sumergidas, el contenido de humedad y el trasporte de oxígeno 

imponen importantes limitaciones al transporte de las enzimas amilolíticas a la estructura del 

sustrato (Gutiérrez-Rojas y col., 1995; Mitchell y col., 2004). Actualmente, los mecanismos 

involucrados en las transformaciones de gránulos de almidón en fermentaciones en estado 

sólido empleando hongos no se han aclarado completamente. En particular, no se han 

explorado los cambios en la cristalinidad de almidón y las propiedades térmicas. Los 
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resultados en esta línea deben proporcionar importantes ideas para el diseño de procesos de 

la FES empleando hongos con una utilización óptima de sustratos (Albaek y col., 2011). 

Además, la FES puede ser vista como un proceso para la producción de almidón 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 fermentación en estado sólido 

(Aspergillus oryzae var. oryzae) sobre las propiedades fisicoquímicas de Almidón de Maíz.   
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4.2. Resultados y discusión 

4.2.1. Morfología 

La morfología proporciona algunos conocimientos sobre los mecanismos implicados en la 

degradación amilolítica de los gránulos de almidón por la acción de los hongos. En la Figura 

4.1a se presenta una imagen de microscopia óptica de los gránulos de almidón nativo, que 

presentan la cruz de Malta típica en el centro del gránulo. Los gránulos de almidón se 

inocularon con A. oryzae para llevar a cabo la fermentación en estado sólido durante 192 h. 

Después de 48 h, las esporas de los hongos se propagaron alrededor de los gránulos de 

almidón (Figura 4.1b), algunos de ellos unidos a la superficie de los gránulos de almidón. El 

crecimiento de los hongos parece estar concentrado en la región sobre el hilum al centro del 

gránulo. La unión de los hongos a los gránulos de almidón involucra la unión de los enlaces 

de hidrógeno (Imam y Harry-O'Kuru, 1991). El proceso de unión está relacionado con la 

producción de hidrofobinas, que son proteínas que contribuyen al desarrollo aéreo de hongos 

y a las relaciones interfaciales entre la pared celular de hongos y superficies sólidas. A su 

vez, estas proteínas imparten propiedades hidrofóbicas al micelio implicadas en la unión de 

las hifas en superficies hidrofóbicas (Volke-Sepúlveda y col., 2006; Wösten, 2001), por 

ejemplo, la matriz compleja formada por el soporte inerte y gránulos de almidón. Debe 

destacarse que la superficie del gránulo de almidón es hidrofóbica por naturaleza dado su alto 

contenido de amilopectina. Después de 96 h (Fig. 4.1c), el gránulo de almidón apareció 

completamente colonizado por los hongos.  

Debido a que las enzimas amilolíticas son secretadas extracelularmente, es más fácil el ataque 

hacia los gránulos de almidón (Jin y col., 1998). Sugai-Guérios y col. (2016) han sugerido 
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diferentes modos de crecimiento y funciones para la penetración de hifas largas y cortas. Las 

hifas largas exploran la composición de la partícula y buscan nuevos sitios de colonización a 

través de la partícula, mientras que las hifas cortas actúan como anclas para la colonia y como 

productores de enzimas. Estos tipos de hifas parecen estar presentes en la colonización de los 

gránulos de almidón (Fig. 4.1c). 

Se puede observar en la Figura 4.1d algunas grietas en los gránulos de almidón a las 144 h 

de incubación, que fueron causadas por la acción combinada de hinchamiento de gránulos y 

enzimas amilolíticas. Las enzimas amilolíticas (por ejemplo, α-amilasa) producidas por los 

hongos erosionan la región externa del gránulo de almidón alrededor de la cruz de Malta para 

penetrar la estructura interna a través de la hilum. De esta manera, la descomposición del 

gránulo de almidón se convirtió en una consecuencia de la degradación de los anillos de las 

cadenas amorfas más internas. El la Figura 4.1e se ilustra la morfología de los gránulos de 

almidón al final de los procesos de fermentación después de 196 h. Para una mejor 

visualización de la morfología de los gránulos, éstos fueron lavados varias veces para 

eliminar las colonias de hongos. La acción metabólica de A. oryzae llevó a la fragmentac ión 

del gránulo, los fragmentos aparecen como gajos separados de la estructura original por 

medio de grietas en la región del hilum.   

Las imágenes de SEM se utilizaron para obtener una descripción más detallada de los 

cambios morfológicos. En la Figura 4.1f se ilustra la morfología (5000x) del gránulo de 

almidón nativo, mostrando una superficie que no ha sido afectada por la degradación 

enzimática. La superficie del gránulo ya no está lisa después de 48 h de fermentación (Fig. 

4.1g), observándose algunos desgastes en la superficie. El efecto se profundiza durante 
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tiempos más largos ya que las fracturas y regiones erosionadas están presentes después de 96 

(Fig. 4.1 h) y 144 h (Fig. 4.1i). La forma poligonal de los gránulos de almidón nativos cambió 

promoviendo una desorganización al final del proceso de fermentación (Fig. 4.1j), generando 

una erosión severa y fracturas. Se observa un aspecto exfoliado de la superficie del gránulo, 

probablemente inducido por la acción combinada del hinchamiento de gránulos y las enzimas 

amilolíticas producidas por hongos. 

Las imágenes de microscopia óptica y SEM proporcionan una idea sobre los mecanismos 

involucrados en la fragmentación de los gránulos de almidón. Los gránulos de almidón 

nativos están formados por regiones semi-cristalinas orientadas radialmente y anillos de 

crecimiento amorfos organizados alrededor del hilum (Gallant y col., 1997). El gránulo de 

almidón es una estructura compacta, aunque el hilum es la región más frágil con cadenas de 

almidón mal organizadas (Buléon y col., 1998). Las imágenes de la Figura 4.1 indican que 

la fragmentación del gránulo comenzó alrededor de las fracturas del hilum. Después de un 

periodo de adaptación de aproximadamente 24 h, la población de hongos creció alrededor de 

la región del hilum y fue capaz de producir enzimas amilolíticas para atacar a la región 

vulnerable localizada alrededor de la cruz de Malta. A pesar de que la superficie del gránulo 

también fue erosionada, las regiones de crecimiento amorfo dentro de la estructura del 

gránulo son más susceptibles a la degradación por las enzimas amilolíticas. Las fracturas 

realizadas a través del hilum aumentan la difusión de las enzimas amilolíticas (Chen y col., 

2006). Después de un tiempo relativamente prolongado de aproximadamente 148 h, los 

gránulos de almidón se agrietaron dejando una estructura en gran parte rota.    
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Figura 4.1. (a)-(e) microscopia óptica y (f)-(j) imágenes SEM de gránulos de almidón de 

maíz nativo (0 h) y fermentado (48, 96, 144, 196 h) con A. oryzae. 

(a) 

(b) 
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(d) 
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4.2.2. Diámetro Promedio (d1,0)  

La acción fermentativa de los hongos condujo a cambios importantes en el tamaño de los 

gránulos de almidón a medida que las enzimas amilolíticas erosionaron la superficie del 

gránulo. Como consecuencia, el tamaño medio de los gránulos de almidón sufrió reducciones 

graduales. El diámetro medio de longitud d1,0 de los gránulos fermentados fue monitoreado 

mediante mediciones directas en las imágenes de microscopia óptica. La Figura 4.2 presenta 

la disminución de d1,0 con el tiempo de fermentación.  
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Figura 4.2. Evolución del diámetro de los gránulos con el tiempo de fermentación. 



Capítulo Cuatro  Resultados y Discusión 
 

 
79 

 

Es un comportamiento lineal aparente, aunque el volumen medio exhibió un decaimiento 

exponencial con una constante de tiempo de aproximadamente 117±4.5 h. Esto sugiere que 

la degradación de los gránulos de almidón por A. oryzae sigue la cinética de primer orden, 

con una constante de tiempo de orden de algunos pocos días. Favela-Torres y col. (1998) 

mostraron constantes de tiempo de aproximadamente 30 h para el consumo de glucosa por 

A. niger mediante fermentación en estado sólido. Resultados similares fueron obtenidos por 

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

La glucosa es un carbohidrato simple que está directamente disponible para el proceso 

metabólico de los hongos. A diferencia de las cadenas de almidón que son moléculas bastante 

grandes que requieren fragmentación antes de ser metabolizadas por las colonias de 

Aspergillus. La diferencia entre la constante de tiempo para el uso de glucosa y la 

degradación de gránulos de almidón se debe principalmente a la etapa de hidrólisis preliminar 

llevada a cabo por enzimas amilolíticas.  

 

4.2.3. Análisis de Difracción de Rayos-X 

En la Figura 4.3a se ilustran los patrones de XRD de almidón nativo y gránulos fermentados. 

Los gránulos de almidón nativo presentaron un patrón de XRD de tipo A, con fuertes picos 

de intensidad en 15.12, 17.17, 18.05 y 23.0 a 2θ-grados (Buléon y col., 1998). Estos picos de 

intensidad se mantuvieron a lo largo del proceso de fermentación. Sin embargo, el pico de 

intensidad a 20 grados se amplió después de un tiempo de fermentación de 96 h.  
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Figura 4.3. Patrones de difracción de rayos-X para almidón de maíz nativo y fermentado 

con A. oryzae. Las líneas verticales denotan picos distintivos de cristalinidad tipo-A. 



Capítulo Cuatro  Resultados y Discusión 
 

 
81 

 

Se obtuvieron resultados similares para la hidrólisis ácida (Wang y col., 2003), glucoamilasa, 

(Aggarwal y Dollimore, 1998) y α-amilasa (Lacerda y col., 2008) para tratamientos de 

almidón de maíz. El contenido de la cristalinidad en función del tiempo de fermentación 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 amilolíticas producidas por A. oryzae atacan preponderantemente las regiones 

amorfas de los gránulos de almidón. Sin embargo, durante tiempos más largos el contenido 

de cristalinidad mostró una fuerte disminución. Este efecto podría atribuirse a la reducción 

de las regiones amorfas en los primeros días, que conduce a un agrietamiento y 

posteriormente a una fragmentación de los gránulos de almidón. Como consecuencia, las 

regiones cristalinas están más expuestas al ataque de las enzimas desramificadoras 

producidas por las colonias de hongos. Zhang y col. (2006) reportaron resultados similares 

para el almidón tratado con α-amilasa y amiloglucosidasa, donde la cristalinidad mostró un 

ligero aumento durante el periodo inicial de hidrólisis. Asimismo, Li y col. (2013) 

encontraron que las enzimas amilolíticas obtenidas a partir de levadura de arroz aumentaron 

la cristalinidad del almidón de arroz en la primera etapa de la fermentación.  

4.2.4. Análisis de los Gránulos de Almidón por FTIR 

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

del almidón, fueron investigadas.   
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Figura 4.4. (a) Espectro de FTIR para gránulos de almidón nativo y fermentado. (b) 

Relación de la absorbancia 1047 cm-1 / 1022 cm-1 en función del tiempo de fermentación. 
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Dado que las bandas de 1047 y 1022 cm-1 están ligadas a estructuras cristalinas y amorfas, la 

relación de absorbancia 1047 cm-1 / 1022 cm-1 se relaciona comúnmente como un índice del 

ordenamiento de los dominios cristalinos a dominios amorfos en almidón. En la Figura 4.4a 

se presenta el patrón de absorbancia para gránulos de almidón nativos y fermentados. La 

relación de absorbancia aumentó en las primeras horas para alcanzar un valor máximo a las 

96 h aproximadamente. Mientras que los patrones de XRD reflejaron el ordenamiento de 

largo alcance del empaque cristalino, la relación de absorbancia 1047 cm-1 / 1022 cm-1 reflejó 

el orden de corto alcance mediante estructuras de doble hélice. Los resultados en las Figuras 

4.3b y 4.4b indican que las enzimas fúngicas hidrolizan tanto las regiones amorfas de los 

gránulos de almidón como las estructuras de doble hélice. En el punto medio del periodo de 

fermentación, el contenido de cristalinidad alcanza un valor máximo a medida que se reduce 

la cantidad de regiones amorfas. La ruptura gradual de la estructura del gránulo a prolongados 

tiempos de fermentación expuso las regiones cristalinas a la acción de las enzimas 

amilolíticas, provocando una reducción gradual del porcentaje de cristalinidad.    

 

4.2.5. Propiedades Térmicas del Almidón Nativo y Fermentado 

Las propiedades térmicas de los gránulos de almidón fermentados proporcionan otra visión 

del proceso de degradación. Los resultados del análisis de DSC de los residuos de almidón 

de la fermentación se presentan en la Tabla 4.1. Debe recordarse que, en lugar de la 

cristalinidad, las mediciones de DSC proporcionan información sobre el grado de 

ordenamiento de las estructuras moleculares dentro del gránulo de almidón.  
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Tabla 4.1. Evolución de las propiedades térmicas del almidón de maíz fermentado a diferentes tiempos con A. oryzae. 

Tiempo de 
Fermentación (h) 

To (oC) Tp (oC) Tc (oC) ΔH (J/g) 

Native 59.650.32d 72.160.26cd 86.130.92c 7.650.31a 

24 60.220.54c 71.540.25d 86.710.35c 7.760.32a 

48 60.760.23c 72.620.12c 85.250.54c 6.690.68b 

72 61.980.78b 72.190.38c 88.670.89c 6.890.28b 

96 62.640.75b 74.640.38b 88.650.84b 6.450.45b 

120 63.150.47b 74.160.42b 89.090.25a 6.130.47c 

144 63.740.43a 75.720.61b 90.130.51a 5.930.72c 

168 64.120.85a 77.740.74a 89.750.63a 5.650.67c 

192 64.980.79a 78.450.73a 89.120.74a 4.970.85c 

To, temperatura de inicio; Tp, temperatura de pico; Tc, temperatura final; ΔH, entalpia; ΔT (TC-TO), rango de temperatura de gelatinización.   

Las medias ( desviación estándar) en una columna seguida de diferentes letras son significativamente diferentes (p ≤ 0.05). 
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La temperatura de inicio aumentó con el tiempo de fermentación, lo que indica que la 

complejidad de la estructura molecular de los residuos de almidón tiene una estructura molecular 

más compleja. Es decir, las enzimas amilolíticas producidas por A. oryzae atacan en primer lugar 

los enlaces de la estructura más simple. Este efecto fue evidenciado por el desplazamiento a la 

derecha de la temperatura de pico, lo que sugiere que las estructuras más ordenadas se mantienen 

después de la degradación enzimática. Por otra parte, la temperatura final no mostró un aumento 

significativo con el tiempo de fermentación. De esta manera, el intervalo de temperatura de 

fusión disminuyó con el tiempo, indicando que los residuos de almidón tienen una estructura 

más homogénea. Dado a su estructura molecular simple, las cadenas lineales de amilosa y 

amilopectina de cadena corta son más susceptibles al ataque enzimático que las moléculas de 

amilopectina ramificadas. A su vez, este efecto conduce a distribuciones menos heterogéneas 

del ordenamiento molecular.  La entalpía de gelatinización muestra una disminución  consistente 

con el tiempo de fermentación, indicando que los residuos de almidón alcanzaron un orden 

relativamente bajo en comparación con el nativo. Resultados similares fueron reportados por 

Shrestha y col. (2012) para la digestión gránulos de almidón de maíz con una mezcla de enzimas 

amilolíticas (α-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 almidón 

(5% p/v) en función de la velocidad de corte.  
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El almidón nativo mostró un índice de comportamiento de flujo de aproximadamente 

02.072.0 n ( 93.02 R ). El mismo valor ajustó los datos experimentales para los gránulos 

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

valores de velocidad de corte, el índice de flujo fue 02.065.0 n ( 96.02 R ). La reducción 

de la viscosidad aparente con el tiempo de fermentación puede explicarse de la siguiente manera.  
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Figura 4.5. Viscosidad aparente en función de la velocidad de corte de almidón de maíz 

nativo y fermentado con A. oryzae. 
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Anteriormente se ha enfatizado que las propiedades reológicas de un material reflejan su 

estructura. Durante la gelatinización, los gránulos de almidón se hinchan hasta varias veces su 

volumen inicial. La hinchazón se acompaña de lixiviación de los constituyentes de gránulos, 

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

La viscosidad máxima a una concentración dada refleja la capacidad de los gránulos para 

hincharse libremente antes de su descomposición física. Los almidones que son capaces de 

hincharse hasta un alto grado también son menos resistentes a la descomposición en la cocción 

y por lo tanto exhiben una viscosidad significativa que disminuye después de alcanzar la 

viscosidad máxima (Adebowale y Lawal, 2003). Este efecto se ve reflejado a mayor tempo de 

fermentación se produce una viscosidad aparente baja con forme aumenta la velocidad de corte 

(Figura 4.5). 

Mediante la aplicación de una modificación química se genera un cambio considerable en las 

propiedades reológicas, la viscosidad de los geles de almidón se puede aumentar o reducir. 

Adebowale y Lawal (2003) informaron que una modificación química como es la acetilación en 

almidones de frijol Mucuna conduce a una disminución y caída de la viscosidad.  

 

4.2.7. Potencial-ζ 

Las mediciones del potencial-ζ (Fig. 4.6) se llevaron a cabo para monitorear las 

transformaciones de los gránulos de almidón. El almidón de maíz nativo presentó un potencial-

ζ negativo de magnitud relativamente pequeña (aproximadamente de -14.21 mV). Ocurrió un 

aumento gradual de la magnitud del potencial-ζ con el avance del tiempo de fermentac ión, 
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alcanzando un valor de aproximadamente -31.50 mV después de 192 h. Las enzimas amilolít icas 

fragmentaron las cadenas de almidón para finalmente producir glucosa.  

A. oryzae metaboliza el almidón como sustrato produciendo α-amilasa (Abe y col., 2006; 

Carlsen y col., 1996) o productos intermedios como etanol (Neri y col., 2009; Nigam y Singh, 

1995). La disminución del potencial-ζ en el dominio negativos puede deberse a la complejidad 

de un gran número de compuestos derivados de la acción metabólica de A. oryzae de acuerdo 

con lo establecido por Lee y col., 2010.  
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Figura 4.6. Potencial-ζ en función del tiempo de fermentación. 
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4.2.8. Hidrólisis Ácida 

Los gránulos de almidón se sometieron a hidrólisis ácida (HCl 1.0 M, 38 °C) durante 2 h y los 

resultados se presentan en la Figura 4.7. Los gránulos de almidón nativo se hidrolizaron hasta 

un 37.12%. Sin embargo, los gránulos de almidón fermentados fueron menos propensos a 

hidrólisis ácida, cuando más largo era el tiempo de fermentación al que estaban sometidos. El 

avance de hidrólisis fue reducido aproximadamente 10.5% al final del periodo de fermentac ión. 
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Figura 4.7. Hidrólisis ácida (2 horas) de almidón nativo y residual en función del tiempo de 

fermentación. 
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La disminución del avance de la hidrólisis ácida con el tiempo de fermentación parece estar 

relacionada con el aumento del contenido de cristalinidad. En la Figura 4.3 se pudo observar 

que a las 96 h aumenta considerablemente el contenido de cristalinidad sin embargo, Copeland 

y col., (2009) describen que las láminas cristalinas son atacadas en menor grado por las enzimas 

amilolíticas que las regiones amorfas. Además, dichos autores mencionan que el almidón 

resistente no es completamente digerible este efecto se presenta en la presente investigac ión 

(Figura 4.7). Después de dos horas de hidrolisis con ácido clorhídrico se aprecia que el contenido 

de almidón disminuye por lo tanto se puede decir que está relacionado con almidón resistente.     

Por ejemplo, se ha reportado que el almidón de arroz incubado con enzimas amilolíticas cambió 

las propiedades de digestibilidad al disminuir la fracción de almidón rápidamente digerible a 

expensas del aumento de la fracción de almidón lentamente digerible (Zhang y col., 2016).  

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

es completamente digerible.   



Capítulo Cuatro  Conclusiones 
 

 
91 

 

4.3. Conclusiones 

Las enzimas amilolíticas producidas por los hongos alteran la estructura del almidón, dando 

lugar a gránulos fragmentados, disminución de la cristalinidad y entalpía de gelatinización, así 

como a reducciones de la susceptibilidad a la hidrólisis ácida. 

Se postuló que el proceso de fermentación en estado sólido produjo residuos granulares con 

estructura compacta y canales reducidos, que a su vez se convierten en una obstrucción para el 

transporte de enzimas.  

La fijación de hongos a la superficie del gránulo es un paso importante para conseguir una 

fermentación prolongada de los gránulos de almidón.  
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5. Discusiones Generales 

 

5.1. Morfología 

Los resultados de morfología presentados en esta investigación nos indican que si hay una 

modificación de la estructura de los gránulos de AMF para los tres casos estudiados. Las tres 

cepas en estudio poseen la capacidad de invadir los gránulos de AMN generando menor tamaño, 

gránulos rotos, porosos y cristalinos a diferentes tiempos de fermentación.  

En las primeras horas de la fermentación ocurre una rápida caída del oxígeno y es cuando 

comienza el ataque enzimático generando una fuente de carbono para el metabolismo de los 

agentes de fermentación. Diversas enzimas son empleadas en la hidrólisis del almidón, una de 

las más importantes es la α-amilasa (E.C.3.2.1.1) que actúa catalizando la hidrólisis de los 

enlaces internos α-1,4 glucosídico del almidón liberando glucosa y maltosa. Esta enzima es 

secretada por diversos microorganismos entre los cuales destacan los empleados en la presente 

investigación, además 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 CO2 por 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 almidón como la α-glucosidasa (nombres 

alternativos: γ-amilasa; glucano 1,4-α-glucosidasa; aminoglucosidasa; exo-1,4-α-glucosidasa; 

glucoamilasa; α-glucosidasa lisosómica; 1,4-α-D-glucano glucohidrolasa) la cual es capaz de 
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romper el último enlace α(1-4) glicosídico en el extremo no reductor de la cadena de amilosa y 

amilopectina, liberando glucosa, además puede romper los enlaces glicosídicos α(1-6). 

Por otra parte, diversos tipos de bacterias gram positivas son ampliamente utilizadas en la 

producción de α-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 18010T es una nueva batería 

capaz de producir ácido láctico y α-amilasa a partir de almidón. La enzima obtenida por estos 

investigadores tenía una buena estabilidad en presencia de almidón, en rango de pH entre 5-6 y 

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 producción de α-amilasa por 

fermentación en estado sólido con A. oryzae obteniendo hasta 15095 U/g de sustrato seco a las 

72 h de fermentación empleando como sustrato salvado de trigo. Por su parte, Francis y col. 

(2003) describen que Aspergillus oryzae NRRL 6270 produce 6583 U/g de α-amilasa 

empleando como fuente de carbono residuos de granos de la elaboración de cerveza en 

combinación con harina de soya. Kammoun y col. (2008) describen que A. oryzae CBS 819.72 

es un excelente productor de α-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 gránulos y modifica la 

estructura del almidón de tal manera que fragmenta los gránulos en un menor tiempo en 

comparación con las otras dos cepas evaluadas. Sin embargo, S. cerevisiae entra en los gránulos 

cuando comienzan a hincharse y modifica la estructura deformándola lentamente.  
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En la fermentación sólida debido al crecimiento lento de A. oryzae las modificaciones en la 

cristalinidad, ruptura y tamaño del gránulo ocurren en un mayor tiempo (8 días). El efecto más 

importante mostrado por A. oryzae es la generación de gránulos porosos para su aplicación en 

alimentos.    

En las últimas décadas, se ha optado por emplear una tecnología menos agresiva con el ambiente 

sustituyendo la hidrólisis ácida del almidón por el uso de enzimas para la conversión del almidón 

en la producción de maltodextrina, almidones modificados o jarabes de glucosa y fructosa (Van 

Der Maarel, 2002).  

Un producto obtenido por hidrólisis ácido–enzimática de almidón de maíz es el jarabe de alta 

maltosa cervecero o también llamado glucosa enzimática, está compuesto por dextrosa, maltosa 

y polisacáridos, en proporciones variables según el grado de conversión. Es utilizado en la 

industria cervecera como sustituto de la malta de cereales y se emplea en la fabricación de 

golosinas, en panificación y otros productos alimenticios (Nigam y Singh, 1995).  Algunas otras 

aplicaciones de la hidrólisis de almidón se basan principalmente en la producción de azucares 

(Crabb y Mitchinson, 1997) y etanol (Bothast y Schlicher, 2005). 
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5.2. Diámetro Promedio (d1,0) 

En la Tabla 5.1 se presenta la comparación del diámetro en función del tiempo de fermentac ión 

para las tres fermentaciones en estudio. L. bulgaricus destaco por poseer la capacidad de ruptura 

de los gránulos de AMF obteniendo diámetros de 6.07 µm en un menor tiempo de fermentac ión 

(24 h).  

Un factor importante durante las fermentaciones realizadas es la generación de poros en los 

gránulos de almidón provocados principalmente por las enzimas extracelulares secretadas por 

los microorganismos. Por su parte, Chen y Zhang (2012) realizaron una hidrólisis de gránulos 

de AMN empleando una glucoamilasa para controlar el tamaño de poro, los resultados que 

obtuvieron fueron que el área superficial específica para AMN fue de 0.76 m2/g y a las 4 h de 

hidrólisis incremento a 1.74 m2/g.  

Tabla 5.1. Diámetro promedio (d1,0) de los gránulos de almidón. 

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

d1,0 (µm) 

0 17.31  0.73 a 17.31 ± 0.67 a 17.38 ± 0.34 a 

1  16.28 ± 0.76 a, b  

3  13.35 ± 0.78 b  

6  10.74 ± 0.96 c  

12 17.27  0.72 a 7.08 ± 1.90 d  

18  6.57 ± 1.72 d  

24 17.12  0.81 a 6.07 ± 1.13 d 15.49 ± 0.56 b 

48 16.68  1.32 a  15.24 ± 0.65 b 

72 16.06  1.65 a, b  13.16 ± 0.74 c 

96 15.28  1.72 b  12.56 ± 0.58 c 

120 14.51  1.86 b  11.27 ± 0.34 d 

144   10.52 ± 0.54 d 

168 13.09  1.56 b, c  9.70 ± 0.46 d 

192   8.69 ± 0.39 d, e 
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Por otra parte, determinaron el volumen de mesoporos para el AMN fue de 1.4 cm3/g y a las 4 

h de hidrólisis aumento hasta 5.62 cm3/g, además del diámetro medio de los mesoporos para el 

AMN fue de 200 nm y 960 nm para el hidrolizado a 4 h. Estos investigadores determinaron la 

capacidad de absorción de agua encontrando que el AM hidrolizado aumentaba a 1.83 g/g 

muestra, mientras que el AMN presentaba una capacidad de absorción de agua de 1.04 g/g 

muestra. Una aplicación de los almidones porosos es su uso en la adsorción o encapsulación de 

fármacos y saborizantes, debido a su alta capacidad de absorción. 

 

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 fermentación con S. cerevisiae se obtuvo el valor más alto de 

cristalinidad de 40.94 % a las 96 h. Por otra parte, con L. bulgaricus debido a su capacidad de 

crecimiento rápido es capaz de modificar la cristalinidad de los gránulos de AMF en 3 h y 

aumentarla 6.56 % con respecto al AMN. Esta bacteria es considerada más eficiente para la 

modificación de la cristalinidad del almidón de maíz. 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 días. Este factor es benéfico para una doble 

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

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

Cristalinidad (% ) 

0 32.82  1.50 d 32.88 ± 2.12 c 32.87 ± 1.23 b 

1  33.73 ± 1.24 c  

3  39.44 ± 1.13 a  

6  35.72 ± 1.02 b  

12 33.20  1.26 d 32.84 ± 0.95 c  

18  31.26 ± 0.87 d  

24 37.99  1.65 c 32.02 ± 0.96 c, d 33.74 ± 1.56 b 

48 38.13  1.77 b, c  34.80 ± 1.25 b 

72 39.28  1.56 a  35.40 ± 1.02 b 

96 40.94  1.58 a  38.60 ± 1.45 a 

120 39.14  1.49 a, b  33.20 ± 1.23 b 

144   29.50 ± 0.98 c 

168 38.40  1.56 b, c  27.20 ± 0.86 d 

192   24.30 ± 0.89 e 

 

Ao y col. (2007) obtuvieron una cristalinidad de 30.1 % para el almidón de maíz nativo y en la 

presente investigación se obtuvieron valores similares de entre 32 % para el AMN. Estos autores 

evaluaron diferentes tratamientos enzimáticos para la modificación del almidón de maíz 

llegando a la conclusión que la estructura cristalina en los almidones modificados contribuye a 

la digestión lenta del almidón modificado y su posible aplicación en alimentos.  
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5.4. Cambios en la Absorbancia de la Cristalinidad de Corto Alcance 

(Relación 1047 cm-1 / 1022 cm-1) 

Los resultados de la cristalinidad de corto alcance de la relación de absorbancia 1047cm-1 /1022 

cm-1 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 máximo valor de 0.78 a las 24 h. Li y col., 

(2013) evaluaron la relación de 1044 cm-1 / 1022 cm-1 del almidón de arroz y el almidón de 

vinaza. El almidón de arroz presentó una relación de menor (0.9039) que el almidón de vinaza 

(1.2102).  

Tabla 5.3. Comparación en la relación 1047 cm-1 / 1022 cm-1).  

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

Absorbancia  

Relación 1047 cm-1 / 1022 cm-1 

0 0.68  0.06 a 0.64 ± 0.03 e 0.64 ± 0.01 c 

1  0.64 ± 0.02 e  

3  0.65 ± 0.03 d  

6  0.67 ± 0.03 c  

12 0.72  0.04 a 0.72 ± 0.04 b  

18  0.76 ± 0.04 a  

24 0.69  0.03 a, b 0.78 ± 0.03 a 0.67 ± 0.01 b 

48 0.70  0.03 a  0.68 ± 0.02 b 

72 0.69  0.04 a  0.69 ± 0.01 a 

96 0.68  0.03 a, b  0.73 ± 0.02 a 

120 0.66  0.03 b, c  0.71 ± 0.01 a 

144   0.70 ± 0.01 a 

168 0.64  0.04 c  0.70 ± 0.02 a 

192   0.69 ± 0.01 a 
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Por lo tanto, el almidón de vinaza contiene una estructura más ordenada. En la Tabla 5.3 se 

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

estructuras más ordenadas. 

 

5.5. Comparación de la Temperatura de Pico (Tp) 

En la Tabla 5.4 se aprecian las comparaciones de la temperatura de pico de gelatinización (Tp) 

del AMF por los tres microorganismos en estudio con respecto al tiempo de fermentación. En 

este estudio se pudo observar que se retardo el proceso de gelatinización para los gránulos de 

AMF. La temperatura de gelatinización 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. Comparación de la Temperatura de pico (Tp). 

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

Tp (
°C) 

0 72.16  0.26 c 72.16  0.26 c 72.16  0.26 c, d 

1  71.54  0.25 b  

3  72.62  0.12 a, b  

6  73.29  0.38 a  

12 71.45  0.25 b, c 74.54  0.42 a  

18  74.62  0.25 a  

24 72.36  0.10 b, c 74.72  0.61 a 71.54  0.25 d 

48 73.72  0.13 a  72.62  0.12 c 

72 74.53  0.24 a  72.19  0.38 c 

96 74.12  0.16 a  74.64  0.38 b 

120 74.06  0.23 a  74.16  0.42 b 

144   75.72  0.61 b 

168 73.63  0.12 a, b  77.74  0.74 a 

192   78.45  0.73 a 
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Alonso-Gomez y col. (2016) mostraron un efecto similar al de la presente investigación, en el 

aumento de la temperatura de gelatinización empleando almidón de yuca fermentado. La TP 

para el almidón de yuca sin fermentar fue de 63.48 °C aumentando a 64.49 °C a 30 días de 

fermentación y 67.03 °C en 45 días de fermentación. Los autores describen que el efecto es 

causado por el deterioro y debilitamiento de la conformación molecular del almidón durante la 

fermentación. Esto genera una re-cristalización de los gránulos de almidón lo cual provoca que 

el almidón este mejor estructurado y hace que el proceso de gelatinización sea más lento.    

 

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

La comparación de la viscosidad aparente a 1.0 s-1 (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 comparación 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 fermentación. En 

Canadá, el almidón modificado se utiliza a menudo en la formulación de yogur como 

estabilizador, para limitar defectos tecnológicos como la separación del suero (sinéresis) y las 

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

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

Viscosidad a 1.0 s -1 (Pa s) 

0 14.76 ± 0.23 a 8.48 ± 0.34 a 8.48 ± 0.35 a 

1  6.83 ± 0.27 b  

3  4.40 ± 0.35 c  

6  3.50 ± 0.24 c, d  

12 13.21  0.35 a 2.98 ± 0.14 d  

18  2.73 ± 0.16 d  

24 13.78  0.28 a, b 2.64 ± 0.17 d, e 7.74 ± 0.37 a, b 

48 12.23  0.26 b  5.57 ± 0.19 c 

72 11.27  0.32 c  4.92 ± 0.21 d 

96 9.65  0.35 d  3.28 ± 0.24 e 

120 7.68  0.24 d, e  2.42 ± 0.16 f 

144   1.91 ± 0.14 g 

168 6.97  0.24 e  1.39 ± 0.38 g 

192   1.37 ± 0.42 g 

 

 

5.7. Potencial- ζ 

La Tabla 5.6 indica los valores de potencial-ζ obtenidos para cada tratamiento en estudio. El 

potencial-ζ disminuye conforme aumenta el tiempo de fermentación para los tres casos en 

estudio. Un factor importante que se muestra en las imágenes de microscopia electrónica de 

barrido es la adhesión de los lactobacilos a los almidones, principalmente es llevado a cabo por 

interacciones electrostáticas. Delcour y col. (1999) describen que la pared celular de las 

bacterias ácido lácticas gram-positivas está conformada por peptidoglicanos, ácidos 

lipoteicoicos, proteínas y polisacáridos. La disminución del potencial-ζ para el caso de la 

fermentación ácido láctica probablemente fue causada por el aumento en la disociación de 
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grupos ácido débiles de los polisacáridos de la pared celular y de la producción de ácido láctico 

generado, así como de las proteínas de la superficie (Schär-Zammaretti y Ubbink, 2003). 

Por su parte, Crittenden y col. (2001) demostraron que algunas bacterias pueden adherirse al 

almidón in vitro (fuera de un organismo vivo). Sin embargo, el papel de la adhesión en el 

metabolismo del almidón por bifidobacterias es actualmente desconocido.  

Los alimentos probióticos son alimentos con microorganismos vivos (lactobacilos) adicionados 

que permanecen activos en el intestino y ejercen importantes efectos fisiológicos. 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-ζ de las fermentaciones evaluadas. 

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

Potencial- (mV) 

Nativo -17.20  0.02  -15.12 ± 0.67 d -15.0 ± 0.76 a 

0 -33.26  0.54 a   

1  -21.43 ± 0.75 c  

3  -23.71 ± 0.83 b  

6  -25.27 ± 0.81 a, b  

12 -35.55  0.47 b -30.25 ± 0.91 a  

18  -30.12 ± 0.87 a  

24 -44.76  0.42 c -28.68 ± 0.96 a -16.30 ± 0.98 a 

48 -45.75  0.32 c  -17.40 ± 0.78 a 

72 -44.65  0.52 c  -19.50 ± 1.01 a, b 

96 -42.65  0.68 c, d  -22.40 ± 1.12 c 

120 -38.75  0.75 b  -23.30 ± 0.98 c 

144   -26.80 ± 1.15 d 

168 -37.93  0.65 b  -30.70 ± 1.12 e 

192   -31.60 ± 1.15 e 
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Otro enfoque para aumentar el número de bifidobacterias en la microbiota intestinal es mediante 

el uso de prebióticos, 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 prebióticos identificados hasta ahora son carbohidratos no 

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

Algunos almidones (almidones resistentes) también escapan a la digestión 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 inclusión de 

almidones resistentes en la dieta aumenta la población de bifidobacterias en el tracto intestina l. 

Por lo tanto, también se han propuesto a los almidones resistentes como posibles prebióticos 

Crittenden y col. (2001).  

Se ha desarrollado recientemente una tecnología de microencapsulación que implica envolver 

bacterias en el núcleo hueco de almidón granular parcialmente hidrolizado, que se encapsula en 

un revestimiento exterior de amilosa (Myllarinen y col., 2000). Esta tecnología está diseñada 

para proteger a las bacterias probióticas 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. Hidrólisis Ácida 

En la tabla 5.7 se observa que en los tres casos evaluados conforme aumenta el tiempo de 

fermentación los gránulos de AMF fueron menos susceptibles a la hidrólisis ácida. Este 

parámetro identifica que L. bulgaricus modifica los gránulos de AMN produciendo gránulos 

altamente cristalinos con estructuras bien ordenadas y menos susceptibles a la hidrólisis ácida. 

Por lo tanto, se pueden estar generando almidones menos digeribles en 24 h de fermentación en 

comparación con las otras cepas evaluadas.  

De acuerdo con la velocidad y la extensión de la digestión del almidón in vitro, el almidón se 

ha clasificado en tres fracciones principales: (1) almidón rápidamente digerible, que es la 

porción de almidón digerida en los primeros 20 min de incubación, (2) el almidón lentamente 

digerible, es la porción de almidón digerido de 20 a 120 min y (3) almidón resistente, la porción 

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

Tabla 5.7. Hidrólisis ácida de las fermentaciones evaluadas. 

Tiempo de 

Fermentación 

(h) 

Fermentación Líquida Fermentación Ácido Láctica Fermentación Sólida 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
A. oryzae var. oryzae 

Hidrólisis Ácida (% ) 

0 37.12  2.02 a 36.96 ± 1.43 a 34.68 ± 1.23 a 

1  28.78 ± 1.65 b  

3  25.83 ± 1.73 c  

6  19.18 ± 1.42 d  

12 31.92  1.75 b 15.98 ± 1.59 e  

18  12.83 ± 1.43 e, f  

24 26.93  1.57 c 9.37 ± 1.21 f 33.32 ± 1.02 a 

48 23.72  1.62 d  27.45 ± 1.11 b 

72 19.73  1.58 e  25.96 ± 0.98 b 

96 17.56  1.38 f  23.93 ± 0.87 b 

120 16.96  1.15 g  17.43 ± 1.01 c 

144   15.94 ± 1.05 c 

168 16.98  0.93 h  12.10 ± 0.95 d 

192   11.86 ± 0.87 d 
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Ao y col. (2007) obtuvieron almidones lentamente digeribles, los cuales proporcionan una 

liberación prolongada de glucosa (energía) junto con una respuesta glucémica baja. Por lo tanto, 

podría tener aplicación comercial como ingrediente saludable de alimentos procesados. 

Actualmente, no existen productos basados en almidón de digestión lenta comercializados en el 

mercado de alimentos. 
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Conclusiones Generales 

El estudio de la caracterización fisicoquímica y morfológica de almidón de maíz empleado en 

fermentación con S. cerevisiae, L. bulgaricus y A. oryzae, demostró que los cambios ocurridos 

en los gránulos de almidón poseen modificaciones que imparten resistencia, estabilidad y 

propiedades reológicas deseables.   

La fermentación es un método viable para alterar la estructura de los gránulos de almidón de 

maíz.   

En las tres fermentaciones evaluadas se aprecian cambios severos en las estructuras de los 

gránulos de almidón de maíz, logrando una desestabilización de la estructura hasta alcanzar 

rupturas severas. Estos cambios son atribuidos a las enzimas de tipo amilolíticas 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 más fácil su ruptura, generando un mayor contenido de cristalinidad y una disminución de 

la sensibilidad a la hidrólisis ácida estricta, esto ocurrió 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 almidón de maíz. 

 Una ventaja adicional con respecto a las enzimas industriales se basa en la degradación del 

almidón in situ además del uso de cepas disponibles comercialmente para su uso en alimentos 

y tipo GRAS. 
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Por su parte, la fermentación ácido láctica posee una ventaja adicional, producir ácido láctico, 

este logra un efecto positivo en la digestibilidad ácida de gránulos de almidón, mejorando el 

contenido de fracciones de almidón resistentes.  

Por otra parte, la fijación de hongos a la superficie del gránulo es un paso importante para 

conseguir una fermentación prolongada de los gránulos de almidón. 
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VII. Perspectivas 

Las importancias de los estudios de caracterización de distintos tipos de almidón han sido 

ampliamente investigadas, sin embargo, como se ha enfatizado en este trabajo los estudios de 

caracterización fisicoquímica de las modificaciones de almidón de maíz mediante el uso de 

fermentación no han sido estudiados a profundidad. Este trabajo muestra tener una aplicación 

biotecnológica eficiente en la producción de alimentos. 

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

almidón de maíz empleando la fermentación. 

Cuantificar las actividades enzimáticas producidas por los microorganismos nos permitirá hacer 

una relación de la degradación de almidón en función a la actividad específica de cada enzima.  

La relación del contenido de amilosa y amilopectina presente en el almidón de maíz durante la 

fermentación es otro parámetro 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 almidón con los metabolitos 

secundarios producidos por los microorganismos (por ejemplo, enzimas, etanol, ácido láctico, 

lactato, entre otros). 

Otro parámetro importante es la cuantificación de biomasa (células, esporas, etc.) durante el 

proceso de fermentación.  
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“Dios no te hubiera dado la capacidad de soñar 

sin darte también la posibilidad de convertir 

tus sueños en realidad” 

 

Hector Tassinari  




