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RESUMEN TECNICO
Los geles alimentarios son sustancias viscoelasticas utilizadas en diversos productos
gelificados fabricados en todo el mundo. Los alimentos del gelificante suelen ser
polisacaridos. El objetivo de este trabajo fue la elaboracion y caracterizacién de un gel
producido en un proceso de fermentacién de harina de maiz azul, donde se utilizaron
diferentes proporciones de harina de maiz azul (Zea mays L.) y medio de cultivo
Czapek Dox (90 mL de medio de cultivo con 10 g de harina de maiz azul, 80 mL de
medio de cultivo con 20 g de harina de maiz azul y 70 mL de medio de cultivo con 30 g
de harina de maiz azul) y se fermentaron en 3 tiempos diferentes (20, 25 y 30 dias) con
el hongo Colletotrichum gloeosporioides. Se realiz6 una caracterizacion del gel
estudiando las propiedades reoldgicas, analisis proximal, y la prueba de solubilidad con
tres solventes organicos diferentes, andlisis toxicologico, estructura microscopica y
caracterizacion molecular. Los resultados preliminares del analisis reoldgico mostraron
gue el gel podria tener resistencia a altas temperaturas y con ese comportamiento
reversible. Los componentes quimicos principales son los carbohidratos, el gel es
soluble en solventes polares, se encontro la presencia de acidos carboxilicos en el gel,
dando por sentado que son polisacaridos en el principal componente. El analisis de

espectroscopia infrarroja confirmé que el gel estd compuesto por pectina.



ABSTRACT

Food gels are viscoelastic substances used in various gelled products manufactured
around the world. The foods use as gelling agents different substances and usually are
polysaccharides. The objective of this work was the elaboration and characterization of
a gel produced in a blue corn flour fermentation process, where different proportions of
blue corn flour (Zea mays L.) and Czapek Dox culture medium (90 mL) were used. of
culture medium with 10 g of blue cornmeal, 80 mL of culture medium with 20 g of blue
cornmeal and 70 mL of culture medium with 30 g of blue cornmeal) and fermented at 3
different times (20, 25 and 30 days) with the fungus Colletotrichum gloeosporioides. A
characterization of the gel was carried out studying the rheological properties, proximal
analysis, and the solubility test with three different organic solvents, toxicological
analysis, microscopic structure, and molecular characterization. The preliminary results
of the rheological analysis showed that the gel could have resistance to high
temperatures and with this reversible behavior. The main chemical components are
carbohydrates, the gel is soluble in polar solvents, the presence of carboxylic acids was
found in the gel, assuming that they are polysaccharides in the main component. FT-IR
spectroscopy analysis confirmed that the gel is composed of pectin.



1. INTRODUCCION

Los geles alimentarios son sustancias viscoelasticas y se fabrican varios productos
gelificados en todo el mundo. Los agentes gelificantes de los alimentos suelen ser
polisacaridos y proteinas. El mecanismo de gelificacién depende de la naturaleza del o
de los agentes gelificantes y de las condiciones de formato del gel como la
temperatura, la presencia de iones, el pH y la concentracion de agentes gelificantes,
etc. El sistema de gel mixto o multicomponente es un area de interés importante en la
que dos o mas componentes gelificantes se utilizan simultdneamente para lograr
determinadas caracteristicas estructurales y funcionales especificas (Soumya et al.,
2012).

La fermentacién se ha aplicado ampliamente en las industrias alimentaria, quimica, y
farmacéutica para ayudar en la extraccion, fabricaciéon y modificacion de compuestos
bioactivos. (Mesfin et al., 2019). La fermentacién microbiana es un interesante sistema
de procesamiento biotecnolégico que puede mejorar el contenido fendlico total de los
alimentos al liberar sus fenoles insolubles y, por lo tanto, aumentar su valor nutricional.
Los microorganismos mas usados en los procesos de fermentacién son los hongos, en
su forma de levadura principalmente, aunque existen registros sobre el uso de hongos
filamentosos de igual manera. (Dulf et al., 2016) Colletotrichum gloeosporioides es un
hongo endofito del fruto chagalapoli (Ardisia compressa).En un estudio anterior en el
grupo de investigacion, este mismo hongo produjo un gel en un proceso de
fermentacion en harina de maiz azul a diferentes proporciones, siendo una de ellas (70

mL de medio de cultivo Czapek Dox y 30 gramos de harina de maiz azul)

Por lo tanto, en el presente estudio se caracterizara el gel que se producira en el mismo
proceso de fermentacion variando las proporciones de medio de cultivo y harina de
maiz azul (Zea mays L.). Ademas de encontrar una aplicacién de este para la industria

alimentaria.
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2. ANTECEDENTES TECNICOS

2.1 GELES

Un gel es un intermedio entre un solido y un liquido que posee caracteristicas tanto
elasticas (sélidas) como de flujo (liquido). Se produce una transicion de sol (liquido) a
gel (s6lido) cuando se forman los geles. Se emplean selectivamente varios ingredientes
formadores de gel para generar geles alimenticios de atributos aceptables,
particularmente el grado de propiedades texturales, que es una indicacion del proceso
de gelificante. (Banerjee et al., 2012)

Los geles son una forma comin de materia blanda que surge de la asociacion de
diversas moléculas pequefias, componentes poliméricos y de particulas. Sin embargo,
la utilizacion de geles en numerosas aplicaciones industriales y médicas requiere una
mejor comprension del proceso de formacion del gel, los factores que influyen en la
estabilidad del gel y las relaciones entre la estructura y las propiedades reolégicas
Unicas de esta clase de materiales. La gelificacion engloba diversos procesos en los
gue las moléculas o particulas interactian mutuamente entre si y con el disolvente de
tal manera que se localizan en el espacio, dando lugar a la aparicién de una rigidez
macroscopica. Muchos geles implican enlaces cruzados quimicos, como en el caso de

los materiales gomosos. (Horkey et al., 2018)

2.1.1 Condiciones para la creaciéon de geles
La formacion de un gel es un proceso donde un polimero de dispersa, las particulas se

suspenden, en condiciones de temperatura controladas y una composicion de la
solucién (Soumya et al., 2012). Por lo tanto, la conversén de sol-gel implica que las
particulas se agreguen, y esto genere una red, abarcando todo el volumen del

recipiente o contenedor (Clark, 1992).

La formacion de geles puede clasificarse ampliamente en reacciones de gelificacion
inducidas fisicamente (calor, presién) y quimicamente inducidas (acidas, idnicas,
enzimaticas) Totosaus et al., 2002). Las condiciones de formacién del gel dependen
principalmente de los diversos factores fisico-quimicos que se mencionan en las

secciones siguientes.
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a) pH

La carga neta de la molécula es modificada por el pH, debido a la adicion de algun
acido o al ser sometida a un proceso de fermentacion, alterandose las fuerzas de
atraccion y repulsion entre moléculas, asi como las interacciones entre moléculas y
disolvente. Otras de las propiedades fisicoquimicas que es afectada por los cambios de
pH, es la solubilidad de las sales, lo que conlleva a la formacion de gel (Lucey et al.,
1997).

b) Presencia de enzimas
Los procesos de gelificacion también estan relacionadas con la presencia de enzimas,
donde se producen enlaces cruzados covalentes, en las proteinas presentes en los
alimentos. Las enzimas son las trans-glutaminasa (TG), peroxidasa y polifenol oxidasa

son adecuadas para la reticulacién de proteinas (Lauber et al., 2003).

2.1.2 Tipos de geles
Las moléculas de polimero en los geles no estan reticuladas por enlaces covalentes
(excepto los geles de proteinas); en cambio, las moléculas se mantienen unidas por
una fuerza intermolecular débil como los enlaces de hidrogeno, las fuerzas
electrostaticas, las fuerzas de Van der Waals y las interacciones hidrofobicas. El
proceso de gelificacién depende de la interaccion de dos o mas moléculas de polimero
formando gel (Aguilera et al., 2004). Existen diferentes tipos de gel en funcion de sus

caracteristicas y caracteristicas estructurales.

a) Hidrogel
Es un entramado de cadenas de polimeros que no son solubles en agua, normalmente
se encuentran como un gel coloidal en agua, lo cual le da un grado de flexibilidad. Son
polimeros naturales o sintéticos superabsorbentes (contienen mas del 99% de agua).
Los hidrogeles ambientalmente sensibles pueden detectar cambios de temperatura y
pH (Kong, 2005). Los materiales de hidrogel natural incluyen agarosa, metilcelulosa y
otros polimeros de origen natural. Estos hidrogeles se utilizan en sistemas de liberacion

sostenida, para medicamentos y nutrientes.
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b) Geles débiles
Algunos polisacaridos, a menudo de origen alimentario, muestran propiedades
intermedias entre las soluciones de polisacaridos y los verdaderos geles, y forman
geles débiles. Bajo deformacion baja, los geles débiles se comportan como geles
elasticos. Con una deformacién suficientemente grande o con un alto cizallamiento
velocidades, se fracturan, se rompen irreversiblemente y fluyen. Hay varios
polisacaridos como la goma xantana y la goma gellan que exhiben este tipo de

comportamiento (Mohammed et al., 2007).

c) Geles fluidos

Los geles se producen cuando las dispersiones de hidrocoloides calientes se dejan
enfriar y fraguar en condiciones de reposo (Valli et al., 2001). La dispersion se separa
en microparticulas ricas en polimeros y regiones pobres en polimeros, que forman el
espacio intersticial entre las particulas. La reologia general del sistema proviene de las
interacciones particula-particula, que pueden verse interrumpidas por bajas tasas de
cizallamiento y esfuerzos de cizallamiento (Norton et al., 1999). Estos sistemas,
comunmente conocidos como geles fluidos, pueden tener una amplia gama de texturas
gue incluyen un gel ligero vertible y una pasta untable mas espesa. Reologicamente, la
viscosidad de cizallamiento bajo de los geles de goma gellan es relativamente alta a
una concentracion de goma baja y, por tanto, es posible la formacién de gel fluido. Los
polisacaridos como el agar y el k-carragenano forman geles bajo un campo de
cizallamiento adecuado durante la gelificacion junto con otros alimentos liquidos
(Norton et al., 1999).

d) Geles sensibles al calor
Los geles también pueden ser termorreversibles o termoirreversibles. Los geles
termorreversibles son aquellos que se funden al calentar y gelifican al enfriar (por
ejemplo, agar, carragenano, gellan y gelatina) mientras que los geles termo-
irreversibles son aquellos que una vez formados al calentar no se funden (por ejemplo,
alginato, pectina de bajo metoxilo). Basado en la dependencia de la temperatura del

modulo elastico, polisacéarido
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los geles pueden clasificarse en cuatro categorias (Nishinari et al., 2004). Estos son (a)
geles de endurecimiento en frio como agarosa, carragenina y gellan que forman un gel
al enfriar la dispersion (b) endurecimiento por calor geles como algunos derivados de
celulosa (MC y HPMC), curdlan, glucomanano konjac que forma un gel al calentar la
dispersion (c) geles reentrantes como xiloglucano que forma geles en rangos de
temperatura especificos intermedios y permanecen en el estado de sol fuera de este
rango de temperatura, y (d) geles reentrantes inversos como una solucion mixta de
metilcelulosa y gelatina que se forma gel a temperatura mas alta y mas baja, y

permanece en el estado de sol en el rango de temperatura intermedia.

e) Geles instantaneos
El gel instantdneo multicomponente es una idea relativamente nueva en la que se
forma rapidamente un gel con atributos de textura aceptables. Los factores que deciden
la formacién de un gel instantaneo incluyen la seleccion adecuada de materias primas,
la naturaleza y presencia de agentes catalizadores y las condiciones ambientales,
incluido el pH y la temperatura.

El comportamiento reoldgico y la microestructura de los geles de proteina de guisante /
kcarragenano / almidon con diferentes condiciones de fraguado fue investigado por
Nunes et al (2006).

Depypere et al (2003) investigaron el enfoque de disefio de mezclas en el
comportamiento dindmico reolégico y de compresion uniaxial de postres de leche. Se
utilizaron experimentos de disefio de mezclas para estudiar las interacciones entre el k-
carragenano, el almidén de maiz nativo y las proteinas de la leche en la formacion de
una estructura de gel mixto. El postre de leche se considera un sistema de tres
componentes en el que las interacciones entre dos ingredientes no se aislan del tercer

constituyente.

Lee et al (2003) caracterizaron los geles gellan-gelatina y observaron que la dureza
disminuye con el aumento de la proporcién de gelatina y la cohesion aumenta hasta la
proporcion de gellan a gelatina de 40: 60 y luego disminuye. La concentracion de NacCl

y la relacion de gellan a gelatina son factores criticos para las caracteristicas del gel
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formado. Se espera que el efecto de diferentes aditivos sobre los atributos de textura
de los geles multicomponente genere productos reestructurados como los geles a base

de frutas.

2.1.5 Geles obtenidos en proceso de fermentacidn
Los hongos y bacterias presentan en su pared externa Exopolisacaridos (EPS), las

cuales pueden ejercer funciones biolégicas de manera esencial, como la produccion de
biopeliculas que los ayudan a adherirse a superficies u otros organismos, adquiriendo
proteccidbn a amenazas y estabilizacion en condiciones fisicoquimicas extremas. Los
EPS presentan apiicaciones alimentarias, otorgandoles viscosidad, capacidad de gelificar y
emulsificante. La goma xantana y el gelano son claros ejemplos de aditivos
alimentarios que se emplean para la elaboracién de salsas, helados, jaleas entre otros

productos. (Llamas et al., 2019)

Las bacterias acido lacticas (BAL) son utilizadas para la metabolizacion de los
carbohidratos en los alimentos, lo que les confiere caracteristicas organolépticas
propias. Las BAL se utilizan en proceso de fermentacion utilizando leches fermentadas
Yy quesos no grasos como sustratos, donde intervienen en los parametros tecnoldgicos
esenciales, proporcionando al producto una viscosidad adecuada y reducen la
sinéresis, siendo también apropiadas para la elaboraciéon de pasta o productos de
panaderia. Los EPS mejoran no solo la viscosidad de los alimentos si no ayuda a que

se perciban de mejor manera el sabor de los mismos. (Nacher-Vazquez et al., 2016)

2.2 PROCESO DE FERMENTACION

La fermentacion es un proceso de conversion de sustratos de alta complejidad en
compuestos simples por diversos microorganismos como hongos y bacterias, los
cuales también liberan compuestos bioactivos, aparte de los productos que
habitualmente se producen en una fermentaciéon, como diéxido de carbono (CO2) y
alcohol (Subramaniyam, 2012). También se llaman “compuestos bioactivos” los cuales
poseen actividad biolégica. Recientemente, los investigadores han demostrado que
varios de estos metabolitos secundarios son de uso industrial y econdmicamente

importantes. Se han utilizado en una variedad de industrias tales como productos
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farmacéuticos (Demain, 1999) y alimentos (Daverey et al., 2009), especialmente en el

campo de probidticos (Dharmaraj, 2010) y prebioticos (Wang, 2009).

El desarrollo de técnicas como la fermentacion en estado solido (SSF) y la
fermentacion sumergida (SmF) ha llevado a la produccion a nivel industrial de
compuestos bioactivos. Estas técnicas se han perfeccionado ain mas segun varios
parametros, tales como los sustratos utilizados, pardmetros ambientales y los
organismos utilizados para la fermentacion. La SmF utiliza sustratos liquidos que fluyen

libremente, como la melaza y caldos.

Normalmente la manera de producir metabolitos secundarios es siendo secretados en
el caldo de fermentacion. Debido a que los sustratos se utilizan rapido, es
indispensable que se reemplacen de manera constante con nutrientes. La purificacion
de los productos es realizada con facilidad, lo que representa una de las ventajas
principales. Debido que la fermentacion sumergida, presenta sustratos liquidos, es

utilizada para extraccion de metabolitos secundarios liquidos. (Pandey et al., 1999)

El resultado de la fermentacion varia mucho para cada sustrato; por lo tanto, es
extremadamente importante elegir el sustrato correcto. Las técnicas de fermentacion
deben ser optimizadas para cada sustrato. Esto se debe principalmente a la razén por
la cual un organismo reacciona de manera diferente a cada éste mismo. Las tasas de
utilizacion de varios nutrientes difieren en cada sustrato, y también lo hace la
productividad. Algunos de los sustratos comunes usados en la fermentacion de estado
sélido son salvado de trigo, arroz y paja de arroz, heno, desechos de frutas y verduras,
pulpa de papel, bagazo, fibra de coco y medios sintéticos. Algunos de los sustratos que
se utilizan en la fermentacidn sumergida son medios de cultivos liquidos, azucares

solubles, jugos de frutas y vegetales. (Pandey et al., 1999)

2.2.1 Procesos de fermentacion con maiz
El maiz (Zea mays L.) es una planta graminea anual cuyo origen esta ligado a América.

Fue introducido en Europa en el siglo XVI, luego se extendi6 fuera del continente, por
Africa y el Lejano Oriente asiatico, y por su excepcional adaptabilidad geogréafica, hoy
en dia es considerado como uno de los cereales mas importantes del mundo. El maiz

es una buena fuente de energia metabolizable y, a pesar del bajo contenido de
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proteinas, también se considera un grano alimenticio vital en muchos paises y, en

particular, en Africa, Asia, América Central y del Sur. (Chavez-Lépez et al., 2020)

El maiz es una excelente fuente de carbohidratos, pero la calidad de sus proteinas es
relativamente pobre porque es deficiente en los aminoacidos esenciales lisina y
triptéfano (Paulis, 1982). La fermentaciébn es un método econémico y sencillo para
mejorar el valor nutritivo de los alimentos a base de maiz y reducir sus factores

antinutricionales (Mbugua, 1988).

En los uUltimos afios, la cantidad de informes que describen el proceso de fermentacion
en todo el mundo, asi como los microorganismos involucrados en los productos
fermentados de maiz, particularmente de Africa, América Latina y Norteamérica, ha

aumentado significativamente.

La tabla 1 presenta los productos alimenticios fermentados a base de maiz mas
comunes y sus principales caracteristicas tecnoldgicas, como el tiempo, la temperatura
de fermentacion y el pH. La fermentacion es reconocida como una forma natural de
preservar y salvaguardar alimentos y bebidas, aumentando el valor nutricional,
mejorando la digestibilidad, destruyendo componentes indeseables e inhibiendo
microorganismos indeseables (Marshall et al., 2012)

Tabla 1 Productos alimenticios fermentados a base de maiz y sus caracteristicas tecnologicas.
Tabla modificada de Chaves-Lopez et al (2020)

Nombre del Pais Tipo de Tiempo- pH Referencias
producto alimento Temperatura de

fermentacion

Akamu Nigeria Puré 72 h, 28-30°C 3.2-3.9 (Nwkoro et
al., 2012)
Atole Agrio México Bebida 6-12 h, 34 °C 3.9 (Steinkraus,
1996)
Champus Colombia Bebida 24-48h, 12-15 3.5-4.0 (Osorio et al.,
°C 2008)
Chicha Colombia Bebida 2-6 d, 18-35°C 3.5-4.0 (Chaves-
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Lépez et al.,

2014)
Pozol México Masa 2-7 dias, 4.2-4.6 (Wacher et
Temperatura al., 1993)
ambiente
Tesguino México Bebida 2-7 dias, No (Sangwan et

Temperatura  disponible al., 2014)

ambiente

2.3 MAIZ (Zea mays L.)
Taxonomicamente hablando, el Maiz (Zea mays L.) pertenece al reino Plantae, a la

clase angiosperma, a la subclase monocotiledénea, al orden de los cereales y a la

familia de las gramineas (Galarza, 2011).

La planta puede alcanzar una altura de uno a seis metros lo cual depende de la
variedad. Las mazorcas son inflorescencias que nacen directamente del tallo (Galarza,
2011). La mazorca del maiz poseen de ocho a treinta granos y un grupo de hilos largos
gue sobresale en el extremo de la mazorca (Betran et al., 2001).

El maiz es uno de los cultivos de granos mas diversos que se encuentran en la
naturaleza y uno de los cereales mas cultivados en el mundo. ElI maiz molido que
incluyen harinas y salvado han sido parte integral de la dieta de todas las clases
socioecondémicas en todo el mundo (Zilic et al., 2012). Existe gran diversidad en el
maiz, el cual presenta fenotipos pigmentados como morado, rojo y azul, que son los

mas comunes (Lopez-Martinez et al., 2009).

México es el principal pais productor de maiz (Zea mays L.) Lugar donde se
doméstica y diversifica. Existen 59 razas de acuerdo a la clasificacion basada en las en
la morfologia, lo que representa un significativo porcentaje, con una cantidad de
doscientas a trecientas razas de maiz existentes en el continente americano. (Milan-
Carrillo et al., 2017).
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México esta en el quinto lugar de la produccion mundial en maiz con 22, 069,254
Toneladas. El porcentaje de produccion por tipo de Maiz en el mundo, es liderado por
el maiz blanco con un 86%, seguido del maiz amarillo con un 7%, mismo porcentaje
que representan otros maices de colores. Los principales productores de maiz blanco
son Sinaloa, Jalisco, México y Michoacan con 54.5%. El estado de México y Chiapas
lideran la produccién de maiz pigmentado (rojo, morado y azul) con un 59%.
Chihuahua, Jalisco y Tamaulipas son los principales estados productores de maiz

amarillo con 80%.

2.4 MAIZ AZUL (Zea mays L.)
La gran parte del maiz es tipicamente de grano harinoso. Presenta un endospermo de

textura suave. Los pigmentos antocianicos de color azul se puede encontrar en la capa
de aleurona, entre mayor concentracion de pigmentos antocianicos los granos tenderan

a presentar una tonalidad mas oscura (Betran et al., 2001).

El maiz azul presenta caracteristicas nutricionales muy interesantes entre las cuales
estan: contiene una menor cantidad de almidon y su indice glucémico es menor
comparado con el maiz blanco, ademas de presentar una carga proteica superior en un

20% con respecto al maiz blanco (Mendez et al., 2005).

México posee la mayor variedad de maiz azul (Zea mays L.) en el mundo, lo que hace
que se varie el tamafio, la densidad y la dureza del grano, asi como también la
composicion quimica, dichos cambios definidos son la genética, las condiciones
climaticas, tipos de suelo y las diferentes practicas de cultivo. En diferentes regiones de
México se cultivan variedades criollas de maiz azul. Los mas importantes son el

tabloncillo y el Chalquefio (Agama, 2011).

2.4.1 Composicion nutricional del maiz azul (Zea mays L.)
Las diferentes partes del maiz también difieren en su composicion. El pericarpio tiene

un alto contenido en fibra, mientras que el endospermo es rico en almidén. El germen

contiene la mayoria de las proteinas, grasas, azlUcares y cenizas (Agama, 2011).

En la tabla 2 Se muestra la composicion quimica del maiz azul.
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Tabla 2 Composicion quimica del maiz azul (Badui, 2006).

Componentes Contenidos (%)
Humedad 8.29+0.17
Cenizas 1.52 £ 0.01
Lipidos 4.91 +0.02
Proteinas 9.04 £ 0.012
Almidén 82.9+0.86

2.4.1.1 Carbohidratos
El maiz azul es una fuente importante de carbohidratos. El 65% de los azlcares de

grano se encuentran en el germen. La clasificaciéon de carbohidratos presentes en el
maiz azul son fructuosa, glucosa, sacarosa, maltosa, rafinosa, y algunos
oligosacaridos.

Los polisacaridos mas importantes presentes en el maiz son la pectina, la
hemicelulosa, celulosa y lignina, los cuales son de caracter estructural y se encuentran
principalmente en las paredes del grano (Boyer et al., 2001).

Existen polisacaridos de reserva como el almidon el cual se encuentra en el
endospermo. El almidén del maiz contiene un promedio un 75% de amilopectina y un
25% de amilosa, lo cual puede variar segun la genética de la semilla de maiz (Zea
mays L.) (Boyer et al., 2001).

2.4.1.2 Proteinas
Las macromoléculas mas importantes nutricionalmente son las proteinas. El maiz azul

contiene albuminas, globulinas, glutelinas y prolaminas (Badui, 2006).
En la tabla 3 Se muestra el contenido de aminoacidos esenciales del maiz azul. (Badui,
2006).
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Tabla 3 Composicion de aminoacidos esenciales en el maiz azul (cantidad en gramos (g) por
cada 100 g maiz) (Badui, 2006)

Aminoacido Contenidos (g/100g)
Fenilalanina (Phe) 4.8
Histidina (His) 2.9
Isoleucina (lle) 3.6
Leucina (Leu) 12.4
Lisina (Lys) 2.7
Metionina (Met) 1.9
Treonina (Thr) 3.5
Triptéfano (Trp) 0.5
Valina (Val) 4.9

2.4.1.3 Lipidos

Los lipidos representan el 5% del maiz azul. La mayoria se encuentran en el germen.
La mayoria de los lipidos son triacilgliceroles (TAG); 50% es acido linoleico, el 35% es
acido oleico, el acido palmitico con un 13%, un acido estearico con 4% y acido
linolénico con 3%. La mayoria de los lipidos presentes en el maiz azul presentan una
alta estabilidad, por estar unidos a los antioxidantes. Nutricionalmente hablando el maiz

azul es una excelente fuente de acidos grasos buena calidad (Boyer et al., 2001).

2.4.2 Composicion quimica del maiz azul (Zea mays L.)
El maiz azul es un cereal rico en compuestos fenolicos, los cuales son metabolitos

secundarios que contribuyen al aroma, color y al sabor de los alimentos. Son
esenciales para el crecimiento y la reproduccién del maiz, otorgan resistencia al estrés
ocasionado por condiciones ambientales, asi como a los dafios por plagas (Su et al.,
2007)
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a) Antocianinas
El maiz azul es una fuente importante de antocianinas con potenciales aplicaciones

antioxidantes. Las antocianinas tienen un sustituyente hidroxilo glucosilado, el cual les
da estabilidad y solubilidad. Dependiendo de cada sustituyente se podran obtener
diferentes colores. La variedad de antocianinas depende del numero de grupos
hidroxilo, azlcares, grupos alifaticos y acidos aromaticos unidos a la estructura basica
de las antocianinas. Los carbohidratos comunmente unidos a las antocianidinas son

glucosa, galactosa, xilosa, arabinosa y ramnosa (Chirinos et al., 2006).

Las diferentes antocianinas del maiz, conllevan a tener una diversidad enorme en el
color y pigmentacion de las diferentes variedades. En esta variacion encontramos
colores que van desde el rojo, pasando por el morado hasta llegar al color negro (De la
parra, 2008).

Las antocianinas del maiz azul ya han sido previamente caracterizadas. Se ha
demostrado que el grano de maiz azul presenta diez antocianinas diferentes, ya sean
aciladas o no aciladas. Las antocianinas mas importantes son la cianidina 3-glucésido
(90%) y la pelargonidina 3-glucosido (8%) y la peonidina en menor cantidad con un 2%.
(Styles-Ceska, 1972).

b) Acidos fendlicos
La estructura quimica de un acido fendlico se caracteriza por tener un anillo aromatico,

un acido carboxilico y un grupo hidroxilo (Scalbert et al., 2000).

Los acidos fendlicos pueden encontrar en pericarpio del grano. (Scalbert et al., 2000).
Los acidos fendlicos tienen efecto terapéutico y antioxidante, son derivados del &cido

benzoico o del 4cido cinamico como el acido ferulico, p-cumarico y cafeico.

2.5 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE GELES
Como ya se mencion0 anteriormente los microorganismos mas asociados a la

produccion de geles, son las bacterias que mas especificamente se tratan de las BAL
las cuales tienen una gran importancia industrial como bacterias iniciadoras para la
produccion de alimentos fermentados producidos, a partir de derivados lacteos, carnes

fermentadas y masas para la produccion de pan. (Nacher-Vazquez et al., 2016)
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Entre las diversas bacterias productoras de EPS, las bacterias del acido lactico han
ganado una atencion especial. Los BAL son generalmente reconocidos como
microorganismos seguros y, ademas, sus capacidades para producir EPS tienen una
amplia diversidad de estructuras sin riesgo para la salud. (Surayot et al., 2014) Los
EPS producidos por BAL han recibido una atencion cada vez mayor debido a sus

beneficios para la salud de los consumidores.

Aunque algunos EPS forman una biopelicula que causa problemas de higiene, otros
EPS derivados de BAL desempeiian un papel crucial en la mejora de la reologia, la
textura y la sensacion en la boca de las formulaciones de alimentos fermentados en la
industria alimentaria (Surayot et al., 2014; Lee et al. 2011). Los biofloculantes,
bioabsorbentes, agentes de eliminacibn de metales pesados, agentes de
administracion de farmacos y otros son la nueva aplicacion de los EPS. (Zajsek et al.,
2013)

Se ha relacionado la produccién de EPS en hongos filamentosos de igual manera que
las BAL. Tal es el caso de Prathyushaa et al (2018) quienes examinaron quimicamente
los EPS de un hongo filamentoso llamado Fusarium equiseti. Los analisis quimicos
revelaron que el EPS se compone principalmente de azucares neutros y proteinas. Los
estudios de viscosidad mostraron un comportamiento pseudoplastico no newtoniano

tipico con alta viscosidad.

2.6 HONGOS
2.6.1 Generalidades de los hongos

Los hongos se definen como organismos eucariotas que poseen nucleos organizados,
asi como también una membrana nuclear que estd bien definida; son aerobios,
heterotrofos y en general no presentan movilidad (Bonifaz, 2012). Dependiendo del
medio donde se sitlen, los hongos pueden ser: sapréfitos, (se alimentan de materia
organica muerta) parasitos, (de materia organica viva), simbiontes mutualistas,
epifiticos (permanecen en la superficie) y enddéfitos. Los hongos se reproducen de
manera sexual o asexual, por medio de esporas. La unidad estructural de los

filamentosos es la hifa, cuya morfologia es cilindrica, creciendo en la parte superior y
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proliferando a través del sustrato. La pared de los hongos esta compuesta

principalmente por quitina y glucanos (Gonzéalez, 2015).

Las células fungicas poseen mitocondrias, reticulo endoplasmatico (con vesiculas ricas
en quitina-sintetasa, enzima que produce la quitina, principal componente de la pared
celular), aparato de Golgi, entre otros organelos. La membrana celular basal esta bien
organizada y contiene gran cantidad de esteroles su principal componente es el

ergosterol (Bonifaz, 2012).

El micelio, esta constituido por mdultiples hifas conformadas por una sucesion de células
intercomunicadas. La hifa es cilindro de diferente longitud, por una pared celular rigida
en el que fluye protoplasma; el diametro varia de 1 a 30 micrometros; termina en la
parte apical, donde el hongo crece y se extiende. Los hongos superiores muestran
tabiques transversales y se denominan septos que forman el micelio tabicado (Arenas,

2014). En la figura 1, se puede observar los elementos que conforman una hifa.

Reticulo Mitocondrias Cuerpos
endoplasmico A cisternales

)":
595 Vacuolas
) - / 14 1 0
v Z ,<\<
Y b4 ‘>\ Aparato de

2 i ) Golgi

B Nucleo

. o
Pared celular ey e Ribosomas

Figura 1 Célula fungica: Fragmento de hifa (Modificada de Micologia Médica Basica. (Bonifaz,
2012)
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2.7 Colletotrichum gloeosporioides
C. gloeosporioides es un hongo filamentoso, su estado teleomorfo es Glomerella

cingulata. Es uno de los mas importantes patdgenos de plantas en todo el mundo,
ocasiona la antracnosis, una enfermedad de las plantas en una variedad de huéspedes
de arboles a pastos. La enfermedad se caracteriza por manchas hundidas de varios
colores en hojas, tallos, frutas o flores. Estos puntos a menudo se amplian y llevan a la
marchitez y muerte de los tejidos de la planta infectada. A continuacion, en la tabla 4 se

presenta la clasificacién taxonémica.

Tabla 4 Clasificacion taxonémica de Colletotrichum gloeosporioides (Kumar-Gautam, 2014).

Reino Fungi
Division Ascomycota

Orden Sordaryomycetes

Clase Phyllachorales
Familia Phylacoraceae
Género Colletotrichum
Especie gloeosporioides

Este hongo produce colonias circulares, algodonosas con color marrén pélido o blanco
grisdceo caracteristico. ElI micelio del cultivo en crecimiento, es hialino, septado y
ramificado. El hongo produce conidios hialinos, unicelulares, ovoides a oblongos,
ligeramente curvados o con forma de mancuerna, 10-15 ym (promedio) hasta 20 um de
longitud y 5-7 um de ancho. Existe una gran variaciéon en el tamafio y la forma de los
conidios de C. gloeosporioides dependiendo del hospedador del cual se aisla y su area
de origen (Kumar-Gautam et al., 2014). En la figura 2 se observa la morfologia

microscopica y macroscopica de Colletotrichum gloeosporioides.
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Figura 2 Morfologia macroscépica y microscépica de Colletotrichum gloeosporioides

2.8 APLICACIONES DE GELES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

2.8.1 Aplicaciones en la industria alimentaria
Varios alimentos se comercializan en forma de gel que ofrece conveniencia para los
consumidores. Los ejemplos incluyen mermelada, gelatina, productos de confiteria,
postres, geles de fraguado rapido y productos a base de en frutas y verduras.
Invariablemente, uno 0 mas agentes gelificantes se emplean para lograr los parametros

deseados o especificos. (Soumya et al., 2012)

Los agentes gelificantes que se utilizan con frecuencia en tales productos son
hidrocoloides alimentarios, de origen natural, polisacaridos para ser mas exactos,
generalmente permitidos. La mayoria de los hidrocoloides se utilizan en la industria
alimentaria, como agentes gelificantes, dispersantes, espesantes, emulsificantes y

como espumas estabilizadoras. (Sutherland, 2007)

Ademas, se incorporan polisacaridos por su capacidad para controlar la textura de los
alimentos y para la liberacion controlada de aromas; la ventaja es también tomada de la
capacidad de algunas mezclas de polisacaridos para exhibir gelificacion sinérgica.
Asociadas con estas propiedades fisicas facilmente mensurables, hay otras como la
sensacion en la boca o lo sensorial, caracteristicas, que también muestran alguna

correlacién con las propiedades fisicas.
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2.9 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS GELES
LA formacion de gel es una transicion del estado sdlido al estado de gel durante el cual

el cambio viscoelastico cambia repentinamente con el desarrollo de caracteristicas
sélidas. Para conocer las caracteristicas fisicoquimicas de un gel es necesario conocer

las propiedades reoldgicas y las que no estan relacionadas a las mismas.

Las propiedades reologicas dependen del testigo de la red molecular. (Kim et al., 2006)
Se puede realizar mediciones que muestra la relacién entre el estrés (fuerza por unidad
de area) y la tension (deformacion debido a la fuerza aplicada) para un gel bajo
compresion. La medicidén reolégica de las caracteristicas del gel se ha clasificado
ampliamente en pruebas grandes y pequefias, siendo las primeras empleadas para
medir el estrés, la tension y las propiedades de falla de un gel (Ross-Murphy, 1995), y

las segundas se utilizan para definir caracteristicas estructurales (Van Vliet, 1995).

Por lo tanto, existe la necesidad de la medicion de las caracteristicas visco elasticas
(reolégicas) del material y por otro lado, existen métodos no reoldgicos para la
medicion de las caracteristicas de los geles. Las pruebas fundamentales como la
caracterizacion microscopica, molecular y analisis proximal no dependen de la

geometria de la muestra y el instrumento utilizado (Banerjee et al., 2012).

2.10 ANTECEDENTES PARTICULARES
El anico registro en la bibliografia sobre sustancias gelatinosas producidas por hongos

filamentoso fue de Gentés et al (2011) donde compararon la influencia de varias
estructuras de exopolisacaridos (EPS) en la formacion de un gel y las propiedades
fisicas (firmeza, viscosidad aparente, médulo de elasticidad) de la leche fermentada. La
capacidad del EPS para modular la viscosidad no se ha correlacionado con su
concentracion sino con su estructura y sus interacciones con otros compuestos de la
leche. Tambien se ha relacionado a Colletotrichum gloeosporioides en la produccién de
EPS. Valenzuela-Cobos et al (2020) cultivd Colletotrichum gloeosporioides (GC003) y
otro hongo filamentoso en dos medios de cultivo liquidos diferentes con el objetivo de
medir la cantidad de Exopolisacaridos (EPS) de consistencia gelatinosa a diferentes pH
en dos medios: LC1 (glucosa 40 g L-1, extracto de levadura 3 g/L y triptona-peptona 2

g/L 1) y LC2 (glucosa 40 g/L, extracto de levadura 3 g/L y triptona-peptona 10 g/L) para
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la produccion de biomasa micelial y exopolisacéridos (EPS). La mayor produccion de
exopolisacéaridos (1,74 g/L) se obtuvo mediante el cultivo liquido (LC2) a pH 4,5 en el
cultivo de Colletotrichum gloeosporioides. Los resultados presentaron que la
produccion de biomasa y exopolisacaridos (EPS) esta directamente relacionada con los
valores de pH y la cepa utilizada en el cultivo. Alarcén-Saénz, (2017) aislo e identifico
un hongo enddfito Colletotrichum gloeosporioides del fruto de Chagalapoli (Ardisia
compressa) y extrajo los polifenoles totales resultantes de la interaccion entre el hongo
y el fruto. Analizo las muestras por cromatografia de alta resolucion, para determinar la
composicién quimica de interés. En el caso de la fermentacion del maiz, Cui et al
(2012) evaluaron el efecto de la fermentacion sobre la calidad de las proteinas de
cuatro cultivares de maiz chino mediante la evaluacion de los contenidos de proteina,
aminoacidos, fenoles totales y acido fitico y la digestibilidad de proteinas in vitro (IVPD)
del crudo y maiz fermentado. Los cuatro tipos de cultivares de maiz constaron de 2
tipos de maices bicolor con granos color purpura y blanco, azul y blanco, y dos tipos de
maiz amarillo. Los resultados mostraron que la fermentacion causé un aumento
significativo en las proteinas (43,5% mayor aumento), la mayoria de los tipos de
aminoécidos (131,5% mayor aumento en el contenido de lisina) y el contenido fendlico
total (23,4% mayor aumento), pero una reduccion significativa en el contenido de acido

fitico (24,3%). % de reduccidn mas grande) de cuatro cultivares de maiz.

El principal antecedente particular para este proyecto es por parte de Escajeda y
Villarreal et al (2022) quienes determinaron el contenido de algunos compuestos
fendlicos presentes en las muestras resultantes de la fermentacién de harina de maiz
azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides, utlizando diferentes
proporciones variando la cantidad (g) de harina de maiz azul (Zea mays L.) y el medio
de cultivo Czapek Dox, (mL) con 90, 80, 70 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 10,
20, 30 g de harina de maiz azul (Zea mays L.) respectivamente. En una sola de las
muestras proveniente de la proporcion 70 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 30 g
de harina de maiz azul se produjo un gel, mismo por el cual se plante6 el objetivo de

este proyecto.
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3. OBJETIVOS TECNICOS
3.1 Objetivo general
Producir y caracterizar fisicoquimicamente el gel obtenido en el proceso de
fermentacion de la harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum

gloeosporioides y encontrar una aplicacion en la industria alimentaria.

3.2 Objetivos particulares
e Fermentar harina de maiz azul (Zea mays L.) y medio de cultivo Czapek Dox en

distintas proporciones con Colletotrichum gloeosporioides durante diferentes
periodos de tiempo (20, 25 y 30 dias)

e Producir el gel en un proceso de fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays
L.) con el hongo filamentoso Colletotrichum gloeosporioides

e Caracterizar el gel obtenido en el proceso de fermentacién, mediante andlisis de
propiedades reoldgicas, toxicologia, andlisis proximal, solubilidad de solventes,

caracterizacion microscopica y molecular.

3.3 Hipotesis
El hongo Colletotrichum gloeosporioides utilizara el sustrato de la harina de maiz azul

durante el proceso de fermentacién para producir un gel el cual se caracterizara para

poder tener una aplicacion en la industria alimentaria.

3.4 Justificacion
Se pretende producir el gel nuevamente, caracterizarlo y encontrar una aplicacién

alimentaria, segun su composicion quimica puede ser orientada como aditivo
alimentario. Es importante sefialar que no existe antecedentes bibliograficos de la
produccion de geles a partir del proceso de fermentacion con hongos endéfitos como

Colletotrichum gloeosporioides y el maiz azul (Zea mays L.) exclusivamente.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

Se utilizaron los siguientes medios de cultivo: Agar Papa-Dextrosa Golden Bell, agar
Czapek Dox Golden Bell y agar Saburaud Golden Bell para el mantenimiento del hongo
Colletotrichum gloeosporioides el cual fue aislado como hongo enddfito del fruto
Chagalapoli (Ardisia compressa) y se identificO por Alarcén-Saenz en 2017, y
permanece actualmente en el cepario de la facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Autonoma de Chihuahua. Para la realizacion de las soluciones conidiales
se utilizan camaras de Neubauer y solucion Tween 80 Golden Bell previamente
esterilizada, ademas de micropipetas Eppendorf Research plus de 1000 yL con puntas
azules para la misma estériles. Para las fermentaciones es necesario el uso de una
incubadora Shaker Innova 4300. El grano de maiz azul, se obtuvo del municipio de

Goémez Farias del estado de Chihuahua
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4.2 METODOS

4.2.1 Esterilizacion del grano maiz azul
Los granos se separaron uno por uno, esto con el fin de remover cualquier objeto que
pudiese perjudicar el ambiente de esterilidad que se necesitd para obtener una harina
completamente libre de microorganismos. Posteriormente en frascos previamente
lavados y estériles, se depositaron los granos de maiz azul (Zea mays L.) los cuales se
llevaron a la autoclave T-fall de aluminio pulido 22 cuartos a 120 °C durante 15

minutos.

4.2.2 Molienda del grano maiz azul
En un molino eléctrico Magic Bullet ®, cada una de sus piezas se lavaron con jabén

liquido, se limpié con torundas de alcohol etilico grado reactivo, y se dejaron en la
campana UV durante 30 minutos, eliminando cualquier tipo de suciedad. Se tamizé la
harina en un tamiz de 212 micras (N° 70) y se deposité en frascos estériles para su

futuro uso en las fermentaciones.

4.2.3 Pesado de la harina de maiz azul (Zea mays L.)
Después de haber obtenido la harina de maiz azul estéril, se pesaron en pedazos de

papel estraza previamente esterilizados en una estufa a 150 °C durante una hora, para
prevenir contaminaciones. Se depositd la harina a cada uno de los matraces con las
proporciones correspondientes en condiciones estériles, preferentemente en campana

de flujo laminar.

4.2.4 Anédlisis proximal del maiz azul (Zea mays L.)
Para la determinacién de grasas presentes en la harina de maiz azul (Zea mays L.) se

utilizard el método Soxhlet basado en la Norma Mexicana NMX-F427-1982. El
porcentaje de proteinas se determinara por medio del método descrito en la Norma
Mexicana NOM-F-68-S-1980. Se utilizara la Norma Mexicana NMX F-066-S-1978 para

la determinacién del porcentaje de ceniza.
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4.2.5 Preparacion de soluciones conidiales
Se utilizaron la metodologia descrita por Colomé et al (1986) Se utilizaron un cultivo de

10 dias a 28 °C en agar Papa-Dextrosa (PDA) el cual se prepar0 en matraces
Erlenmeyer de 250 mL. Se prepardé una solucion de Tween 80 con agua destilada al
0.1% de concentracion, la cual se deposité en un frasco de vidrio previamente estéril,
gue posteriormente fueron esterilizados en la autoclave All Star a 120 °C durante 15
minutos. Se depositaron los matraces Erlenmeyer con el cultivo de Colletotrichum
gloeosporioides por triplicado, y la solucién de Tween 80-agua destilada al 1% estéril.
Se agitaron los matraces de manera manual y transversal durante 2 minutos, para
desprender los conidios del hongo. Se tomaron 10 mL de solucién con una pipeta
seroldgica de 10 mL de volumen la cual se esterilizara anteriormente en una estufa All
American a 150 ° C durante 1 hora envuelta de papel estraza. Con ayuda de una
micropipeta de 1000 mL con punta estéril se mezcl6 la solucion Tween 80 con el
hongo, esto para contribuir en el desprendimiento de los conidios. Se depositdé una gota
de esa solucion resultante en la camara de Neubauer, utilizando los cuadrantes

extremos y el central para realizar el conteo de conidias.

Para calcular la concentracién se utilizaran las siguientes formulas:

# conidias

Concentracion obtenida = — T = (conidias contadas)(5)(10,000)

conidias)
mL
concentracion deseada

Concentracion obtenida (

Factor de dilucion =

Ecuacién 1 Férmulas para el calculo de la concentracién de soluciones conidiales. (Colomé et
al., 1986)
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4.2.6 Proceso de fermentacién de la harina de maiz azul (Zea mays
L.) con Colletotrichum gloeosporioides.
Se montaron tres distintas proporciones donde se vario la cantidad de medio de cultivo

y de harina de maiz azul, asi como también el tiempo de fermentacion que fue de 20,
25y 30 dias. Las proporciones que se utilizaron se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5 Proporciones de harina de maiz azul y medio de cultivo Czapek Dox en caldo
montadas en los matraces Erlenmeyer hechos por duplicado

Cdédigo de muestra Medio de cultivo (mL) Harina de maiz azul (g)
ABC 90 10
DEF 80 20
GHI 70 30

En la tabla 6 se muestra la manera en que se identificaran cada una de las muestras
obtenidas en la fermentacién, con la finalidad de tener un mayor orden y evitar

cualquier problema de manipulacion.

Se realizaron las inoculaciones de las soluciones conidiales en una campana de flujo
laminar limpia con lampara de UV previamente encendida durante 30 minutos, para
eliminar cualquier contaminacién posible. Se depositaron 100 yL de solucién conidial
con concentracion de 1.3x10° conidias/mL a cada una de las muestras
correspondientes, cuya proporcion se explica mas adelante. Se utiliz6 la metodologia

modificada de Alarcén-Saenz, 2017.

Los controles tuvieron la misma proporcion de cada una de las muestras, con la Unica
diferencia fue que no fueron inoculados con soluciones conidiales al 1.3x10°
conidias/mL de Colletotrichum gloeosporioides si no que se les deposito 100 yL de
agua destilada estéril. Se us6 un control por cada proporcion correspondiente a 20, 25

y 30 dias, es decir que en total se obtendran 36 muestras control.

Las muestras se fermentaron en una incubadora Shaker Innova 4300. La temperatura
de la incubadora Shaker se ajusté a 28 °C a 100 rpm durante el tiempo establecido de
20, 25 y 30 dias. Cada vez que se retiren las muestras cumpliéndose el tiempo
requerido, se pauso por un maximo de 3 min, se abrio la compuerta de la incubadora, y

se retiraron las muestras.
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Tabla 6 Identificacion de las muestras resultantes de la fermentacion de harina de maiz azul
con Colletotrichum gloeospaorioides. Proporciones modificadas de la metodologia de Aguilar et
al (2010)

Medio de cultivo liquide Czapek Dox (mL) — Harina de maiz (Zea mays L.) (g)

Tiempo 80 mL-20g f0mL-30g
(dias) 90 mL-10g Cx Cx Cx
20 20a 208 20¢ 10 5p 20 20 8 e 20m 200 70-30
20 cx 20 cx 20 cx
90 10 80-20 70-30
25 25A 25B 25C  25cx 25D 25E 25F  25cx 265G 25H 251 25 cx
90 10 80-20 70 -30
30 30A 308 30C  30Cx 30D 30E 30F  30ex 306G 30H 30 30 ex

4.2.7 Caracterizacion del gel obtenido en la muestra de fermentacion
de harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides.

4.2.7.1 Propiedades reoldgicas
Se determin6é la temperatura de transicion a los geles obtenidos en el proceso de
fermentacion de harina de maiz azul con C. gloeosporioides con un redmetro Discovery
HR-3. Se determind la temperatura de transicidén vitrea en los geles producidos en la
fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) y Colletotrichum gloeosporioides.
La geometria elegida fue un plato paralelo T. A. instruments de acero de 40 mm. Las
muestras de los geles se sometieron a un barrido de temperatura de 25 °C a 98 °C, con
un esfuerzo cortante al 1% constante, frecuencia de 1 hz y un gap de 1000 uM. Se
graficé el modulo de almacenamiento (G’), el modulo de pérdida (G”) y el &ngulo fase
(®) contra la temperatura. Se obtuvieron los datos en el software TRIOS® (T. A.

instruments)

4.2.7.2 Analisis proximal
De igual manera que la harina de maiz azul (Zea mays L.) se le realizara el analisis

proximal a los geles obtenidos en el proceso de fermentacién, los cuales son los

siguientes: Para la determinacion de grasas presentes en los geles de la fermentacion
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se utilizara el método Soxhlet basado en la Norma Mexicana NMX-F427-1982. El
porcentaje de proteinas se determinara por medio del método descrito en la Norma
Mexicana NOM-F-68-S-1980. Se utilizara la Norma Mexicana NMX F-066-S-1978 para

la determinacion de carbohidratos.

4.2.7.3 Pruebas de solubilidad de solventes
Se disolvieron 200 mg de cada muestra de gel por triplicado (25 Gy 25 H) en 5 mL de

hexano, acetato de etilo, etanol y agua destilada. Se agitaron en Vértex de 1-2 min. Se

eligié el solvente donde las muestras de gel se disolvieron por completo.

Se determind el pH de las muestras de gel 25 H y 25 F. Se prepararon las soluciones
de los geles al 10% m/v. Se midi6 el pH de las muestras con el potencidmetro Thermo
Scientific Orion 3-Star. Se depositaron 25 mg de muestra de gel en un tubo de ensayo.
Se afadieron 500 pL de bicarbonato de sodio al 5% m/v. El ensayo se realizé por

triplicado.

4.2.7.4 Dosis letal media (DLso) con Artemia salina
La eclosion de los huevos de Artemia salina, se llevé a cabo depositando 0.1 g de los

huevos en un matraz Erlenmeyer de 1 L con una solucion salina de 38% en
condiciones de oscuridad, con aportacion de oxigeno y a 25°C. Después de 24 horas,
los huevos se pasaron a otro matraz con las mismas condiciones de oscuridad,
oxigenacion y temperatura durante 24 horas mas. Para la preparacion de las
soluciones con los geles se diluyeron en agua destilada, para formar concentraciones
de 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 1 mg/kg. Transcurridas las 24 horas se depositaron 10
nauplios en viales de vidrio estériles para después agregar 3 mL de las soluciones de
gel a probar. Se utilizd como control positivo, dicromato de potasio utilizando las
mismas condiciones de las soluciones de gel, y agua destilada con solucién salina al
38% para control negativo. Se dejaron 24 horas en incubacion en condiciones de
oscuridad, se contaron los nauplios muertos con ayuda de un microscopico
estereoscopio. Se determino la DL50 con el método probit en Minitab 17. (Lima et al.,
2022; Rodriguez et al., 2010)
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4.2.7.5 Caracterizacién microscopica
Se visualizaron las muestras en fresco de los geles 25 F (80 mL de medio de cultivo

Czapek Dox y 20 g de harina de maiz azul (Zea mays L.)) y 25 H ((70 mL de medio de
cultivo Czapek Dox y 30 g de harina de maiz azul (Zea mays L.)) en un microscopio

Optico Optika B-192PL con camara ensamblada con el objetivo 40X y 10X.

4.2.7.6 Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR)
Las muestras de los geles y la harina de maiz azul (Zea mays L.) se secaron en un

horno de secado al vacio Thermo Scientific Isotemp® a una presion de 1 mmHg
durante 48 horas. Las muestras de gel se liofilizaron en un equipo LABCONCO E-9320,
a una temperatura de -45°C, una presién de 170x10% Bar durante 48 horas. Se
elaboraron pellets con una prensa manual hidraulica especializada de Bromuro de
Potasio (KBr) grado FT-IR Sigma Aldrich CAS 7758-02-3 previamente secado a 50 °C
durante 48 horas y las muestras de los geles, para el posterior analisis en FT-IR. Los
pellets de KBr-muestra de geles se depositaron directamente en el equipo. Los
espectros infrarrojos de transmision de los pellets se registraron a temperatura
ambiente usando un espectrometro Thermo Scientific Nicolet 6700 a una resolucion de
2 cm?* en el rango de 800-4000 cm™, metodologia modificada de Sudhamani et al
(2003).

4.2.7.7 Analisis experimental

El analisis estadistico constd de un disefio factorial de dos factores. Los factores a
evaluar fueron el tiempo de fermentacién (dias) y las proporciones utilizadas (cantidad
de harina de maiz azul en gramos y el medio de cultivo Czapek Dox en mililitros) y la
interaccién entre ambos factores. La variable de respuesta corresponde a la cantidad
de gel producido en el proceso de fermentacién de harina de maiz azul (Zea mays L.)
con Colletotrichum gloeosporioides. Para cada estandar se obtuvo la suma de los
cuadrados (SS), los grados de libertad (GL), el promedio de los cuadrados (MS), el
valor de F y F critica correspondiente al nivel de significancia (a) de 0.05. Todo el

disefo se llevara a cabo en el software estadistico Minitab 17 ®.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1 Caracterizacion Mediante Morfologia de Colletotrichum gloeosporioides
El hongo endéfito Colletotrichum gloeosporioides fue aislado e identificado
molecularmente previamente del fruto Chagalapoli (Ardisia compressa) por Alarcon-
Saenz en el 2017. Se resembré el hongo cada 15 dias en medios de cultivos nuevos
Papa-Dextrosa (PDA) para el mantenimiento del hongo vivo en las condiciones

estériles recomendadas.

5.2 Soluciones conidiales de Colletotrichum gloeosporioides
Se calculd la concentracion de las soluciones conidiales, siendo ésta misma 1.3x10°

con/mL No se requirié hacer ninguna dilucion, ya que la concentracion obtenida es muy
cercana a la concentracion deseada de 1x10° con/mL que reporté Alarcon-Saenz en el

2017 y que es el documento que se utiliz6 como base en este estudio.

Concentracién obtenida = (26 conidias contadas)(5)(10,000) = 1.3x10 éconidias/mL

Figura 3 Calculo de las soluciones conidiales.

5.3 Produccion del gel en el proceso de fermentacion de harina de maiz azul (Zea
mays) con Colletotrichum gloeosporioides
En la fermentacion se obtuvieron 2 geles procedentes de las muestras 25 F y 25 H,

correspondientes a las proporciones de 80 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 20
gramos de harina de maiz azul y 70 mL de medio de cultivo Czapek Dox
respectivamente. Villarreal-Rodriguez en el 2022, reportaron la produccion de un Gnico
gel en la fermentacion de harina de maiz azul y C. gloeosporioides por lo que en el

presente proyecto con las mismas condiciones de fermentacion se volvié a producir.

En la tabla 7 se pueden observar la cantidad de geles producido en cada una de las

muestras ya mencionadas.
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Tabla 7 Cantidad de gel producido en la fermentacion de harina de maiz azul con
Colletotrichum gloeosporioides

Muestra Proporcién (mL-g) Cantidad (g)
25F 80 mL-20 33.2039
25 H 70 mL-30 36.0244

En la figura 4 se muestran los geles producidos en el proceso de fermentacién de
harina de maiz azul (Zea mays L.) y medio de cultivo Czapek Dox con Colletotrichum

gloeosporioides.

Figura 4 Geles obtenidos en el proceso de fermentacién de harina de maiz azul (Zea mays L.)
con Colletotrichum gloeosporioides.
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5.4 Caracterizacion del gel obtenido en la muestra de fermentaciéon de harina de
maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides.

5.4.1 Analisis proximal del gel obtenido en el proceso de fermentaciéon de
harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides.
El anadlisis proximal tiene la finalidad de comprender el porcentaje de los

macronutrientes en un alimento para dar a conocer las caracteristicas fisicoquimicas
del mismo, en el cual influyen directamente distintos factores relacionados con el clima,

genética, la composicion del suelo entre otros. (Romo et al., 2006; Edogbanya, 2016)

El andlisis proximal de los geles obtenidos en la fermentacion de harina de maiz azul y
medio de cultivo Czapek Dox con Colletotrichum gloeosporioides arrojé que en la
composicién quimica el porcentaje mas alto corresponde a los carbohidratos, el cual
consto de 73.67%. Mex-Alvarez et al (2016) reportaron que obtuvieron un porcentaje de
Carbohidratos de 74.30% en maiz azul-morado, siendo precisamente la macromolécula
més abundante de igual manera en dicho ensayo. Es importante mencionar que el
porcentaje de humedad y cenizas fue de 9.19% y 1.79% respectivamente, Mex-Alvarez
et al (2016) indicaron que el porcentaje de humedad en el andlisis proximal del maiz
azul (Zea mays L.) fue de 10.43%, y el porcentaje de cenizas de 1.42%. Con respecto a
la cantidad de lipidos y proteinas se obtuvo un porcentaje de 6.66% y 8.67% en el
presente ensayo, por lo que se considera una cantidad alta de proteina y lipidos
comparada con la revision bibliografica donde normalmente se encuentran valores de

4% de lipidos y 6% de proteina en el analisis proximal del maiz azul (Zea mays L.)

El analisis proximal de los geles obtenidos en la fermentacién de harina de maiz azul y
medio de cultivo Czapek Dox con Colletotrichum gloeosporioides demostré que la
macromolécula presente con el porcentaje mas alto corresponde a los carbohidratos
seguido por el porcentaje de humedad. Aunque la jerarquia es la misma en las dos
muestras de los geles, es decir en los dos geles se obtuvieron mas carbohidratos,
seguidos por mayor cantidad de agua sin embargo el porcentaje presento variacion. En
el gel 25 H (70 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 30 g de harina de maiz azul (Zea
mays L.) con 25 dias de fermentacion) se obtuvo un porcentaje de carbohidratos
correspondiente al 24.43% y en la muestra 25 F (80 mL de medio de cultivo Czapek

Dox y 20 g de harina de maiz azul (Zea mays L.) con 25 dias de fermentacion) obtuvo
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un valor de 2.56% de carbohidratos. En el caso de la humedad la muestra 25 F fue la
gue obtuvo un mayor porcentaje con 84% a diferencia de la muestra 25 H, la cual
demostré contener 63.78%. Todos los datos mencionados pueden revisarse en la tabla
8.

Tabla 8 Andlisis proximal de las muestras de gel obtenidas en el proceso de fermentacién de

harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides y de la harina sin ser
sometida a ningun proceso de fermentacion.

Muestr  Proporcio Humedad Cenizas Proteinas Lipidos Carbohidrat
a n (mL-g) (%) (%) (%) (%) os (%)
Harina
73.6722+0.2
de maiz N. A. 9.19+0.04 1.79+0.00 8.67+0.30 6.66+0.03 )
azul
24.438610.0
25H 70-30 63.78+0.28 1.01+0.06 5.17+0.68 5.58+0.39 1
25 F 80-20 84.75+0.19 0.85+0.03 5.30+0.60 6.51+0.45 2.5630+0.02

N. A. No aplica. Resultados expresados en porcentaje como media mas/menos desviacion

estandar (X £ SD; siglas en inglés: Standad Deviation).

5.4.2 Pruebas de solubilidad de solventes
Los geles obtenidos en el proceso de fermentacion de harina de maiz azul (Zea

mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides presentaron una solubilidad en
compuestos polares como el agua destilada (H20) y el Etanol (CH3CH20H). Los
compuestos organicos pueden seguir tres reglas independientes de solubilidad. La
primera regla indica que las moléculas organicas pequefias son mas solubles en agua
que las moléculas largas. La segunda regla demuestra que las moléculas organicas
polares especialmente aquellas que son capaces de tener puentes de hidrogeno, son
mas solubles en agua que las moléculas no polares. La tercera regla indica que los
compuestos que se encuentran en su forma idnica presentan una mayor afinidad a
solubilizarse en agua que los que se encuentran en sus formas neutras. (University of
Delaware, 2018) En la tabla 9 se indican los resultados obtenidos en las pruebas de

solubilidad en ambas muestras de gel.
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Tabla 9 Prueba de solubilidad de los geles obtenidos en el proceso de fermentacidn de harina
de maiz azul (Zea mays L.) Con Colletotrichum gloeosporioides.

Solventes organicos

Muestras Acetato de Agua
Hexano Etanol
etilo destilada

25 F1 INS INS S S
25 F2 INS INS S

25 F3 INS INS S S
25 H1 INS INS S S
25 H2 INS INS S S
25 Hs INS INS S S

S: Soluble INS: Insoluble

La muestra 25 F (80 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 20 g de harina de maiz azul
(Zea mays L.) obtuvo un pH de 6.1+0.10. La muestra 25 H (70 mL de medio de cultivo
Czapek Dox y 30 g de harina de maiz azul (Zea mays L.) obtuvo un valor pH de
6.63+£0.05 Los valores de pH menores de 4 indican que tienen un &cido carboxilico, a
diferencia de los que obtienen un pH igual o mayor a 8, presentan una amina en su

estructura.
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Tabla 10 Determinacion de pH determinado por papel medidor de los geles obtenidos en el
proceso de fermentacién de harina de maiz azul (Zea mays L.) Con Colletotrichum
gloeosporioides.

Muestras pH de muestra pH de control
25F 6.1+0.10
7.02+£0.12
25 H 6.63+0.05

Resultados expresados valor absoluto de pH como media mas/menos desviacion estandar
(X £ SD; siglas en inglés: Standar Deviation).

La muestra 25 F (80 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 20 g de harina de maiz
azul (Zea mays L.) presentd burbujas al solubilizarse con NaHCOs al 5% (m/v). Los
acidos carboxilicos presentes en las muestras de gel, reaccionaron con el NaHCOs
para formar sales solubles en agua, dicha reaccion produjo Dioxido de Carbono (CO2).

5.4.3 Dosis Letal Media con Artemia salina
La Dosis Letal Media los geles producidos en la fermentacién de harina de maiz azul

(Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides, indicé su toxicidad aguda, es decir,
se determind la concentracion exacta (mg/kg) de cada muestra de gel necesaria para
poder tener efecto toxico a la mitad de individuos después de un tiempo determinado.
A continuacion en la tabla 11 se puede observar los datos obtenidos para la
determinacion de la Dosis Letal Media (DLso) de los geles obtenidos en el proceso de

fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) Con Colletotrichum gloeosporioides.
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Tabla 11 Determinacion de Dosis Letal Media (DL50) de los geles obtenidos en el proceso de
fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) Con Colletotrichum gloeosporioides.

Muestra Concentracion Mortalidad DLso (mg/kg)
100 1+1.09
o5 E 75 2+0.89
50 2+1.87 682
25 1+1.41
10 1+0.5
100 2+0.44
75 310.44
25H 50 3+0.54 601
25 2+0.44
10 2+0.54

Resultados expresados en numero de individuos (Nauplios de Artemia salina) como media mas/menos

desviacion estdndar (X £ SD; siglas en inglés: Standar Deviation).

La Figura 5 indica el ensayo Probit donde se determin6 que las muestras 25 Fy 25 H

necesitan 682 mg/kg y 601 mg/kg respectivamente para que sea toxico al consumo.
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Figura 5 Andlisis probit en Minitab ® 17 de la Dosis Letal Media (DL50) de los geles obtenidos
en el proceso de fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum
gloeosporioides

Es importante determinar si dichas concentraciones son permitidas al usarlas como
aditivos de alimentos, que es la principal posible aplicacion para los geles obtenidos en
la fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum

gloeosporioides.

Segun la Evaluacion de algunos aditivos de alimentos de la Organizacion de Alimentos
y agricultura de los Estados Unidos (FAO, por sus siglas en inglés; Food and
Agriculture Organization) existen algunos agentes gelificantes a los cuales es de suma
importancia determinar la dosis letal media de dichas sustancias para establecer la

seguridad alimentaria durante su consumo. (FAO, 2015)

Unas de las gomas mas utilizadas en la industria alimentaria es la goma Xantana es
un polisacarido de alto peso molecular que estad constituido principalmente por D-
glucosa y D-manosa como hexosa dominante en su estructura, ademas de poseer
acido D-glucorénico y acido piravico. La xantana es producida por la fermentacion de
una fuente rica en carbohidratos por la bacteria Xanthomonas campestris, algo similar
con los geles obtenidos en el presente proyecto, a diferencia del microorganismo
usado, donde precisamente se utilizé un hongo filamentoso en vez de una bacteria. La
goma Xantana exhibié baja toxicidad oral, en ratas, ratones y perros con valores de
LDso que oscilaron de 1000-45,000 mg/kg. (FAO, 2015) en comparacion con los geles
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obtenidos en el presente trabajo de investigacion, la dosis letal media, aunque fue
realizada en individuos diferentes, tiene valores muy altos a diferencia de los geles
producidos en la fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) y Colletotrichum
gloesporioides donde se obtuvieron concentraciones minimas de 682 mg/kg para la
muestra 25 H y 601 mg/kg para la muestra 25 F, donde claramente en el caso de la

goma xantana es usada de manera segura como aditivo alimentario.

5.4.4 Andlisis de propiedades reoldgicas del gel obtenido en el proceso de
fermentacion de la harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum
gloeosporioides.

Se sometié a un barrido de temperatura a los geles producidos en la fermentacion de

harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides, dénde se
determinaron los cambios reoldgicos producidos como cambios irreversibles en su
forma, se detectd la sensibilidad que tienen a la temperatura y la repercusion de esto

en la calidad y la eficacia que pueden aportar a un producto.
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Figura 6 Andlisis reologico de Barrido de temperatura a la muestra 25 H de los geles obtenidos
en el proceso de fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum
gloeosporioides

En la figura 6 se pueden observar distintos puntos que describen el comportamiento del
gel a través de aumentar el modulo de almacenamiento (G’) y la temperatura. El punto
#3 alcanzé el valor de G’ mas alto correspondiente a una temperatura de 7.998°C lo
gue indica que a esas condiciones el gel conserva su estado sélido. (Rheology Testing
services, 2022) La temperatura aumenta a 10.005°C y el modulo de almacenamiento a
232.672 Pa, identificado como el punto #4 luego, al aumentar la temperatura a 12.001
°C, el valor de G’ vuelve a aumentar ligeramente a 232.779 Pa, en el punto #5. A partir
de los puntos mencionados, la temperatura incrementa y la G’ disminuye linealmente.
Entre el punto #33 (G’: 45,001.5 Pa; T: 68.006 °C) vy el punto #37 (G’: 45,029.2 Pa; T:

75.996 °C) se puede observar una ligera curva donde precisamente en el punto #35 el
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cual es el valor de G’ mas bajo, con 44,035.2 Pa y 78.996°C cesa el decremento y
empieza el aumento de G'. Esto representa que el gel al aumentar la temperatura y
disminuir el valor de G’ iba perdiendo so estado sélido pasando al estado gomoso, pero
en el momento de que el valor de G’ empieza a aumentar, se vuelve a solidificar. En el
punto #37, el valor de G’ sigue aumentando conforme la temperatura aumenta, lo que
puede indicar que el gel podria tener cambios reversibles, porque el valor de G’ sigue
aumentando mientras la temperatura aumenta, de la misma manera, el gel podria ser

resistente a las altas temperaturas.

5.4.5 Caracterizacién microscépica
Se observé en las microfotografias de los geles obtenidos en el proceso de

fermentacion, la morfologia de los granulos de almidén presentes en el maiz. Di Paola
y colaboradores en el 2003 evaluaron la gelatinizacién del almidon de maiz a distintas
temperaturas para su posterior hidrélisis con métodos enzimaticos, donde demostraron
por medio de microfotografias en microscopio Optico con 40X de objetivo que al
aumentar la temperatura los granulos se observan los cambios morfoldgicos y la
disminucién de birrefringencia (presencia de “cruz de malta” en el centro de los

granulos) hasta la ruptura granular a partir de los 65°C.

Figura 7 Caracterizacion microscopica de los geles procedentes de la fermentacion de harina
de maiz azul (Zea mays L.) y Colletotrichum gloeosporioides. A. Muestra 25 H B. Muestra 25 F
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Cuando los granulos de almidén se someten a temperaturas altas en exceso de
humedad, se rompen e hinchan lo cual ocasiona que la amilasa sea filtrada y se
solubilice, ocurriendo la gelatinizacion. (Banerjee et al., 2012) En la microfotografia de
la figura 7, de las dos muestras de gel, se observé cémo los granulos no presentan las
caracteristicas ya mencionadas de la gelatinizaciéon, ya que aun se puede ver la

birrefringencia de los granulos ademas de permanecer integros.

Se considera un hallazgo importante, ya que aqui se puede descartar que la
gelatinizacion del almidén sea la principal causa de la formacién de los geles en la

fermentacion de harina de maiz azul (Zea mays L.) con Colletotrichum gloeosporioides.

Cabe mencionar que existen una gran variedad de procesos relacionados con la
produccion de geles, ya sea por el tipo de microorganismo, su metabolismo, los
sustratos utilizados y en qué procesos relacionados se pueden obtener, siendo la
fermentacion precisamente la técnica mas empleada. Se necesitan pruebas mas
especificas para saber que vias metabdlicas emplea Colletotrichum gloeosporioides
para la generacion de sustancias gelatinosas, que si bien por lo reportado por otros
autores y por su servidor, se sabe que efectivamente las produce, pero no se sabe con
exactitud el como lo hace, aunque podria estar relacionado con la utilizacién del
sustrato en este caso de la harina de maiz azul y del medio de cultivo Czapek Dox con

la ayuda de enzimas especializadas propias del hongo.

5.4.5 Caracterizacion estructural con Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR)
Los espectros de FT-IR muestran los grupos funcionales y brindan informacién

estructural sobre la harina de maiz azul y los geles obtenidos en la fermentacion, en las
longitudes de onda entre 800 y 4,000 cm. De las figuras 8-10 se pueden observar los
espectros obtenidos tanto en las muestras de gel como en la muestra de harina de

maiz azul (Zea mays L.).

Los espectros FT-IR en el rango de longitud de onda de 950 a 1200 cm* se consideran
como la region de la "huella digital’ de los carbohidratos, ya que permite la

identificacion de los principales grupos quimicos en los polisacaridos (Cerna et al.,
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2003). Los principales grupos funcionales de la pectina suelen estar en la region entre
1000 y 2000 cm™ de los espectros FTIR (Kalapathy et al., 2001)
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Figura 8 Caracterizaciéon microscopica de los geles procedentes de la fermentacion de harina
de maiz azul (Zea mays L.) y Colletotrichum gloeosporioides. A. Muestra 25 H B. Muestra 25 F

757 — BLUE CORN

Oy

Transm ittance [%]
o«
=

8609 44.94

i = g
23 s = =
254 S - 17
[T& g 5 19 g 18 g
20+ ] 22 . o
n = % =
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

Wavelength [nm]

Figura 9 Espectros de FTIR de la muestra 25 F (80 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 20 g
de harina de maiz azul (Zea mays L.) 25 dias de fermentacion)
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Figura 10 Espectros de FTIR de la muestras de gel 25 F, 25 H y harina de maiz azul (Zea
mays L.)

Las primeras 9 bandas corresponden a la muestra 25 F (80 mL de medio de cultivo
Czapek Dox y 20 g de harina de maiz azul. (Zea mays L.)) La banda ancha 1 en 3400
cm-1 podria deberse a la vibracién de estiramiento O-H, indicando un &cido carboxilico
presente, de igual manera indicaria la vibracion de estiramiento N-H, de sales de
amina. La banda 4 en 1711 cm™ probablemente puede deberse a la vibraciéon de
estiramiento C=0 de un &cido carboxilico, la banda 5 de absorcién en 1639 cm*
probablemente se deba a la flexion C=C. La banda 7 en 1415 cm™? se deberia a la
vibraciéon de estiramiento N-O, la banda 8 en 1283 cm™ podria deberse a la vibracion

de estiramiento C-N. Las demas bandas encontradas estan descritas en la tabla 12.
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Tabla 12 Absorcién de las muestras y absorcién de referencia (cm-1), apariencia, enlace y
grupo funcional referente a los picos de los espectros FT-IR de la muestras de gel 25 F (Sigma
Aldrich, 2022)

Absorcion de

Numero de banda Absorcion referencia Apariencia Enlace Grupo funcional
(cm)
; 3400 3300-2500 Fuerte O-H Stretching Acido carboxilico
3000-2800 Fuerte N-H Stretching Sales de amina
2 2924 3000-2840 Media C-H Stretching Aldehido
3 2853 3000-2840 Media C-H Stretching Aldehido
4 1711 1725-1705 Fuerte C=0 Stretching Cetona
1720-1706 Fuerte C=0 Stretching Acido carboxilico
1650-1600 Media C=C Stretching Alquenos
5 1639 1650-1580 Media N-H Bending Amina
1648-1638 Fuerte C=C Stretching Alquenos
6 1549 1390-1380 Media C-H Bending Aldehido
7 1415 1550-1500 Fuerte N-O Stretching Compuesto
nitrogenado
8 1083 1342-1266 Fuerte C-N Stretching Amina aromatica
1310-1250 Fuerte C-Q Stretching Ester aromatico
o 1078 1250-1020 Media C-N Stretching Amina
1085-1050 Fuerte C-O Stretching Alcohol primario

Las bandas correspondientes a la muestra 25 H (70 mL de medio de cultivo Czapek
Dox y 30 g de harina de maiz azul. (Zea mays L.)) Son desde la 10-16. La banda
ancha 10 en 2922 cm-1 podria deberse a la vibracion de estiramiento O-H, indicando
un acido carboxilico presente, de igual manera indicaria la vibracién de estiramiento N-
H, de sales de amina, exactamente como se mostré anteriormente en la muestra 25 F.
La banda 11 en 2853 cm-1 probablemente puede deberse a la vibracion de
estiramiento O-H de un &cido carboxilico, la banda 12 de absorcién en 1640 cm-!
probablemente se deba a la flexion C=C de alquenos. La banda 15 en 1078 cm-1 se

deberia a la vibracion de estiramiento C-O y la banda 16 en 1033 cm-1 podria deberse
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a la vibraciéon de estiramiento S=0. Las demas bandas encontradas estan descritas en

la tabla 13.

Tabla 13 Absorcién (cm-1), apariencia, enlace y grupo funcional referente a los picos de los
espectros FT-IR de la muestras de gel 25 H (Sigma Aldrich, 2022)

Absorcion de

Numero de banda Absorcion referencia Apariencia Enlace Grupo funcional
(cm)

10 — 3300-2500 Fuerte O-H Stretching Acido carboxilico
3000-2800 Fuerte N-H Stretching Sales de amina

1" 0853 3300-2500 Fuerte O-H Stretching Acido carboxilico
3000-2800 Fuerte N-H Stretching Sales de amina
1690-1640 Media C=N Stretching Aldehido
1650-1600 Media C=C Stretching Alqueno

12 1640 1650-1580 Media N-H Bending Aminas
1650-1566 Media C=C Siretching Algueno
1648-1638 Fuerte C=C Stretching Alguenos

13 1465 1465 Media C-H Bending Alguenos

14 1384 1390-1380 Media C-H Bending Aldehido

15 1078 1085-1050 Fuerte C-O Stretching Alcohol primario

16 1033 1070-1030 Fuerte S=0 Stretching Alcohol sulfoxido

Para poder comparar de mejor manera los grupos funcionales presentes en las

muestras de gel, también se analiz6 por espectroscopia FTIR la harina de maiz azul

(Zea mays L.). Las 6 ultimas bandas corresponden a la harina de maiz azul (Zea mays

L.) La banda ancha 17 en 3440 cm™ podria deberse a la vibracién de estiramiento O-H,

de un alcohol. La banda 19 de absorcién en 1647 cm™ probablemente se deba a la

flexion C=C de alquenos. La banda 20 en 1372 cm™ se deberia a la vibraciéon de

estiramiento de C=0 de un acido carboxilico. La banda 21 en 1242 cm se deberia a la

vibraciéon de estiramiento C=C de alquenos y la banda 22 en 1158 cm™ podria deberse

a la flexion C-H. Las demas bandas encontradas estan descritas en la tabla 14.
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Tabla 14 Absorcién (cm-1), apariencia, enlace y grupo funcional referente a los picos de los
espectros FT-IR de la muestras de harina de maiz azul (Zea mays L.) (Sigma Aldrich, 2022)

Absorcion de
Numero de banda Absorcion referencia Apariencia Enlace Grupo funcional
(cm)

17 3440 3550-3200 strong, broad O-H stretching Alcohol

18 o 3300-2500 Fuerte O-H Stretching Acido carboxilico
3000-2800 Fuerte N-H Stretching Sales de amina
1690-1640 Media C=N Stretching Amina

19 1647 1650-1580 Media N-H Bending Amina
1648-1638 Fuerte C=C Stretching Alquenos
1725-1705 Fuerte C=Q Stretching Cetona

20 1372 )
1720-1706 Fuerte C=Q Stretching Acido carboxilico
1650-1600 Media C=C Stretching Alquenos

21 1242 1650-1580 Media N-H Bending Amina
1648-1638 Fuerte C=C Stretching Alquenos

22 1158 1390-1380 Media C-H Bending Alquenos

En la figura 11 se mostraron las bandas representativas las cuales corresponden a la
banda en 3438 cm, la cual se debe a la vibracién de estiramiento O-H de un alcohol.
La banda en 2923.9 cmse debe a la vibracion de estiramiento O-H de un &cido
carboxilico. La banda en 1750 cm™ se debe a la vibracién en estiramiento C=0 de
ésteres. La banda en 1636 cm™® se debe a la vibraciéon en estiramiento C=C de
alguenos, y por ultimo la banda en 1016.2 cmse debe a la vibracién en estiramiento

de C-N de una amina.
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Figura 11 Espectros de FT-IR de la moléculas de pectina comercial extraidas de manzana
(Joel et al., 2018)

Esto demostré que si se comparan los espectros FT-IR de los geles con los de la
pectina comercial (figura 11), tienen una similitud importante, como se menciono
anteriormente los resultados obtenidos en las pruebas de solubilidad indicaron la
presencia de &cidos carboxilicos, los cuales son grupos funcionales encontrados en la
estructura de los polisacaridos, por lo que los espectros FT-IR confirmaron que los
geles podrian estar compuestos precisamente de polisacaridos, especialmente de
pectina. Se encontré que los espectros de ambos geles exhibieron similitudes en sus

patrones de absorcion con los de la pectina comercial.

Segun lo reportado en la bibliografia las gomas son un grupo de polimeros que poseen
cadenas largas en su estructura, que poseen la propiedad de formar dispersiones
viscosas 0 geles cuando se dispersan en agua (Thakur, et al., 1997). La aparicién de
un gran numero de grupos hidroxilo se relaciona por ser la tendencia unir moléculas de

agua convirtiéndolas en compuestos hidrofilicos.
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Ademas, producen una dispersion, que es intermedia entre una solucién verdadera y
una suspension y exhibe las propiedades de un coloide. Los materiales hidrocoloides
tienen diferentes propiedades funcionales que incluyen; espesante, gelificante,
actividad superficial y emulsionante, estabilizacion, recubrimiento, etc. Ejemplos de
materiales hidrocoloidales son carragenano, derivados de celulosa, quitosano, goma,
pectina, almidones, etc. Las pectinas son hidrocoloides heteropolisacéaridos
estructurales contenidos principalmente en las paredes celulares primarias de muchas
plantas. También es un ingrediente alimentario multifuncional que se usa ampliamente
como agente gelificante y principalmente como estabilizador en las industrias de

procesamiento de alimentos. (Ralet et al., 2009)

Dastgeer et al (2022) reportaron que los hidrogeles pueden ser utilizados en multiples
areas como lo son el area de almacenamiento de datos, conversion de energia,
equipos médicos, debido a que presentan flexibilidad y maleabilidad con alta eficiencia
y por supuesto bajo costo. Los hidrogeles son utilizados en aparatos flexibles
principalmente por su capacidad de tener una plasticidad semisolida y con facilidad de
movimiento, lo que hace que se pueda adaptar de la manera que el consumidor
prefiera. Los hidrogeles se pueden utilizar en la industria electrénica en la produccion
de baterias, transistores, condensadores, paneles de dispositivos maoviles tactiles, asi
como también en la informéatica siendo parte de sistemas de almacenamiento. (Xin et
al., 2023)

De igual manera los hidrogeles se caracterizan por ser biocompatibles, ya que se
adhieren en la superficie del érgano, e imitan las distintas funciones mecanicas,
quimicas y Opticas de los tejidos biolégicos, lo que genera demasiado interés en
aplicaciones biologicas. Los geles solubles en agua se utilizan en dispositivos
portétiles, para la administracion de medicamentos, material de curaciones de heridas,
entre otras aplicaciones. (Tang et al., 2019) Existen distintos dispositivos de deteccion
portatiles que presentan flexibilidad, los cuales muestran una facilidad de adherirse en
la piel de los pacientes, para monitorear ciertos parametros fisioldgicos aunque el

cuerpo de los pacientes se encuentre en movimiento, o que se espera que conlleve
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una revolucion en la industria biomédica, debido a que mejoraria la calidad de vida de

los pacientes. (Nguyen et al., 2020)

5.4.6 Disefo factorial

El valor de F en el factor de las proporciones es igual a 0.5016, el del factor tiempo es

0.5016 , y por ultimo el valor de la interaccién entre ambos factores pertenece a 1.2491,

los tres valores mencionados son menores a la F critica correspondiente al valor de a

(nivel de significancia) de 0.05 el cual es 3.5545, en el caso de los dos factores y

2.9277 en la interaccion, por lo que no se rechazé la hip6tesis nula para ninguno de los

dos factores y su interaccion, dando como resultado que las proporciones, el tiempo ni

la interaccién entre ellos no influye en la cantidad de gel producido en las muestras

fermentadas. En la tabla 19 se puede ver el estadistico completo. En la Figura 12 se

observa el disefio factorial completo de la produccion de geles de la fermentacién de

harina de maiz azul (Zea mays L.) y Colletotrichum gloeosporioides.

Origendelas Suma de
variaciones cuadrados

Grados de libertad

Promedio de los cuadrados

Probabilidad

Valor critico para F

Proporciones 89.1930219

Tiempo 89.1930219
Interaccion  444.197283

Dentro del
grupo

1600.17091

18

44.59651094

44.59651094
111.0493207

88.8983841

0.501657161

0.501657161
1.24917142

0.613745583

0.613745583
0.325909664

3.554557146

3.554557146
2.927744173

Figura 12 Disefio Factorial de la cantidad de gel producido en las muestras de la fermentacion
de harina de maiz azul con Colletotrichum gloeosporioides
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6. CONCLUSIONES

Se produjo el gel en la fermentacion de la harina de maiz azul (Zea mays L.) con
Colletotrichum gloeosporioides a los 25 dias de fermentacion en dos muestras
procedentes a las proporciones de 80 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 20 g de
harina de maiz azul (Zea mays L.) y 70 mL de medio de cultivo Czapek Dox y 30 g de
harina de maiz azul (Zea mays L.). La biomolécula més importante en composicion
guimica tanto de la harina de maiz azul (Zea mays L.) como en los geles producidos en

la fermentacion son los carbohidratos.

En el andlisis de Dosis Letal media con Artemia salina, los geles presentaron toxicidad
en alimentos a bajas concentraciones, en comparacion con otros agentes gelificantes
como la goma xantana. En las pruebas de solubilidad de solventes los geles
producidos en la fermentacién presentaron solubilidad en solventes polares, lo que
indicé que las moléculas presentes en el mismo contienen enlaces entre atomos con
electronegatividades muy diferentes. En el analisis reoldgico, se determind por medio
de un barrido de temperatura que el gel presentd cambios reversibles en altas
temperaturas, con gran potencial para distintas aplicaciones: en la industria informatica
conformando partes de dispositivos moviles flexibles, en el area de almacenamiento de
datos, en la industria electronica en la produccién de baterias, conversion energia y en
la industria médica, ya que presentan una biocompatilidad interesante con el cuerpo
humano lo que facilita su participacion en dispositivos para la monitorizacion fisiologica
en pacientes, entre otras cosas de interés en la medicina. El disefio factorial confirmé
gue las proporciones, el tiempo de fermentacion, o la interaccion de ambos factores
influyen la produccion de los geles en la fermentacion. Este trabajo de investigacion
mostro que los geles producidos en la fermentacion de la harina de maiz azul (Zea
mays L.) pueden estar compuestos por polisacaridos especialmente por pectina, la
cual puede servir como una buena fuente alternativa de la misma para fines

comerciales, que es una materia prima potencial para las industrias alimentaria.
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