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RESUMEN

E1 enriquecimiento protejco por medio de 1a fijacién de nitrdgeno podria

mejorar el valor nutritivo de diversos productos y desechos agricolas con
bajos niveles de nitrdgeno, E1 pozol es un producto preparado por fermen-
tacion de masa de majz nixtamalizado, en donde se presenta fijacidn de ni-

trogeno,

En el presente trabajo se evalug el efccto de diferentes pardmetros ambien
tales scbre el aumento en @1 contenido de proteina debida a microorganis-
mos del pozol, tales como: sustrato, pH, relacién C/N, fuente y contenido
inicial de nitiGgeno, temperatura, aereacion, nixtamalizacién, forma del
medio de fermentacion e jnoculacion. Estos efectos se midieron mediante
determinaciones del valor del pH, acidez titulable, contenido de protefna,

humedad y balance de materia y nitrégeno,

Se encontrd que, entre todos los materiales utilizados, solo hubo aumento
en el contenido neto de protefna en el maiz nixtamalizado, por lo que apa-
rentemente su compcsicidn es un factor importante en este proceso, £s pre-
ferible utilizar medios de fermentacidn en forma de masas esféricas, ino-
cular con yoghurt e incubar a 28°C, permitiendo que el pH disminuya duran-
te la fermentacidn sin controlarlo, La fijacion de nitrdgeno es mucho ma-
yor cuando se utiliza caseina como fuente de nitrdgeno, en concentraciones

iniciales de, a) menos, un 15%,




JUSTIFICACION

Un problema capital de nuestra época es el proporcionar una dieta adecuada,
equilibrads y aceptable a grandes sectores de la poblacion mundial, Dada la
carencia de alimentos, es necesarjo que se apoyen e intensifiquen investi-

gaciones que tiendan 2 aumentar su disponibilidad.

Los granos de cereales han representado una de las fuentes mds importantes
de alimentos, tanto para Ja poblacidn humana como en 1a alimentacién ani-
ma}. Aunque muchos cereales son deficientes en uno o mds de los aminoécj-
dos esenciales, especialmente en lisina, treonina y triptofano (17}, pueden
ser enriquecidos mediante suplementacion, procedimiento que, no obstante,
implica aumentos sustanciales en los costos. Los cereales enriquecidos por

ésta u otras técnicas resultan en una fuente nutricia mds adecuado.

Debido a1 costo relativamente bajo de este tipo de productos, se ha presen-
tado un aumento continuo del consumo de cereales en Ja alimentacién animal
en detrimento de la alimentacidn tumana. Resuita, por ello, de enorme impor
tancia intensificar las investigaciones especialmente en dos areas:

a) Hacer un uso mis eficiente de Tos cereales que no se pueden utilizar en
1a alimentacién humana como el sorgo, para Ja alimentacidn animal,

b) Mejorar el valor nutritivo por medio de aumentos en el contenido protei-
co de los diversos productos y desechos agricolas, caracterizades oor su
alto contenido de hidratos de carbono de ficil asimilacidn, pero con bajos

niveles de nitrégeno, para canalizarlos a 1a alimentacion animal en susti-



tucidn de cereales actualmente utilizados,

Se ofrecen varias alternativas para lograr estos objetivos, habiéndose rea
1izado investigaciones desde hace algunos afos en las dreas mencionadas,
con particular énfasis en el aspecto de enriquecimiento proteico. Entre éi
tas se pueden citar las de Gregory et al., (13), que estudiaron la conver-
sifn de yuca en proteina microbiana para utilizarla en la alimentacidn ani
mal y las de Senez (34) y posteriormente, Raimbault (29}, que desarrollaron
una fermentacidn sglida para el enriquecimiento protefco de materiales ami
léceos como yuca, papa, plitano y desperdicios de plitano y papa, utilizan
do Aspergillus nigen. El inconveniente de estas fermentaciones aerobias

de carbohidratos es que el contenido neto de protefna aumenta poco signifi
cativamente ya que, aunque el incremento en el porcentaje de proteina es
grande, lo que acurre es que el contenide de carbohidratos disminuye, ade-
mds, el requerimiento de aereacibn hace al proceso mis costoso y la preser

vacidn es nula,

Una alternativa que se ofrece interesante y que permitirfa atacar a las

dos dreas de investigacidn propuestas anteriormente, tiene como punto de
partida el eariquecimiento proteico por medio de fijacidn de nitrégeno, que
ha sido reportado en dos de las fermentaciones de alimentos tradicionales
de México: el pozol y los tibicos (42,:43), Este aspecto no se ha estudia-
do con detalle hasta la fecha, Estudios preliminares realizados en el De-
partamento de Alimentos de la Divisibn de Estudios de Posgrado de la Facul-

tad de Quimica de Ta UNAM (19) hacen pensar que el pozol es una fermenta-



cién de tipo ldctica. Se sabe desde hace mucho tiempo que en las fermenta-
ciones lacticas se presenta un aumento en el contenido de diversas vitami-
nas y en la disponibilidad de ciertos aminodcidos. En el caso del pozol,
se ha informado el aislamiento de dos bacterias, el Agrobacterium azotophi
fum y el Aereobacter aerogenes, capaces de fijar el nitrégeno atmosférico
(46). Hasta'1a fecha no se han definido con detalle el grado miximo de fi-
Jjacién de nitrdgeno en este tipo de fermentacidn, ni el efecto que los di-

ferentes pardmetros ambientales tienen sobre ella,




0BJETIVO

E1 objetivo general de Ja presente investigacidn es determinar los facto-
res que influyen en la fermentacidn ldctica de) pozol con fijacién de ni-
trégeno, para lograr, en un futuro, adaptarlo a un proceso de enriquecimien
to con otro tipo de cereales, asi como, a diferentes productos y desechos

agricolas ricos en almidones y carbohidratos de fici) degradacidn.



. CAPITULO I

GENERALIDADES



I. GENERALIDADES

Para empezar a definir los parametros de la fermentacidn del pozol y sus po
sibles aplicaciones, se requiere investigar con detalle los diferentes as-
pectos involucrados en la preparacidn de alimentos fermentados, donde se

ha detectado fijacion de nitrdgeno, asi como, las diferencias existentes
con otros productos fermentados preparados de materias primas similares,

pero donde no se produce fijacién de nitrdgeno,

En comparacion con los alimentos fermentados de Asia y Africa, los tradi-
cionales de México se han estudiado relativamente poco. Del pozol se sa-

be que es un producto alimenticio de origen maya. Se prepara por fermenta-
cion de masa de maiz nixtamalizado, compactada en forma de bolas de diver-

sos tamafios, que van de 10 a 12 cms de longitud y de 5 a 8 cms de ancho,

Para su consumo, las bolas de pozol con diferentes grados de fermentacidon
se diluyen con agua para obtener una suspensidn, yue es bebida como alimen
to basico en la dieta diaria de grandes comunidades de indios y mestizos,
principalmente en los Estados del Sureste de México, como Chiapas, Tabasco,

Campeche, Yucatdn, y en menor escala, en Veracruz y Oaxaca.

E1 tiempo de fermentacidn en el pozol tradicional es de 1 a 5 dias o mds;
algunos grupos indigenas, como los lacandones y chamulas, dejan fermentar
el pozol dos o mds semanas y 1o consumen enmohecido. E1 pozol diluidv en

agua en proporcidn de 1:2 § 1:3, es bebido sdlo o con sal, azicar, miel o



diversas clases de chiles secos, tostades y molidos, £1 chorote es una va-
riedad de pozol de Tabasco, en la que se afaden semillas de cacao molidas
a la masa de pozol recién hecha. Los lacandones utilizan pozol mezclado
con agua y miel para reducir 1a fiebre. Yambién se consume para controlar
1a diarrea u otras infecciones intestinales., Las bolas de pozol cubiertas
de hongos se han utilizado desde hace mucho tiempo como cataplasmas para
curar infecciones superficiales y heridas, Por otre lado, se ha corrobora-
do, in vitro, el efecto antagdnico del pozel sobre diferentes especies de
bacterias, honges y levaduras, muchos ce los cuales son patogénicos o po-

tencialmente patogdnicos para el hombre (46),

EY pozol se prepara domésticamente para consumo familiar o en una escala
comercial pequefia, de acuerdo con los procedimientos tradicionales. Las e~
tapas son las siguientes: las mazorcas de mafz se descascaran y los granos
se cuecen una hora en agua (1:2), a la que se le ha afadido un 1% de hidrg
xido de calcio {p/v). Cuando los granos estdn hinchados y sus pericardios
se desprenden fdcilmente, se cuelan, se lavan con agus y escurren, para ob
tener e) nixtamal, Este se muele en un molino mecinico manual hasta obte-~
ner una masa, a 1a cual se le da forma de bolas manualmente, Las bolas se
envuelven en hojas de plétano para evitar la deshidratacién y se fermentan
de uno a catorce dias, dependiendo del gusto del consumidor y de las cir-
cunstancias prevalecientes, En la figura 1.1 se presenta el diagrama de

flyjo de 1a elaboracién del pozol (35},

El primer estudio cientifico sobre el pozal To realizaron Cravivto et al.



Granos de maiz

Coccidn en agua con cal hasta
desprendimiento del pericarpio

|
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Formacidon de bolas y envoltura
en hojas de platano

l Fermentacién de 1-14 diasg]

Figura 1.1 Diagrama de flujo de la elaboracidn del pozol
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(9), en el que hicieron un andlisis quimico comparativo entre éste y los
granos de mafz utilizados en su preparacifn. Encontraron un aumento de ni-
trégeno proteico de algunos aminodcidos, como lisina y trip'tofano, ven
vitaminas, como niacina y riboflavina, durante la fermentacidn; sin embar-
go, otros nutrimentos, como la tiamina y el fdsforo, disminuyaron. También
comprobaron un aiento de peso en ratas blancas alimentadas con pozol que

en las alimentadas con granos.

Salinas (33) realizé el primer estudio microbioligico del pozol, encontran
do dos especies de bacterias: Bacillus cereus y Paracolobactmum aerogenoi~

des.

Ulloa {42) estudié 1a sucesién de la microflora del pozol de Tabasco, £n
este pstudic se observd que la mayoria de los microorganismos presentes en
el maiz se destruyen en la nixtamalizaciGn y es, después de este praceso,
cuando Ta masa se nocula. Debide a que no hay higiene en quienes preparan
las masas, las fuentes de inoculacidn son diversas; sin embargo, hay varias
especies de levaduras y hongos que se encuentran siempre presentes en po-
20les de diferentes lugares, preparados a diferentes tiempos. Durante las
primeras horas de fermentacidn siempre hay en el pozol Seotrichum candidium,
Trichosporum cutaneum y varias especies de Candida, Cuando las bolas de
pozal alcanzan progresivamente valores de pH mds bajos y se secan, se en-
cuentran hongos como Cladosporum cladosporoides o C. herbarum, monilin
sitophila y Hucor rouxiamus 0 Y, rzcemosis. Durante las primeras etapas de

1a fermentacidn las bacterias superan en nimero a las levaduras y hongos




y son probablemente 1as responsables en su mayor parte de la produccidn de
dcido durante las primeras 24 horas, cuando el pH baja de 7 a 5. Se han
aislado un buen nimero de especies bacterianas, cuya importancia en la fer
mentacidn es desconocida. Se encuentran entre ellas, bacterias fijadoras
de nitrogeno, que pueden ser las responsables del aumento de nitrdgeno to-
tal. Asimismo, algunas de las bacterias aisladas se han asociado previa-
mente con envenenamientos humanos o descomposicidn de alimentos (35). En
la Tabla 1.1 se indica una relacidn de los microorganismos que han sido

identificados en las diferentes muestras de pozol estudiadas.

Uno de los microorganismos mds importantes es el Agrobacterium azotophilum,
el cual fija nitrdgeno atmosférico, tanto anaerébica como aerdbicamente,
Es un bacilo cocoide, gram negativo y no acido resistente; produce acido
pero no gas en medios de glucosa, sacarosa y xilosa; mientras que no pro-
duce dcido ni gas en galactosa, maltosa, lactosa, rafinosa, dextrina, almi
dén, inulina y glicerol. El cloruro de amonio le puede servir como dnica
fuente de nitrdgeno. Su temperatura dptima de crecimiento es de 25 a 30°C
y presenta un crecimiento raquitico o nulo a 37°C (44), En algunas mues-
tras de pozol se ais1é otro microorganismo fijador de nitrdgeno, el Aero-
bacter aerogenes. Ambas especies de bacterias fijan nitrdgeno en diversos
medios cuando se cultivan mezcladas o individualmente (35}, El Agrobacte-
rdum azotophilum ha mostrado una caracteristica adicional, ya que produce,
4n vitno, diferentes grados de antagonismo sobre Baciflus subtillis, Esche
rlchia cold, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella sp.,

Staphilococeus awreus, Candida albicans, C. hrusel, Aspergillus flavus, A,

11



TABLA 1.1

MICROORGANISMOS DE LA MICROFLCRA DEL FOZOL (46)

BACTERIAS:

Agnobacterium azotophilum®
Achxomobacter pozolis
Eschenichia coli var, neapolitana
Pseudomonas mexicana

Acnobacter aerogenes®

LEVADURAS :

Candida hrused

Trichosporum cutaneum

Hamsenula fablandii

Kiuyveromy@es §ragilis

Candida guilermondisi var. guifleamondil
Candida tropicalis

Saccharomyces cerevisdiae

Candida parapsi£osis

MOHOS:

Geotrichum candidum
Awreobas (dium pullulans
Epicoccum sp.
Mucon racemosus
Fusanium monilifoame
Paecilomyces fumosonoseus
Mucon aouxdanus
Rhizopus stolonifer
Trnichoderma viride
Alternania tenis
tpw_;éwu 6£auu4m
pergiblus parasiticus
Cadosponium cLadosporoides
CLadosponium herbarum
Honilia sitophila
Penicillium claviforme
Penieillium cyclopium
Penicillium expansum
Penicillium Lanoso-virnide
Phialophora richardsiae

* Bacterias fijadoras de nitrdgeno

12
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terneus, Geotrichum candidum, Monilia sitophila, Rhizopus stolonifer y Tal
chodenma vinide (35); ademds de las siguientes especies de Penicdllium:
clavifonme, cyclopium, expansum, (talicum y Lanoso-viride (45). Todavia no
se conoce 1a naturaleza quimica de la(s) sustancia(s) que produce(n) tal
antagonfsmo. La presencia de sustancias antifiingicas se puede suponer del
hecho de que los hongos generalmente no invaden al pozol durante los pri-

meros dias de fermentacidon (35).

Como se puede observar en 1a Tabla 1.1, se han aislado del pozol también
especies patogénicas o potencialmente patogénicas como son: Candida parap-
silosis, C. tropicalis y Phialophcra nichandsiae, Se ha visto que si el ma-
iz usado estd contaminado con las aflatoxinas producidas por Aspergillus
§lavus, 1a mayoria se destruyen durante la nixtamalizacién, pero 1as que

quedan permanecen durante la fermentacidn.

No se ha estudiado con detalle 1a bioquimica de 1a fermentacién del pozol;
sin embargo, los resultados de las investigaciones de Tongnual et al. (39)
sobre 1a fermentacion anaerobia de suspensiones de maiz molido y la simili
tud de condiciones de esta fermentacidn con la del pozol, hacen suponer

que ésta es de tipo lactica, especificamente homoldctica,

1.1, Fermentacidn lactica

La fermentacién ldctica se emplea principalmente para la conservacion y

produccidn de alimentos, Sus efectos conservadores se pueden atribuir a
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los cambios quimicos, como 1a produccidn de dcidos (lictico y acético,
principalmente), que producen un medio desfavorable para el desarroilo de

microorganismos patégenos y putrefactivos (50).

Se ha reportado que la fermentaciGn ldctica da como resultado un aumento
general en el valor nutritivo del material fermentado. Asi, la calidad pro
teica de los granos de cereales es incrementada debido al aumento de la
disponibilidad de los aminodcidos limitantes, de acuerdo al reporte de
Tongnual et at. (39), que indica el aumento en 1a disponibilidad de 1isina,
triptofano y del valor nutritivo relativo en la fermentacidn ldctica de)
maiz; y al de Tongnual y Fields (38), para la mezcla del frijol de soya y
mafz. Los cambios en el contenido de lisina, tiamina y riboflavina en gra-
nos y leguminosas fermentados también fueron estudiados, observandose que
la riboflavina generalmente tiende a aumentar, mientras que la tiamina y
la niacina a disminuir (37, 51, 7, 16). E1 contenido de vitamina BIZ en

el maiz aumenta significativamente con la fermentacion, al igual que e} &-

cido pantoténico (23).

Hamad y Fields (14) realizaron un estudio comparativo entre 1a fermentacisn
lictica y la germinacidn de cereales, encontrando que el aumento producido
es similar, en términos generales, para ambos procesos. Sélo en la disponi-
bilidad de 1a lisina se registra un aumento mayor con la germinacidn que
con la fermentacidn de trigo y cebada, mientras que el aumento es menor en

1a germinacidn que en la fermentacion de arroz y avena.



Otro efecto causado por la fermentacidn es sobre el contenido de dcido fi-
tico, e} cual inhibe Tas amilasas y disminuye 1a disponibilidad de catio-
nes como e} Ca“. el Mgﬂ. el ZnH, el Fe't y el Fe“+, formando complejos
insolubles en semiilas y leguminosas. Lopez et al. (18) reportaron una dis
minucidn significativa en los niveles de dcido fitico en el maiz con la

fermentacign; y Reddy y Salunkhe (30}, en el frijol y arroz.

Existen diversos factores que influyen sobre la bioguimica de 1as fermen-
taciones. Yildiz y Westhoff (50) estudiaron el efecto de los microorganis-
mos en la fermentacion Tactica de jugo de col, encontrando que ésta es mas
favorecida cuando se utiliza una mezcla de bacterias Tacticas que cuando
se ytilizan éstas por separado. Nanson y Fields {24) 1legaron a la misma
conclusidn con una fermentacion de mafz, indicando que cada microorganismo
tiene diferentes enzimas que permiten una mayor protedlisis o sintesis en
Ja fermentacion. En las fermentaciones espontdneas con cultivos mixtos se
ha observado que el sustrato utflizado influye decisivamente sobre el tipo
de metabolitos producidos. La proporcién C/N es un factor determinante.
Moon (21) demostrd que con una relacidn C/N de 20-25 se favorece la fermen
tacidn Yactica. En términos generales, se puede afirmar que una relacidn
C/N mayor a 60 favorece 1a fermentacion alcohdlica, mientras que si es me-

nor a 30 favorece la lactica (49).

La produccién de dcido lactico también depende del pH de) medio. Gdmez (11)
encontrd que a un pH cercano a la neutralidad, la fermentacidn es lactica

e independiente del tipo de fuente de nitrdgeno. La interaccién del pH y de

15
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la fuente de nitrdgeno es determinante en }a orfentaci6n de la fermenta-
cidn; si la fuente de nitrégeno es inorginica, para que la fermentacidn
sea ldctica se necesita un pH de 6.5, mientras que si el nitrdgeno es pro-

teico, el intervalo de pH es muy ampiio, por debajo de la neutralidad (12).

Por otra parte, la concentracidn de oxfgeno presente puede determinar la
concentracidn de los productos obtenidos, debido a que la aereacidén hace
que se produzca una mayor concentracidn de acetatos que de lactatos (8,

36),
1.2, Fermentaciones lacticas tradicionales

Casi todos los paises tienen un alimento fermentado tipico de tipo ldcti-
co, donde el valor nutritivo se ve aumentado y la conservaci6n es mayor.
Por Jo general, requiere de métodos de bajo costo y su sabor y textura es
agradable, La mayor{a de estos alimentos utilizan como sustratos cereales
y otros productos amildceos y se inoculan espontineamente en su preparacién
{35). Entre los mds importantes se pueden citar el natto de Japdn, el da-
gé de Indonesia, el igli de la India, el ogi y el gari de Nigerfa, el uji
de Kenia, el mahewu de Suddfrica, el kenkey de Ghana y, en México, el po-
201 y el tesguino. Tanto el ogi como el kenkey, el agidi, el pozol y el
tesgliino se preparan a partir de granos de mafz, De todos estos productos
5610 se han aislado bacterias fijadoras de nitrdgeno del pozol y de los
tibicos, que son masas gelatinosas que se desarrollan en los frutos de no-

pales, jugos de fruta como la pifia o en agua azucarada (32 ). E1 pozol es
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el Gnico que se prepara a partir de mafz nixtamalizado y e) que mayor au-
mento en el contenido de proteina alcanza, mientras que en e} ogi y en el
agidi el contenido de protefna disminuye, debido al proceso de molienda

del mafz, Sin embargo, el pozol tiene menor cantidad de tiamina en relacidn

al maiz, mientras que el ogi y el agidi presentan una mayor cantidad {35},

Los microcrganismos invoiucrados en la fermentacidn de ogi son: Lactobaci-
Llus plantanum, L. cased, Pediococcus gunther, P. pentosacens y Candida

4pp., principaimente, Los dcidos predominantes son el ldctico (0.6%), acé-
tico {0.1%) y butirico (menos de 0.42%). El dcido fitico se hidroliza com-

pletanente (22).

£] keukey se p-esenta en bolas de masa envueltas en hojas de vlatano, &noa
¥ Muller (2} encontraron que en la fermentacidn de kenkey, si se le afade
un 1% de trigo a la masa de maiz, el 99% del dcido fitico se Jastruye en

36 noras de fermentacion.,

El agidi se presenta en forma de tortas de maiz, sorgd o mijo fermentadas.
Unch y Fields (47) elaboraron agiai en el laboratorio y lo compararon con
el tradicional, encontrando que el primero tenfa un contenido mas alto en

triptofans y Yisina, pero era menos aceptado sensorialmente.

£l tesgﬁino se prepara a partir de granos de mafz germinados, al que se e
afiaden diversas piantas como catalizadores. Es una bebida embriagante pro-

pia de los indios tarahumares. También se puede preparar a partir de tallos
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de maiz. Se han identificado Sacchunomyces cenevisiae, S. uvanum, Pichia

membranaeqaciens, Candida valida y Baciflus megateriun, Contiene mis pro-

teina que las otras bebidas fermentadas de México, excepto el pozol (46).

Entre los alimentos tradicionales fermentados hechos a partir de cereales
diferentes al maiz y de otros proauctos amildceos se encuentran el ogi de
sorgo y de mijo, el tef y el gari. Akingbala et al. {1) estudiaron las
propiedades sensoriales y fisicoquimicas del ogi de sorgo de diferentes
caracteristicas de semilla, encontrando que ésto no influye en 1a fermenta

cion.

Gashe (10) reaiizd estudios bacterioldgicos durante la fermentacidn del
tef, alimento fermentado de Etiopia, elaborado a partir de harina de tef

( Eragnostis tef), en donde la fermentacidn es iniciada por Enterobacten en
terobacteriaciae y seguida por Leuconostoc mesenteroides y Staeptococeus
faecalis, Cuando el pH se reduce hasta 4.7, los microorganismos predominan
tes son Pediococeus cerevisiae, Lactobaciflus brevis, L. plantanum y L,
fermentum,

E} gari se prepara a partir de yuca y su sabor caracteristico es produci-
do por Lactobaciblus plantarum, Es bajo en proteinas, minerales y vitami-
nas, pero es una buena fuente de calorias, debido a 12 gelatinizacidn y

dextrinizacion del almiddn, 1o cual lo hace mis digerible (35).




Se han realizado escasos estudios sobre los alimentos tradicionales fermen
tados no comercializados, Existen algunos factores que limitan la aplica-
cidn de Yos conocimientos cientificos para la produccion de alimentos fer-
mentados tradicionales a gran escala, como son las costumbres en 1a prepa-
racidn y las condiciones ecoldgicas. Okaford (25) propuso el aislamiento e
jdentificacion de los microorganismos, determinacifn de las funciones de
éstos, seleccidn y mejoramiento de dichos microorganismos y control del
proceso, produccidn a escala piloto y a nivel industrial, Ulloa (43) con-
cluyd que la presencia de diferentes microorganismos en estos alimentos
depende de los ingredientes usados, las modalidades del proceso y las con-
diciones ecoldgicas. En 1a mayoria de los casos, los microorganismos pro-
ducen cambios tavorables en textura, olor, conservacion y propiedades nu-
tritivas, pero pueden existir microorganismos patégenos o que proporcionen

caracteristicas indeseables.
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11, METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Preparacitn de los indculos
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Preparacion
(Soluciones diluidas, soluciones con

de Jos medios
centradas o masas de forma esférica)

Inoculacidn esponténea

Inoculacin reforzads

Fermentacidn

Andlisis

Resultados

Figura 2.1, Diagrama de flujo de la metodologfa de la investigacidn
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A continuacidn se detalla )a metodologfa utilizada
2.1, Microorganismos

Los cultivos microbianos utilizados en este estudio fueron proporcionados
por el Departamento de Alimentos de la Divisidn de Estudios de Posgrado de
la Facultad de Quimica (UNAM). Se recibid un cultivo de microfiora mixta
de pozol, sembrado en una suspensidn al 6% de harina de maiz nixtamalizado
industrializada en agua, el cual fue originalmente obtenido a partir de po
zoles de Tabasco y Chiapas. Un segundo cultive recibido fue de Agrobacte-
rdum azotophilum, sembrado en medio s6lido 77 de Fred y Waksman, Con un a-
sa estéril, en condiciones asépticas, se transfirié una pequefia cantidad
de cultivo mixto de) pozol original a 350 ml de medio de cultivo estéril
para microflora mixta de pozol. Separadamente, se transfirieron aproximada
mente 10 colonias de Agrobacterium azotophilum a 350 ml de medio 1iquido
77 de Fred y Waksman. Los medios inoculados se incubaron a 28°C (Ver 2.4.1.

y 2.4.3.).

Para mantener 1a viabilidad de ambos tipos de cultivo, se resembraron una
vez al mes en sus respectivos medios 1iquidos, afiadiéndoles un 10% en vo-
lumen de los cultivos precedentes.

2.2. Naterias primas

Como fuente de carbono para los experimentos de fermentacidn se utilizaron



diferentes materias primas de manera individual o combinada:

Almidon industrializado

Harina de mafz nixtamalizado fndustrializada

Sorgo con alto y bajo contenido de taninos, nixtamalizado y sin nixtamali-
zar

Tres diferentes tipos de maiz: maiz mejorado V-524, mafz criollo "Tuxpedi-
to", ambos de la zona de Acozocuauhtla, Chiapas y maiz mejorado TC 85 AR
del Estado de Guerrero; nixtamalizados y sin nixtamalizar

Los cereales fueron proporcionados por 1a Coordinacion Maiz Zona Centro

y Coordinacion Sorgo del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
de 1a Universidad de Chapingo

Gluten de mafz

Col y platano verde tipo Tabasco

Yoghurt natural

Como fuente de nitrégeno se utilizd:
Caseina

Cocoa en polvo

Peptona de soya

Gallinaza

Sulfato de amonio

Urea

Harina de soya integral

Se utilizaron decs tipos de grasa:
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Aceite de maiz

Manteca de cacao

Vitaminas:

Se utilizo una mezcla vitaminica que contenfa: vitamina A (2000 IV}, vita-
mina D (200 IU), vitamina € (10 IU), menadiona (0.5 mg/100 g), colina (200
mg/100 g), dcido p-aminobenzdico (10 mg/100 g), inositol (10 mg/100 g),
niacina (4 mg/100 g), D-pantotenato de calcio (4 mg/100 g), riboflavina
(0.8 mg/100 g), tiamina (0.5 mg/100 g), piridoxina (0.5 mg/100 g}, dcido
folico (0.2 mg/100 g), biotina (0,04 mg/100 q) y vitamina Byo (0.003 mg/100
g).

Hinerales:
Cloruro de sodio
Hidréxido de calcio

Carbonato de calcio
2.3. Preparacidn de las materias primas para los medios de fermentacidn

2.3.1. Preparacidn de los granos de maiz y sorgo por nixtamalizacion o coc

cidn

La nixtamalizacidn de los granos de cereales fue realizada en el laborato-
rio. Para ello, por cada parte en peso de grano, se adicionaron tres par-

tes de una solucion al 1% de agua con cal, Posteriormente, se les sometid



a cocimiento durante media hora, en el caso del mafz, y durante 15 min, en
el del sorgo, dejdndose en remojo en esta misma solucién durante 15 hrs el
maiz, y 12 hrs el sorgo. Después se frotaron los granos hasta el desprendi
miento del pericarpio, se lavé con agua y se molid en un molino eléctrico
Harver 10012, En el experimento V, se estudid la importancia de la nixta-
malizacion en la fermentacién del maiz, variando los tiempos de coccidn y

remojo (Tabla 2.5.).

Cuando los granos se utilizaron sin nixtamalizar, se siguié el mismo pro-

cedimiento, pero sin agregar cal al agua,

2.3.2, Preparacién de col y plitano

La col se lavé, quitdndosele las hojas superficiales, se cortd con un cu-
chillo y se molid en licuadora, colocindose en charolas metdlicas y se se
¢6 en una estufa a 100°C, Ya seca, se moli6 en licuadora para alcanzar una

mayor homogeneidad.

El platano verde (tipo Tabasco) se peld y moli6 en una licuadora, Se colo-

¢ en charolas metdlicas y se secé en una estufa a 100°C, volviéndose a

moler en licuadora.



2,4, Medios de cultivo

2.4,1, Medio liquido 77 de Fred y Waksman bdsico

Las siguientes sustancias: k3P0, (0.5 g¢); Mgs0, . 7H,0 (0.2 g); NaCl (0.2
g) y almidén (10 g), se disuelven en 1000 ml de agua destilada y, antes de

esterilizar el medio, se ajusta el pH a 6.8,

La esterilizacion se realiza en autoclave a 120°C, a una presién de 1.2

Kg/cm2 durante 15 min,
2.4.2, Medio 77 de Fred y Waksman modificado

E1 medio 77 de Fred y Waksman bisico se modificd, afadiendo 0.2 g/1 de ex

tracto de levadura y 3.55 g/1 de casefna.
2.4.3. Medio de cultivo para microfliora mixta de pozol

Se disalvieron 10 g de harina de mafz nixtamalizada en 1000 m] de agua des

tilada y se esterilizaron.
2.4.4, Medios de fermentacidn

Se trabajo con tres diferentes tipos de medio: suspensiones diluidas {con

6% de sdlidos}, suspensiones concentradas {con 20% de s61idos) y medio se



misélido (con 40-50% de s§lidos).

2.4.4,1, Suspensiones diluidas (en tubos)

Los medios de suspensiones diluidas se formularon en tubos de ensaye de 30
ml de capacidad, pesando 1.2 g de 1a fuente de carbono, la cual fue suple-
mentada con diversas fuentes de nitrdgeno, minerales, grasas y otras sus-
tancias, de acuerdo a como se indica en las Tablas 2.1., 2.2., 2.3., 2.4,
y 2.5, Se les agregaron 20 ml de agua destilada, homogeneizandose el con-
tenide con ayuda de un agitador eléctrico. Se inocularon, volviéndose a a-
gitar y se cubrieron en unos casos con hule espuma y, en otros, con una pe
1icula pldstica impermeable a gases. Se incubaron a 28°C, a excepcidn del
experimento V, tubds 11,1, y 11.2, (Tabla 2.5), en una estufa New Bruns-

wick Scientific, Mod. 6-27, con agitacidn a 250 rpm.
2.4.4,2, Suspensiones concentradas (en matraces)
Los medios de suspensiones concentradas (20% de s6lidos) se formularon en

matraces erlenmeyer de 250 ml con 180 ml de medio, con un total de 36 g de

s61idos por matraz. Asi, en los medios en que se usé harina de mafz nixta-
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malizado como fuente de carbono y caseina como suplemento nitrogenado, las

cantidades requeridas se calcularon de tal forma, que entre ambas pesaran
36 g y la concentracién de proteina inicial fuera del 15%, En los medios
en que se utilizd masa de maiz nixtamalizado, se tomaron porciones de 36 g

en peso seco, Después de ser inoculados los medios, se agregd el agua des-
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tilada necesaria para alcanzar una humedad de] 80%, Los matraces se tapa-
ron con pelicula pldstica impermeable a gases y se incubaron a 28°C en una
estufa New Brunswick Scientific, Mod, 6-27, con agitacidn a 250 rpm (Tabla

2.4.).
2.4.4.3. Medio semis6lido empacado en forma esférica

Este tipo de medio se preparé con harina de maiz nixtamalizado y con las
tres clases de maiz nixtamalizado, Cuando se prepard @ partir de harina de
mafz nixtamalizado, se mezclaron 54.31 g de ésta con 5.69 g de caseina, pa
ra que entre ambas pesaran 60 g y 1a concentracidn de proteina inicial fue
ra del 15%. Se le agregd agua destilada hasta obtener una masa con un peso
de 150 g (60% de humedad), Al preparar estos medios a partir de maiz nixta
malizado en el laboratorio, se siguieron procedimientos diferentes para ca
da ocasidn; en el experimento IV, se hicieron masas de mafz V-524 y de
maiz criollo "Tuxpefiito", a las que se les ajustdé la humedad a 55-60%, to
mandose porciones de 150 g. En el experimento V» se hicieron masas de mafz
TC 85 AR, ajustando el contenido de proteina inicial al 15% con urea, ca-
seiﬁa o caseina y yoghurt, y 1a humedad a 55-60%, tomandose porciones tam-
bién de 150 g. En estos experimentos las masas se inocularon en la mayoria
de los casos. Posteriormente, se les di6 forma esférica, empacdndose con
pelicula pldstica impermeable a gases, a 1a que se Ve hicieron pequefias

perforaciones, y se incubaron a 28°C (Tablas 2.4. y 2.5,).
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2.5, Preparacidn de indculos
2.5.1, Cultivo de microflora mixta de pozol

Los inéculos con la microflora mixta se tomaban de los cultivos de manteni

miento de ésta, los cuales se conservaban con resiembras mensuales,

Para determinar el momento adecuado para utilizar este material como indcu
lo, se segufa el siguiente procedimiento: se tomaban 10 ml de medio recién
inoculado, agregindoseles unas gotas de solucidn saturada de cloruro de
mercurio y se centrifugaban durante 10 min. a 2500 rpm. E1 sobrenadante se
guardaba en un frasco de 5 mi bien tapado para utilizarse como blanco, con
el fin de seguir el desarrollo de los microorganismos del pozol. Se toma-
ban muestras cada dos dfas, centrifugando en las mismas condiciones después
de afiadir cloruro de mercurio, para medir la densidad dptica del sobrena-
dante con respecto al blanco a una longitud de onda de 500 A m en un espec
trofotémetro Baush & Lomb., Al 1legar a una transmitancia de 19-25%, se u-

tiliz6 como indculo.
2,5,2, Cultivo de Agrobacterium azotophi€um

El cultivo de Agrobacterium azotophilum, para ser utilizado en los medios
de fermentacifn, se prepard afadiendo a 350 ml de medio 77 de Fred y Waks-
man modificado un 10% en voldmen del cultivo de Agrobacterium azotophifum

de mantenimiento con una transmitancia de 30-40%, y se considerd apto para



1a inoculacidn cuando 1legd a una transmitancia de 8-17%, midiendo ésta en
un espectrofotdmetro Baush & Lomb, a una longitud de onda de 500 4 m con-
tra su respectivo blanco, que consistfa en medio sin inocular,

2,6. Inoculacidn de los medios de fermentacién

2.6.1. Suspensiones diluidas

En condiciones asépticas y con pipetas esterilizadas, se tomaron 2 ml de
cada uno de los indculos y se adicionaron a cada tubo, excepto a los tubos
10,1., 10.2. y 10.3. del experimento V (Tabla 2.5).

© 2.6.2, Suspensiones concentradas

Se inocularon agregdndoles 15 ml de cada indculo, con pipetas volumétricas

y en condiciones asépticas, a cada matraz (Tabla 2.4.).
2.6.3. Medio semisdlido empacado en forma esférica
Se tomaron 22.5 ml de cada indculo, centrifugdndose durante 50 min a 5000

rpm. Se decantaron y el precipitado se agregé a las masas, excepto a las

3.2 y 3.3, del experimento V, las cuales no fueron inoculadas.
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2,7, Toma de muestras

Para cada medio de fermentacidn se tenfan 9 muestras en el primer grupo de
experimentos (I y 11} y 6 en los demds experimentos (I1I, IV y V), sacrifi
céndose 3 para cada tiempo de fermentacidn. Las muestras se procesaron in-
dividualmente para sus determinaciones analfticas de la siguiente forma:
de 1a muestra h0meda, se tomaron 5 g para la determinacién de pH y acidez
titulable y 10 g fueron secados para la determinacién de humedad, proteina

¥, en algunos casos, cenizas,

2.8, Determinaciones analfticas

2.8.1, pH

Se colocaron 5 g de muestra en un matraz y se aforaron con agua destilada
a 25 ml, Una vez agitado vigorosamente, se pasaron 18 ml a un vaso de pre-
cipitados de 25 ml y se tomé lectura en un potencidmetro Sargent-Welch,
Mod. LSX, con electrddo de vidrio, previamente calibrado.

2.8.2, Acidez titulable

De la muestra aforada a 25 ml, se tomaron 10 m} en un vaso de precipitados

de 60 ml, agregindose 3 gotas del indicador de fenolftaleina y se tituld

con hidrdxido de sodio 0,0IN hasta llegar a un vire rosa palido (4),

3
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Cilculos:

Acido 1dctico (%) = V x N x 0,09 x 5 x 100
m] de muestra

Donde:

V = ml de hidroxido de sodio gastados

N = normalidad de hidréxido de sodio
0.09 = miliequivalentes de dcido ldctico

5 = factor de dilucidn

2.8.3. Humedad

Se pesaron 10 g de muestra homogénea en un plato metdlico especial para

1a determinacion de humedad, colocdndose en la estufa durante 24 hrs, a

100°C. La muestra se enfrid en un desecador hasta temperatura ambiente y

se pesd (3).

Cdlculos:

Humedad (%) = pérdida de pesc en X 100
peso de 1a muestra

2.8.4. Proteina (Método de Microkjeldahl)

E1 principio de este método consiste en que, al ser oxidadas las proteinas

y demds materias orgdnicas por el dcido sulfirico, el nitrégeno presente
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se convierte en sulfato de amonfo. Al hacer reaccionar a esta solucidn con
yna base fuerte, se desprende amonfaco, el cual se destila y retibe en un
volumen conocido de dcido bbrico. Por titulacifn del dcido no neutralizado,
se calcula la cantidad de amoniaco desprendido y asf, la cantidad de nitrg
geno de la muestra. E} porcentaje de nitrfgeno multiplicado por el factor

6.25 di el porcentaje de protefna (5).

Para 1a determinacidn de proteina se pesé 0,2 g de muestra seca en papel
glassine y se colocaron en un matraz de microkjetdahl de 30 ml. Se affadie
ron 2 ml de mezcla digestorz (300 m] de dcido sulfirico, 100 ml de dcido
fosférica, 3 g de sulfato de cobre y 3 ¢ de didxido de selenfo), Se calen-
t6 1a mezcla en reaccifn hasta una total destruccidn de la materia orginj
ca, as decir, hasta que el contenido del matraz estuvo completamente cla-
ro, sin residuo alguno. Una vez enfriado el matraz de digestidn, el resi-
duo fue disuelto en la menor cantidad posible de agua destilada {5 ml) y
transferido al aparato de destilacidn. A la salida del condensador del des
tilador se la colocd un vaso de precipitados de 160 m} con 15 m} de &cide
barico al 4% y 2 gotas de indicador, Este indicador se preparc mezclando
dos partes de una solucifn de rojo de metilo at 0.2% con una parte de so-

Tucidn alcohdlica de azul d= metileno a1 0.2%.

Al infciarse la ebullicién en el aparato de destilacidn, se afiadieron Ten
tamente 20 ml de hidrixido de sodio 1:1, empazando entonces la destilacidn
hasta obtener 50 m} de destilado. Se retiré el vaso del aparato, se titu~

18 con icido clorhfdrico 0.01N hasta 1a aparicion de color rosa clare., uti



lizando fenolftaleina como colorante, Se detziminG un blanco con un pedazo
de papel igual al que se usd para la muestra.

Cdlculos:

Nitrégeno (%) = (ml HC) problema - m} HC] blanco) x N HC} x 0.014 x 100
q muestra

Proteina (%) = nitrdgeno (%) x 6.25

2.8.5, Cenizas

En un crisol a pesc constante (a 600°C durante una hora)}, se coloca una
cantidad exacta de muestra (0.5 g) y se quema lentamente el material sobre
una parrilla hasta no haber desprendimiento de humos, sometiéndose el cri-
sol con la muestra a calcinacidn en una mufla a una temperatura de 600°C
durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se transfiere a un desecador

hasta alcanzar temperatura ambiente, Finalmente se pesa el crisol (6).

Cilculos:

Cenizas (%) =_(P - p) x 100
g muestra

Donde:

P = peso del crisol con las cenizas

p = peso del crisol vacio

34
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2,9, Método matemitico de disefio experimental de Box-Wilson

En e) primer grupo de experimentos (I y I1) se aplich una simplificacidn

del método matemitico de Box-Wilson para el disefio de experimentos.

Esta técnica permite optimizar un proceso mds rdpidamente y con menor ni-
mero de experimentos. Ademis, se varian los factores estudiados simuitdnea
mente, considerando las posibles interacciones de sinergismos y antagonis-

mos entre dichos factores (28).

Consiste en jdentificar el proceso con una ecuacidn lineal del siguiente

tipo:
R= F0 + bl(A) + bz(B) + ba(C) ..+ bi(l)

Donde:

R = dato de la medida

F0 = efecto residual de los otros parimetros (X)

b1 s b1 = coeficientes algebrdicos de importancia de cada factor esty
diado

4,8, ... 1= factores cualitatives (+ 6 -} fijados a un nive) definido

Para calcular los coeficientes de la ecuacidn matemdtica con n variables,
se necesitan n + 1 experiencias diferentes, en las cuales todos los facto

res deben variar, Para resolver este problema se utilizd el método matri-



cial, para calcular los coeficientes, as{ como para definir las condicio-
nes de cada experiencia, elaborando una matriz de 7x7, para el experimento
I, y de 4x4, para el II, ambas con diagonal negativa y adicién de una 11-

nea positiva,

Se fijaron niveles de amplitudes de variaciones utilizando los datos de

la literatura (Tablas 3.1, y 3.7.) {Ver capitulo III).

A continuacidn se presentan las matrices utilizadas para estos experimen-

tos:
Matriz de 7x7: A Matriz de 4x4:
ABCDEFG A B C oD
ard o« + o 4+ a - + - +
- - + = + -~ ¢+ - - + -
+ = = + = 4 =~ + - - +
-+t o - ¢+ - 4+ - + - -
et e -t - o+ o+t
a4 - - -+



TABLA 2,1

PREPARACION DE LOS DIFERE'HTES MEDIOS DE FERMENTACION PARA EL ESTUDIO DE LA FERMENTACION
DEL PCZOL, APLICANDO EL METODO DE DISERO EXPERIMENTAL DE BOX-WILSON. EXPERIMENTO I

Medio. | Almidén | Caseina CaéOH)2 Cac0, | NaCl | Vitaminas | Cocoa | Aceite de maiz pH
(9) (9) g) (9) (9) (9) (9) (9)

1 1.2 0,102 | --- | 0198 |-- 0.004 - - 0.036 6.5
2 1.2 0.092 { 0.148 [ --- {06 .- 0.24 0.096 sin control
3 1.2 0.1746 | 0,148 | - -« | - - 0.004 - - 0.036 6.5
4 1.2 0.1092 | --- ]0.198 |-- .- - 0.2 0.096 sin control
5 1.2 01746 | o0.148 | --- [ 0.6 .- - - 0.036 6.5
6 1.2 01092 | --- [0198 | -- 0.004 - - 0.096 sin control
7 1.2 0.1746 | 0148 | - -~ | 0.6 .- 0.24 0.036 sin control
8 1.2 0.1746 | - -- | 0,198 | 0.6 0.004 0.24 0.096 6.5

Para cada medio se tenfan 9 tubos, a los que se le agregaban 20 ml de agua destilada y se tapaban con hule
espuma

Todos los medios fueron inoculados con microflora mixta de mozol y Agrobacterium azotophilum
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TA3LA 2,2

PREPARACION DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE FERMENTACION PARA EL ESTUDIO DE LA FERMENTACION
DEL POZOL, APLICANDO EL METODO OE DISERG EXPERIMENTAL DE BOX-WILSON, EXPERIMENTO 11

Medio Harina Minsa Almidén Caseina Cocoa Aceite de maiz PR
(9) (g) (9) (9) (a)
1 1.2 0,96 - - 0.24 0.096 sin control
2 1.2 0.96 - - - - 0.036 6.5
3 1.2 - - 0.15 - - 0.096 sin control
4 1.2 0.96 - - 0.24 0.036 sin control
5 1.2 - - 0,15 0.24 0.096 6.5
Control 1.2 - - - - . - .- sin control

Para cada medio se tenfan 9 tubos, a los que se le agregaban 20 ml de aqua destilada y se tapaban con hule
espuma

Todos los medios fueron inoculados con microflora mixta de pozol y Agrobacterium azetophilum

8¢




TABLA 2.3

PREPARACION DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE FERMENTACION PARA EL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA
INDIVIDUAL DE LOS PARAMETROS DE LA FERMENTACICN DEL POZOL EN HARINA DE MAIZ NIXTAMALL

ZADO. EXPERIMENTO I1I

Medio Fuente de nitrdgeno (g} Almidén Aceite de mafz Manteca de cacao
(g} (g) {g)
1 .- - - - -~ - .
2 -~ - .. 0.10 -
3 Caseina 0,150 .- - - 0.1

+
Cocoa 0.240

4.1 Caseina 0.150 - - - .-
4.2 Caseina 0.150 - - 0.10 .-
4,3 Casefna 0.150 - 0.15 -a
4.4 Caseina 0.150 ... 0.20 .=
5 Casefna 0,150 ... 5 - 0.1
6 Casefna 0.096 ... 7.0 ~-
7.1 Peptona de soya 0.436 ... 0,10 - -
7.2 Gallinaza 1.020 - 0.10 -~
7.3 Sulfato de amonic 0,193 .. 0,10 - -
7.4 Yrea 0.088 .o 0.10 -~
8 - .- 0.464 0.10 - -

Como fuente de carbono primaria se utilizé 1.2 g de harina de maiz nixtamalizado
Para cada medio se tenfan 6 tubos, a los que se le agregaban 20 ml de agua destilada y se tapaban con hule

espuma
Todos los medios fueron inoculados con microflora mixta de pozol y Agrobacterium azotophilum




TABLA 2.4

PREPARACION DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE FERMENTACION PARA €L ESTUDIO DE LA FERMENTACION
DEL POZOL EN SUSTRATOS DE DIFERENTES FUENTES DE MAIZ NIXTAMALIZADO, EXPERIMENTG 1V

Medio Harina d2 mafz | Mafz v-524 Hafz criollo | Fuente de nitrégeno  {9) Tipo de medio
nixt, nixt, "Tuxpefiito” de fermentacidn
(g} (9 nixt. (g)
1.1 1.2000 - - - - Casefna 0.1257 S.d.
1.2 1,2000 - - - - Cocoa 1.0854 S.d.
1.3 1.2000 - - - - Harina de soya 0,2712 S.d.
1.4 1,2000 - - - - Peptona de soya 0.2119 S.d,
1.5 1,2000 - - - - Sulfato de amonio 0,0759 S.d,
1.6 1.2000 - - - - Ures 05,0301 S.d.
2.1 1,2000 - - - - Caseina 0.0382 S.d.
2.2 1.2000 .- - - Casefna 0,0800 S.d.
2.3 1,2000 - - - - Caseina 0,1543 S.d.
I* 1,2000 - - - - Casefna 0,1257 S.d.
4.1 --- 1.20 - - -- - S.d.
4,2 - - - - - 12 - .- S.d,
5.1 32.586% - - - - Casefna 3,413 S.e.
5.2 - - - 36.00 - - - .- S.e.
5.3 - - - - 36.0 - S.c.
6.1 54.3114 - - - - Casefna 5.6886 M.e.
6.2 - - - 60.00 - - - M.e.
6.3 .- - - 60.0 - Me,

Se tenfan 6 muestras para cada medio

Todos los medios fueron inoculados con microfiora mixta de pozol y Agrobacterium azotophifum

* Todos los medios fueron cubiertos con pelfcula pléstica impermeable a gases, excepto el 3, que fue cu-
bierte con hule espuma

.d. = Solucién diluida

.¢. = Solucién concentrada

.e. = Masa en formd esférica

=XV Y7
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TABLA 2.5

PREPARACION OE LOS DIFEREKTES MEDIOS PARN EL ESTUDIO DE LA FERMENTA
CION DEL POZOL SOBRE DISTINTOS SUSTRATOS AMILACECS. EXPERIMENTO ¥

¥edio Fuante o= carbono (g} {Fuente de carbono {9) | Fuente de nitrégeno (g) | Tipo de medio Nixtimalizacidn | Indculo
primaria secundaria de fermentacién | t coccién t remo,
(min.)  (4rs,

1.1 Haring 1.200 ... Caseina 01287 - - AP
1.2¢ Nlrhu 1.200 .- Cazafna 0,127 - - »
1.3 Harima 1,200 .. Caseim 0, 2265 - .- AP
2.1 Hafz IC 85 AR 1.200 ..- Casefna 0.1022) » 15 »
2.2 Mafz IC BS AR 1.200 .- Casefna 0.1134 20 10 »
2.3 Kafz TCBS AR 1,200 .en Casefna 0,124 10 5 »
24 Mafz 1C 85 AR 1,200 ... Casefne 0,113 - e »
2.5 Kafz TC 85 AR .. Casefna 12,7700) » 15 »
2.6 Mafz 1C B5 AR .- Caseima 0. 3 15 L
31 Mafz TC 65 AR .- Ures . 3, 0 15 »
3.2 Nafz TC 85 AR Yoghurt 15.000] Casefna 12,6100 30 15 .
kN ] Hafz 7C 65 /R 00 .- Casefna 12,7709 E 15 .
EX] ¥af2 1C B5 AR 00 ... res [ 0 1% »
4.1 Harina 800 [Plétano 0.400| Casefna 0.1392 - - L4
4.2 Harina 0.800 P14tano 0,400 Urea 0,0334 -- - 4
43 Plitano 0.800 [Harina 0,400 Casefna 0,1526; - - AP
44 Plitano 0.800 |Harina 0.400| Urea 0.0336) - - »
45 Plitana 1.200 PN Cosefna 0,1661 - - A
s.1 Har{na 0.800 (ol 0.400 Cne(nl 0,096 - - »
5.2 Harina 0,800 {Co) 0.400 0,021 - - »
5.3 ol 0.800 [Harina 0.400 tue(m 0,0668 »
5.4 Col 0.800 [Harina 0.400 0.0169] »
5.5 Co} 1.200 .- cmrm 00373 4
6.1 Haring 1.200 .- Ures 0,0364 - A
6.2 rina 1.200 ... Urea 0.0428| - fod aw
71 Sargo 2,750 .- Casefna 0,128 50 12 L4
7.2%¢ | Sorgo 2,930 - Casefna 0,073 50 » A
7.3 Sorga 2.750 ... Caseima 0.90. 50 1 AP
74 Sorgo 2,750 ... Caselns 0,1905 50 12 L3
8.0 Sorgo 2,750 e Urea 0.0307) 50 1?2 a»
z? Sorqa .10 .- Caselns 0.0147 - - AP
10, Harina 1.200 .- Caseina 0,1257 - A
10.2 Harina 1,200 .o Caselna 0,1257] - P
10, Harina 1.200 .- Casefna 0,1257| - [
1150 | arima 1.200 . Cacnina 0,1257 - »
1L.2%%e | Harina 00 .. Casedna 0,1257 - - a»
12,1 Almidén .956 [51dten 0.244] Caselon 0.1180 - - »
12.2 Aridén 1.200 .e- Caseina 0.2542 - - »

Se tenfan 6 mslru para cads medio
*  Todos los medios se emoacaron con pelfculs pléstica irpermesble 2 vlmses. e;ceuln

el 3.2
* sur1u utilizado fve de hajo contenido de taninos, excepto el de 2, ove fue dc allo contenido de taninos

**¢ Todos fos medios se incubaron a 28°C, excepto el 11,1, que se fincubd a 35°C y ‘el 11, 2,8
«d, = Solucion dilufda; H.e. « Masa en forma esférica

A's Agrobactenium azotorhilim; P+ microflora mixta de pozol

La harlns utilizads fue de maf niatanglizado industriatizads

Iv
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ITI. RESULTADOS

3.1, Estudio de la fermentacidn del pozol, aplicando el método de disefio

experimental de Box-Wilson

Para realizar 1a caracterizacidn de la fermentacion del pozol de una mane-
ra mas répida, se decidid utilizar inicialmente el método de disefio experi-
mental de Box-Wilson (Ver Materiales y Métodos). Para lo cua) se debe par-
tir de las variables de las que puede esperarse una mayor influencia. De

acuerdo a estudios existentes realizados sobre diverses tipos de fermenta-
ciones lacticas, se seleccionaron los siguientes parametros para ser eva-

Juados en estos primeros experimentos: é] pH (12}, 1a relacién C/N (21,49),

la adicidn de vitaminas (11) y de NaCl (26).

Dado que la fijacion de nitrdgeno Unicamente se ha reportado en medios de
maiz nixtamalizado y no en los productos fermentados de maiz cocido africa-
no y otras fermentaciones licticas de cereales (1, 22, 2, 47), se conside-
ré también adecuado evaluar el efecto de los componentes caracteristicos
del maiz nixtamalizado, Por ello, se considerd conveniente suplementar el
almiddn de'maiz con dos tipos de sales de calcio como sustitucion de diche
proceso, Ya que en experimentos previos se observg que los pozoles suple-
mentados con cacac regularmente tienen un contenido mayor de proteina (19),

se evalud también el efecto de la adicion de cacao.

E1 disefic experimental consistidé en preparar un sustrato similar al maiz
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nixtamalizado, mezclando los componentes que éste tiene; almidén, fuente
de nitrdgeno, calcio, aceite y vitaminas., Al mismo tiempo, se realizé la
fermentacidn con harina de maiz nixtamalizado como elemento principal, va-
riando los pardmetros que supuestamente ejercen mayor influencia: la rela-
cidn C/N, el valor de pH al inicio y su control durante la fermentacidn,
1a adicién de cocoa y de aceite de maiz. La evolucién de la fermentacidn
fue sequida midiendo los cambios en el contenido de proteina, acidez titu-

table, humedad y valor del pH

£) método experimental de Box-Wilson requiere que se considere para cada
variable un nivel inferior y otro superior. Los niveles correspondientes
que fueron sejeccionados para el experimento con un sustrato similar al
maiz se indican en 1a Tabla 3.1. De acuerdo a ello, se elabord el diseiio
experimental indicado en 1a Tabla 3,2, Los cambios en el contenido de pro-
teina, acidez titulable, humedad y del valor del pH que se observaron en
este primer experimento se indican en las Tablas 3.3 y 3.4, A partir de
estos datos se calcularon los coeficientes correspondientes a cada varia-
ble, los cuales son reportados en 1a Tabla 3.5. Las ecuaciones lineales
obtenidas para este primer experimento se reportan en la Tabla 3.6. Asi,
los resultados obtenidos con el sustrato similar al maiz indican que una
relacion C/N d2 25 presenta una influencia positiva sobre todos los pari-
metros de la fermentacifn, E1 coeficiente de la cocoa resultd también po-
sitivo, por lo que ésta debe ser agregada en un 1,2%. Por otro lado, el
coeficiente negativo de las vitaminas indica que éstas no ceben ser agre-

gadas,
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TABLA 3.1

45

VALOR CEL NIVEL SUPERIOR E INFERIOR DADC PARA LOS DIFERENTES PARA-
METROS ESTUDIADOS EN LA FERMENTACION OL UM SUSTRATO SIMILAR AL MALZ

Pardmetros Nivel Superior (+) Nivel Inferior (-)

C/N 25 40

ca™t caco, Ca(oH),

NaCl 3 0
Vitaminas 0.02% 0

Cocoa 1.2% 0

pH 6.5 sin control
Aceite de mafz 0.48% 0.18%

TABLA 3.2

CONDICIONES DE LOS DIFEPENTES FARAMETROS
MIENTQS REALIZADOS EN LA FERMENTACION DE UN SUSTRATO SIMILAR AL MAIZ

PARA CADA UNQ DE LOS TRATA-

Hedio PARAMETROS
Relacidn Fuente de HaCl Vit. | Cocoa pH | Aceite de mafz

N calcio (%) (%) (%) (%)
1 40 Caco, 0 0,02( 0.0 6.5 0.18
2 40 t‘.a(OH)2 3 0.001 1.2 s/c 0.48
3 25 (:a(OH)2 0 0.02¢ 0.0 6.5 0.18
4 40 Cacoy ] 0,00} 1.2 s/c 0.48
5 25 Ca(OH)z 3 0.00 0.0 6.5 0.18
6 40 (Za(:O3 0 0,02 0.0 s/c 0.48
7 25 Ca(ﬂH)2 3 0.00 l.2 s/c 0.18
8 25 CaC0, 3 0.02{ 1.2 6.5 0.48

s/c = sin control



TABLA 3.3

EVOLUCION DE LOS CONTENIFOS DE ACIDEZ TITULABLE Y DE PROTEINA EN LA FERMENTACION DE UN
SUSTRATO SIMILAR AL MAIZ, APLICANDO EL METODO DE DISERQ EXPERIMENTAL DE BOX-WILSON

Medio Contenido de protefna (%) Acidez titulable (%)

inicial a los 7 dias a Tos 14 dias inicial a los 7 dfas a los 14 dfas
1 6,27 & o0.25 [2.63 % 0.00 | 1.60 % 1,34 0.3 % o | o008 F 003 0.05 X~ 0.00
2 |5.69 X 0.76 | 550 + 0,51 | 3,50 & 0,88 0.09 X 0] 0,06 * 0.03 0.06 ¥ 0,03
3 8.46 £ 077 }7.15 £ 0,51 | 5.98 % 0.25 0,06 X 0| 006 % 0,02 6.08 X 0.03
4 17,00 £ 0,75 {2.63 £ o000 { 7.87 X 3.06 0,05 X o | o015 * 011 0.28 * 0.32
5 |6.85 £ 0.10 {3.21 & 1,54 | 4,81 * 1.58 009 * o | o0.05 £ 0,00 0.08 * 0.03
6 l6.42 X 025 {292 & 166 | 3.94 % 1.6 0,23 % o[ o011 X 0,03 0.23 * 0,14
7 [7.44 * 0,00 {6.56 ¥ 0.44 6.10 = 1.20 0,09 X 0 0.22 + 0.18 0.22 * 0.18
8 r.n * 025 (7,58 % 1.01 8.02 = 0.91 0.09 £ 0 | 0.08 % 0.03 0.09 * 0.00
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TABLA 3.4

EVOLUCTON DELAgH Y DEL CONTENIDO DE HUMEDAD EN LA FERMENTACION DE UN SUSTRATO SIMI-
LAR AL MALZ, APLICANDO Ei. METODC DE DISERD EXPERIMENTAL DE BOX-WILSOH

tedio pH Humedad {%}

inicial a los 7 dias | a los 14 dfas tnicial 3 Jos 7 dias a los 14 dias
1 650 £ 0.00 |6.80 % 0,35 | 7.06 £ 0.12 | 94,49 X 0519473 F 118 95.82 = 0,29
2 16,70 % 0.00 { 6.76 ¥ 0,22 6.46 X 0.55 | 90,56 & 1,35} 89.90 £ 0.57 | 90.03 * 1.5
3 {6.50 X 0.00 | 6,33 X 0,06 6.46 F 0.25 | 94,27 I 0.24 | 9538 X o0.61 | 35.24 = 0.87
4 6,46 T 0.15 | 6,46 £ 0.40 | 6.03 X 0.55 | 93.26 X 1,10 | 93.20 &£ .32 | 93.59 X 0.65
5 16,50 X 0,00 ] 6.63 £0.29 | 6.13 X v.25s {9072 * 3,26 92.80 ¥ 136} 91.82 F 0,15
6 [s.43 % 0,06 6.9 F0.25 7.00 * 0.20 | 94.43 X 0,68 | 93.27 X 0,43 93.71 X 0,70
7 {706 X o6 7.23 k03 | 713 * 0.42 | 90.86 * 0.86 ] 89.82 * 0,24 88,97 X 0.56
a 16,50 F 00068 F045 | 610 F 0.20 | 90.45 T 067} 91.8 * 2,35 95,00 & L7
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COEFICIENTES DE LOS

PARMAMETROS DE LAS ECUACIONES LINEALES DE LA FERMENTACION DE

TABLA 3.5

UN SUSTRATG SIMILAR AL MAIZ

Determinaciones pH Acidez titulable (%) Contenido de protefna (%)
Parimetros a los 7 dias | a los 14 dfas | a los 7 dfas | a los 14 dfas | a los 7 dfas] a los 14 dfas
C/H 0,053 0,133 0.052 0.015 0.536 0,306
Ca -0,121 -0,093 -0.048 -0.008 -0.766 0,204
MaCl ~0.003 0,233 0.040 0.000 0.948 0.380
Vitaminas -(.078 -0.233 ~0.036 -0,058 0.000 «0.635
Cocoa 0.028 0.231 0.044 0,062 0.766 1.109
pH 0.021 0.011 0.017 ~0,062 -0.036 -0.525
Aceite de maiz -0.063 0.105 -0.017 0.031 0.109 0.6824

8t



Ta8LA 3.6

ECUACLONES LINEALES, NBTERIVAS prR EL METODO DE BOX-WILSGH, DE LA FERMENTACION DE U SUSTRATO SIMILAR AL MAIZ

Datarminaciones Tiempn de Eeuaciones Yinrales
analfticas Fermentacidén
{efes)

b R = 0,16840,053(C/1)-0,123(€a"")-0,003{11aC1)-0,078(¥}+0,028(C )+, 021 {pH}-0, 051 (A}
o

it R o= 9,00040,133(C/N)-0,093(Ca* 140,233 (NaC1)-0, 233 (V) 10,233 ($)#0, 011 ()40, 106 (A)

7 R » -0,033+0,052(C/H)-0.008{Ca* )40, 08{RaCT) -0, 036(V)+0,044({C1+0. 01T {pH}-0. 027 (A)
Actdez titulable (%)

18 IR » o.m%o.ms(cm)-o.‘ooalc.:“)+0(uam)-o.osa(v)‘u.uez(c)-o.o&zw;m.nmn)

7 R w -2.2640.656(C/)-0.766(Ca’ 190, 320(KaCt}90(¥)+0.766(C)-0.036(pt)+2, 103(A)
Pratetns (%)

14 P -1.sce«o.306(c1N)o0.204(Ca”)<o.3so(nm)-0.635(\')»1.109(()-0.525(¢é()~0.524(A)

't = yitaminass C = cocoa; A + aceite de mafz
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Respecto a 1a evolucién del pH, a )a semana de fermentacidn, el coeficien-
te negativo de la fuente de calcio indica que ésta debe adicionarse en for
ma de Ca(OH)z. el del NaCl, que no debe agregarse y el de} aceite de maiz,
que es conveniente agregar solo un 0,18%, mientras que el coeficiente po-
sitivo de! pH indica que éste debe ser controlado a 6.5. E1 factor que pre
sentG mayor influencia fue la fuente de calcio. A las dos semanas de fer-
mentacion los coeticientes indican la conveniencia de emplear Ca(OH)2 co-
mo fuente de calcio, mientras que resulté mds conveniente la adicidn de
mayores cantidades de NaCl (3%) y de aceite de maiz (0.48%), asi como el
control del pH a un valor de 6.5. Para este tiempo de fermentacion los fac
tores que ejercieron mayor influencia fueron el NaCl, las vitaminas y 1a

cocoa,

£n relacion a la acidez titulable, a la semana de fermentacidn el coefi-
ciente negativo de la fuente de calcio indica que ésta debe ser adiciona-
da en forma de Ca(OH)z, mientras que el del aceite de mafz, que sélo se
debe agregar un 0.18%, Los coeficientes positivos del NaCl y del pH indi-
can que se debe agregar un 3% del primero y el segundo debe ser controla-
do a un valor de 6,5. E1 factor mds influyente sobre 1a evolucidn de la
acidez titulable a 1a semana de fermentacidn fue 1a relacidn C/N, pero a
1as dos semanas fueron la adicidn de cocoa y el control del pH. A este
tiempo los coeficientes indican que el idn ca't debe adicionarse en forma
de Ca(OH)Z, el ph no debe ser controlado y el aceite de maiz debe agregar-

se en un 0,48%, En este caso, el NaCl no presentd influencia alguna,
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Con respecto a la evolucidn del contenido de protefna, a 1a semana de fer-
mentacidn el factor mas influyente fue el NaCl, cuya influencia es positi-
va, por lo que debe ser adicionada. Los coeficientes negativos de la fuen-
te de calcio y del pH indican que el primero debe ser agregado en forma

de Ca(OH)Z. mientras que e] segundo no debe ser controlado y el coeficien-
te positivo del aceite de maiz indica que se debe agregar en un 0.48%, A

las dus semanas de fermentacion los resultados fueron los mismos que a fa
semana, excepto en que el coeficiente de 1a fuente de calcio es positivo,
por lo que debe ser agregado en forma de (:aco3 y el factor mas importante
fue la adicidn de cocoa. En este caso el coeficiente de las vitaminas fue

negativo, Jo que indica que no conviene adicionarlas.

Los experimentos efectuados con el sustrato de harina de maiz nixtamali-
zado fueron diseflados de la misma forma que como se describig para el sus-
trato similar al maiz, En la Tabla 3.7 se indican los valores de los ni-
veles inferiores y superiores para cada uno de los pardmetros experimenta-
dos y en la Tabla 3.8 se describen los diferentes tratamientos ensayados,
Los‘resul tados obtenidos en estos experimentos se fndican en las Tablas
3.9 y 3.10, Los cceficientes correspondientes a cada variable, calculados
a partir de estos datos, se reportan en la Tabla 3.11 y las ecuaciones 11-
neales obtenidas, en la Tabla 3.12. E1 ajuste continuo del pH a 6.5 presen
t6 una influencia negativa sobre todos los parametros de 1a fermentacidn,

1o que indica que no debe ser controlado.

Con respecto a 1a evolucidn del pH ala semana J2 fermentacidn, el coefi-



TABLA 3.7

VALOR DEL NIVEL SUPERIOR E INFERIOR DADO PARA LOS DIFERENTES PARAME-
TROS ESTUDIADOS EN LA FERMENTACION DE HARINA DE MAIZ HIXTAMALIZADO

Pardmetros Nivel Superior (+) Nivel Inferior (-)
i 13,25 65.1

Cocoa 1.2% 0

pH 6.5 sin control
Aceite de maiz 0.48% 0,18%

TABLA 3.8

CONDICTONES OE LOS DIFERENTES PARAMETROS PARA CADA UNO DE LOS TRATAMIEN
TOS REALIZADOS EN LA FERMENTACION DE HARINA DE MAIZ NIXTAMALIZADO -

Medio PARFMETROS
2elacitn Cocoa pH Aceite de maiz
C/N (% - (%)

1 65.10 1.2 s/c 0.48

2 65.10 0.0 6.5 0.18

3 13,25 0.0 s/c 0,48

4 65,10 1.2 s/c 0.18

5 13.25 1.2 6.5 0.48
Control 32,00 0.00 s/C 0.00

s/c = sin centrol



TABLA 3.9

EYOLUC:ON DE LCS CONTENIDOS DE ACIDEZ TITULABLE V DE PROTEINA EN LA FERMENTACION DE YA
RINA DE MATZ NIXTAMALIZADO DE ACUERDO AL DISERC EXPEPIMENTAL DE BOX-RILSON

Medio Contenido de proteina (¥) Acidez titulable (%)
fnicial a los 7 dias a los 14 dias inicial a los 7 dfas a los 14 dias
1 .45 X o005 ! 4,8 F o000 | 7,22 £ 005 {005 00,05 X 000/ 0.06 X 0.00
2 4.59 £ 0,43 2,94 1 0,00 591 X 0.05 0,05 & 0 {0.14 * 0,00 | 0.06 }= 0.00
3 13.13 = 0,00 | 17,28 * 0.43 | 20.34 ¥ 0,43 [ 0,05 > 0 {0.48 * 0.03 | 1.10 X 0.05
4 5.03 = 0.43 6.3¢ * 0.05 7.87 £ 0.19 0.05 = o0 [o0.88 £ 0.08 [ 0.79 ¥ 0,00
5 18.81 * 0.00 | 17.72 X 0.05 | 20.56 % 0.19 | 0,09 & 0 [0.19 * 0.00 | 0.09 £ 0.00
control{ 8.09 = 0.05] 9.8 * 042 | 13.56 £ 009 | 0.8 X 0 j0.32 F 0.02 | 0.43F 0.03

€S




TABLA 3,10

EVOLUCION DEL pH Y DEL CONTENIDO DE RUMEDAD EN LA FEPMENTACION DE HARINA DE 832 NIXTA
MALIZADO, DE ACUERDO AL METODO DE DISERQ EX®ERIMENTAL DE BOX-WILSON

Medio ol Humedad (%)
inicial a los 7 dias a los 14 dfas inicial a los 7 dlas a los 14 dias
1 6.20F 0.17 5,06 & 012 [4.26 X 0.38 | 90.28 * 2.64 91,01 = 1.38 { 90.93 ¥ 0.59
2 6.50 £ 0.00 58 % 0.35 |6.46 = 0.47 | 93.21 * 0,69 | 94.12 = 0.67 | 94.20 * 0.27
3 6.06 = 0.21 4,26 F 0,12 |3.95 X 0.06 | 96.46 F 0.21 | 95.38 & 0.52 | 95.3¢ F 9.93
4 6.60 £ 0.10 4,53 % 0,06 [4.36 + 0.06 | 91,73 * 1.30 | 91.21 F 0.16 | 90.55 * 0.47
5 6.50 T 0.00 6.56 = 0.12 |6.60 = 0.35 | 94.5¢ * 0.70 | 95.05 & 0.38 | 96.50 = o0.40
Control 6.76 X 0.15 453 X 015 436 X 0.12 | 96.73 * 0,93 96.21 & 0,23 | 96.63 * 0.3

b5



TABLA 3,11

COEFICIENTES DE LOS PARAMETROS DE 1LAS ECUACIONES LINEALES OF
LA FERMENTACION OE HARINA DE MAIZ NIXTAVALIZADO

{Determinaciones oH Acidez titu)able (%) | Contenido de protefna (%)
Pardmetros 7 dias 14 dfas 7 dfas 14 dias 7 dias 14 dfas
GIN -0,545 -0,484 -0,080 ~0,056 0,627 0.438
Cocoa 0.150 0.428 0,080 0.049 -0.733 -(,262
pH -0.854 -1.308 ~0,216 -0.,469 -1,488 -1.925
Aceite de maiz -1,018 0.292 0,080 0.173 0.525 1.488

58
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ciente negativo de Ta relacion C/N indica que debe ser de 65,1, el del a-
ceite, que sélo se debe adicionar un 0,18%, mientras que el positivo de
la cocoa indica que hay que adicionar un 1.2%. £1 factor mds influyente
fue 21 ajuste continuo del pH a un valor de 6.5, A las dos semanas de fer-
mantacidn los resultados fueron similares, excepto en que el coafiziente

del aceite fue positivo por lo que se debe adicionar zn un 0.48%,

En relacion a la acidez titulable a la semana de fermentacion, el factor
mds influyente fue también el pH, el coeficiente de la relacidn C/N y del
aceite de maiz fueron negativos, indicando que el primero debe ser de

65.1 y el sequndo se debe agregar en un 0,1B%, mientras que el coeficien~
te de la cocoa fue positivo, por 1o que ésta si debe ser agregada. A las
dos semanas d2 fermentacidn los resultades fueron iguales, excepto en que

el coeficiatte del aceite fue positivo, por lo que se debe agregar en unm
G.48%,

Con respacta a la evolucion gel contenido de proteina, tanto a la semana
de farmestacidn como 3 las dos semanas, el caeficiente de 1a relacidn C/N
y del aceite de maiz fueron pesitivos, indicando que la relacidn C/ii debe
ser da 13,25 y se debe agregar aceite de maiz en un 0.48%. Los coeficien-
tes de la cocoa y del it Tuaron regativos, por 1o que ar se debe agregar

cocos ui contrular el pH, siende este G1timo el factor més infiuyenta.

Censrderando los valores maximos de contenido de proteine alcanzados con

la fermentzcidn, ningdn tratamiento del perimer grupo de experimentos alcan



TABLA 3.12

ECUACIONES LINEALES, OBTENIDAS POR EL METODO DE BOX-WILSON, DE LA FERMENTACION
DE HARINA DE MAIZ NIXTAMALIZADO

Determinaciones Tiempo de Ecuaciones lineales
analfticas fermentacidn
(dfas)

7 R = 1,11-0,545(C/N)+0,15(C)-0,854(pH)-0.018(A)
pH :

14 R = 1,284-0,484(C/N)+0,428(C)-1,308{pH)+0.292(A)

7 R = 0,290-0,08(C/N)+0.08(C)-0.216(pH)-0.08(A)
Acidez titulable (%)

14 R = 0,475-0,056(C/N)+0.049(C)-0,469(pH)+0.173(A)

7 R = 0.788+0,437(C/N)-0.733(C)-1,488(pH)+0.525(A)
Protefna (%)

14 R = 3,150+0.438(C/N)-0.262(C)-1,925(pH)+1.488(A)

C = cocoa; A = aceite de maiz

15
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73 ¢1 yalor de proteine final al que 1legd el control d2 harina de maiz
nixtamalizade, que fue de 14.73%. £n el segundo grupo de experimentcs 56

1o el medio 3 alcanzd un incremento de protefna mayor que el control.

En términos generales, fue pesible observar que la fermentacidn del sus-
trato similar al maiz no resultd ser de tipo lactico, ya que el pH no dis«
minuyd significativamente y, por otro lado, 12 acidez titulable y el con~
tenido de proteina, disminuyeron en casi todos los medios, Con el sustra-
to de harina de maiz nixtamalizado, la fermentacidn que se desarrotld fue
aparentemente de tipo ldctico. En este caso, fue posible observar clara-
mente que no es conveniente controlar el pH durante la fermentacidn, Los
resultados obtenidas con las otras variables {relacién O/N, adicidn de ¢o-
coa y de aceite de maiz) fueron contradictorios. En consecuencia, el uso
del método de Box-Wilson para estudiar esta fermentacidn no perimitid
hacer una distincion clara de tos efectos de cada una de las variables ese
tudiadas, Por ello, se decidid estudiar este proyecto, evaluando los efec-

tos de cada variable por separado.
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3.2, Influencia individual de los pardmetros en la fermentacion del pozol

en harina de maiz nixtamalizado

En vista de los resultados obtenidos previamente, se continud este estudio
gnicamente empleando el sustrato de harina de mafz nixtamalizado, evaluan-
do los efectos que mostraron cierta influencia en los experimentos anterig
res, como el contenido inicial de nitrogeno y la adicidn de aceite de ma-
iz y de cocoa.Se decidid también estudiar la fuente de nitrdgeno, debido a
que a pesar de la escasa necesidad de sustancias nitrogenadas completas
que presenta el Agrobacterium azotophifum, esta bacteria se desarrolla vi-
gorosamente en medios que la contienen (44). SGlo se evalu§ la fermenta-
cién al inicio y a las dos semanas, ya que previamente se observd que a

la semana ta fermentacidn nn es dptima.

Se siquid el disefio experimental indicado en Ja Tabla 3,13, utilizdndose
dos tipos de fuente de nitrégeno: protéica e inorgdnica. Los niveles de
contenido inicial de proteina se eligieron basdndose en el contenido de
protefna de la harina de maiz nixtamalizado industrializada (7-8%), y en
el de las muestras de los experimentos anteriores que tenian una relacién
C/N de 13.25 (16.27%), estudiando ademds niveles cercanos a éstos. Se su-
plementd con aceite de maiz o de cacao nara corroborar la existencia de al
guna influencia, debido a los resultados contradictorios anteriormente ob-

tenidos.



TABLA 3.13

DISERQ EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA INDIVIDUAL
DE LOS PARAMETROS DE LA FEPMENTACION DEL POZOL

Medio Parédmetros
Fuente de carbono Fuente de nitrdgeno Contenido inicial de Contenido de a-
secundaria proteina (%) ceite* (%)

1 - - .- . 7-8 0.00

2 - - - - - - 7-8 0.50

3 cocoa caseina 15.17 0.50 (de cacao)

4.1 - - - caseina 15-17 0.00

4.2 - - - caseina 15-17 0.50

4.3 - - - caseina 15-17 0.75

4.4 - - - caseina 15-17 1.00

5 - - - caseina 1 15-17 0.50 (de cacao)

6 - . - caseina 12-13 0.50

7.1 - . - peptona de soya 20 0.50

7.2 - - - gallinaza 14 0.50

7.3 - - - sulfato de amonio 23 0.50

7.4 - - . urea 26 0.50

8 almidén - - - 5 0.50

* A menos gque se mencione lo contrario, el aceite es de mafz
En todos los experimentos se utilizé como fuente de carbono primaria harina de mafz nixtamalizado

09
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En las Tablas 3.14 y 3.15 se presentan los resultados obtenidos, evaluindo
se los cambios en el contenido de humedad, acidez titulable, contenido de

proteina y en los valores de pH.

3.2.1, Influencia del contenido inicial de proteina

Se observd que a mayor contenido inicial de protefna, mayor es el incremen
to de ésta debido a 1a fermentacion, 1legdndose a un valor miximo de 23.77%
a partir de un 15.46%, mientras que cuando se suplementd con almiddn sdlo
aumentg de 5.25 a 6.85% de proteina (Figura 3.1.). No se observé relacién
alguna entre el contenido de protefna inicial y el aumento de humedad y a-

cidez titulable y disminucion del pH.

3.2.2. Influencia de la fuente de nitrdgeno

E1 mayor incremento en el contenido de proteina lo presentaron las muestras
suplementadas con caseina (de 15.46 a 23.77%) (Figura 3.2), mientras que
con urea hubo una disminucidn (de 26.10 a 23,48%). Con gallinaza y con pep
tona de soya hubo incremento de proteina (de 14 a 17.06% y de 20.4 a 24,21%,
respectivamente), aunque con casefna éste fue mayor, Con sulfato de amonio
el aumento fue muy pequefo (de 23.19 a 24.21%). Tampoco en este caso se ob
servd relacion alguna entre 1a fuente de nitrdgeno, el aumento en el con-
tenido de humedad y de acidez titulable y la disminucion del pH. E1 dnico
efecto notable fue que con urea esta disminucidn resulté ser mucho menor

(de 6.46 a 5.63) que con las otras fuentes.



TABLA 3.14

EVOLUCION DE LOS CONTENIDOS DE PROTEINA Y DE ACIDEZ TITULABLE EN EL ESTUGIO DE LA
INFLUENCIA INDIVIDUAL DE LOS PARAMETROS DE LA FERMENTACION DEL POZOL

Hedio Contenido de protefna (%) Acidez titulable (%)
inicial a los 14 dias inicial a los 14 dias
1 7.73 X 0.55 11,81 £ 0.71 0.02 & 0.00 0.56 * 0.05
2 7.14 X 0,74 11.67 £ 0.21 0.02 % 0.00 0.53 * 0,02
3 17.21 * 0.41 23.19 X 0.62 0.05 X 0.00 0.56 X 0.04
4.1 16.48 * 0,90 26.69 ¥ 0.36 0.06 £ 0.00 0.31 £ 0.00
4.2 15.46 X 1.44 23.77 X 1.26 0.06 X 0.00 0.49 X 0,00
4.3 15.51 = 0.36 22.46 T 0.74 0.15 * 0.01 0.48 * 0.02
4.4 16.48 * 0.21 23.33 £ 1.15 0.08 £ 0.00 0.42 £ 0.0l
5 17,06 = 0.62 21,00 * 1.29 0.09 £ 0.00 0.86 X 0.01
6 12.69 X 0.95 19.83 * 0.55 0,02 * 0.00 0.71 X 0.06
7.1 20.40 £ 1.09 24.21 * 0,90 0.11 £ 0.01 1,13 * 0,06
7.2 14,00 * 1.43 17,06 X 0.36 0.14 X 0,00 1,61 = 0.18
7.3 23.19 £ 0.62 24,21 X 0.41 0.19 = 0.00 0.48 X 0.01
7.4 26.10 = 1.69 23.48 X 1.35 0.02 = 0.00 0.60 X 0,01
8 5.25 * 0.36 6.85 X 0.41 0.02 X 0.00 0.65 * 0,08

29
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Figura 3.1, Aumento en el contenido de protefna en la fermen-
tacion de harina de maiz nixtamalizado, suplementada con case
ina o almidén (0), a diferentes contenidos de proteina ini-
cial. Con adicién de 0.5% de aceite de maiz. C = control, sin
suplementacion.
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Contenido de Proteina

1 nictal

B A los dos semands de fermentacion

(<] P
Fuente de nitrogeno

Figura 3.2, Aumenty en el contenido de proteina en la fermen
tacion de harina de mafz nixtamalizado, suplementada con di-
ferentes fuentes de nitrgeno. C = caseina; G = gallinaza;

P = peptona de soya; 5 = sulfato de amonio; U = urea.

65




3.2.3, Efecto de 1a adicién de grasa

Este efecto se evalud en muestras sin suplementar (Figura 3.3) y en mues-
tras suplementadas con casefna (Figura 3.4). En las primeras se adiciond
0.5% de aceite de mafz, mientras que en las muestras suplementadas se hi-

cieron tres diferentes adiciones: 0.5, 0,75 y 1%,

En Tas muestras sin casefna la suplementacidn con aceite de mafz no alte-
ré el aumento en el contenido de protefna, mientras que en las suplementa-
das hubo un ligero aumento negativo (Figuras 3.3 y 3.4). En todos los ca-
sos el pH disminuyé y 1a acidez titulable aumentd, pero sin observarse re-

lacidn alguna con la adicién de aceite de mafz.

Se observé un mayor aumento en las muestras suplementadas con aceite de
mafz (de 15.46 a 23.77% de proteina) que en las suplementadas con manteca

de cacao (de 17.06 a 21%) (Figura 3.5),

3.2.4, Efecto de la adicién de cocoa

Hubo un Tigero aumento mayor en las muestras con cocoa respecto a las mues
tras sin ella (de 17,21 a 23,19 y de 17.06 a 21%, respectivamente}, pero
éste no fue significativo (Figura 3.5). En la humedad fue ligeramente ma-
yor en las muestras sin cocoa, el pH bajé mds y hubo mayor aumento en la

acidez titulable que en las muestras con cocoa.
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Figura 3.3. Efecto de 1a adicidn de aceite de maiz sobre el
contenido final de protefna en Ta fermentacién de harina de
mafz nixtamalizado.
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Figura 3.4, Efecto de la adicibn de aceite de mafz sobre el

contenido final de proteina en la fermentacidn de harina de
mafz nixtamalizado, suplementada con caseina.
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Figura 3.5. Efecto de la adicion de cocoa y de la fuente de
grasa sobre e} contenido final de prote{na en la fermenta-
¢cidn de harina de mafz nixtamalizado, suplementads con case-
ina. Con adicidn de 0.5% de grasa.
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3.3, Estudio de l1a fermentacién del pozol en sustratos de diferentes fuen-

tes de maiz nixtamalizado

En este grupo de experimentos se volvid a estudiar el efecto de) conteni-
do inicial de nitrdgeno, esta vez con niveles iniciales de proteina cerca-
nos al 15%, que fue el que mayor incremento pradujo en los experimentos
anteriores. Se analizd nuevamente también 1a influencia de la fuente de
nitrdgeno, ya que este efecto no pudo ser analizado previamente debido a
que las muestras no presentaban igual contenide inicial de nitrdgeno. £n
los experimentos previos las fermentaciones fueron realizadas en suspensigo
nes diluidas, a diferencia del medio sdlido en que se realiza tradicional.
mente la fermentacion del pozol, lo cual puede significar cambios en va-
rios pardmetros con 1a consecuente alteracion de la evolucion microbiana

y bioquimica de dicha fermentacion. La aereacidn y la cantidad de agua
disponible se encuentran entre los parametros con mayor cambio entre es-
tas condiciones de fermentacidn, Aunque muchos microorganismos pueden so-
brevivir periodos de sequedad, para crecer requieren de un contenido de
agua adecuado. Los mohos generaimente pueden desarrollarse en condiciones
de menor humedad que las levaduras y las bacterias (26), Por otro lado, los
mohos y ciertos grupos bacterianos se desarrollan a niveles de aereacion
mis altos que las bacterias lacticas, las putrefactivas o las levaduras. Pa
ra definir los posibles efectos de estos pardmetros sobre el aumento en el
contenido de proteina, se realizaron dos tipos de pruebas, La primera con-
sistid en emplear materiales con diferente parmeabitidad a) alre para cu-

brir los tubos de fermentacidn. En la sequida, se siguid el curso de T2



fermentacion tajo tres diferentes condiciones o medios de fermentacidn:

a) en un sustrato empacado en Ja forma esférica tradicional del pozoil, con
un contenido inicial de humedad del 48 al 62%; b) en suspensiones concen-
tradas de sustrato en matraces con un contenido de humedad del 80 al 90% y
c) en suspensiones dilufdas de sustrato en tubos con un contenido de hume-
dad de aproximadamente 95%, Dentro de este grupo de experimentos se deci-
dié también comparar el desarrcllo de la fermentacidn, utilizando diferen-
tes fuentes de ma{z nixtamalizado, para cbservar la infiuvencia de la com-

posicién del mafz sobre dsta,

De acuerdo a las consideraciones anteriores, s2 elabord el diseio experi-
mental indicade en la Tabla 3.16. Los resultados obtanidos se muestran en
la Tabla 3,17, para la evolucion de ia acidez titulable y &1 contenido de
proteina, y en la Tsbla 3,18, para los cambios en el contenido de humedad

y en el valor del ph.

3.1, Efecto del contenido inicial de protefna

Ytilizanoo harina ¢e maiz nixtamatizada vonu sustrato, se chservd qre a
mayor caatidad inicial 2e proteina, se presentaba un aumento mayor 2n el
contanico de proieina en el madio de fermeatacidn, liegdndese a un valor
maximo de 27.5% a partir ce 17,435 (Figura 2.8). La humedad aumento siem-
pre, llegando a valores entre 95,79 y 97.3%, e) pH disminuyd, aicanzande
2] valor mds bajo {3.73) en la muestra ccn mayor contenido de protefaa ini

cia] y le acidez titulable aumentd en todos los casos, sin observarse vela

7



_TABLA 3.16

DISEfQ EXPERIMCNTAL PARA EL ESTUCIO DE LA FERMENTACION DEL POZOL EN SUSTRATOS DE
DIFEPENTES FUENTES DE MAIZ NIXTAMALIZADO

Medio
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Pardmetros

Sustrato Fuente de nitrdgeno Contenido inicial de Tipo de medio de
proteina (%} fermentacicn
Harina de maiz nixt. Caseina 16 S.d.
Harina de mafz nixt. Cocoa 16 S.d.
Harina de mafz nixt, Harina de soya 15 S.d,
Harina de maiz nixt. Peptona de soya ) 16 S.d.
Harina de maiz nixt. Sulfato de amonio 15 S.d.
Harina de maiz nixt. Urea 15 S.d.
Harina de maiz nixt. Caseina 12 S.d,
Harina de maiz nixt, Caseina 15 S.d.
Harina de maiz nixt. Caseina 17 S.d.
Harina de maiz nixt. Caseina 16 S.d.
Maiz mejoraio V-524 - - - 12 S.d.
Maiz criollo - - . 10 S.d,
Harina de maiz nixt. Caseina 16 S.c,
Malz mejorado V-524 - . - 12 S.c.
Maiz criollo - - - 10 S.c.
Harina de maiz nixt, Caseina 16 M.e.
Mafz mejorado V-524 - - - 10 M.e.
Maiz criollo - .- - 1 M.e.

* E1 empaque siempre fue con pelicula plastica impermeable a gases, excepto en las muestras No. 3, en don-
de se utilizd hule espuma
S.d. = Suspensidén diluida; S.c. = Suspension concentrada; M.e. = Masa de forma esférica

r{4



TABLA 3,17

EVCLUCION DE LOS CONTENIDJS DE PROTEINA Y ACIDEZ TITULABLE EN EL ESTUDIO DE LA
FERMENTACION DEL PCZCL EN SUSTRATQS DE DIFERENTES FUENTES DE MAIZ NIXTAMALIZADO

Medio Contenido de proteina (%) Acidez titulable (%)

inicial a los 14 dias inicial a los 14 dias
1.1 116,10 = 1,06 26.63 T 0,46 0,05 = 0.00 1.3+ 011
1.2 [15.70 & 0.67 20,76 ¥ 1.62 0.15 = 0.02 0.93 X 0,05
1.3 115.13 ¥ 0.36 27.43 £ 2.34 0.04 * 0.00 1,10 £ 0.10
1.4 {15.97 £ 0.23 27,97 T 2.05 0.09 = 0.00 0.80 £ 0,03
1.5 (14.53 & 0.80 21.06 X 0.66 0.12 = 0.01 0.60 X 0.02
1.6 §15.30 & 0.40 26,90 T 1,39 0,02 £ 0.00 1.13 £ 0.05
2.1 [11.62 X 0.65 22.10 ¥ 1.39 0.05 X 0,00 0.71 £ 0.01
2.2 |14.68 = 1,31 25.73 X 2,79 0,05 £ 0.00 1.02 * 0.09
2.3 117.43 = 0,23 27.50 £ 1.41 0.05 £ 0.00 1.05 © 0.14
3 16.44 * 1,40 30.38 £ 1.41 0.08 * 0.00 0.85 * 0,01
4.1 |11.64 & 0.61 16.98 L 0.69 0.02 = 0.00 0.62 * 0.02
4.2 | 9.59 ; 1.26 14,18 * 1,06 0.02 * 0.00 0.82 * 0.07
5.1 11551 T 0.46 19.36 £ 2,51 0.11 ¥ 0.00 2.00 £ 0,03
5.2 11.62 = 0.42 14,98 T 0.80 - . 1,29 £ 0.14
5.3 |10.42 X 0.85 12.84 1t 0.46 - .- 1.91 £ 0.19
6.1 |15.88 = 1.61 19.64 * 1,51 0.40 £ 0.03 2.45 £ 0,12
6.2 {10.13 = 1.40 13,51 X 0.61 - - 0.62 = 0.04
6.3 110,71 X 1.0 15.98 * 1.14 - - - 1.02 X 0.03

€L



TRBLA 3,18

EVOLUCION DEL pH Y DEL CONTENIDO DE HUMEDAD EN EL ESTUDIO DE LA FERMENTACION DEL
POZOL EN SUSTRATOS DE DIFERENTES FUENTES DE MAIZ NIXTAMALIZADO

Medio pH Humedad (%)
1

inicial a los 14 dias inicial a los 14 dias
1.1 5.80 X 0,10 3.76 10,06 94,55 + 0.50 96.79 * 0.18
1.2 6.63 T 0,11 4,36 X 0.06 91.44 ¥ 1.14 92,70 * 0.36
1.3 6.07 X 0.25 3,90 *0.17 94,19 £ 0.30 96,82 X 0.24
1.4 6.17 % 0,05 4,06 X 0.61 94,66 = 0,07 96.87 X 0.11
1.5 5.60 * 0.20 3.46 £ 0.06 95.00 * 0.38 95,94 * 0.66
1.6 6.03 X 0.11 4.16 X 0.06 95.21 * 0.13 97.77 * 0.17
2.1 5,27 & 0.1 4,03 X 0.3 95,57 X 0.40 97.50 X 0,20
2.2 513 % 0.08 3.86 * 0.06 95,16 * 0.19 97.03 * 0.32
2.3 4,97 * 0.1 3,73 X 0,15 94,91 * 0.34 97.15 * 0.68
3 4,57 * 0.15 3.80 * 0.00 95,17 * 0.29 97.04 * 0.35
4.1 6.00 T 0.36 4,16 *0.40 93.55 T 0.50 95.79 * 0.39
4.2 4.87 % 0.15 4,16 * 0.06 93.02 * 0.20 95.41 * 0.29
5.1 6,13 T 0.05 4.06 X 0.06 79.74 £ 1.45 83.14 * 117
5.2 10.17 * 0.40 4,50 T 0.60 84.90 * 6.19 85,08 * 0.61
53 8.03 T 0.5 4,03 *0.25 90.42 T 3.70 83.22 * 0.29
6.1 583 £ 0.05 3.83 L o0.20 62.87 £ 2.7 55,02 £ 1,77
6.2 10,13 * 0.20 5,20 * 0.11 54.49 X 0.29 49.44 * 1.99
6.3 10,17 = 0.89 5.03 £ 0.15 48,30 * o0.24 40.82 t+ 4.28
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sefna, a diferentes contenidos de proteins inicial.
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citn alauna con el contenido de protefna inicial,
3.3.2, Efecto de la fuente de nitrdgeno

A1 suplementar un sustrato de harina de mafz nixtamalizado con diferentes
fuentes de nitrdgeno, se observaron valores finales muy similares con ca-
sefna, harina de soya, peptona de saya y urea (entre 26.63 y 27.97%), mien
tras aque con sulfate de amonfo y cccoa los valores alcanzados fueron meno-
ves {de 21.06 y 20.76% de proteina, respectivamente) {Figura 3.7). £1 con-
tenfdo de humedad aumentd en todas las muestras, sobretodo en las que se
suplementd con harina de soya y con urea (de 93.19 a 96.82% y de 85.21 a
97.77% de humedad, respectivamente), el pH final descendis hasta valores
entre 3,46 a 4.6 y la acidez titulable aumentd considerablemente con case-
ina, urea y harina de soya, 1legando a un valor mayor al 1%, nientras gue

con sulfato de amonio el aumento fué muy vequefio (de 0,124 a 0.6%).
3.3.3. Efecto de a permeabi)idad gaseosa del empaque

Este efacto se evalud también con un sustrato de harina de maiz nixtamali-
zade, Se pudo observar que cubriendo los tubos con hule espuma hay un au-

mento mayor en e} contenido de proteina que cubriéndolos con pelicula plas-
tica impormeable a gases {de 16,44 a 30,78 y de lﬁ.l a 26,83%, respectiva-
mente) (Figura 3.8). La humedad también aumentd mds en los tubos cubiertos
con hule espuma (de 95.17 a 97.04%), e) pH baid en ambos casos, Vegando a

un valor muy similar (3.8 y 3.76) y la acidez titulatle aumentd menos en
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Figura 3.7. Aumento en el contenido de proteina en la fermen
tacién de harina de mafz nixtamalizado, suplementada con di-
ferentes fuentes de nitrdgeno. C = caseina; S = harina de sg
ya; P = peptona de soya; U = urea; A = sulfato de amonio;

= cocoa.
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Figura 3.8. Efecto de 1a permeabilidad gaseosa del empaque so
bre el contenido final de protefna en 1a fermentacidn de hari
na de maiz nixtamalizado, suplementada con casefna. Los tubos
fueron cubiertos con pelicula plistica impermeable a gases
(1) o con hule espuma (P).
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los tubos cubiertos con hule espuma que en los cubiertos con pelfcula plds

tica (de 0.08 a 0,85 y de 0.05 a 1,13%, respectivamente).

3.3.4, Influencia de las condiciones de fermentacion

Se utilizaron sustratos d2 harina de mafz nixtamalizado, maiz nixtamaliza-
do mejorado V-524 y mafz nixtaralizado criollo "Tuxpeiito", para sequir la
evolucidn de la fermentacidn en suspensiones (diluidas y concentradas) en
comparacién con las condiciones de la fermentacidn tradicional del pozo!,

un sustrato sé1ido con un contenido de humedad de aproximadamente 60%.

Con medios de harina de maiz nixtamalizado el incremento de protefna fue

mucho mayor en las suspensiones dilufdas (de 16.1 a 26.63%) que en Tas con
centradas y que en las masas de forma esférica, con un contenido de prote-
ina final de 19,36 y 19.64, respectivamente (Figura 3.9). En ambas suspen-
sicnes 1a humedad aumentd (de 94.55 a 96.79% en las diluidas y de 79.74 a
83.14% en las concentradas), pero disminuyd en las masas de forma esférica
(de 62.87 a 55.02%). En todos los casos el pH disminuyG, alcanzando el va
lor mas bajo las suspensiones dilufdas (3.76). La acidez titulable aumen-

to mas en las masas de forma esférica, 1legando hasta un 2,45%.

Con medios e mafz mejorado V-524 nixtamalizado se observd nuevamente que
a3 mayor cantidad de humedad, el contenido de proteina final fue también ma
yor, alcanzindose los valores-mayores en las suspensiones dilufdas (16.98%

como valor final, a partir de un contenido inicial de 11,64%) (Figura 3,19).
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Figura 3.9. Influencia de las condiciones de fermentacidn so
bre el contenido final de proteina en 1a fermentacién de ha-
rina de mafz nixtamalizado, suplementada con casefna, Sd =
suspensiones diluidas {H= 95%, en tubos de ensaye); Sc = sus
pensiones concentradas (H = 80%, en matraces); Me = masas de
forma esférica (H = 60%).
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Figura 3,10. Influencia de las condiciones de fermentacion so
bre el contenido final de proteina en la fermentacién de maiz
mejorado V-524 nixtamalizado. Sd = suspensiones diluidas (94%
de humedad, en tubos;; Sc = suspensiones concentradas (B85% de
humedad, en matraces); Me = masas de forma esférica (55% de
humedad).



La humedad también aumentd en las suspensiones dilufdas y en las concentra
das (de 93.56 a 95,79% y de 84,9 a 85,08%, respectivamente}, y disminuys
en las masas de forma esférica (de 54,49 a 49794%)' el pH bajé en todas
las muestras pero o1 decremento fue mayor en ias suspensiones concentradas
y en las masas de forma esférica (de 10.17 a 4.5 y de 10.13 a 5.2, respeg-
tivamente), La acidez aumentd sobretodo en las suspensiones concentradas,

pasando de 0 a 1,29%.

Con medios de maiz criollo "Tuxpefiito" nixtamalizado, en contraste con lo
observado previamente, el mayor aumento en el contenido de protefna lo pre
sentaron las masas en forma esférica, que de un valor inicial de 10.71%,
alcanzaron un valor de 15,98% de proteina fina)l (Fiaura 3,11}. Las suspen-
siones diluidas presentaron de nuevo un incremento mayor de proteina que
1as concentradas {14.18 y 12.84%, respectivamente). E1 contenido de hume-
dad disminuyé en las suspensiones concentradas y en las masas de forma es-
férica (de 90.42 a 83,22% y de 48.3 a 40.82%, respectivamente), y aumentd
en las suspensiones dilufdas (de 93.02 a 95.41%), E1 pH disminuyd, sobre-
todp en las suspensiones concentradas {de 8.93 a 4.03) y en las masas de
forma esférica {de 10.17 a 5.03), El mayor aumento en la acidez titulable

se presentd en las suspensiones concentradas (de 0 a 1.91%).
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maiz criollo "TuxpeRito” nixtamalizado. Sd = suspensiones
diluidas (H = 93%, en tubos de ensaye); Sc = suspensiones
concentradas (H = 85%, en matraces); Me = masas de forma es
farica {1 = 50%).
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3,4, Fermentacidn del pozol sobre distintos sustratos amiliceos

En el grupo de experimentos anterior fue posible observar oue, al suplemen
tar el sustrato de harina de mafz nixtamalizado con urea, se alcanzaban in
crementos de protefna semefantes a Tos obtenidos con caseina y otras fuen-
tes orginicas de protefna. Ya que la urea es una fuente de nitrdgeno de ba
Jo costo, se decidié corroborar los resultados obtenides anteriormente, en
diferentes sustratos. E1 efecto del contenido inicial de protefna fue nue-
vamente estudiado, extendiéndose ahora a niveles mayores a los ensayados
previamente; se utilizaron, para ello, sustratos de harina de maiz nixtama
1izado y de sorgo. Se estudis la influencia de 13 temoeratura de incubacién,
comparando temperaturas propias de 1a zona en donde se produce pozal (28-
35°C) v otra mis elevada (45°C}, que favorece el desarrollo de la fermenta
cién homoldctica, También se estudid el efecto de la inoculacidn de los me
dios de fermentacidn, empledndose tres tipos de indculo: a) Agaobacterium
azotophilum, b} un cultivo mixto de pozol, ¢} una mezcla de ambos y d} yo-
ghurt; este efecto se estudid en sustratos de harina de maiz nixtamalizado
y de mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado. Se corrobord el efecto de la di
ferente vermeabilidad al aire del material de empaoue. Se estudid el efec~
to de la nixtamalizacién en el maiz y en el sorgo, debido a que, como se
ha indicado anteriormente, 1a fijacion de nitrdgeno sélo se ha repertado
en el maiz nixtamalizada, También se estudid el efecto del contenido de ta
ninos en el sorgo, ya que dstos forman complejos con las protefnas (20).
Para estudiar el posible renuerimiento de alguno de los componentes del

mafz, en particylar de su proteina, para que se 1leve a cabo la fermenta-



cién del pozol, se prepararon sustratos z partir de almidén y gluten de
maiz. Por G1timo, se estudid la fermentacidn con los microorganismos del
pozol sobre otros sustratos amildceos (pldtano y col) para su posible apli

cacion sobre desechos atimenticios.

En la Tabla 3,19 se presenta el disefio experimental utilizado y en las Ta-
blas 3,20 y 3.21 se indican los resultados obtenidos en los cambios en el
contenido de proteina y de acidez titulable, y en los valores de pH y con-

tenido de humedad, respectivamente,
3.4.1, Efecto del contenido inicial de proteina

Este efecto se estudié en dos tipos de sustrato: uno preparado con harina
de mafz nixtamalizado y otre con sorgo nixtamalizado. En ambos casos, se
corrobord el resultado obtenido en el grupo anterior de experimentos, pues
to que a mayor contenido inicial de protefna, su valor al término de la
fermentacion también fue mayor (Figura 3.12). Asf, para los sustratos de
harina de maiz nixtamalizado, a contenidos iniciales de proteina de 16.2

y 22.43, les correspondieron valores finales de 23.87 y 37.88%, respectiva
mente; por su parte, la acidez titulable presentd mayor incremento en el
medio cuyo contenido de proteina inicial era mayor (de 0.04 a 0.9%), el pH
tlegé en ambos casos a un valor de 3,8 y el contenido de humedad aumentd
més en los tubos con mayor contenido de protefna inicial (de 94.08 a
96.94%). En los sustratos de sorgo nixtamalizado se obtuvieron aumentos en

e] contenido de proteina de 12,13 a 19.67%, de 16.8 a 24,27% y de 20,33 a



DISERD EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO D€ LOS PAPAMETROS U LA FERMENTACIH DEL POZOL SCBRE DISTINTOS SUSTRATOS AMILACECS

TRLA 3,19

Medlo } Fuente de cartono Fuente de carbono | Fuerte de nitrdgeno | Contenfdo fnicial de | Tipo de redio Nixtamllzacion Indcuto
primaria secundaria protefna {3) de ferrentacidn|t coccién t reacio
{nin.} {hs.
1.1 Harina de mafz nixt, .. - Casefna 15-1€ S.d. - - 14
1.2* | Harina de mefz nixt. . Casefna 15-16 S.d4. - - 4
1.3 Harina de 2z nixt, . e Casefna 2 <.d. - .- "
2.1 Mafz de Guerrero - - Casefna 19-21 i.d. X 15 3
2.2 Mafz de Guerrero .. e Casefna 19-21 S.d. 20 0 A
2.3 Kafz de Guerrero .. - Casedna 18-21 §.d. 10 £ A
2.4 Mafz de Guerrero Caseina 1921 c.d, - . 4
2.5 Mafz de Guerrero Caseina 19.21 e, 30 15 AP
2.6 Mafz de Guarrero Casefna 15 S.d. k] 15 "
3.1 ¥afz de Guerrero - e Urea 21-23 the. X 15 hd
32 Mafz de Guerrero Yoghurt Catefna 21.22 M.e. 3 15 .-
33 Mafz de Guerrero . Casefna 2823 H.e, 30 15 -
34 Yaft de Guerrero au ue Urea 13 S.d. X 15 "
4.1 |Hering de mafz nixt. Piftano Casefna 1416 S.d. . - Ap
4.2 Harina de mafz nixt. Flitane Urea 14-15 5.4, - - L4
4.3 [Plitano H, de raiz afxt. Casefna 1416 S.d. - s s
44 Plitano H. de tafz niat. Urea .16 S.d. - d »
4.5  [Plitang - - Casefna 1416 s.d. .- -- s
5.1 Harina de wafz nixt. (3 Casefna 14-16 S.¢. . - 4
5.2 | Harina de mafz nixt, Col Urea 14-16 5.d, - .- »
5.3 ] H. de-rafz nixt. Casefna W16 5.d. - - AP
5.4 fcol H. de mafz nixt. Urea We1g S.d. .- - L
55 | .- Casefna 1416 5.4, - 1
6.1  {Harina de rmafz nfat. - e Ures 16.5 5.4, - AP
6.2 Harina de mafz nixt. PRARNS Urea 18,5 S.d. - 4
7.1 Sorgo Caseina 7 S.d. 12 »
7.2** | Sorgo Cetefna 13 s.d. 11 L3
1.3 |Sorgo - Caseina 12 s.d. 12 »
7.4 {Sergo - - Catefna 20 s.d. 12 o4
8 Sorgo . on Crea 17 s.d. 12 L4
] Sorgo .. Casefna i) 3.4, - - »
10.)  [Harlns de mafz nixt, .. Casefna W-16 §.d, - - A
10.2 Harina de raiz nixt. - e Casefna .16 S.d. - - P
10.3 Harina de mafz nixt. . e Casefna N-16 $.d. - - s
11.1*** | Harind de mafz nixt, o .- Casefna 16 3.d. . .- 4
11.2** { Harfna de alz nixt. - e Casefna 16 s.d. - - A
12,1 Alridén Gliten Casafna 5 .4, . - N
2.2 Alaidon - e Casefna 15 S.d. - - ”»

£1 so
* Todos

*  Todos los medios se erpacaron con
- rvie utilizado fue de bajo con

os medios se incubaren & 28°C
S.d. v Suspensiin dilufda: Me. = masa en

A = Aywtacterium azotophilun; P = microflora nixta de po2o)

pelfcula plisticy fepermeable a qases, excepte el 1.7, empacado con hule espuma
tentdo de taninos, exzento el del medin 7.2, que fue de alto contenido de tanfnos
» excepto e] 111, oue se incubé a 35°C, y el 11,2, a 45°C

ferma esférica
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TABLA 3.20
EYOLUCION DE LOS CONTENIDOS DE PROTEINA Y ACIDEZ TITULABLE EN EL ESTUDIG [E L0S PARWETROS DE LA FEPMEN

ar
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TASLA .21

EVOLUCICH DEL oW Y DEL CONTENIDO DL HUMEDAD ER EL ESTUCIO CE LOS PAPWWETR(S DE LA FERMENTACION DEL PCZOL
SOSPL LISTINTQS SUSTPATQS AMILACEQS

Medio H Humedad (%)
infcial a Tos 14 dfas fnicial a los 14 dfas
1.1 6,002 0.00 .80 0w *0.48 95.26 £ 0.1
1.2 6.10 % 0.00 40329 T 0.64 96.82 * 0.05
1.3 5.70 7 0.20 3,870,145 8+ 0.28 96.94 £ 0.16
2.1 s.07X0.15 3,992 9.10 96,39 * 0.10 97.91% 0.11
2.2 5.53% 0.12 3.83%0.06 96,39 X 0.312 97.96 £ 0.36
2.3 5.60 X 0,10 3.90 % 0.00 96.52 % 0,11 97,68 Z 0.22
2.4 5.53 £ 0.06 3.67 X 0.06 95.71 X 0.22 97.60% 0.29
2.5 6,431 0.25 5.31%0.15 45,33 %0.48 44,80 X 0.49
2.6 6.53% 0.29 3.93%0.06 94,25 *9.92 96,70 % 0.85
3.1 1.9¢% 0.17 7.102 1121 46.71X0.00 43,05 £ 0.46
3.2 6,17 1.42 4,70 0.17 43.63 % 0.53 45.07 X 0,19
3.3 7.21% 0.9 4.3720.15 st 41.92F 1,85
3.4 6.53 % 0.12 4.70% 0,35 96,89 £ 0.05 98.54 £ 0,06
4.1 5.53% 0,06 4,33X0.06 94,77 ¥ 0.0 94.430.22
4.2 5.80 = 9.00 4,831 0,15 94,95 +0.19 97.15X0.19
4.3 5.20 £ 0.00 5.10 X 1.05 94.30 £ 0.11 95.76 £0.24
4.4 5.20X 0.00 5.77X0.76 94,79 £ 0.34 96.58% 0.32
4.5 4,90 £ 0.00 6.73%0.15 94,29 £ 0.25 95.71%0.37
5.1 5.37 X 0.15 4,23%0.21 94,97 £ 0.09 97.20 £ 0.15
5.2 5.77 £ 0.05 4,232 0.06 95.14 £ 0.14 97.56 £ 0.09
5.3 5,23 X 0.06 4.77%0.23 94,87 £0.30 96.37 X 0,29
5.4 5.33%0.05 5.00 X 0.20 94.99 72 0,24 36,58 0,27
5.5 5.17 L 0.12 4.17%0.12 94.95 70,43 96.47 £ 0.27
6.1 6.43%0.06 4.47 20,58 94.78 X 0.11 97.46 £ 0,15
6.2 6.43 2 0.06 4.53 % 0.06 94.89 X 0.40 97.48% 0,29
7.1 6.60 % 0.10 4.10%0,35 94,35 X0.2% 96,01 £ 0,34
1.2 6.53 X ¢.12 4.00 £0.10 94.29 * 1.00 94.85 % 0,25
1.3 7.3320.06 4.10 *0.00 94.78£0.39 96.12 7 0.24
7.4 6.13 X 0.06 4.2720.15 93.96 £ 0.25 95.718%£ 0,32
8 5.77 2 0.06 4.67 X 0.06 94,51 X 0.18 96,51%0,33
9 $.6720.21 3.70%0.10 89.57 £ 0.17 91.53 2 0.10
10.1 6.00 20,00 3.562%0.06 94.89 T 0.14 96.32 X 0,17
10.2 6.00 2 0,00 157%0.12 94,73%0.35 96.82 0,33
10.3 6.27 < 0.06 3.63%0.08 94,50 X 0.45 96.46 £ 0,37
1.1 5.93 X 0.06 3.3 % 0,06 94.77 X 0.28 94,05 £ 0.31
1.2 5,612 0.06 4,40 0.56 ¥4.932 0.8 94,56 = 0,37
12,1 5.00 % 0.00 4.127%0.25 94,41 = 0.56 96,61 % 0.20
1.2 3.932 0.06 3.83*0.29 94.61 % 0.16 94.99£ 0,38
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Figura 3.12. Aumento en el contenido de protefna en 1a fermen
tacién de harina de maiz nixtamalizado y sorgo nixtamalizado,
suplementados con caseina, a diferentes contenidos de protef-

n infcial.
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29,4% (Figura 3.12), En este caso, la acidez titulable y e contenido de
humedad aumentaron sin observarse relacion alauna con el contenido inicial
de protefna, mientras que los valores de nH bajaron mds cuando el conteni-

do de proteina inicial fue menor (de 7,33 a 4.1),
3.4.2. Efecto de la fuente de nitrSgeno

Este pardmetro fue estudiado en sustratos preparados con harina de mafz nix
tamatizado, mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado y sorgo nixtamalizado.

Con los sustratos de harina de mafz nixtamalizado se observd que el aumen-
to en el contenido de protefna utilizando caseina y urea fue similar (de
16.2 a 23.87 y de 16.27 a 24,6%, respectivamente) (Fiqura 3.13). La acidez
titulable aumentd mds cuando se suplementd con urea (de 0.05 a 0,94%), el
pH disminuyé menos (de 6.43 a 4.47) y e] aumento en el contenido de hume-

dad fue mayor {de 94.78 a 97.46%).

Al emplear sustratos de mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado, cuando el
tipo de medio de fermentacién fue de soluciones dilufdas (6% de sélidos),
el aumento en el contenido de protefna fue ligeramente mayor con urea que
con casefna {de 19.38 a 37.11% y de 19.06 a 34,22%, respectivamente}, aun-
que cuando 1a fermentacién se realizé en masas de forma esférica, el incre
mento fue mucho mayor con caseina que con urea (de 19,78 a 29.41% y de
21,14 a 22.27%, respectivamente) (Figura 3,14). En las suspensiones diluf-
das la acidez titulable aumentd mds con casefna (de 0.01 a 0,57%) que con

urea (de 0.01 a 0.36%), e) pH alcanzd valores mis bajos (de 5.07 a 3.9 y de
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Figura 3.13. Aumento en el contenido de protefna en la fermen
tacion de harina de mafz nixtamalizado, suplementada con case
{na o urea, a diferentes contenidos de protefna inicial.
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Figurs 3.14, Aumento en el contenido de protefna en 1a fermenta-
cion de mafz mejarado TC 85 AR nixtemalizado, suplementado con
caseina o urea. (*) Fermentacion realfzada empacando a masa nix
tamalizada {H = 45-46%) en forma esférica.
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6.57 a 4.7, respectivamente}, y el aumento en el contenido de humedad fue
menor (de 96.39 a 97,91% y de 96,83 a 93,84%, respectivamente), En las ma-
sas de forma esférica la acidez titulable aumentd mds con urea (de 0.09 a
2.,02%) que con casefna (de 0,36 a 1.1%), el pH disminuys mis con casefna

(de 6.43 a 5.37} y la disminucién en el contenido de humedad fue mayor con
urea (de 46.71 a 43,05%).

En sustratos de sorgo nixtamalizado el contenido final de protefna fue 1i-
geramente mayor con casefna, aunque no significativamente diferente {de
23.62% y 24,27% para el sustrato suplementado con urea y con casefna, res
pectivamente) (Figura 3.15), la acidez titulable tuvo un incremento muy si
milar con ambas fuentes de nitrdgeno, aunque el pH disminuyé mds {de 6.6 a
4.1) con caseina y el aumento en el contenido de humedad fue ligeramente

mayor con urea (de 94,51 a 96.51%),
3.4.3, Influencia de la temperatura de incubacidn

EY aumento en e) contenido de proteina fue mucho mayor a 28°C (de 16.2 a
23.57%) Gue a 35 y 45°C (de 15.93 a 19.47% y de 16.33 a 19.07%, respectiva
mente) (Figura 3.16). E1 aumento en 1a acidez titulable fue mayor a 35°C
(de 0.02 a 0.91%), También fue mayor 12 disminucidn en el pH en las mues-
tras incubacas a 35°C {de 5.93 a 3.36), mientras que el contenido de hume-
dad aumontd en Yos tubos a 28°C (de 94.75 a 96.26%) y disminuyd ligeramen-
te en los tubos a 35 y 45°C (de 94.77 a 94.05% y de 94.93 a 94,56%).
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3.4,4, Efecto de la inoculacidn

Este efecto se estudié en sustratos de harina de mafz nixtamalizado y de
mafz TC 85 AR mejorado nixtamalizado. Los primeros recibieron tres tipos de
inoculacién: a) Agrobacterium azetophifum, b) un cultivo mixto de pozol y
¢) una mezcla de ambos. E1 aumento en el contenido de protefna fue mayor
en el sustrato no inoculado, es decir con fermentacidn espontdnea (de 15.87
a 30,87%), mientras que al utilizar Agnobacterium azotophifum e1 aumento
fue menor {de 14.67 a 20.67%). Las muestras inoculadas con una mezcla de
Agnotacterium azotophilum y cultivo mixto de pozol presentaron un mayor au
mento en el contenido de protefna (de 16.2 a 23.87%) que las inoculadas so
o con Agnobacterium azotophifum, y un vaumento menor que las inoculadas 5_6_
lo con cultivo mixto de pozol (de 15,53 a 29,71%) (Figura 3.17). En todos
los casos hubo aumento en la acidez titulable, sobretodo en las muestras
sin inocular, en las que se 1legd a un valor de 1.25%. Los valores de pH
fueron ruy similares (entre 3.53 y 3.8) y el contenido de humedad aumentd

de manera similar en todas las muestras,

Los sustratos de mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado se prepararon come
masas de forma esférica y recibieron dos tipos de indculo: a) una mezcla
de Aghobacterium azotophilum con flora mixta de pozol y b) yoghurt. En es-
te caso, se presentd un mayor aumento en el contenido de proteina en las
masas inoculadas con yoghurt (de 22,75 a 40.96%), mientras que en las mues
tras sin inocular el aumento fue el menor (de 21,22 a 22,19%). Las masas

inoculadas con Agrobacteritn azotophilurt y flora mixta de pozol alcanzaron
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un valor intermedio {de 19.78 a 29.41%) (Figura 3.18), E1 aumento en la a-
cidez titulable fue similar en las masas sin infculo y en las inoculadas
con yoghurt (de 0.26 a 3.23% y de 0.43 a 3.45%, respectivamente) y fue me-
nor en las muestras con 1a mezcla de indculos (de 0,36 a 1,31%). Las mues-
tras sin inGculo presentaron una mayor disminucidn en los valores de pH
(de 7.27 a 4.37) gue las masas inoculadas con yoghurt (de 6.17 a 4.7} y
con 1a mezcla de indculos (de 6.43 a 5.37), En las masas inoculadas con
yoghurt se observé un aumento en el contenido de humedad, mientras que en
las masas sin indculo e inoculadas con una mezcla de Aghobacterium azoto-
phium y flora mixta de pozol el contenido de humedad disminuyd, principal

mente en las primeras,

3,4.5, Efecto de la permeabilidad gaseosa del empaque

Este efecto sélo se evalué en el sustrato de harina de mafz nixtamalizado,
corrobordndose los resultados en los experimentos previos, donde se obser-
v que hay un mayor incremento en el contenido de proteina cuando las mues
tras se cubren con hule espuma que cuando se cubren con pelicula plastica

impermeable a gases (de 15.2 a 26.27% y de 16.2 a 23.87%, respectivamente)
(Figura 3:19). E1 contenido de acidez titulable fue mayor en tutos cubier-
tos con pelicula plistica (0.71%) que con hule espuma (0.51%), el pH dis-

minuyd mds (de 6 a 3.8) cubriéndo los tubos con pelicula plastica y el con
tenido de humedad aumentd un poco mis cubriéndolos con hule espuma (de

94.48 a 96.82%).
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3.4.6, Efecto de 1a nixtamalizacidn

Este aspecto fue evaluado preparando sustratos de mafz mejorado TC 85 AR y
de sorgo con diferentes grados de nixtamalizacion, En los sustratos de ma-
{2 se pudo observar que e] aumento en el contenido de protefna tiene una
relacion directa con el grado de nixtamalizacidn de) mafz {tiempo de coc-
¢idn y de remojo). Las muestras totalmente nixtamalizadas presentaron un in_
cremento de 19.06 a 34.22% de proteina, mientras que las muestras sometidas
a coccidn y remojo pero sin adicidn de cal alcanzaron un incremento de
20,5 a 29,65% y las muestras con 2/3 y 1/3 de nixtamalizacidn presentaron
valores similares (de 21.47 a 31.09% y de 20.66 a 30%, respectivamente)
(Figura 3.20), E1 mayor aumento en el contenido de acidez titulable 1o pre
sentaron las muestras con 1/3 y 2/3 de nixtamalizacion (de 0.02 a 0.7% y
de 0,02 a 0.69%, respectivamente), mientras que las muestras sometidas a
coccién presentaron el menor aumento {de 0.02 a 0.52%). Todas las muestras
alcanzaron un valor de pH muy similar (entre 3.83 y 3.9). También alcanza-

ron valores similares en el contenido de humedad (entre 97.60 y 97.96%).

En los sustratos de sorgo al mismo tiempo que se estudiaba el posible efec
to de la nixtamalizacion, se observd el efecto del contenido de taninos,
con diferentes tipos de sorgo. En el sustrato de sorqo con bajo contenido
de taninos se observd también un mayor incremento en el contenido de pro-
teina en las muestras nixtamalizadas que en las cocidas (de 12.13 a 19.67%
y de 13.8 a 16.81%, respectivamente) (Figura 3.21). Las muestras con sorgo

nixtamalizado de alto contenido de taninos oresentaron aumentos en el con-
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tenido de proteina muy semejantes a los obtenidos con sorgo de bajo conte-
nido de taninos, pues aumentd de 13,07 a 20,45, La acidez titulable alcan-
26 un incremento ligeramente mayor en las muestras con sorgo nixtamalizado
de alto contenido de taninos que en las de sorgo cocido con bajo contenido
de taninos (de 0,08 a 0.68 y de 0,05 a 0.59%, respectivamente), mientras
que el sorgo nixtamalizado de bajo contenido de taninos presentd un incre-
mento menor (de 0,02 a 0.45%). E1 valor del pH mds bajo alcanzado fue de
3.7 y lo presentaron las muestras cocidas sin cal. Las muestras nixtamali-
2adas con alto y bajo contenido de taninos alcanzaron valores similares
(4 y 4.1, respectivamente). En relacidn al contenido de humedad, todas las
muestras presentaron un ligero aumento, sobretodo las nixtamalizadas con

bajo conterido de taninos.
3.4.7. Fermentacidn de sustratos de almidon y de éste con gluten de maiz

Con los principales componentes del ma{z, aimidén y gluten, se prepard un
sustrato equivalente a la harina de mafz nixtamalizado, pero sin que estos
comﬁonentcs hayan estado sometidos al tratamiento de nixtamalizacidn. En la
Figura 3.22 se comparan los cambios en el contenido proteico en los sustra
tos' de harina de mafz nixtamalizado, de alniddn y de almidén con un 8% de
gluten, todos ellos suplementados con caseina hasta aproximadamente un 15%
de’ contenido inicial de protefna, En las muestras con harina de mafz niz-
tamalizado y con la mezcla aimiddn-qluten se produjeron incrementos simila
res en el contenido de proteina (de 16,2 a 23.87% y de 15.7 a 24.4%, res-

pectivamente), superiores al encontrado en las muestras conteniendo exclu~



Contenido de proteina (%)

105

3 inicial
Final

g
3
*
%
7

FE
fa e

Ig

Harina de Almidon  Almidon-Giuten { 8% )
ok i,

Figura 3.22, Efecto de la sustitucidn de harina de maiz nix-
tamalizado por almidén y aimiddn con gluten sobre el conteni
do final de proteina, suplementados con casefna.



106

sivamente almidén (de 15.27 a 19,6%). E1 aumento en el contenido de acidez
£1tulab1e fue notablemente mayor en las muestras de harina de mafz njftamg
1zado (de 0,05 a 0,71%), mientras que en las muestras de almidﬁn‘y‘éé-a1-
midén con gluten el aumento fue muy pequefio (de 0.05 a 0,14% y de 0.08 a
0.19%). También el valor del pH mds bajo lo presentaron las muestras de ha
rina de mafz nixtamalizado (3.8), aunque los valores alcanzados por los 3
tipos de muestra fueron muy semejantes (eﬁtre 3.8y 4,17). E1 aumento en
el contenido de humedad fue'muy similar en las muestras con harina de maiz
nixtamalizado y en las muestras con almidin y gluten (de 94.75 a 96.26% y
de 94,41 a 96,61%), mientras que en las muestras de almidon e) aumento fue

muy pequefio (de 94,61 a 94,99%).

3.4.8, Fermentacion de sustratos preparados con harina de mafz nixtamaliza

do y platano

Se prepararon mezclas de estos dos materiales a diferentes proporciones,
las cuales fueron suplementadas con urea o casefna hasta valores de aproxi
madamente un 15% de contenido de protefna inicial. Ademds se prepararon
susératos de plitano solo, suplementados con caseina. En los sustratos su-
plementados con urea, se observd que 1a adicion de pl&tano presenta un e-
fecto negativo en el incremento de protefna, puesto que las muestras de
pldtano cen harina de mafz nixtamalizado en una proporcidn 2:1 presentaron
un incremento insignificante (de 14,53 a 14.8%), mientras que en la propor
cién inversa (1:2) el incremento fue de 14,2 a 20,93% y en las muestras

sin plétano el aumento fue de 16,27 a 24,6% de protefna (Figura 3.23). La



N
(=]

Contenido de proteina (%)
O

3 inicial
- H Final

107

Urea Caseing

21 112 0l 10 2 1:2 0
Proporcion de platano: Harino de malz nixtamalizado

Figura 3.23, Efecto de la adicion de pldtano sobre el conte-
nido final de proteina en la fermentacidn de harina de maiz
nixtamalizado, suplementada con urea o caseina,



108

acidez titulable aument6 mds en las muestras sin adicién de plStano (de
0,05 a 0.94%), EI pH aumento en las muestras con plitano y.harina de mafz
nixtamalizado en una proporcidn 2:1 (de 5.2 a 5,77}, mientras que en las
muestras de harina de mafz con plitano en una proporcifn 2:1 y en las mues
tras sin plitano el pH disminuy§ (de 5.8 a 4,83 y de 6.43 a 4,47, respec-
tivamente). E1 contenido de humedad aumentd en todas las nuestras pero el
aumento fue Jigeramente mayor en las muestras sin pldtano (de 94,78 a

97.46%).

En las muestras suplementadas con casefna, la adicibn de plétano present§
un tigero efecto positivo (Figura 3.23), Las muestras que alcanzaron un ma
yor incremento en el contenido de protefna (de 15.2 a 25,33%) fueron las
que contenfan una parte de pl&tano por dos de harina de mafz nixtamaliza~
do, mientras que las que presentaron menor incremento fueron )as muestras
de plitano sin harina de mafz (de 14.4 2 19%). Las muestras con una propor
cién de platano: harina de mafz nixtamalizado de 2:1 alcanzaron un incre-
mento mayor (de 16,0 a 21,07%) que las muestras de plitano, pero menor que
as muestras de harina de mafz nixtamalizado sin plétano (de 16.2 a 23.87%).
La acidez titulable disminuyd en las wuestras de pldtano solo, y en las
mezclas con harina de mafz nixtamalizado se presentd un aumento que fue ma
yor conforme la cantidad de pldtano adicionada disminuyd. EV vajor del pH
también aument§ en las muestras de plitano (de 4.9 a 6.73), disminuyendo

en las demds, especialmente en las muestras sin nlétano, E1 contenido de
humedad aumentd en todas las muestras, excepto en la que la proporcidn plita

no-harina de mafz nixtamalizado era de 1:2, en donde disminuyé 1{geramente
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{de 94.77 a 94,433).

3.4.9. Fermentacifn de sustratos preparados con harina de mafz nixtamali-

2ado y col

Se prepararon mezclas con estos dos materiales, de manera similar al expe
rimento anterfor, suplementindolos con urea o casefna, En los sustratos
suplementados con urea hubo un notable efecto positivo con 12 adicidn de ¢ol.
En las muestras con una proporcidn col-harina. de mafz nixtamalizado de

1:2 la protefna se incrementd de 15 a 30,93%, mucho mds que en las muestras
con una proporcidn mayor de col (2:1} y que en las muestras sin col {de

15 a 19,93% y de 16.27 a 24,6%, respeciivamente) (Figura 3.24). A menor
cantidad de col presente en las muestras, mayor fue el aumento en la aci-
dez titulable, E) valor del pH mds bajo lo presentaron las muestras de col-
harina de mafz nixtamalizado 1:2 (4.23). En todos les casos, el contenido
de humedad aumentd, siendo mayor el aumento en las muestras sin col {de
94,78 2 97.46%) y menor en las que la relacidn col-harina de mafz nixtama-

1izado era de 2:1 (de 94.99 a 96.58%).

En Jos sustratos con caseina se observd el mismo efecto que con urea, ab-
teniende el mis alto contenido de proteina en las muestras con una propor-
cién col-harina de maiz nixtamalizado de 1:2 {de 15.73 a 30.93%), mientras
que las muestras de col y de col con harina de mafz nixtamalizado (2:1)

presentaron un contenido final de protefna menor (19.6% y 22.4%, respecti-

vamente) que Jas muestras de harina de mafz nixtamalizado (23.87%) (Figura
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3,24), E1 mayor incremento en el contenido de acidez titulable lo presenta
ron las muestras con una proporcidn de col-harina de mafz nixtamalizado de
1:2 (de 0.09 a 0.83%), mientras que las muestras de col sin harina sélo
presentaron un aumento de 0.22 a 0,39% de acidez titulable y las muestras
sin col de 0.05 a 0.71%, E1 pH disminuyd mds en las muestras sin col {de

6 a 3.8), quedando e) valor del pH en un rango mayor conforme aumentd la
cantidad de co) presente en 1a muestra. Hubo un aumento en el contenido de
humedad en todas las muestras, principalmente en las que la proporcién col-

harina de mafz nixtamalizado era de 1:2 (de 94,97 a 97,2%).
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3.5, Balance de materia y nitrbgeno

Para tratar de definir si los incrementos protéicos observados fueron re-
sultado de una pérdida de materia orgdnica debida a una fermentacidn aerg
bia, o bien, el resultado de la fijacidn de nitrdgeno, se requeria de un
balance neto de materia de los medfos de fermentacidn que fueran mis repre
sentativos, Para ello, se deternind su contenido inicial y final de ceni-
zas. Eb la Tabla 3.22 se puede apreciar que el incremento neta en muchas
de las muestras analizadas fuc negativo, pues hubc un aumento en el conte~
nido de cenizas con la fermentacidn. Tal fue el caso de 1a fermentacidn de
mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizade, suplementado con urea e inoculado,

o con caseina v sin inocular; 1o mismo sucedi6 con el sorqo nixtamalizado,
12 mezcla de harina de mafz nixtamalizado con col, los sustratos de col y
de platano, de almidin y de almidn con gluten, y los medios de mafz nixta
malizado cublertos cor hule espuma, todos ellos con suplementacion de ca-
seina. Dichu balance fue positivo en el resto de las muestras, destacando
¢l incremento neto en el contenido de protefna del medio de mafz mejorado

TC 85 /R nixtamalizado, que fue inoculado con yoghurt, el cual alcanzd un

187.40%.

Cuando lns medios fueron suplementados con urza, aparentemente el aumento
en el contenido de protefna fue similar que al suplementar con caseina, pe

ro al determinar el incremento neto, se observd que, por el contrario, hu-

bu un decrementa.



TABLA 3.22

INCREMENTO NETO DE PROTEINA DE OIVERSOS MEDIOS COMPARATIVOS

Hediso Contenido de cenizas Contenido de protefnas Protefna|Pérdida de material Incremento ne
“~Tenizas orqfn;u to de protel.
T 3 . na

Fuente de carbo- | Contenfda {nfcial{Tine de lnﬂcuhf inicial (33| final (1) [ Indefad (3) | final (3) s
Ino nixtamalizado |de protefna medio

Harina de maiz 15-16 S.4. e h.46 TE 0.08|1.82 0.00{16.20 == 2,03 p3.87 * 197 2.01 19 18.23
Harins de mafz 2 S.d. A D150 ko 0.0211.87 0.29]22.43 = 0,00 37,88 = 1,95 1.13 19 35.36
Harina de malz 14.16 S.d. .- {1.32 2X 0.18]1.96 0.02(15.87 *+ 0,8300.87 £ 2,95 2.3 R .03
Harina de mafz 16 Re. AP 11,46 % 0.11)1.16 0.01]15.88 #=1.61{19.64 = L.51 6.0! -0 §5.61
Harina de mafz* 15-16 $.d. 1.31 2 0,09(3.45 0.22}15.20 #- 1.56 26.27 *= 2.27] -3.99 62 -34.40
Haring de mafz-co) 14-18 S.d. .82 0.388.29 0.75]15.73 - 0,81 30,93 - 2.72] -0.39 54 A
Walz TC 85 AR 19-21 5.4, 1.26 0.02{1.44 0.0319.06 - 0.48 34,22 = 1.21] 11.06 12 51.14
Ma{z 1C B85 AR 19-21 He. 1.01 0.01{0.99 -t- 0.08/19.78 == 0.24 £9.41 o= 0.351 10.12 -2 £1.68
Mafz TC B5 AR 21-23 He. 1. 0.02/0.98 ¥ 0.08/22.75 & 1,11140.96 = 1,70} 28.41 -59 187.40
afz 1C 85 AR 21-23 He. . 0.16)2.03 0.18] F 22109 X 12 0.6 10 5,71
Mafz TC B5 AR** 19 5.4, 0. 0.07{3.11 0.07 - 0,28{37,11 > 0.35] -9.84 n +45,19
piafz v-524 10 Me, A 22 0.02[1.61 0.06 1,40 13,51 = 0.6) 2,83 -13 50,89
[afz "Tuxpehito” 1 Me. LY 2 0,09[2.25 0. 29 1.01{15.98 = 1.14)  0.9% k1A 13.96
[Sorgo 17 S.d. polia o= o0,3242.24 00| 1.44 24,27 3= 0,94 -390 49 -3.1%
Sorgo 20 5.4, AP 11,57 Z 0,0772.55 0.70[29.40 2= 0.40] -l.42 18 -10.97
P1étano 14.16 S.d. AP (3,01 2 0,39)4.99 0.00{19.00 *+ 1,93 -0.97 4 +20,28
o 14-16 s$.d. AP .29 o 0.270.55 0.92{19.60 == 1.06] -0.39 L1 -18.42
1A 1midén-gluten 15-16 $.d. M4tk 0.07]2.46 0.14 24,40 = 0.20] .3.8% 54 -21.96€
IATmid6n 15-16 S.d. AP §1,02 = 0.0111.33 1.29[19.60 = 0.73] -0.23 2 <1.56

Pérdida de materia orgénica (3) = 1 - { (1) centzas tg / {3) cenizas t¢ ) x 190

Incremnto neto de protefna {3) » { g protefna / g cen‘.zu)t.( « ( aprotefna / a cenfzas )to . 103
\ g proteina 7 g cenizas )"u

* S61o este medio fuf cubierto con hule espuma, el resto se cubr'iron con pelfculs pldstica imperreable a cases
*¢fste redio fué suplementado con urea y todos los demds con caseina

44
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Con el sustrato de mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado y con harina de
mafz nixtamalizado, suplementados con caseina, se habfa determinado un ma-
yor incremento oroteico en las suspensiones diluidas que en 1as masas de
forma esférica. La comparacidn de los valores correspondiertes del incre-
mento neto de proteina demostrd que esta diferencia es insignificante en

el primer sustrato y contraria en el segundo.

Considerando los datos del incremento neto de proteina, existe una corre-
lacién directa entre el incremanto neto proteico y la cantidad inicial de

Drotgfna en el medio.

Los medios de suspensiones diluidas no inoculados presentaron un incremen-
to neto de protefna de casi el doble que los inoculados con Agrobacterium
azotophifum y flora mixta de pozol, mientras que en medios de masas de for

ma esférica no inoculados hubo un decremento.

A adicionar col al medio de mafz nixtamalizado, el contenido neto de pro-

teina disminuyé, aunque, aparentemente, habfa aumentado.

Se habia determinado un mayor aumento en el contenido de protefna en Yos
medios cubiertos con hule espuma que en los cubiertos con pelfcula pldsti-
ca impermeable a gases, pero el incremento neto de protefna de los prime-

ros resultd negativo.

En sustratos de almidén con gluten (8%), y de almidén solo, suplementados
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con caseina, el contenido neto de protefna disminuyS, aunque ésta habfa

aumentado aparentemente,



CAPITULO 1V
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IV. DISCUSIQ DE RISULTADCS

Con 21 susirato de almidon y caseina, que fue utilizado en ia primera se-
rie de experimentos conforme a un disefc experimental de acuerdo al méto-
do de Box-Wilson, se pretendia reproducir en el laboratorio la fermenta-
cion del pozol, con la intencion de definir los pardmetros de mayor influ-
encia scbre el aumento en 2] conlenido de proteina reportad en ésta, Sin
embargo, no se produjo, con ninguna de lzs suplementaciones, una fermenta-
cign lactica similar a Ja del pozol, pues el pi aumentd en la mitad ce los
medios y en la ctra mitad disminuyd de manera no significativa (Tabla 3.4).
Es posible que esto fuera resultadoe de ?a baja concentracidn ce carbohidra
tos solubles prosentes en estos sustratos, 1o que ro permitid una produc-
cidn adecuada de dcidos orgdnicos (48). Como ccnsecuencia, también se po-
dria coacluir que e) cultive de microfiora mixta ce pozol con que se ine-
cularon los sustratos carece de microorganismos capaces de degradar almi-
dén, Como resultado de elio, microorganismos indeseables, como Cloatnidium,
tuvieron vportunidad de desarrollarse, Estos micrcorganismos convierten el
dcido 1dctico en butirico, con lo que el gH cel medio aumenta, y degradan
pretefna (48), lo que explicaria 1a disminucion en su contenido; observa-
do en estos experimentos (Tabla 3,3). En ninglin caso se detectd aumento

en el conteaido de proteina, lo que podria deberse a) cscase desarrello
dal Agrobacterium azotephilun en sustratos de almidon, que Ulloa y Herrera
(44) reportaron, E1 andlisis de los resultados con el métcds de Box-Wilson
no permitié definir lcs parimetros de mayor influencia en esia fermentacidn,

ya que sus coeficientes fueron diferentes y, en algunos casos, d& signo
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contraric, pars los dos tiempos de muestreo (Tabja 3.6), Era de esperarse
que los coeficientes ¢a Jos pardmetros para la ecuacion del pH y ce 1z a-
cidez titulable presentaran clerta correlacién, Esta no se cbtuvo y sefala
una posible inconsistencia en los resultados experimentales, ¢ bien, que

el descenso de) pH puede estar sdle osocfado 2 1a capacidad amortiguadora
del medio. Por otro lado, se obtuvieron unas desviaciones estindar muy gran
des, que no fueron debidas a errores experimentales, pues simultdneamente
se rezlizaron experimentos con harina d- maiz nixtemalizado y las desvia-

ciones fueron pequedas {Tablas 3.3 y 3.4},

E1 andlisis con el método de Box-Wilsen de lor resultados obtenidos con los
sustratos de harina de maiz nixtamalizado permitio observar que el parime-
tro mds influyente en el aumento en el contenido de proteina es el control
del pH (Tabla 3,12}, y dicha influencia fue negativa, por lo que se le da-
be permitir descerder espontineamente. La relacifn /N presentd un coefi-
ciente positivo parz 1a evolucifn del cuntenide de protefna, indicando que
1a fijacidn de nitrégeno s: favorecid con un contenido inicial alto de ds-
te, Sin embargo, dicho coeficiente fue negativo para la evoluciin del pH
y de 1a acidez titulable, Jo que significa que 13 fermentacitn ldctica se
favorece con una relacion €/ de 65,1, lo cual no concuerda con To obser-
vado por Viniegra-Gonzalez (49), que afirme que una relidn C/N mayor a 30

favorece la fermentacitn alcohdlica.

Con el objeto de determinar si el meyor contenide de preteina de los pozg

les cou cacao, abservado por lertinez {19), se debfa a ta protefna de
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éste o a 1a grasa, se estudiaron los efectos de la adicion de coa y de
aceite de mafz. la primera presentd una influencia negativa, mientras que
los medios con mayor contenido de aceite de mafz presentaron im aumento
mayor en el contenido de proteina, lo que indica, que, aparentemente, la
grasa es un factor importante en este proceso. E] coeficiente de la adicion
de cocoa fue, por el contrario, positivo para la evolucién de) pH y de la
acidez titulable, por 1o que influye positivamente en 1a fermentacion ldc-
tica. E1 coeficiente de 13 adicidn del aceite de maiz, para estos pardme-
tros de evaluacion, fue negativo a la semana de fermentacion y positivo a
las dos semanas, por lo que no se puede concluir si influye favorable o

desfavorablemente,

Con este sustrato si se presentd fermentacidn ldctica en casi todas las
suplementaciones, pues el pH disminuyd, excepto en aquéllos en que éste
fue controlado y también hubo aumento en @] contenido de protefna, No obs-
tante, solamente en el medio con una relacion C/N de 13,25 y sin control
de pH el aumento fue mayor que en el medio control, con harina de maiz nix
tamalizada exclusivamente y sin control de pH. En este grupo de experimen-
tos tampoco hubo similitud en los coeficientes de los pardmetros a la.sema
nay a las dos semanas de fermentacion, ni existid correlacion alguna en-
tre los de las ecuaciones del pH y de la acidez titulable, En vista de la
jneficacia de este procedimiento se decidié estudiar, en el siguiente gru-
po de experiméntos. 1a influencia de los pardmetros de forma individual,
La influencia del control del pH ya no fue considerada, dado que se obser-

vd notable y reiteradamente que es negativa,
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De las diferentes variables estudfadas individualmente, Jos resultades mis
consistentes y a la vez bastante sorprendentes, se obtuvieron al analizar
el efecto del contenido inicial de protefna, Tanto con sustratos de harina
de maiz nixtamalizado suplementados con caseina o urea (Tablas 3.14, 3.17
y 3.20) (Figuras 3.1, 3.6, 3.12 y 3.13), como de sorgo nixtamalizado suple
mentado con caseina (Tabla 3,20} (Figura 3.13), e) aumento en el contenido
de proteina estuvo en funcion directa con el contenido inicial de nitrdge-
no, a mayor nivel inicial, mayor fue el contenido final de proteina, lo
que puede indicar que los microorganismos fijadores de nitrdgeno del pozol
se desarrollan mejor con una cantidad considerable de nitrdgeno en el me-
dio. Este resultado fue corroborado al hacer e) balance de materia y nitrd

geno (Tabla 3.22).

En la Figura 4.1 se presenta una gréfica de la relacidn entre el contenido
inicial y final de protefna en 1a fermentacidn de harina de mafz nixtamali
zado, suplementado con casefna o con almidén. Se pudo observar que cuando

1a harina se suplementd con casefna, cuanto mayor fue el contenido inicial,
mayor fue el final, En sustratos de harina de maiz nixtamalizado, suplemen
tados con almiddn el incremento en el contenido de proteina fue muy peque-

fio.

Al suplementar sustratos de harina de mafz nixtamalizade en suspensiones
dilufdas (Tablas'3.14, 3.17 y 3.20) (Figuras 3.2, 3.7 y 3.13), con diver-
sas fuentes de nitrdgeno, proteicas e inorgdnicas, se observd que con ca-

sefna, harina de soya, peptona de soya y urea se obtuvo un aumento en el
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19 28
Contenido Inicial de proteina
Figura 4.1, Relacidn entre el contenido inicial y el final

de protefna en la fermentacion de harina de mafz nixtamali-
zado, suplementada con casefna o almidén.
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contenido de pmteina muy similar y notablemente mayor que con gallinaza,
cocoa y sulfato de amonio, siendo el aumento 1igeramente mayor con urea
que con caseina. Al determinar el incremento neto de protefna, por medio
del balance de materia, (Tabla 3,22) se pudo observar que con urea no exis
te tal incremento sino un decremento, Esto concuerda con la observacion

de Gomez (11), de que para la fermentacién 1dctica espontdnea, 1a presen-
cia de aminodcidos en el medio de cultivo incrementa la velocidad de cre-
cimiento microbiano y de éste depende Ja formacion del producto metabdii-
co, y se puede observar que cuando no hay fermentacion ldctica, tampoco

se presenta fijacion de nitrdgeno, ya que cuando e) pH aumenta, el conte-
nido neto de proteina disminuye; ademds, fuentes de nitrdgeno con alto
contenido de amoniaco o produccidn de éste inhiben a la nitrogenasa de los

microorganismos, enzima responsable de la fijacidn de nitrdgeno (31},

Los resultados observados en sustratos de mafz mejorado TC 85 AR nixtama-
11zado (Tabla 3.20) (Figura 3,14) en suspensiones diluidas, suplementadas
con casefna y con urea, coinciden con los observados con harina de maiz
nixtamalizado, pues con urea el aumento en el contenido de proteina fue
ligeramente mayor que con caseina, lo que también resulto falso al hacer
el balance de materia {Tabla 3.22), Sin embargo, la fermentacién de este
sustrato en masas de forma esférica presentd un contenido proteinico nota-
blemente mayor con casefna que con urea, En sustratos de sorgo nixtamali-
zado (Tabla 3,20} (Figura 3.15) se obtuvieron contenidos de proteina final

muy similar con ambas fuentes de nitrégeno.
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Comparando los aumentos en el contenido de proteina obtenidos con los sus-
tratos de harina de mafz nixtamalizado, almidén con gluten y de almiddn
(Tabla 3.20) (Figura 3.22), todos suplementados con caseina, se observd
que los de los dos primeros fueron muy similares y mucho mayores que el ay
mento en el sustrato de almiddn sin gluten, pero al determinar el conteni-
do neto de proteina, se observd que, por el contrario, hay un decremento
en dicho contenido, al igual que en los medios de almidon con caseina, lo
que podria sefalar que en almidon industrializado no se produce fijacion

de nitrdgeno,

Para definir e) efecto de 1a fuente de grasa sobre la fijacion de nitrdge-
no, se suplementaron sustratos de hariné de maiz nixtamalizado con aceite
de mafz (Tabla 3.14) (Figuras 3.4 y 3.5) y con manteca de cacao {Figura
3.5). Se observd un mayor aumento en el contenido de proteina al afadir el
aceite de maiz que con manteca de cacao, aunque la adicién de grasa no fa-
vorecid el aumento en e} contenido de proteina, afectdndola incluso de ma
nera negativa, Este resultado no concuerda con el obtenido en los experi-
mentos iniciales, el cual indicaba que este parimetro podia influir positi

vamente sobre el proceso de fijacidn de nitrdgeno,

Al adicionar cocoa al sustrato de harina de mafz nixtamalizado {Tabla 3.14)
(Figura 3.5) se observd un ligero efecto positivo, lo cual coincide con

los resultados obtenidos por Martfnez (19) y contradicen 1a influencia ne-
gativa observada con el método de Box-Wilson en los experimentos iniciales,

Esto se podria deber a su alto contenido de calcio (15).
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AV cubrir los medios de fermentacidn con hule espuma, el contenido de pro-
teina aumentd mds que al cubrirlos con pelicula plistica impermeable a ga-
ses, pero el contenido de proteina neto disminuyd, lo que sugiere que para
que se presente fijacién de nitrdgeno se requiere de anaerobiosis. Se sabe
que la nitrogenasa presenta una gran sensibilidad frente al oxigeno y esta
enzima puede funcionar en las bacterias aerobias merced a dos mecanismos

protectores (31}, por lo que el aparente aumento en el contenido de prote-
fna pudo ser debido a una fermentacidn aerobia, y no, a la fijacién de ni-

trogeno (Tablas 3.17, 3.20 v 3.22) (Figuras 3.8 y 3.19),

Al estudiar el incremento protéico en diferentes medios de fermentacién,
con sustratos de harina de maiz nixtamalizado y de mafz mejorado V-524 (Tg
bla 3.17) (Figuras 3.9 y 3.10}, se observd que fue mayor en suspensiones
dituidas que en suspensiones concentradas y que en masas de forma esférica,
cuyo fncremento fue similar. Sin embargo, cuando se utilizé mafz criollo
"TuxpeAito” {Figura 3.11} se obtuvo mayor incremento de protefna en las ma
sas de forma esférica, resultado que no concuerda con los obtenidos en los
otros tipos de maiz, pues con el maiz mejorado TC 85 AR nixtamalizado tam-
bién se observé un mayor incremento de protefna en las suspensiones dilui-
das que en las masas de forma esférica. Al realizar el balance de materia
(Tabla 3.22}, se pudo observar que el mafz mejorado TC 85 AR presenta un
contenido neto de proteina muy similar en 1as suspensiones diluidas y en
Jas masas de forma esférica, y en sustratos de mafz nixtamalizado, el in-
cremento neto es mucho mayor en las masas que en las suspensiones dilufdas.

Este resultado es mds coherente, pues en las suspensiones dilufdas la fer-
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mentacidn fue aerdbica, 1o que se pudo observar en el hecho de que el con-
tenido de humedad aumenté, debido a que en este tipo de fermentacidn se

produce agua y, ademds, co,.

La temperatura de incubacion que presentd mejores resultados fue de 28°C,
ya que el aumento en el contenido de protefna fue mayor que al incubarlos
a 35 y 45°C, debido probablemente a que la temperatura Gptima de crecimien
to del Agrobacterium azotophilum es en un rango de 25 a 30°C (44) (Tabla
3.20) (Figura 3.16).

El efecto producido por la fnoculacidn con Aghobacterium azotophilum fue
contrario a 1o esperado. Con los sustrafos de harina de maiz nixtamalizado
en suspensiones dilufdas el efecto fue negativo, pues en las suspensiones
no inoculadas el aumento en el contenide de proteina fue aproximadamente
el doble; el menor aumento se obtuvo al inocular con Agrobacterium azoto-
phibum, mientras que el cultivo mixto de pozol produjo un mayor incremento
que Ta inocuiacidn con una mezcla de ambos (Tabla 3.20) (Figura 3.17), Es-
te resultado fue carroborado al hacer el balance de materia (Tabla 3.22).
Esto puede indicar que la microflora natural del pozol presenta un balance
de poblacion dptimo para la fermentacidn y la fijacidn de nitrdgenc. Con
un sustrato de mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado en masas de forma esfé
rica se observd que al inocular con yoghurt, el aumento en el contenido de
protefna es mucho mayor que al utilizar una mezcla de Agrobacterium azoto-
phitum y flora mixta de pozol, mientras que cuando la fermentacidn es es-

ponténea el aumento es muy pequefio e inclusive, al realizar el balance de
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materia se observd que hay un decremento (Tablas 3,20 y 3.22) (Figura 3.18).
La probable explicacion de esto radica en la accion de los Lactobaciffus
del yoghurt. Por otro lado, cuando los medios de fermentacidn se preparan
como suspensiones diluidas no hay crecimiento de hongos, mientras que en
1a superficie de las masas se observd proliferacion de éstos, lo que podria
explicar que en este caso sea conveniente inocular los medios y no pemiis

tir que fermenten espontineamente,

Fue posible determinar un efecto positivo de la nixtamalizacidn sobre el
aumento en el contenido de protefna, A medida que Tos sustratos de maiz me
jorado TC 85 AR y de sorgo tuvieron un grado de nixtamalizacidn mayor, el
aumento en el contenido de proteina fue también mayor (Tabla 3.22) (Figu-
ras 3.20 y 3.21). Durante la nixtamalizacidn se modifican principalmente
las proporciones entre aminodcidos y entre éstos y el nitrdgeno total, ha-
clendo a las proteinas mas digeribles, Ademds, se 1ibera niacina, debido a
que se hidrolizan enlaces, haciéndola més disponibie y la digestinilidad
de 1a zeina disminuye (40), lo que podria influir en e) desarrollo de mi-
croorganismos fijadores de nitrdgeno, Otro posible factor importante de la
nixt'ama’lizac'ian seria el contenido de calcio, En el caso del sorgo el con-
tenido de taninos no presentd una influencia apreciable sobre e] aumento
en el conténiuo de proteina, lo que sugiere que durante la fermentacion
las sustancias que forman complejos con las proteinas son destruidas, Se
observd que en medios de sorgo el contenido de cenizas aumenta con la fere
mentacidn (Tabla 3.22), lo que significa que hay una pérdida de materia of

gdnica y, por lo tanto, el aumento en el contenido de proteina es debido



127

a la fermentacidn aerobia y no a Ja fijacidn de nitrdgeno,

1 efecto de 1a adicion de platano a sustratos de maiz nixtamalizado, su-
nlementadas con urea, sobre la fijacion de nitrdgeno fue negativo, mientras
que al suplemsntar con caseina este efecto fue ligeramente positivo, cuan-
do la cantidad de plitano adadida fue pequefia (platano (1);harina (2)). Lo
mismo ocurrid al adicionar col en 1a misma proporcidn (Tabla3.20} (Figu-
ras 3.23 y 3.24). Este efecto positivo fue desmentido al realizar el andli
sis de cenizas (Tabla 3.22), pues se observé que el contenido neto de oro-
teina disminuyd, por lo que el aumento observado se debe a una fermentacion
aerobia. Con sustratos de pldtano con caseina y de col con casefna el au-
mento en el contenido de proteina fue menor que en sustratos de harina de
mafz nixtamalizado, también con casefna, Yo que fndica que los microorga-
nismos del pozol necesitan al mafz como sustrato, Ademds, los dos sustra-
tos presentaron una pérdida de materia orgdnica y un decremento en el con-

tenido neto de protefna {Tabla 3.22).

Comparando tres fuentes de maiz (harina de mafz, mafz mejorado V-524 y ma
iz criollo "Tuxpefiito”, todos nixtamalizados) en suspensiones diluidas se
observd que el incremento en el contenido de protefna fue mayor en sustra-
tos de harina, mientras que con las otras fuentes el incremento fue ligera
mente mayor con maiz mejorado V-524. Lo mismo se observé en medios de sus-
pensiones concentradas, aunque, en este caso y cuando 1a fermentacidn se
1levé a cabo en masas de forma esférica, el contenido inicial de proteina

fue mayor en los medios de harina, por lo que no permite obtener conclusio
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nes definitivas de dicha comparacidn, En masas de forma esférica este sus-
trato también presentd un mayor incremento en el contenido de proteina, pe
ro con el mafz criollo "Tuxpefiito" el aumento fue mayor que ccn el V-524
(Tabla 3.17) (Figuras 4.2, 4.3 y 4.4}, Al realizar ] balance de materia,
comparando las diferentes fuentes de maiz nixtamalizado en masas de forma
esférica, los sustratos con maices mejorados V-524 y TC 85 AR presentaron
un incremento de proteina mayor, aunque la diferencia con la harina no fué
muy grande, pero si fue notable con el mafz criollo "Tuxpefiito" {Tabla
3.22), 1o que sugiere que la composicidn quimica del maiz influye sobre la

fijacidn de nitrdgeno.

También comparando los aumentos en el contenido de proteina de diferentes
sustratos amildceos, suplementados con caseina, se observd que el mayor au
mento lo presentaron los de harina de maiz nixtamalizado con col (2:1).
Los de harina sola, ésta con plitano (2:1), almidén con gluten y sorgo nix
tamalizado alcanzaron aumentos intermedios, mientras que el de los sustra-
tos de col, platano, almidén y maiz mejorado TC 85 AR nixtamalizado fueron
los menores {Tabla 3.20) (Figura 4.5), pero al hacer el balance de materia
se observd que 5010 en 1os sustratos de mafz TC 85 AR y de harina de maiz,
nixtamalizados, hubo un aumento en el contenido neto de protefna (Tabla

3.22),



3 inicial
R Fina

Confenido de proteina (%)
3

H v c

Figura 4.2, Aumento en el contenido de protefna en 1a fermen
tacidn de tres diferentes tipos de mafz nixtamalizado. H =
harina de mafz nixtamalizado industrializada, suplementada
con casefna; V = malz mejorado V-524; C = mafz criollo "Tux-
pedito".

La fermentacifn se 1lev a cabo en suspensiones diluidas (Hu
medad = 93-95%, en tubos).
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Figura 4.3. Aumento en el contenido de proteina en 1a fermen
tacion de tres diferentes tipos de mafz nixtamalizade, H =
harina de majz nixtamalizado, supiementada con casefna; V =
maiz mejorade V-524; C = maiz criollo "Tuxpefito”.

(A) La fermentacidn se realizd en suspensiones concentradas
{Humedad = 80-85%, en matraces).
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Figura 4.4. Aumento en el contenido de proteina en la fermen-
tacion de tres diferentes tipos de maiz nixtamalizado. H = ha
rina de maiz nixtamalizado industrializads, suplementada con
caseina; V = maiz mejorado V-524; C = mafz criollo "Tuxpedito".
* La fermentacidn se realizd empacando )a masa nixtamalizada
(Humedad » 50-60%) en forma esférica.
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figura 4.5. Cambio en e} contenido de proteina en la fermenta-
suplementadas con casei-
= platano; HP = H + P
{2:1); C=col; HO=H+C {2:1); & = almiddn; AG = A + gluten
(235 T = mafz TC 85 AR nixt.; & = sorgo nixt.

¢ién de distintas fuentes de carbono,
na. H = harina de maiz nixtamalizado;
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACICNES

Los resultados obtenidos en los diversos experimentos realizados, permiten

obtener las siguientes conclusiones:

- En medios de almidin industrializado no se presenta aumento en el conte-
nido de proteina, por no haber suficiente cantidad de carbohidratos solu-

bles

- La temperatura Optima de incubacidn para el aumento en el contenido de

proteina en el pozol, entre las tres estudiadas es de 28°C

- La regulacion del pH a 6.5 no favorece el aumento en el contenido de pro
teina, pues no se permite la formacidn de mayores cantidades de dcido lac-

tico

- S6lo se determind fijacion de nitrégeno cuando se presentd fermentacién

léct_ica

- Una relacion C/N pequefia (13,25} favorece el aumento en el contenido de

protefna

- Los medios deben ser cubiertos con pelicula plistica impermeable a gases
para que se presente fijacién de nitrogeno con los microorganismos del po=

zol, ya que la nitrogenasa es muy sensible al oxigeno
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- E1 aumento en e] contenido de proteina en medios suplementados con case-

ina esta en relacitn directa con el contenido inicial de ésta

- Es muy importante efectuar un balance de materia y nitrogeno para definir
si el aumento en el contenido de protefna se debe a la fijacidn de nitrd-

geno o a una fermentacion aerobia
- En medios suplementados con urea disminuye el contenido neto de proteina

= En sustratos de maiz mejorado nixtamalizado TC 85 AR la diferencia en los
incrementos netos de protefna de suspensiones dilufdas y masas de forma es
férica es insignificante y este 1ncr~emer‘1to es mucho mayol en €stas que en
suspensiones dilufdas en sustratos de harina de mafz nixtamalizado indus«

trializada

- £1 gluten de maiz sin pixtamalizar es un factor negativo en el aumento
en el contenido de proteina, debido a la falta de los efectos que produce

Ta nixtamalizacion

- EY grado de nixtamalizacion esta en relacidn directa con el aummento en

el vontenidu de proteina

« Entre indos los medics astudiadds, s3lo se presentd aumento en el conte-
nido de protefna debida a wicroorgarismos del pozol en el maiz nixtanaliza

do
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- En medios de suspensiones diluidas es preferiple pemitir el desarrollo

d2 1a microflora propia del mafz que inocular

- En medios ce masas de forma esférica es mejor irocular que permitir la

proliferacidn de la flora natural

- En medios ce suspensionas diluidas la inoculacién con Agrolacterium azo-

fophilum es menos convenient2 que la inoculacion con flora mixta de pozol

- Se ob*uvo un producto con un incremento neto de proteina del 187% con
mafz mejorado TC 85 AR nixtamalizado, suplesentado con caseina e inoculado

con yoghurt

Para continuar el presente estudio, se recomienda analizar los siguientes

aspectos:

- Definir la bioquimica de la fermentacidn del pozol, por medio de la de-

terminacion de los metabolitos producidcs (AGV, alcohol, etc.)

- Detemminar el valor nutricio de los productos obtenidos (PER y digestibi
14dad)

- Leterminar Jos cambios en el contenido de aminodcidos durante la fermen-

tacién por medio de aminogramas
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- Determinar los contenidos de nitrfgenc a tiempos intermedios, para defi-

nir el dptimo

- Estudiar la microflora natural en relacion con la bioquimica, cuantifi-
cando los microorganismos en cada paso de la fermentacidn y clasificarlos,

a diferentes contenidos iniciales de nitrdgero

Los pardmetros que convendria seguir estudiando, debido a su probabla ine

fluencia sobre éste proceso, son:

- Yalores oe pH iniciales diferentes

- Distintos tamafios de masas de forma esférica

- Diferentes concentraciones de calcio, para determinar si lo que inﬂuye'
de la nixtamalizacion es e) contenido de éste o los cambios debidos a dicho

proceso
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