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RESUMEN 

Se estudió la microbiología del pozo!, bebida ácida de origen maya que se prepara a partir 

de masa de nixtamal fermentada y que se e-0nsume en el sureste de México. Se estudió el 

pozo! de diferentes ·regiones del estado de Chiapas, en especial el de la zona Altos. Se 

observaron y monitorearon las metodologías de varios productores familiares y 

comerciales de esta zona. Se presentan descripciones detalladas de los métodos de 

elaboración. Se concluyó que existen dos tipos básicos de pozo!, el ladino o mestizo y el 

indígena. El mestizo incluye una etapa adicional de cocción. 

En la masa recién preparada se encontraron sistemáticamente bacterias lácticas, 

enterobacterias, bacterias del género Baci/lus, mohos y levaduras. Las cuentas iniciales 

de estos grupos fueron similares en las masas de diferentes tipos y lotes de pozo). Se 

aislaron bacterias lácticas homofermentativas y heterofennentativas, predominando las 

del género Leuconostoc. 

La fennentación ocurre sin adición intencionada de inóculo y durante la molienda de los 

granos nixtamalizados ocurrió la mayor incorporación de microorganismos. Las cuentas 

de Bacillus, mohos y levaduras fueron mayores en la superficie que en el interior de las 

masas. Los valores de pH fueron similares en el interior y en la superficie, y a pesar de 

los valores bajos alcanzados (4.3-4.5) no se inhibieron en forma sensible las 

enterobacterias ni las bacterias del género Bacillus. No existieron grandes diferencias en 

el crecimiento de cada grupo microbiano en los pozoles indígena y mestizo, aunque las 

masas indígenas se acidificaron hasta niveles más bajos de pH que las mestizas. 

Las bacterias lácticas fueron capaces de desarrollarse en masas esterilizadas por radiación 

gamma individualmente y en cultivos mixtos. La actividad amilolítica no fue 

indispensable para crecer y acidificar la masa, pero las cepas amilolíticas produjeron 

mayor acidez que las no amilolíticas. Las bacterias del género Leuconostoc crecieron más 



rápidamente que las de Lactobacillus al inicio de la fermentación, pero se inhibieron 

cuando el pH disminuyó a aproximadamente S. Lactobacil/us no se inhibió al disminuir 

el valor de pH de las masas hasta 3.6. Se obtuvieron menores valores de pH con las cepas 

homofermentativas (3.6 con L. plantarum y 4.2 con Leuconostoc sp.). Las cepas 

heterofennentativas_produjeron gas y con todas se detectó un aroma frutal en las masas. 

Las bacterias lácticas y las contaminantes sobrevivieron durante más tiempo en el pozol, 

preparado con maíz tratado con calor y álcali (nixtamal), que en una masa no 

nixtamalizada (kenkey). Se observaron valores de pH menores en el kenkey que en el 

pozo) durante la fermentación, posiblemente debido a la neutralización de ácidos por los 

residuos de Ca(OH)i de la nixtamalización en el pozol. 



ABSTRACT 

The microbiology of pozo!, an acid beverage of Maya origin, prepared with fermented 

nixtamal (alkali treated maize) dough and consumed in Southeastem Mexico, was studied. 

Pozol from severa! regions of the state of Chiapas, and especially from the zone called 

Altos, was examined. The production processes of severa! family and commercial 

producers were observed and monitored. Detailed descriptions of the methods of 

preparation are presented. It was concluded that there are two main types of pozol, a 

ladino or mestizo type and an indian type. The mestizo type includes an additional 

cooking step. 

Lactic acid bacteria, enterobacteria, Bacil/us, moulds and yeasts were present in the 

freshly prepared dough. The initial concentrations of these microbes were similar in 

doughs of different types and batches of pozol. Homofennentative and 

heteroferrnentative lactic acid bacteria were isolated, with a predominance of Leuconostoc 

strains. 

The fennentation occurs without the deliberate addition of ínoculum. lncorporation of 

microbes occurred mainly during the grinding of nixtamal grains. The numbers of 

Bacil/us, moulds and yeasts were higher on the surface than in the interior of fermenting 

doughs. The pH values of interior and surface samples of the doughs were similar. In 

spite of the low values attaíned (4.3-4.5), concentrations of Enterobacteriaceae and 

Bacillus bacteria did not decline appreciably during the fennentatíon. There were no 

differences in the growth of each mícrobial group in indian and mestizo pozols, although 

the indian doughs had lower pH values than the mestizo ones. 

In doughs sterilized with gamma radiation, lactic acid bacteria were able to grow 

individually and in mixed cultures. Amylolytic activity was not essential for growth and 

acid production in the doughs, but amylolytic Jactic acid bacteria produced more acidity 



than non-amylolytic strains. Lcuconostoc sp. grew faster than Lactobacillus in the first 

hours of fennentation, but were inhibited later, when the pH values decreased to 

approximately 5. Lactobacillus was not inhibited when the pH value of the fennenting 

doughs decreased to 3.6. Lower pH values were attained with homofennentative strains 

(3.6 with L. plantqrum and 4.2 with Leuconostoc sp.). Gas was produced by the 

heterofennentatives and a fruity aroma was detected in the doughs in both cases. 

Lactic acid and contaminant bacteria survived longer in po:rol, prepared with heat and 

alkali treated maize (nixtamal), than in dough prepared with a non-nixtamalized maiu 

(kenkey). Lower pH values were observed in kenkey than in pozo) during fennentation, 

possibly because of neutrali2.ation of acids by residual Ca(OH)i from nixtamalization in 

pozo l. 
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INTRODUCCIÓN 

El pozo! es una bebida ácida que se prepara a partir de masa de nixtamal fermentada en 

estado semisólido. Es de origen maya y se ha consumido en el sureste de México desde 

épocas prehispánica·s. El proceso de fermentación es complejo, ya que al ocurrir en forma 

natural, sin inoculación, como la mayoría de los alimentos de origen antiguo, involucra 

una microbiota mixta. La composición del sustrato, la masa de nixtamal, también es 

compleja, al incluir varios tipos de sustancias ( carbohidratos simples y complejos, grasas, 

proteínas, fibra) susceptibles de degradación microbiana. Además, al fermentarse en 

forma semisólida, presenta heterogeneidad en cuanto al grado de aireación y a la 

composición química, lo cual posiblemente da lugar a la formación de microambientes. 

En 1955, Cravioto y col. determinaron que el pozol tiene mayor contenido de niacina, 

riboflavina, lisina y triptofano que el maíz y que la concentración de la proteína del pozo! 

es mayor que la del maíz y de mejor calidad. Herrera, Ulloa, Taboada y colaboradores 

han realizado estudios extensos sobre la micología de la fermentación, así como sobre el 

fenómeno de fijación de nitrógeno que se presenta en la misma. Estos constituyen la 

mayor parte de los estudios reportados sobre este alimento y fueron resumidos por Ulloa y 

col. (1987). En contraparte, las bacterias que participan en esta fermentación han sido 

poco estudiadas. 

.. :¡. 
' . ·'-. .. ·' 

El propósito de este_ estudio es avanzar.·•en• e(;, conocimiento sobre las propiedades y 

actividades de los microorganisrÍios, en ~~~~éiallas
1

~~cterias; en este ambiente natural. 

. . 

La ecología miCrobiarla, lafisiología:y-la ta1'Conomía son tres aspectos importantes de la 

microbiología. La' ecología microbiana se define como la interacción de microorganismos 



con su ambiente fisicoquímico y con otros micro o macroorganismos presentes en él; la 

fisiología se define como las funciones y procesos vitales de las células microbianas, 

incluyendo su nutrición, metabolismo, crecimiento, etc., y la taxonomía es la ciencia de la 

clasificación, las leyes y los principios que cubren la clasificación de los microorganismos 

(Trüpper, 1993). ~n este trabajo se incluyen experimentos relacionados con estos tres 

aspectos de la microbiología, que están íntimamente relacionados. 

Debido a la naturaleza diferente de los experimentos realizados, la organización de la tesis 

es como sigue: en el primer capítulo se presentan las generalidades y en el segundo los 

objetivos del trabajo. Estos objetivos se plantean en términos del trabajo global. Los 

capítulos 4 al 7 cubren temáticas distinguibles que por su importancia son presentados de 

manera independiente, según se describe a continuación. Por ello, cada uno inicia con los 

objetivos particulares de dichas temáticas. En el tercero se presentan los materiales y 

métodos generales. La parte experimental se dividió en 4 capítulos. La mayor parte del 

trabajo incluyó estudios de campo, realizados entre diciembre de 1989 y abril de 1991 

(capítulos 4, 5 y 6). En el capítulo 4 se presentan las características y la microbiología de 

pozoles tradicionales, en el 5 la incorporación de los microorganismos durante la 

elaboración de la masa, y en el 6 la dinámica del crecimiento microbiano durante la 

fermentación de pozoles tradicionales. El capítulo 7 incluye el uso de un modelo 

experimental con el que se realizaro.n fomentaciones controladas en el laboratorio. Las 

conclusiones generales y las réferencias son los capítulos 8 y 9, respectivamente. 
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Capítulo 1 

GENERALIDADES 

1.1 ALIMENTOS FERMENTADOS TRADICIONALES 

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procesamiento involucra el crecimiento y la 

actividad de los microorganismos. Existe una gran variedad de este tipo de alimentos en 

el mundo. Algunos de ellos, como: la cerveza, el vino, el vinagre, los quesos y el pan, 

han sido extensamente estudiados y se consumen en cualquier parte del mundo. Existen, 

sin embargo, un gran número de alimentos fermentados que se producen en forma 

regional y que no se conocen fuera de su lugar de origen. Estos alimentos forman parte 

importante de la dieta de muchos grupos étnicos, los cuales los han consumido desde 

tiempos inmemoriales. De hecho, como menciona Steinkraus (1989), los 

microorganismos y las reacciones químicas que ocurren en los alimentos fermentados ya 

estaban presentes en la Tierra cuando el hombre evolucionó. 

Los métodos tradicionales de, prddÜcC:ióil de estos alimentos son sencillos, económicos, 

no requieren equipo compli~adb' y;'htÚizan materias primas disponibles y de bajo costo. 

Por medio de estos procedimient~s ',~e producen sabores, aromas y texturas agradables que 
'-'.. 

proporcionan variedad a la dieta; conservan los productos animales y vegetales y además, 
. ~: ' 

pueden destruir factores antinutri~ioriales, mejorando su valor nutritivo. Incluso, en 

muchos casos, reduciendo el tiem~~ dé cocción; lo que representa un. ahorro de energía 
- ~--- -~--;:'--·- ·--= - - ---= --- - - - --- - - - -

(Hesseltine y Wang, 1979). 

Según Hesseltine y Wang (1986) efate una tericlencia en el aumentodelush de alimentos 
,-:;,·· .:·::: :'~:.·-·':/. ,,-.:'. -._.".',.--:~·.-: ~- .:'· .'-'.·;<:•.'•',··:·--- --~·'<·;···. :··.;, . 

fermentados, y dentro de los factores q~~ lá ~an p~ovbcado ~e. irie~.Ci'óil1i a l~ próteci:ióri. 
' . .;· "'- '·'::''!' •;": 

contra microorganismos patógenos y al aumento en la vid~ de anaquel; logrados por la 

fermentación; al aumento en el consumo de alimentos de origen vegetal y el interés por la . 

alimentación natural; al incremento e~ el interés cie~tífic~ en' esté tip~ de alimentos; a 
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motivos culturales y religiosos y a los movimientos de migración, en los que existe la 

oportunidad de que estos alimentos se diseminen a diversas regiones del mundo. Sin 

embargo la mayoría de los alimentos fennentados se producen a nivel casero o a pequeña 

escala; en muchas ocasiones con malas condiciones higiénicas, o con calidad 

excesivamente vari~ble. Debido a ésto, es importante la investigación relacionada con los 

alimentos fermentados tradicionales, para obtener productos consistentes y de buena 

calidad higiénica a nivel rural, o incluso, para industrializarlos y expandir su distribución, 

para utilizarlos en el desarrollo de nuevos productos o para aprovechar las características 

especiales de su microbiota en otros procesos. 

1.2 ALIMENTOS FERMENTADOS MEXICANOS 

Como señala Vargas (l 993a), México es uno de los países más pródigos en recursos 

minerales, vegetales y animales propios para consumo humano, que han sido explotados 

desde la llegada del hombre a nuestro continente. Así, las cocinas indígenas actuales y 

del pasado se han caracterizado por el uso de la gran variedad de recursos naturales 

locales y sus técnicas culinarias, han sido el resultado de una larga adaptación cultural al 

medio ambiente. De acuerdo con el mismo autor, los estudios arqueológicos y otras 

fuentes históricas muestran que los recursos del México prehispánico eran tan ricos y 

variados que la alimentación era muy completa, por lo que concluye que las cocinas 

indígenas son una fuente de recursos aprovechables para la alimentación nacional, que 

aún no se conoce ni se ha explotado de manera suficiente. 

Antes de la llegada de los españoles coexistían en México grupos muy diversos, que 

mantuvieron su identidad aunque inte~cambiaron muchos rasgos culturales. De esta 

forma asimilaron las novedades que aprendían de los grupos con los que se relacionaron, 

incluyendo los conquistadores. Como los diversos grupos étnicos no son reliquias del 

pasado, ni se encuentran "congelados" culturalmente, no existe una sola dieta indígena, 
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pero existen elementos comunes a la mayoría, como el uso del frijol, el chile y el maíz 

(Vargas, 1993b). 

Dentro de la gran variedad de los procedimientos culinarios, originarios de México, la 

fermentación es una técnica importante de preparación de los alimentos. Eso se puede 

corroborar porque l!15 bebidas y los alimentos fermentados han sido de gran importancia 

en la vida diaria y ceremonial de los numerosos grupos indígenas de México desde la 

época prehlspánica. Inclusive algunos de estos productos fermentados han sido aceptados 

por grupos mestizos, en ocasiones por criollos y por inmigrantes recientes. Además de su 

uso alimenticio, estos productos fermentados a veces se usan con fines medicinales, 

estimulantes y rituales (Herrera, 1993). 

Existen muchos tipos de alimentos fermentados, pero al ser el maíz la base de la 

alimentación de los pueblos mesoamericanos, la mayoría de los alimentos fermentados se 

preparan a base de este cereal. Casillas y Vargas (1984) reportan que aunque no todos los 

alimentos fermentados son de origen prehispánico, la idea de fermentar el maíz sí parece 

serlo. En la Tabla 1.1 se presenta una lista de alimentos fermentados de maíz. De los 

nueve productos fermentados en dicha tabla, seis son de tipo agrio (ácido) y no 

embriagantes, entre los cuales se incluye el pozol, objeto de este trabajo. 

1.2.1 El pozol 

El pozo!, cuyo nombre viene de la palabra pozolli, que significa espumoso en náhuatl, es 

una masa de maíz fermentada moldeada en forma de bolas de diferentes geometrías y 

tamaños, de 10 a 12 cm de largo y 5 a 8 cm de ancho, y que pesan entre 70 y 170 g, 

aunque algunas pueden pesar hasta 1 Kg o más. Es consumido por poblaciones indígenas 

y mestizas del sureste de México, incluyendo los estados de Chiapas, Tabasco, Campeche 

y Yucatán, y en menor escala Veracruz y Oaxaca. Los chontales, mayas, lacandones, 

tzeltales, tzotziles, tojolabales, chamulas, mames, zoques y zapotecos de estas regiones 

han utilizado esta bebida con fines alimenticios, ceremoniales y curativos desde épocas 
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prehispánicas (Ulloa y col., 1983). También se llama pozole al guisado con malz 

desollejado y en caldo con granos reventados que parecen espuma, pero que es 

completamente distinto de la bebida fermentada objeto de esta tesis. 

Elaboración del pozy!. De acuerdo con Ulloa y col. (1983), la técnica de preparación del 

pozo!, que se ha transferido de una generación a otra para el consumo familiar o a escala 

comercial pequeña, es la siguiente: 

El maíz, de preferencia blanco, se desgrana y se hierven entre 0.5 y 1 Kg de granos en 2 

litros de agua con un puilado de cal (aproximadamente 10% de Ca(OH)2 p/v) durante 

aproximadamente l hora. Cuando los granos se hinchan y se pueden desprender 

fácilmente los pericarpios, se enfrían y se enjuagan con agua; a los granos resultantes se 

les llama nixtamal•. Se muelen en un molino metálico para obtener una masa martajada, 

que se moldea manualmente en fonna de bolas. Éstas se envuelven en hojas de plátano 

para evitar su desecación y se fennentan de 1 a 14 días o más, dependiendo de las 

preferencias del consumidor. 

En el estado de Tabasco se añade cacao molido a la masa antes de la fermentación y a este 

tipo de pozo! se le llama chorote. 

Mjcrobjoloi.:ía. Uiloa (1974) estudió la sucesión de hongos y levaduras en muestras de 

pozo! de Tabasco, observando que Cladosporium cladosporioides y Fusarium 

moniliforme presentes en los granos de maíz se destruyen durante el tratamiento con cal y 

calor. Geotrichum candidum, Trichosporon cutaneum y varias especies de Candida 

(Candida guil/iermondii var. guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis, 

Candida tropical is) se encuentran en pozoles con pocas horas de fermentación, mientras 

1 Del azteca next/i, ceniza, y tamalli, tamal (Santamarla, 1978). La etimologfa sugiere que el método 
antiguo requerfa cenizas en vez de cal. De cualquier forma se emplean álcalis para hacerle soltar el hollejo. 
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Tabla 1.1 Algunos alimentos fennentados mexicanos de maíz 

NOMBRE DESCRIPCION ESTADOS DONDE SE 
CONSUME 

Agua agria (a) Bebida no embriagante San Luis Potosí, Veracruz, 
preparada con maíz Hidalgo, Puebla, Guerrero, 
molido, mezclado con agua Distrito Federal, Tlaxcala, 
y fennentado. Michoacán, Jalisco y 

Oaxaca. 
Atole (a) Bebida no embriagante San Luis Potosí, Veracruz, 

(del azteca at/, agua; olli, preparada con masa de Hidalgo, Puebla, Guerrero, 
líquido viscoso o hule (e, maíz o tortillas y mazorcas. Distrito Federal, Tlaxcala, 

t)) Michoacán, Jalisco, 
Oaxaca. 

Atole agrio (a, d) Bebida no embriagante San Luis Potosi, Veracruz, 
preparada con maíz negro Hidalgo, Puebla, Guerrero, 
hecho masa y fermentado Distrito Federal, Tlaxcala, 
durante 4 o 5 días. Michoacán, Jalisco, 

Oaxaca. 
Pozo! (a, d) Bebida ácida no Tabasco, Chiapas, Yucatán, 

(del aztecapozol/i, embriagante, preparada Oaxaca, Veracruz, 
espumoso (g)) diluyendo en agua masa Guerrero, Quintana Roo. 

fermentada de maíz 
nixtamalizado. 

Sendechó (a) Bebida alcohólica (especie Estado de México. 
de cerveza), preparada a 
partir de maíz germinado, 
secado, molido con "chiles 
colorados". La harina se 
mezcla con agua para 
formar un atole, que se 
hierve, se cuela, se enfría, 
se le añade el fermento y se 
deja fermentar. El 
fermento se prepara a partir 
de un sendechó anterior. 

Tepache (a) Bebida alcohólica Veracruz, Puebla, 
(del azteca tepiat/, bebida preparada preparada con Guerrero, Oaxaca, Chiapas. 

de maíz (t)) granos de maíz y piloncillo 
o panela, dejándose 
fermentar con cierta 
cantidad de agua. 
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Continuación Tabla 1.1 

NOMBRE- DESCRIPCION 

Tesgüino (a) Bebida semejante a la 
(del azteca tecuín, latir el cerveza, preparada al 

corazón (f, g)) fermentar un atole de maíz 
germinado, molido y 
cocido con "catalizadores", 
que son fragmentos de 
plantas existentes en la 
región donde se elabora. 

Tamal agrio (b, d) Tamales elaborados con 
(del azteca tamalli, masa fermentada durante 

etimología desconocida aproximadamente 20 horas. 
(e,f)) El xokotamal, que contiene 

unicamente masa y el 
etixtamal, que contiene 
frijol negro se envuelven 
en hojas de maíz y el 
xokotama/ pi/esa se cocina 
con frijol gordo tierno y se 
envuelve en hoja de moxte. 

Tortilla agria (c, d) Se cuece el maíz con cal y 
se deja toda la noche sobre 
la candela. Ya frío se lava 
y se muele. La masa se 
reposa de medio a un día y 
con la masa aceda se hacen 
las tortillas. 

(a) De Cruz Ulloa y Ulloa, 1973 
(b) De Valderrama y Ramírez, 1993 
(c) De Nieto y Vázquez, 1993 
(d) Escamilla y col., 1991 
(e) Robelo, 1904 
(f) Santamaria, 1978 
(g) Robelo, 1948 

ESTADOS DONDE SE 
CONSUME 

Sonora, Chihuahua, 
Nayarit, Zacatecas, Jalisco. 

Puebla: Cuetzalan. 

Quintana Roo, Yucatán. 
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que Cladosporium c/adosporioides o C. herbarum, Moni/ia sitophila y Mucor rouxianus 

o Mucor racemosus aparecen en el pozo) cuando su superficie se va secando y su pH va 

disminuyendo. Se aislaron también las levaduras Hansenula fabianii, Kluyveromyces 

fragilis y Saccharomyces cerevisiae, y los mohos A/ternaria tenuis, Aspergil/us f/avus, 

Aureobasidium pu{/u/ans, Epicoccum sp., Fusarium sp., Penicil/ium c/aviforme, 

Penicil/ium cyc/opium, Penicil/ium expansum, Penicillium ita/icum, Penicil/ium /anoso

viride, Phia/ophora richardsiae, Rhizopus nigricans y Trichoderma viride. 

Las bacterias del pozol han sido poco estudiadas. Salinas (1958), en el primer estudio 

microbiológico del pozol, aisló Bacillus cereus y Paraco/obactrum (Citrobacter) 

aerogenoides. Ulloa y Herrera (1972) aislaron del pozol Agrobacterium azotophilum y 

Achromobacter (A/caligenes) pozo/is. Agrobacterium azotophilum y Aerobacter 

aerogenes (Klebsiella pneumoniae}, que son capaces de fijar el nitrógeno atmosférico 

(Taboada y col., 1975). A. azotophi/um presenta también antagonismo sobre varias 

especies de bacterias, levaduras y mohos (Herrera y Ulloa, 1975). Fuentes, Herrera y 

Ulloa (1974) aislaron Pseudomonas mexicana y Escherichia coli var. neapolitana. 

Steinkraus (en Ulloa y col., 1983) infiere que durante las primeras horas de fermentación 

predominan las bacterias lácticas y que quizás son las responsables de la producción del 

ácido láctico durante las primeras horas de fennentación. Esto fue confirmado por Silva

Villarreal (1984), Mozqueda-Gol17.ález y Escamilla-Hurtado (1988), Ramírez (1987) y 

Nuraida (1988). 

Silva-Villarreal (1984) encontró incrementos de 4 a 5 veces en la acidez (en base seca) de 

pozoles de Tapachula durante las primeras 48 horas de fermentación. Relacionó este 

incremento con la presencia de bacterias lácticas, de las que aisló Lactobacillus brevis y 

Lactobaci/lus fermentum en las primeras etapas de fermentación. Mozqueda-González y 

Escamilla Hurtado (1988) observaron que durante la fermentación de pozol tipo mestizo 

(con dos cocciones) realizado en su laboratorio, la cuenta total de microorganismos 

viables aumentó de J06 - J07 a 109 por gramo de muestra fresca (con 69% de humedad). 
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Después de 48 horas las bacterias Gram negativas prácticamente desaparecieron, las 

levaduras se estabiliz,aron en el nivel de 107 ufc/g y las bacterias lácticas (lactobacilos y 

estreptococos) iniciaron un ascenso que después de 60 horas llegó hasta J09/g. Estos 

cambios se asociaron a una disminución progresiva del pH de un valor inicial de 6.9 hasta 

3.8 después de 98 ~oras, junto con una importante elevación de ácido láctico, que llegó 

hasta 1.5 g/g de sólidos y con una notable elevación equivalente de la acidez titulable. 

Ramírez (1987) realizó aislamientos microbianos de pozoles de Yucatán, Campeche, 

Tabasco y Chiapas, encontrando durante los primeros 5 días de fermentación grupos 

bacterianos primero y después grupos fungales. Los grupos bacterianos incluían: 

bacterias Gram negativas, catalasa positivas; bacterias Gram positivas, catalasa negativas 

y bacterias móviles Gram negativas fijadoras de nitrógeno.' Nuraida (1988) caracterizó 

bacterias lácticas aisladas por Owens y Wacher en 1987 de pozoles de Chiapas. Las 

siguientes bacterias se aislaron en un intervalo de 6 días de fermentación: Leuconostoc 

spp., presente durante todo el tiempo de fermentación estudiado; Lactobacil/us spp. 

heterofermentativos y Streptococcus spp. en etapas tempranas y Lactobacil/us spp. 

homofermentativos en etapas tardías de la fermentación. Las especies aisladas fueron: 

Lactobaci/lus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Streplococcus (Lactococcus) lactis 

y Streptococcus (Lactococcus) ra.ffino/actis. 

Estas (Silva-Villarreal, 1984; Ramírez, 1987; Mozqueda-González y Escamilla-Hurtado, 

1988 y Nuraida, 1988) son evidencias directas de que el pozo) es fundamentalmente una 

fermentación láctica del maíz. También sugieren la naturaleza mixta de esta fermentación 

por la persistencia de mohos y levaduras a lo largo de dicho proceso. 

El trabajo de Mozqueda-González y Escamilla-Hurtado (1988) presenta datos que 

sugieren cierto antagonismo entre las bacterias lácticas y las Gram negativas, muchas de 

las cuales podrían ser enterobacterias. 
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Estudios químicos )' nytricionales. Durante la fermentación se desarrolla un sabor ácido y 

un aroma característico que le imparten a la bebida propiedades refrescantes. El pH de los 

granos es de 5. 7 y aumenta durante la nixtamalización a 7.5. La masa tiene un pH inicial 

de 6.8 y disminuye a 3.9 en el octavo día de fermentación. El contenido de humedad es 

de 30% (Ulloa, 197_4). 

Cravioto y col. (1955) analizaron el pozo! y los granos de maíz utilizados en su 

preparación, encontrando que el pozo! tiene mayor contenido de niacina, riboflavina, 

lisina y triptofano que el maíz. La concentración de proteína es mayor y ésta es de mejor 

calidad en el pozo! que en el maíz. Rarnírez (1987) detectó un aumento en las 

concentraciones de lisina, triptofano y niacina después de 1 O días de fermentación. 

Estudios en condiciones controladas. Rarnírez (1987) realizó fermentaciones de masa de 

nixtamal inoculada con cultivos puros y mixtos de Lactobacil/us sp., Agrobacterium 

azotophilum, Klebsiella pneumoniae, Candida tropicalis y Geotrichum candidum, en un 

fermentador adiabático. Determinó las curvas de evolución de calor durante la 

fermentación, encontrando que existen 3 velocidades de crecimiento secuenciales, que se 

interpretaron como una fermentación con procesos debidos a una sucesión fermentativa. 

Con los cultivos mixtos (que incluían las bacterias, mohos y levaduras mencionados 

anteriormente) y los bacterianos (cultivo mixto de A. azolophilum y Lactobacillus sp.) se 

obtuvieron cambios de acidez, presencia de aroma frutal y una textura esponjosa en las 

masas. 

El mismo autor inoculó masas esterilizadas con óxido de etileno con bacterias fijadoras de 

nitrógeno y un inóculo mixto. El efecto neto del inóculo mixto después de 10 días de 

fermentación fue la acidificación de la masa, la producción de un aroma frutal y el 

aumento en la concentración de la niacina; la calificación química no se modificó. Él 

concluyó que en las primeras 72 horas ocurre una fermentación láctica y posteriormente 
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se presenta una interrelación compleja de la microbiota que da como resultado la 

producción del aroma y sabor característicos del pozol. 

1.3 LAS BACTERIAS EN LOS ALIMENTOS FERMENTADOS DE ORIGEN 

VEGETAL 

1.3.l Ecología microbiana de plantas 

Cada tipo de organismo vegetal o sus derivados constituyen un ambiente único para el 

establecimiento de determinados grupos microbianos. Esto depende del tipo de 

microorganismos competidores, las sustancias antagonistas que se encuentren 

naturalmente presentes en el material de cultivo, el tipo, concentración y disponibilidad de 

nutrientes y los factores fisicos. La microbiota de las plantas se desarrolla en sus 

superficies y dentro de ésta predominan las bacterias Gram negativas y las Gram positivas 

esporuladas, incluyendo números bajos de mohos y levaduras. Durante Ja cosecha, al 

aumentar la disponibilidad de nutrientes, se incrementan los números de estos 

microorganismos. Las bacterias aerobias Gram negativas son reemplazadas por bacterias 

anaerobias o anaerobias facultativas Gram positivas de los géneros: Leuconostoc, 

Lactobacillus, Pediococcus, Baci//us y Clostridium (Daeschel y col., 1987). Así, se 

pueden encontrar como microbiota natural de las plantas a las bacterias lácticas, bacterias 

mesófilas aerobias y anaerobias, bacterias Gram negativas como las enterobacterias, los 

mohos y las levaduras. Es común entonces encontrar en Jos alimentos fermentados de 

origen vegetal a todos estos grupos microbianos. 

1.3.2 Bacterias lácticas 

Los números de bacterias lácticas en las plantas son normalmente muy pequeños y 

variables. Daeschel y col. (1987) reportan que en general oscilan entre 10 y 1,000 por 
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gramo, lo cual representa entre el 0.01 y 1 % del total de la población microbiana. En la 

producción de ensilados de maíz el número de bacterias lácticas en el material vegetal es 

de JOI a JOS ufc/g (Chunjian y col., 1992); la fermentación de atoles de cereales como el 

uji de Kenya inicia con cuentas de menos de 10 factobacilos por gramo en la harina de 

maíz utilizada (Ga~bi y col., 1983). 

Es común que los grupos que dominen (en cuanto a número) al inicio de la fermentación 

sean las enterobacterias u otros microorganismos aerobios, como es el caso de: los 

ensilados (Woolford, 1972), la fermentación de verduras, como la col agria y los 

pepinillos (Fleming, 1982), la de algunos panes agrios (Oura y col., 1982; Gashe, 1985) y 

algunos atoles fermentados (Gatumbi y col., 1983). 

De acuerdo con Daeschel y col. (1987), algunas especies de bacterias lácticas se 

encuentran frecuentemente en la mayoría de las plantas, que constituyen su hábitat 

natural. Dentro de éstas se encuentran los géneros Lactobacil/us (L. arabinosus, L. 

brevis, L. buchneri, L. casei, L. fermentum, L. plantarum), Leuconostoc (L. 

mesenteroides), Pediococcus (P. acidilactici, P. pentosaceus), Lactococcus (L. /actis) y 

Enterococcus (E.faeca/is, E.faecium). 

Las bacterias del género Leuconostoc predominan en las plantas (Daeschel y col., 1987) y 

es común encontrarlas en alimentos fermentados de origen vegetal. Leuconostoc 

mesenteroides, que no crece en la leche, se encuentra en los productos no lácteos, donde 

comúnmente actúa como iniciador de las fermentaciones. Se encuentra en los tubérculos 

de yuca, junto con otras bacterias del género Lactobacil/us (L. ce/lobiosi1s, i bre~is, L. 

coprophilus, L. plantarum), de tal manera que en las fermentaciones de yuca para 1a··. 

obtención de gari, fufa y la/un, aunque Lactobacil/us se encuentra en mayor número en 

los tubérculos, Leuconostoc inicia. la fermentación y posteriormente Lactobaci/lus 

predomina. Ambas bacterias son ,las principales productoras de ácido durante la 

fermentación y contribuyen a la producción del aroma típico de los productos (Okafor, 
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1977; Ngaba y Lee, 1979; Okafor y col., 1984; Onyekwere y col., 1989; Ofuya y 

Nnajiofor, 1989; Oyewole y Odwúa, 1990; Oyewole, 1990). 

Es bien conocida la importancia de Leuconostoc mesenteroides en la iniciación de Ja 

fermentación de verduras, como la col agria y los pepinillos, así como su poca tolerancia a 

la acidez, que resuJta en su reemplazo por cepas más resistentes, como Lactobaci//us 

p/antarum, que continúan produciendo ácidos (Fleming, 1982). 

En el kenkey de Ghana (masa ácida de maíz producida por fermentación sólida de granos 

de maíz previamente remojados y molidos) Leuconostoc predomina al principio de la 

fermentación, aunque también se han aislado cepas de Lactobaci//us (Christian y Nyako, 

1983). Por otra parte, Leuconostoc es el responsable de la acción leudante y acidificante 

en panes ácidos como el idli de la India, el puto de Filipinas y el enjero de Etiopía. En 

algunos de éstos aparecen Laciobaci//us y · Pediococcus en etapas tardías de la 

fermentación produciendo una acidez excesiva que tiende a reducir el volumen de la 

masa (Pederson, 1983). ~~:~ ~ ;~·~.~;·~ :/~< .:. 
o,--;:-,. 

En otros alimentos predom1.·nan 1a5 bacteria5 délgéne~(} Laciohaci//us, como es el caso de .-.· .. ,. '•'' .,, ·'··. ..· .. , ... ·-· . -- . . 

algunas masas agrias para p)'(¡d~cir ~~. '~~b;~ tddo d¿ centeri(i; ~u{ aunque se encuentren 
' ,· ·,": .. · - ~:-f ' <;> ".\' ::;:: ;•:i,, I, .,:- ' . 

Leuconostoc, Pediococciis.··;. Y/'. :iaclococcus/;. 'predominan·• los Lactobacillus 

heterofermentativo~;"¿o~o}L: br~~iS .• ·t;¡_.;~~!'1~.ntu~.;~~§ll~;atribÚye al primero la 
'• ·~·· ' 

producción de aroma, y!al. planlarum; que es horrioreimentativo, la elasticidad de la 

masa (Oura y col.)982): En la' ~~()<l~~~ión •de ~'.15·~~a~~as ~e centeno o de trigo se 

establecen una. levadura y. umi. b;{¿i~~~ iá~ilia • del~~~rierri~L*~i&b~'cillüs . .., Esta bacteria, 
' '·' '· . . . ' . '· _:. . . ; ' , -_, ;- . '· . -;,_ - . . - .... _,,' - - ,._,. ' --- -- ~--

para la que se ha s~gedddiel.noriib~~deLdc1bba~iÍlis.saAAd~cá~b1\tiene·.~n~ preferencia 

por la maltosa como ~e~te '~'~ ·~,~~º:~'. ~;:~~~ ~~~ l~ !~0a~iJ~ la;ti~rie ~o~ l~ ·glucosa, 
:~·' ... ·,'· ...... -·. '"Í: -~~·:_-~::·.F·'.-~,;~---c:·:. _.-. - ..--:·: ~, __ -<,·- - .. ~-._-

por lo que forman\IJºª asociáción ~stable (Wo~d}fo83),.:Eh.el og{de Nigeria, que se 
' , __ -, ••• - • ·-'· --.-.· • ,· -·, .·1 - "·'··- • - •• ,. - : -- • ,. •• ,/ •••• •• ,, • --

remojo de los grancis y oira desp~és. de. su moÚencla h6meda,ien forma de pasta), se 

encuentran varias especies de Lactobacillus.desde las etapas de remojo. Esta bacteria 
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predomina y es la responsable de la acidificación (Onyekwere y col., 1989; Banigo y col., 

1983). En la fermentación de una mezcla de maíz y agua para producir el uji de Kenya, se 

aislaron varias especies de Lactobacil/us (L. ce/lobiosus, L. buchneri, L. fermentum y L. 

plantarum, constituyendo este último el 72% dentro del género) y de Pediococcus (P. 

acidilactici, P. pent~saceus), pero no se aislaron Lactococcus ni Leuconostoc (Gatumbi y 

col., 1983). Durante 72 horas de fermentación natural del mawe, alimento de maíz de 

Benin y Togo, la mayor proporción de bacterias lácticas correspondió al género 

Lactobacil/us, predominando dentro de éstas las heterofermentativas obli~adas, y en 

particular L. fermentum (biotipo ce/lobiosus). Se aislaron además Lactococcus laclis, 

Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidi/actici y Leuconostoc mesenteroides, pero no 

se aisló Lactobacil/us plantarum (Hounhouigan y col., 1993). 

Bacterias lácticas amilolíticas. Las bacterias lácticas no tienen comúnmente la capacidad 

para hidrolizar el almidón. Las principales cepas amilolfticas reportadas son: 

Streptococcus bovis, Streptococ:us equinus, Lactobacil/us amylophilus, Lactobacillus 

amylovorus, Lactobacil/us acidophilus, Lactobacil/us cel/obiosus y Lactobaci/lus 

p/antarum (Giraud y col., 1993a). Velázquez-Corona y col. (1982) demostraron la 

existencia de bacterias lácticas amilolíticas en muestras de coles agrias y de una masa de 

pozo l. 

Lindgren y Refai (1984) aislaron cepas de Leuconosloc amilolíticas~de ensilados de __ 

pescado con cereales. La amilasa de una de las cepas tenia un pH óptimo de 5.8, estaba 
' .. ;,, .. -' 

unida a la célula y producía maltosa y glucosa en proporciones de entre 5:1·a6:( Sen y 
' , .. , '·¡' -, 

Chakrabarty (1984) aislaron una cepa con actividad a-amilasa de:desJ~rdlcios de 

verduras y la identificaron como Lactobacil/us cel/obiosus D-36. Su;crecirriiento y 
producción de la enzima fueron máximos al pH de 7 y a 37°C, y estirnJJacl~;~or ~I Ca2+. 

·. ·'.:<' . • 

La enzima fue purificada y mostró estabilidad en un intervalo de pH de 6.3 .a 7.9. y a 

temperaturas de hasta 50°C (Sen y Chakrabarty, 1986). 
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Nakamura (1981) aisló una cepa amilolítica de Lactobaci/lus de fermentaciones de 

desperdicios de maíz. La cepa fue identificada como Lactobacil/us amylovorus y 

reconocida como una especie nueva. Pompeyo y col. (1993) reportaron diferencias en las 

propiedades de las amilasas producidas por Lactobacil/us amy/ovorus y Lactobaci/lus 

amylophilus. L. amylovorus produjo la máxima actividad; su enzima fue estable a 

temperaturas más altas (50°C), comparada con L. amylophilus (40°C). La presencia de 

varios iones metálicos, como el Ca2+ y el Ba2+ estimularon la actividad de L. 

amylophilus, pero inhibieron la de L. amylovorus. Las actividades de ambas fueron 

óptimas a valores de pH entre 5 y 6 y en presencia de CaC03 , con maltosa para L. 

amylovorus y con sacarosa para L. amlylophilus. 

En un estudio sobre la digestión de almidón en pollos se aislaron 3 cepas de Lactobacillus 

del buche (Charnp y col., 1983). Dos de las cepas produjeron maltosa, maltotriosa y 

cantidades pequeñas de glucosa, y la otra maltosa, maltotriosa y carbohidratos mayores 

que la maltopentaosa, a partir de amilopectina. La actividad amilolítica de las 3 cepas era 

muy baja cuando crecían en presencia de glucosa como única fuente de carbohidratos y 

mejoraba en presencia de maltosa. 

De la fermentación de los tubérculos de yuca se aisló una cepa de Lactobaci/lus 

plantarum con actividad a-amilasa extracelular. Su cinética de crecimiento fue similar en 

almidón que en glucosa; la enzima se sintetizaba cuando la concentración de glucosa era 

menor de 6.7 gil, y su actividad fue tal que la hidrólisis de almidón no fue un factor 

limitante para el crecimiento, en un medio semidefinido (Giraud y col., 1991). Esta 

enzima fue caracterizada, encontrando que constaba de formas múltiples con actividad 

amilasa, con una principal a-amilasa de 50 kDa, con un pH óptimo de 5.5, temperatura 

óptima de 65°C y un Km de 2.38 gil usando almidón soluble como sustrato (Giraud y col., 

1993a). 

Se estudió el efecto de la inoculación de la cepa amilolítica de Lactobacillus p/antárum en·. · 
1·' . 

la pulpa de yuca, para la producción de gari (Giraud y col., l 993b). Hasta l;;s24 horas 
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de fermentación no se observaron diferencias en la acidificación de la yuca inoculada con 

la cepa amilolítica y la inoculada con otra cepa de Lactobacil/us plantarum no amilolítica; 

después de este tiempo se detuvo la producción de ácido en la segunda, mientras que en la 

primera continuó incrementándose, hasta alcanzar aproximadamente 50 g de ácido láctico 

por Kg de materia s_eca a las 72 horas de fermentación (comparada con aproximadamente 

40 g/Kg de la cepa no amilolítica). La inoculación masiva de estas cepas inhibió el 

desarrollo de Ja microbiota natural, al producirse cantidades mínimas de ácidos diferentes 

al láctico; mientras que en la fermentación natural, no inoculada, la acidificación fue más 

lenta (a las 72 horas de fermentación la concentración de ácido láctico fue de 

aproximadamente 27 g/Kg y a las 96 horas menos de 35) y se produjeron en forma 

simultánea los ácidos láctico y acético, con trazas de propiónico, butírico y etanol. 

En contraste, Mercier y col. (1992), en una fermentación de maíz machacado inoculado 

con Lactobacillus amylophilus, con control de pH por adición de hidróxido de amonio, 

obtuvieron 30 g/I de ácido láctico a las 72 horas de fermentación. Concluyeron que las 

posibles razones de la baja velocidad de biosíntesis de ácido láctico eran la viscosidad alta 

del medio, que limitaba la velocidad de la transferencia de masa, así como las limitaciones 

impuestas por el paso de hidrólisis del sustrato y la naturaleza incompleta del medio, ya 

que se usó maíz sin suplementar. 

1.3.3 Enterobacterias 

Es común la presencia de enterobacterias al inicio de fermentaciones en las que interviene 

una microbiota mixta. Dentro de las más estudiadas se encuentran las de verduras, donde 

participan en las etapas de iniciación y se consideran indeseables, por producir gas y 

ablandamiento por actividad pectinolítica. En materiales para ensilaje se encuentran en 

números mayores a los de las,b~éterias lácticas. Heron y col. (1993) consideran su 
- ·'· . ,. -:.· 

presencia en pastos para ensilajei~des~able, por competir con las bacterias por nutrientes 
- . . . . . . -

y por ser productoras de endotoxi~as y de amoniaco. Estos autores aislaron especies 
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productoras de butanodiol, por lo que utilizaban azúcares fermentables sin contribuir a la 

producción de acidez. 

Sin embargo, la mayor razón para considerar corno indeseable al grupo de las 

enterobacterias en los alimentos fermentados es que dentro de él se incluyen 

microorganismos patógenos, causantes de enfermedades gastrointestinales, como 

Salmonella, Shigella, algunas cepas de Escherichia coli y de Yersinia enterocolitica. 

Del obiolor, bebida no alcohólica de mijo de Nigeria, se aisló Enterobacter, 

preswniblemente por contaminación del suelo (Achi,.1990); del ogi se aisló Enterobacter 

c/oacae (Onyek.were y col., 1989); del fu/u, producido a partir de yuca, se aisló Klebsiel/a 

sp., cuya participación en la fermentación es importante, ya que se demostró que 

contribuía en el ablandamiento del tubérculo (Oyewole, 1990). En el uji se encontraron 

colifonnes al principio de la fermentación (Gatumbi y col., 1983) y en el kenkey bacterias 

Gram negativas (Christian y Nyako, 1983). Del enjera se aislaron al inicio de la 

fermentación Enterobacter sp., E. coli, Klebsiella sp., Proteus sp. y Citrobacter sp. 

(Gashe, 1985). Este autor considera que dicho grupo de bacterias es necesario para iniciar 

la fermentación y promover el crecimiento de las bacterias lácticas, al disminuir el pH de 

la masa de 6.6 a 5.8. En la fermentación espontánea para la producción de masas agrias 
r 

se encuentran enterobacterias pertenecientes al grupo coli-aerogenes, productores de gas y 

se considera que provienen de la microbiota natural de la harina (Oura y col., 1982; 

Wood, 1983}. 

Durante la fermentación del tempeh se ha considerado la importancia de Klebsiella 

pneumoniae, por ser productora de vitamina 812, de la que se encuentran deficiencias en 

dietas basadas en alimentos de origen vegetal (Steinkraus, 1983). Recientemente se 

reportó que la enterobacteria Citrobacter freundii, que también se aisló del pozo! en este 

estudio, era la mejor productora de esta vitamina en el tempeh, y que la cantidad 

producida era tres veces mayor en presencia de Rhizopus o/igosporus, el moho cuya 
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acción bioquímica imparte las características típicas de este alimento (Keuth y Bisping, 

1993). 

Salinas y Herrera (1974) aislaron del pozol Aerobacter aerogenes (Klebsiella 

pneumoniae), capaz de fijar el nitrógeno atmosférico. A esta bacteria, junto con 

Agrobacterium azo_tophilum, se le ha atribuido una participación importante en el 

aumento en la concentración de proteína durante la fermentación de este alimento 

(Taboada y col., 1975; Leal y col., 1987) 

1.3.4 Bacillus 

Las bacterias del género Bacillus son importantes en la fermentación de alimentos a base 

de granos con un contenido alto de proteína, como las legwninosas. Tal es el caso del 

natto japonés, en cuya fermentación es esencial Bacillus natlo, el cual degrada la proteína 

de la soya (Hayashi y col, 1983). También es común que estas bacterias se encuentren 

asociadas con la fermentación de cereales, proveniendo probablemente de los granos o 

como contaminación del aire. 

Achi (1990) aisló cepas de Baci//us del obio/or, bebida de mijo consumida en Nigeria, y 

debido a que fueron cepas amilolíticas, se supuso que estimulaban el crecimiento de las 

bacterias lácticas al hidrolizar el almidón de los granos. Por otra parte, Nanson y Fields 

(1982) encontraron que un cultivo mixto de Bacil/us subtilis, Bacil/us cereus y 

Pseudomonas ma/tophilia aumentaba en forma significativa el valor nutritivo relativo de 

un atole de maíz fermentado, con respecto al maíz no fermentado. 

En la yuca se ha demostrado que Baci//us juega un papel importante en el ablandamiento 

de los tubérculos, probablemente por su actividad celulolítica, y por la producción del 

aroma típico durante la fermentación del.fofa (Oyewole y Odunfa, 1990). 

Estas bacterias podrían jugar un papel importante en la fermentación, pero dentro de este 

género existe una especie patógena, Bacil/us cereus, capaz de producir toxinas que causan 

problemas gastrointestinales en humanos. Además de Bacillus cereus, otras especies de 
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este género (B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus) han sido reportadas como patógenas 

(Kramer y Gilbert, 1989). 

1.4 CULTIVOS MIXTOS 

Hesseltine (1992) seiiala que los procesos que involucran cultivos mixtos ofrecen una 

serie de ventajas sobre las fermentaciones convencionales de cultivos únicos. Dentro de 

éstas se encuentra la posibilidad de obtener mejores rendimientos de productos; 

velocidades de crecimiento mayores al proveer un microorganismo factores esenciales 

para el crecimiento de otros; la posibilidad de llevar a cabo transformaciones del sustrato 

en etapas múltiples; la posible garantía de formar asociaciones microbianas estables, de 

manera que aún cuando los alimentos sean preparados por individuos sin entrenamiento, 

el sistema regula la presencia al final de la fermentación de las mismas mezclas de 

microorganismos, aún después de años de resiembras. 

Es común que los integrantes de un cultivo mixto se complementen entre sí y trabajen 

juntos para excluir microorganismos indeseables produciendo sustancias antimicrobianas 

o modificando el sustrato. De esta manera, los cultivos mixtos ofrecen protección contra 

contaminaciones, incluyendo infecciones por fagos, ya que poseen una base genética más 

amplia de resistencia a los mismos (si se infecta una cepa, las demás la reemplazan y la 

fermentación continúa). 

El sustrato en los alimentos fermentados generalmente es una mezcla compleja de 

carbohidratos, proteínas, grasas y otros compuestos, y los cultivos mixtos, al. re.úriirº un 

amplio espectro de actividades enzimáticas, pueden atacar una mayor variedad de 

sustratos, de la misma manera como podrían destruir compuestos incl:~~ables tóxicos o 

nocivos para el consumidor, humano o animal. 

Estos cultivos presentan también desventajas: su estudio científico es dificil, así como la 

detección de contaminantes, la producción d.e cada uno de sus componentes por separado, 
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y el control del balance óptimo entre sus integrantes, si se pretende producirlos mediante 

la adición intencionada de inóculos, etc. 

Es común que las fermentaciones naturales inicien con una microbiota muy variada, y los 

factores que determinan si algún grupo microbiano predomina pueden incluir la carga 

microbiana inicial, _el tipo de nutrientes disponibles, las velocidades de crecimiento de 

ciertas especies, así como las condiciones fisicas y químicas de la fermentación (Daeschel 

y col., 1987). Así, Viruegra-Gonz.ález y Gómez (1984) observan que la mayoría de las 

fermentaciones espontáneas de materiales comestibles son alcohólicas o lácticas y que el 

tipo de proceso depende de la naturaleza de la materia prima: la mayoría de los sustratos 

de las fermentaciones alcohólicas contienen concentraciones de azúcares relativamente 

altas y niveles bajos de proteína, lo cual parece coincidir con valores de la relación 

carbono/nitrógeno mayores de 30, mientras que en las lácticas esta relación es menor de 

30. 

Muñoz-González y Viniegra-Gonz.ález (1981) demostraron que la sucesión entre 

Lactobacil/us casei y Azotobacter chroococcum era capaz de aumentar la eficiencia' de 

fija,ción de nitrógeno con respecto al cultivo de Azotobacter chroococcum aislado. Estas 

observaciones sugieren la posible existencia de sinergismos entre las bacterias lácticas y 

las fijadoras de nitrógeno. 

1.4.1 Eliminación de microorganismos contaminantes en fermentaciones lácticas 

Una de las características de las fermentaciones con cultivos mixtos es la eliminación de 

microorganismos contaminantes y esto es especialmente notorio en el caso de ·las 

fermentaciones lácticas. 

En_ la fermentación del gari se obtuvieron cuentas de Leuconostoc de 1 os ufc/g en un día. 

Éstas se incrementaron a 109 en 4 días y se mantuvieron hasta el sexto día 'é!e 

fermentación. El otro grupo predominante de bacterias al i!licio de este proceso fue 
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Alcaligenes, el cual fue eliminado al segundo día, cuando se había alcanzado un valor de 

pH de 4.5 (Onyekwere y col., 1989). 

En fermentaciones donde las bacterias lácticas se desarrollan más lentamente, se reporta 

su predominio, con la desaparición de otro tipo de bacterias. Ofuya y Nnajiofor (1989) 

reportan una cuenta_ de bacterias, incluyendo Lactobacillus y Alcaligenes, de 2 x 1Q4 ufc/g 

al inicio de la fermentación natural de pulpa de yuca rallada. A las 24 horas de 

fermentación la cuenta bacteriana había incrementado a 6 x 105 e incluía Leuconostoc, 

Streptococcus, Bacil/us y Lactobacillus. A partir de las 48 horas las únicas bacterias 

encontradas fueron Lactobacillus, Leuconostoc y Streptococcus, en un número de 6.9 x 

1Q6 ufc/g. Además de las bacterias, se encontraban mohos y levaduras. En la 

fermentación de los tubérculos de yuca, durante su remojo para la obtención de fufa 

(Okafor y col., 1984), las cuentas iniciales de bacterias lácticas en el agua de remojo 

fueron más bajas: aproximadamente 102 ufc/ml de Leuconostoc y 32 ufc/ml de 

Lactobacillus. Ambos alcanzaron cuentas máximas de aproximadamente 1 os ufc/ml hasta 

los 3 y 4 días de fermentación respectivamente. También se encontraron bacterias de los 

géneros Bacil/us y Klebsiella al principio de la fermentación en números similares a los 

de las bacterias lácticas. Éstas crecieron hasta el segundo día, alcanzando números 

similares a los de las bacterias lácticas, pero a partir de este tiempo sus cuentas 

disminuyeron hasta desaparecer por completo después del tercer día. 

Durante la fermentación sólida del maíz para la obtención del kenkey, Christian y Nyako 

(1983) reportan que las bacterias Gram negativas, catalasa positivas que se encuentran al 

inicio no se desarrollan apreciablemente y sus números disminuyen, de manera que al 

segundo día de fermentación ya no se detectan. La presencia de cocos Gram positivos, 

catalasa negativos (presumiblemente Leuconostoc) es evidente a partir de las 9 horas; al 

multiplicarse rápidamente, alcanzan un máximo entre las 24 y las 36 horas de 

fermentación y posteriormente las cuentas decrecen hasta el cuarto día de fermentación 

(Christian y Nyako, 1983). Halm y col. (1993), en un estudio sobre la sucesión de 
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micropoblaciones de este mismo alimento, informan que existe una selección hacia el 

dominio de las bacterias lácticas. 

Tal vez el efecto más drástico de eliminación de contaminantes en la fermentación de 

alimentos a base de cereales, o de granos con un contenido alto de almidón, se observa en 

la producción de m~as para la obtención de panes agrios. Al irúcio de la fermentación se 

encuentra una microbiota muy variada, proveniente de los granos a partir de los cuales se 

prepara; sin embargo, los contaminantes aerobios, cuyas cuentas se pueden reducir 

mediante un lavado cuidadoso de los ingredientes, desaparecen rápidamente. Cuentas 

irúciales de aproximadamente 1 o4 ufc/g de pasta desaparecen a las 4 horas de 

fermentación, cuando el valor de pH es de 6.2 en el idli. Por su parte, cuentas iniciales de 

bacterias aerobias de aproximadamente l 06 ufc/g de arroz desaparecen del puto a las 6 

horas de fermentación. De esta manera, en los panes como el idli y el puto, al momento de 

cocer la pasta se encuentran únicamente Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus 

faecalis en números significativos; con una pequeña población de levaduras que 

contribuye en la acción leudante (Ramakrishnan y col., 1983; Sánchez y col., 1983). 

Gashe (1985) también ha observado un predominio de bacterias lácticas después de 30 

horas de fermentación durante la fermentación de la masa para producir ~I p~ ~cido te/, 
.· .. ·_ . -

pero considera que el crecimiento de las en tero bacterias durante las primeras •.. 1 S horas de 

fermentación promueve el crecimiento de las bacterias lácticas al disminuir el pH. ··En la 

fermentación de masas agrias para producir los panes ácidos horneados del tipo del pan · 

ácido de San Francisco, desaparece la flora acompañante para quedar únicamente 

bacterias lácticas y levaduras (Wood, 1983 ). 

1.4.2 Seguridad microbiológica de alimentos fermentados 

Las infecciones intestinales bacterianas y la diarrea infantil son endémicas en· muchos 

países en vías de desarrollo, incluyendo México (Cravioto y col., 1988; .Barrell y 

Rowland, 1979; Casalino y col., 1988). Los alimentos fermentados ácidos, como el pozo! 
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y otros similares, como el kenkey y el koko de Ghana (Muller, 1970; Andah y Muller, 

1973), y otros atoles y cervezas que se consumen en mayor escala (Muller, 1970; 

Haggblade y Holzapfel, 1989; Holzapfel, 1989) pueden jugar un papel importante para 

contrarrestar estas infecciones, si es que la fermentación ácida reduce la población de 

enteropatógenos qu~ están presentes en el alimento. 

El bajo valor de pH y la presencia de ácidos producidos durante la fermentación provocan 

que estos alimentos sean menos susceptibles a contaminaciones por bacterias patógenas 

que otros alimentos similares no fermentados (Mensah y col., 1988; Girma y col., 1989; 

Nout y col., l 989a; Mensah y col., 1990). En condiciones de higiene deficiente, estos 

productos son por lo tanto sustitutos de alimentos de destete más seguros que los basados 

en la leche de animales domésticos. 

Para considerar tales aplicaciones, sin embargo, es esencial evitar en lo posible la 

contaminación de estos alimentos con las bacterias dafiinas. Los métodos de preparación 

casera tradicional resultan en productos con niveles altos de bacterias de origen fecal y 

otras (Caparelli y Mata, 1975; Mensah y col., 1990), que ~a ferr1le1rt~ciÓn ácida puede no 

eliminar totalmente (Mensah y col., 1988, 1990). 

Una de las características más importantes de lo~· ali~i~tcl~i::~~t~~os es que durante su 
< , - ·.,,... ' ' •• ; '.: ' ~-. ''-~· •• -- ·' -

deberse ya sea a la competencia por los nutrientes,'qUe' son .~orisi.unidos. preferentemente 
• . ·.: ·~· ' :· ... , e'.,... :' ;. ,;, ,.","'·''· .: . ' .. ' .. 

por los microorganismos que lle~ari a. ci~'í,éi '1ar~~~~t~gjó~; al \~r~cer ~n forma masiva, o a 

la producción de sustancias antimicrobillllil • ~¿~~~ á~idis i~gárucos, baci~riocinas u otras 
. -- - - "--- --··e-~'-- . . - . ,,-· . __ ,__- "'--;:°'---·--- - - - -

- --7 -- -=:~--:--- -o; ~~ 

sustancias inhibidoras. Así, durante fa elá~~ráción,d~ 9ues.os;'Ia5 enterobacterias de los 

géneros Salmone/la, Shige/la, Yersinia y-ii~i,i~rJ~ht~:>1r~~~~tes:~e1{la le~he por malas. 

prácticas higiénicas, después de increrr;-~h~::;suit n~é~o's Úge~erit~ durante la 
-~.-e·--.. :·. ·-,~~ ~----~-.-

formación de la cuajada, desaparecen completamente diírante la'mádÚráción:del queso, 
,-:-.- - _,, . ' ·' .. - · .... 

cuando se alcanzan valores mínimos de pH.de ;(~·~ Úí (Torn~dijó; col.; i 993).· 
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Nout (1992) estableció que con una combinación de condiciones, como valores bajos de 

pH en el alimento, menores de 4.5 o preferentemente menores de 4.0, y concentraciones 

de 1 a 1.5% de ácidos láctico y acético, es posible inhibir el crecimiento de las familias 

Bacillaceae, Micrococcaceae y Enterobacteriaceae en alimento~,,fe~~1it~~ot. Lorri y 
. ·.' ··~·,:,. . ' ·•·.. . 

Svanberg (1992) i:ncontraron que varias cepas de bacterias :patÓg~nas que causan 

comúnmente diarreas en países en desarrollo, como_·Escherichi~'.coli,el1tero_ toxígena 
. ·-·;. ;·: ' ·,-..' .. ·_ •'"·. 

(ETEC), Campy/obacter, Shige/la y Salmonella, se WubífuJ:!'U~rt~Íiie~te_:~ s~r inoculadas 

en atoles de cereales fermentados de Tanz.ania. Adem~;:~¡/~:~~tÜdioe;lderniológico 
sobre la pre~alencia de diarreas en dos tribus difereiitescl~:f~'riii~riíi~~gió;, se observaron 

más episodios de diarrea en la que consumía el atole'~~~fe~eriiadb ~~~·en la que lo 

consumía fermentado. Simango y Rukure (1992~\~~fü~gk'ii'~ie~~len~ili cÍe ba~terias 
patógenas al inocularlas en mahewu,. una pa~K1J;''.~g~~··d~,~~í}.:'. ~i~ü~a.s,/c~~o 
Aeromonas, Campylobacter y Salmonella, se iclii~íaii:rá~i~·~:~Üt~;=~¡t~'5e'{ci~ttic~ad;¡g a 

los 10 minutos, 20 minutos y 4 hÓraS respectii~e~i~,;~¡spúés -~i,;fa~-;·n~cJ1aciÓn; 
~ :.:.::': ~'~~· " ·,-:;_,,,,. f ... _, _--.- '. 

Shigel/a y Escherichia co/i mostraron maycirresisteni:ia,peid 11Ó.sedet_ectarÓn'despüés\le 

24 horas, mientras que ninguna fue inlÍi~id~'aJ, ~~i' lm~~~lid~~~ la pa;;Í1~·rio,,i~~~·lltáda. 
Cuando se inocularon simu1tfu:eaml:rit~·.::n.·~u1~ivo 1á6~i6~ ;it;~{1:~:;rod~¿c¡~~·~e~iyi y 

Staphyloco~cus aureus, Salmonella rjiphimur}'u,i{E~;chérf~hii/!Oifr~nterop~tÓgena y 
. ' .. '·.~] .·' .¡.· __ , ;' .··. -; 

Shigella dysenteriae en suspensiones de maíz; ~e obserVóé'que dlÍrante las primeras 5 
·,_.,;..-:·,·•' 'P' '',-", ,.: '. ,,,_, .·.·~,, .:•_•_, 

horas de fermentación a 25°é los p~tÓ~e'~Ós ~r~~ie'i611Jligéramente o sus números se 
--,.-·'- :~. -:;-;:-- ......:....__._..=._;:; ·CyJ-=:;=;:~n~"-;;-t-·-'-oC:; •-------· --- - -- ---

mantuvieron constantes y después de /ese'. tierrípÓ ; sé ~iedujeron drásticamente desde 
: ' . --~ . ( . . . . . . ' ' . ¡ -" .'· ~ . < ·,· • 

aproximadamente 1 os hasta l Q3 /¡ of ~fcl~ éri:3Q h~;as de fermentación. El pH h~bía 
,·-··.<:" '·/,. :'··''-, 

disminuido de 5 a 3.5 en las primerasS horas y a 3 en 20 horas (Mbugua y Njenga, 1992). 

Por otra parte, Mensah y col. (1990), en un est~dio,en el que examinaron bacterias Gram 
: :--· 

negativas en muestras de alimentós de destete de maíz fermentados y no fermentados, 

preparados por madres de un ~ueblo. ~e Ghall~, ~ncontraron que los 'niveles de: estas 
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bacterias eran significativamente mayores en las papillas no fermentadas que en las 

fermentadas. 

Las bacterias lácticas ejercen actividad antimicrobiana mediante la producción de ácidos 

orgánicos como el láctico y el acético, de bacteriocinas, de diacetilo y de peróxido de 

hidrógeno (Daesche_I, 1989). Se ha enfatizado en la importancia de los ácidos orgánicos 

en la inhibición de enterobacterias en alimentos fermentados. Los ácidos orgánicos actúan 

como inhibidores de microorganismos dependiendo de su concentración, de su capacidad 

para entrar a la célula y de la capacidad de las células para metabolizarlos (Cherrington y 

col., 1991). 

Nout (1992) considera que para lograr las condiciones propicias de acidificación se debe 

contar con un proceso de fermentación adecuado, de los tipos de ingredientes, de la 

capacidad amortiguadora del sustrato, de su contenido de materia seca, y del tiempo y de 

la temperatura de fermentación. Yusof y col. (1993) encontraron que un alimento de 

arroz prefermentado con una cepa de Lactococcus lactis presentaba actividad bactericida 

hacia bacterias patógenas. A pesar de que la bacteria producía cÓncentraciones grandes de 

nisina, toda la acción antimicrobiana se atribuyó a la producción de acidez únicamente. 

Además, se detectó una inhibición potencialmente útil .. sollllJ1ente cuando la bacteria 

láctica presentaba una superioridad numérica grande (::> 1os:1): con respecto al patógeno. 
. .':,. ¡·,:-:. ,.<'"., .. <:, . 

Sin embargo, Lorri y Svanberg (1992) reportaron una:Üiayor inhibición hacia bacterias 

patógenas en atoles fermentados, o sea durante la acción de .células viables, que cuando 

éstos se acidificaron artificialmente, sugiriendo .·. t~Ya~·ci¿~ de otros . compuestos 

antimicrobianos además de los ácidos orgánicos. :· ~· • > ;·\ ··.: 

Escherichia co/i enteropatógena, per~ aÍ~~iii; ~~p~ ~~ Írillibie;cin ·c~~cl~:~i .. •prÓceso de 

fermentación se había establecido.· .· Co~~l·~;~i'~rl 'qu~ ~~·te\ ~fect()''Ji:ti~icr~biario, que 

disminuía al cocer el alimento fermentado: n'~ se debía al pH per s~ y qGe la disminución 
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del efecto antimicrobiano podía deberse a la pérdida de ácidos volátiles, como el acético, 

o de sustancias antimicrobianas termolábiles, como antibióticos o bactcriocinas. 

McDonald y col. (1991) estudiaron el efecto de la adición de ácido acético en la reducción 

de enterobacterias presentes naturalmente durante la fermentación de pepinillos en 

salmuera. Encontr~on que cuando no se acidificó la salmuera, mientras los números de 

enterobacterias permanecían constantes en ella, se incrementaban en el centro de los 

pepinillos y sólo después de 3 días se redujeron. Cuando se acidificó la salmuera, 

mientras el pH de ésta era de 3 .1 al principio de la fermentación, el de los pepinillos era 

de 5.17; a los 3 días de fermentación el de la salmuera era de 3.62 y el de los pepinillos de 

3.77. En ese tiempo, los números de enterobacterias en la salmuera se habían reducido 

drásticamente, mientras que en los pepinillos habían disminuido más lentamente; y al 

quinto día de fermentación, cuando los valores de pH en ambos eran similares (3.42, 

3.41), no se detectaron enterobacterias. Los autores atribuyeron estos cambios a la 

modificación de los dos ambientes debido a la difusión de nutrientes del pepinillo (con 

condiciones iniciales favorables para el crecimiento microbiano) a la salm~era (con 

condiciones iniciales dificiles para el crecimiento microbiano) y, en el caso de. la adición 

de ácido, a la difusión, en sentido contrario, de una susumcia antimicrol>iiiria/.< 
:\-:-'_--·;;;s·'.:;;o-.c.·::-.:·, Y""'" 

Óstling y Lindgren (1993) estudiaron el efe~tC>icliÍ
1

bit~no 1cl~
1

lo~~cícld~úá"~ti6C>,·~C:éÚco y 

fórmico en entero bacterias, corroborand~ ~u~ este ~'~ci~ · i~~ g~b~·ij)~~~i~~lm~~te a.· fa 
y: ~·. ,}~,>'· . ,. -, ! _.':'.-. :·;:,. . '. ·, ';·. ''.·-· 

forma no disociada de los ácidos, si~n~?. el : áci~o::cfónnii:o \ef?:de'0 m~yÓr poder 

antimicrobiano. Confirmaron que est~~g'ri;J,ci itli'br~b¡;;()'~o·:¿;~~i~iilgerife resistente· 

a la acción de los ácidos orgánicos, ya\¡ue' se i~bl~; J2~ Ji~~,I~~:·\ O ,veces 
1

:enores de los 

ácidos estudiados que los mohos, las ;~:v~d:~:~,I~ bifü~~ láctica5. Concluyeron que 

los niveles de ácidos no disociados p~~s~Üt~s~e~'16~·~~~ilados cleben ser suficientes para 

evitar totalmente el crecimiento de I~ ~h~é~o~~cl~riii'.s /que é~tas pueden desarrollarse en 

los mismos cuando la producción d~ 1 á~iclo; e~ limi~ada en las primeras etapas de la 

fermentación, o por degradación de. los ácidos producidos (cuando existe deterioro 
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aeróbico) o por la heterogeneidad en la distribución de los ácidos en el material en 

fermentación, aún cuando la cantidad total de ácido producido sea alta. 

Mediante estas observaciones se ha llegado a concluir que los alimentos fermentados, al 

suprimir el crecimiento de bacterias patógenas, son seguros desde el punto de vista 

microbiológico. Al. no ser fuente de infecciones, podrían ser usados como alimentos de 

destete en regiones donde imperen condiciones higiénicas desfavorables y de esta manera 

reducir las enfermedades diarreicas en niños, que contribuyen fuertemente en las altas 

tasas de mortalidad y morbilidad infantil en paises en desarrollo. 

1.4.3 Desarrollo de cultivos iniciadores para alimentos fermentados tradicionales 

Aunque en las fermentaciones naturales en las que intervienen cultivos mixtos tienden a 

predominar los microorganismos deseables y a inhibirse los de descomposición y los 

patógenos, la calidad de los productos obtenidos no siempre es la misma. La inoculación 

masiva con cepas seleccionadas permite en estos casos estandarizar la calidad de los 

alimentos al orientar la fermentación hacia la obtención de las caracteristicas deseadas. 

Ofuya y Nnajiofor (1989) desarrollaron un cultivo iniciador para la producción de gari, el 

cual propagaron y mantuvieron en gránulos de coco en suspensión. Con éste obtuvieron 

un producto de calidad aceptable y símil~ al del obtenido por fermentación natural. 

Okafor ~ col. (1984) determinaron cuále~;,,eran los microorganismos responsables del 

ablandamiento de los tubérculos de yuca durante su fermentación para la producción de 

foo-foo, mediante estudios en los que usaron cultivos puros y mixtos de cepas aisladas de 

la fermentación natural. Con una combinación de leuconostoc y lactobacil/us spp. se 

producía el mayor descenso de pH; las cepas de Bacillus y de Corynebacierium ;pp. · er~ 
las responsables del ablandamiento de los tubérculos, y ~a n:ie:zcl~ de ~adill~s . . ;.,., ·~;'/', 

leuconostoc y lactobaci/lus producían el aroma característico dél J>l°odU:cteí. > e • .•. 

Durante la industrialización del mageu, bebida ácida de maíz d:l ·~U:r:de %~e:a'(Hol~pfel, 
1989), se concluyó que la acidificación espontánea no era confiable debido a su le~iitud,a 
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que procedía de manera irregular y en ocasiones permitía el desarrollo de 

microorganismos que causaban fermentaciones indeseables que podían provocar la 

descomposición del producto. Se encontró que el microorganismo esencial o típico de 

la fennentación era Lactobacillus delbrueckii, y en la producción comercial de esta bebida 

se usa como iniciad~r un cultivo heterogénero de Lactobacillus terrnótilo. 

Las fermentaciones tradicionales del maíz han sido ampliamente estudiadas en África 

(Achi, 1990; Akinrele, 1970; Andah y Muller, 1973; Banigo y col., 1983; Barre) y 

Rowland, 1979; Christian y Nyako, 1983; Gashe, 1985; Gatumbi y col., 1983; Giraud y 

col., 1993b; Haggblade y Holzapfel, 1989; Halm y col., 1993; Hounhouigan y col., 1993; 

Lorri y Svandverg, 1992; Mbugua y Njenga, 1992; Mensah y col., 1988; Muller, 1970; 

Ngaba y Lee, 1979; Nout y col., 1989a; Ofuya y Nnajiofor, 1989; Ogunsua y col., 1983; 

Okafor, 1977; Onyekwere y col., 1989; Oyewole y Odunfa, 1990) encontrándose que 

producen efectos benéficos, tales como: mejorar la calidad sanitaria del alimento, 

aumentar la concentración de vitaminas y aminoácidos esenciales y mejorar su textura, 

aroma y digestibilidad y se ha llegado en muchos casos a la industrialización del 

producto. Este tipo de alimentos ha sido estudiado en menor escala en México (Ulloa y 

col., 1987; Lappe y Ulloa, 1989; Escamilla-Hurtado y Mozqueda-González, 1992; 

Escamilla-Hurtado y col., l 993a; Escamilla-Hurtado y col., l 993b; Leal y col., 1987; 

Álvarez y Leal, 1993; Loaeza y Wacher, 1993). 

A pesar de que el pozo! ha sido estudiado desde hace tiempo (Cravioto y col., 1955; Cruz 

y Ulloa, 1973; Ulloa y Herrera, 1976-1982; Ulloa y col., 1983; Silva-Villarreal, 1984; 

Mozqueda-González y Escamilla-Hurtado, 1988; Ramírez, 1987; Nuraida, 1988), se 

desconocen aspectos importantes de su bacteriología, no se ha determinado de qué manera 

influye en la calidad del producto el uso sui generis de la cal para elaborar el nixtamal, ni 

el posible efecto de las variantes de su proceso en las zonas rurales. Por lo tanto, en esta 

tesis se proponen los objetivos que se desglosan en el siguiente capítulo. 
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Capítulo2 

OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO G_ENERAL: 

Profundizar en el conocimiento sobre Ja microbiología del pozo), fundamentalmente en Jo 

relacionado a su bacteriología y a Ja influencia que tienen las variantes técnicas del 

proceso en relación con Ja calidad microbiológica del producto. 

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Conocer con detalle el método de elaboración de pozo! y determinar la variabilidad en 

el mismo, en la zona Altos de Chiapas. 

2. Caracterizar los microorganismos (en especial las bacterias) relacionados con la 

fermentación del pozo!, presentes en muestras recolectadas en regiones productoras y a 

partir de muestras en las distintas etapas de las variantes del proceso. 

3. Identificar las fuentes de inóculo natural en el proceso de elaboración de Ja masa de 

nixtamal para la producción de pozo! para plantear posibles mejoras sanitarias del 

proceso. 

4. Estudiar el desarrollo de los diferentes grupos microbianos durante la fermentación de 

la masa y sus posibles implicaciones sobre la calidad sanitaria del producto. 
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S. Disponer de un modelo experimental de la fermentación del pozol que permita simular 

en el laboratorio la dinámica del proceso, así como la participación de microorganismos 

aislados en la fermentación y el efecto del uso sui generis de la cal en este alimento. 
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Capítulo3 

MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES 

3.1 ANÁLISIS Ml.CROBIOLÓGICOS 

3.1.1 Cuenta viable de bacterias lácticas 

Se depositaron por duplicado 1 mi de las diluciones apropiadas de las muestras en cajas 

Petri, se les agregó Agar MRS (Oxoid CM361) y, una vez solidificadas, se cubrieron con 

una capa del mismo medio estéril. Se incubaron aeróbicamente a 28°C durante 4 días. Se 

seleccionaron algunas colonias para realizar la tinción de Gram (la cual debe ser positiva) 

y Ja prueba de catalasa (que debe ser negativa) para confirmar que fueran bacterias 

lácticas. 

Para las muestras de masas de Tapachula se siguió el mismo procedimiento, pero se 

inocularon 0.1 mi de las diluciones sobre placas del medio preparado y se incubaron a 

temperatura ambiente (28-31°C). 

3.1.2 Cuenta viable de bacterias mesófilas no lácticas 

Se prepararon placas de Agar para Cuenta en Placa (ACP, Merck 5463); se depositaron 

sobre su supreficie 0.1 mi de las diluciones apropiadas, se extendieron con várilla de 

vidrio flameada y enfriada y se incubaron a 28°C durante 2 días. La temperatura· de 

incubación de las placas inoculadas en Tapachula fue la del ambiente (28-31°C). 

El medio de ACP permite el crecimiento de una gran diversidad de bacterias. No.se le 

añaden carbohidratos (además de los que contienen los ingredientes), por lo que los 

microorganismos fermentadores obligados, como las bacterias lácticas, crecen muy poco 
,,. ' 

y producen colonias muy pequeñas. Debido a esto, si se excluye a este grupo de 

bacterias, la cuenta en este medio se consideró como bacterias mesófilas no lácticas: Se 
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realiz.aron cuentas de las colonias mayores de 1 mm de diámetro, y para confirmar que no 

fueran bacterias lácticas se realizó la prueba de la catalasa (la cual debía ser positiva) a 

una muestra representativa de ellas. 

3.1.3 Cuenta viable de enterobacterias 

Se enumeraron inoculando por duplicado con el método de vertido, usando el medio Agar 

Bilis Rojo Violeta Glucosa (ABRVG)(Oxoid CM48S). Una vez solidific~dó (o!ln~edio, se 

cubrió con una capa del mismo medio estéril y se incubaron a 28°C durante To 2 días~ Se 

contaron las colonias rojas rodeadas de un precipitado rojo. La temperatuni·de Í:~cubación 
de las placas inoculadas en Tapachula fue la del ambiente (28-31°C). 

3.1.4 Cuenta viable de mohos y levaduras 

Experimentos en San Cristóbal de las Casas: Se enumeraron los mohos y las levaduras 

sobre la superficie de placas de Agar Papa Dextrosa acidificado (APD, Mer~k 10130; el 

pH se ajustó a 3.5 añadiendo 1.4 mi de una solución esiérllde ácido ta~árÍ~o~l.10%. (p/v) 
'. ' ' .. ·. ~ , . ,.· ' . ·· .. - ' - ·- ,_ 

a 100 mi del medio esterilizado y enfriado a SO~C); S;·in.ocJl~ron 1Jk l'Í~ca{c~~Q·Lml 
de las diluciones apropiadas y se incubaron a 2sC>c dÚrarite 4 díis .. 

Experimentos en Tapachula: Se inocularon o: 1 mi d~ las dH~~lri~e~\ apropi~d~~ e~placas 
'. - ;.,. ' ' .: -.- · ... -.- · .. · '" , 

de Agar Extracto de Malta acidificado (AEM, Oxoid CM59; él' pH se' ajustó a 3.5 - - . . . . 

añadiendo HCI O. IN al medio esterilizado y enfriado a 50°~).~ .. Se incub~rona temperatura 

ambiente (28-31°C) durante 4 días. 

3.1.5 Cuenta microscópica por el método de Breed 

Se determinó en cada caso una cuenta microscópica para confirmar la recupéración en las 

placas de cuentas con el mismo orden de magnitud. Con esto se tenía la certeza de que el 

medio de cultivo utilizado era el apropiado para recuperar la mayoría de· los 

microorganismos presentes en la masa. 
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Se marcó un área de l cm2 con un lápiz graso sobre la superficie de un portaobjetos y se 

extendió sobre ésta una asada (asa de 4 mm) de una dilución de la muestra. Se dejó secar 

la preparación, se fijó con calor, se realizó una tinción de Gram y se contaron las bacterias 

presentes en varios campos, utilizando un microscopio portátil McArthur (Prior Scientific 

lnstruments, Ltd. Bishop's Stortford, Herts., Reino Unido). Con el microscopio calibrado 

se calculó el área por campo y se calculó la cuenta por cm2. Se calculó la cuenta por mi 

tomando en cuenta que con el asa de 4 mm de diámetro se habían depositado O.O! mi de 

la dilución de la muestra. 

3.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE MICROORGANISMOS 

3.2.1 Aislamiento y purificación 

Se seleccionaron colonias representativas de cada grupo bacteriano, se tomaron con un 

asa recta y se inocularon por estría en placas del mismo medio en que se había realizado 

la cuenta viable. Se incubaron en las mismas condiciones en las que se habían realizado 

las cuentas y se examinó la pureza, tomando en cuenta la uniformidad en su apariencia. 

Si el cultivo era puro, se transferían varias colonias aisladas al medio líquido apropiado: 

Caldo APT (Difco 0645-01-8) para las bacterias lácticas; caldo nutritivo (Oxoid CM!) 

para las enterobacterias y las bacterias mesófilas no lácticas. Si no era puro se transfería 

una colonia al medio líquido, para después comprobar la pureza al ino~hlar por estría en 

medio sólido. 

3.2.2 Conservación de las cepas 

Las bacterias lácticas se mantuvieron en agar APT semisólido con carbonato de. calcio. 

Se preparó Caldo APT siguiendo las instruéciones .del proveedor, pero inclÚy~ndo0.3% 

de Bacto-agar (Difco 0141-01). El medio se cH~olvió cori calor y· se distribuyeron 

aproximadamente 3 mi en viales de 7 inicon ;~pó~ de r~sca., Se agregó a c~da vial una 
' !_. ••• , .- ••• • ····,.-_ • - •••••• ' ( ·', ., • -

punta de espátula (aproximadamente' o;s g) ddCaC03 y se est~iilizarón ~ 121ºC durante 
- • < : = _' ~:e·'- - .-.- '=-- -- ~- ·,- ·-- --·=- -'. __ =_:--.- •. - -~.,-~ '•' -- -,., 
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15 minutos. Se inoculó cada tubo con una asada de la bacteria láctica correspondiente y 

se incubó a 30°C durante 48 horas. Los aislamientos se conservaron a 5°C, 

resembrándose cada 2 o 3 meses. 

Las enterobacterias y las bacterias mesótilas no lácticas se resembraron en tubos con ACP 

(Merck 5463 u Oxoid CM325) inclinado. Los tubos inoculados se incubaron a 30°C 

durante 18 horas y se conservaron a 5°C, resembrándose cada 3 o 4 meses. 

Todas las bacterias se conservaron también a -70°C en viales con perlas perforadas 

(Pr11tect Bacteria! Preservers, Technical Services Consultants Ltd., Inglaterra). 

3.2.3 Caracterización de bacterias l'cticas 

Iinción de Gram y prueba de catalasa. Se realizaron de acuerdo con los métodos 

descritos por Harrigan y McCance (1976). 

Producción de COz a partir de ~!ucosa. Se utilizó esta prueba para distinguir las bacterias 

homofennentativas de las heterofermentativas. Se preparó el medio Gibson semisólido de 

jugo de tomate de acuerdo con Harrigan y McCance (1976) (gil): extracto de levadura, 

2.5; O-glucosa, SO; jugo de tomate pH 6.5, 100 mi; leche descremada reconstituida, 100 

mi; agar nutritivo, 200 mi y se distribuyó en tubos de ensaye. Justo antes de usarse, el 

medio se fundió calentándolo en bailo de agua hirviendo y se enfrió. Se inoculó con 0.5 

mi de un cultivo crecido en Caldo APT durante 48 horas y cada tubo se selló con 2 mi de 

Bacto-agar esterilizado y fundido, formando una capa de 2 a 3 cm sobre el medio', para 

crear condiciones de anaerobiosis. Se incubaron a 30°C durante 5 días. La ruptura del 

sello de agar por producción de gas indicó la presencia de metabolismo 

heterofermentativo. 
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Producción de dextrana a partir de sacarosa. Se prepararon placas del medio de Garvie 

(Garvie, 1960), que contiene (gil): triptona (Merck 7213), 1 O; extracto de levadura (Difco 

0127-01), 5.0; sacarosa, 100; solución de azida de sodio al 1%, 5 mi y agar bacteriológico 

(Bioxon 150-1), 15; pH 6.4-6.6. Se esterilizó en autoclave a 12!°C durante 15 minutos. 

Se inocularon por estría y se incubaron de 1 a 7 dias a JOOC. El crecimiento de colonias 

mucosas fue indicativo de la producción de dextrana. 

Hidrólisis de almidón. Se prepararon placas del medio APT-almidón, que contiene (gil): 

extracto de levadura (Difco 0127-01), 7.5; triptona (Merck 7213), 12.5; citrato de sodio, 

5.0; tiamina hidroclorada, 0.0001; NaCI, 5.0; K2HPO.i. 5.0; MnC12, 0.14; MgS04, 0.8; 

FeSO.i, 0.04; tween 80, 0.2; glucosa, 0.5; almidón soluble (Mallinckrodt 8188), 10 y agar 

bacteriológico (Bioxon 1 50-1), 15. Se esterilizó a 121°C durante 1 S minutos. 

Se sembraron por estria dos placas de cada cepa, se incubó una en condiciones aeróbicas y 

otra en condiciones anaeróbicas, utilizando para esto jarras de anaerobiosis con mezcla 

generadora de atmósfera anaerobia (BBL GasPak Anaerobic Systems 70304), a 300C 

durante 5 dias. Después de este tiempo se agregó lugol de Gram, preparado de acuerdo 

con Harrigan y McCance (1976). La desaparición del color azul oscuro alrededor de las 

colonias fue indicativo de actividad amilolítica. 

l.Z.4 Caracterización de enterohacterias 

Tinción de Gram y prueba de oxidasa. Se realizaron de acuerdo con los métodos 

descritos por Hanigan y McCance (1976). 

Identificación utilizando el sistema API 20E. El sistema API 20E (Bio-Mérieux 2010) es 

un kit de pruebas bioquímicas miniaturizadas para la identificación de enterobacterias y de 

otras bacterias Gram negativas. Este sistema puede identificar, mediante la realización de 

23 pruebas bioquímicas, 108 géneros y 104 especies de estas bacterias. Cada galería 

36 



API consta de 20 microtubos que contienen los medios de cultivo deshidratados para las 

pruebas bioquímicas. Los microtubos se inoculan con una suspensión bacteriana que 

rehidrata los medios. Después de la incubación se observan los cambios de color 

producidos en cada medio o los producidos al añadir reactivos. A cada prueba se le 

asigna un valor numérico, dependiendo de su resultado, y los valores se agrupan para 

obtener un número, con el que se obtiene la identificación usando la tabla provista para 

ello o un software. 

Las cepas se resembraron en Agar McConkey (Oxoid CM 7) y se incubaron a 35°C 

durante 24 horas. Una colonia aislada se suspendió en 5 mi de solución salina al 0.8%, 

hasta igualar la turbidez del tubo 3 de la escala de McFarland (éste se preparó mezclando 

0.3 mi de BaC12 al 1% y 9.7 mi de H2S04 al 1%). Con esta suspensión se inocularon el 

tubo y la cúpula de las pruebas citrato, Voges Proskauer y gelatina, los tubos de las demás 

y las cúpulas de las pruebas arginina dihidrolasa, lisina descarboxilasa, ornitina 

descarboxilasa, ureasa y H2S. Finalmente se llenaron con aceite mineral estéril. Se 

incubaron a 35ºC durante 18 horas. Se añadieron los reactivos correspondientes a las 

pruebas de triptofano desaminasa, índol y Voges Proskauer, se interpretaron los resultados 

de acuerdo con la Tabla 3.1 y se realizó la identificación utilizando la tabla 

correspondiente (API 20E Analytical Profile Index, Bio-Mérieux 2019) 

3.2.S Caracterización de bacterias mesótilas no lácticas. 

Tjnción de Gram y prueba de catalasa. Se reali7.aron de acuerdo al método descrito por 

Harrigan y McCance (1976). 
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3.3 ANÁLISIS FISJCOQUÍMICOS 

3.3.J Determinación de humedad. 

Se detenninó el contenido de humedad de las masas por diferencia en peso al secar Ja 

muestra en estufa a J00°C hasta peso constante. 

3.3.2 Determinación de pH. 

Se mezclaron 2 g de masa con 18 mi de agua destilada durante un minuto, con agitador 

magnético a 2000 rpm. Después de dejar la muestra sedimentando durante 15 segundos 

se detenninó el pH en la fase acuosa con un potenciómetro digital Beckman Mod. 3500. 

En el caso de Jos experimentos del Capítulo 5, se mezclaron 2 g de masa con 2 mi de agua 

destilada y se determinó el pH con el mismo potenciómetro. 
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Tabla 3.1. Tabla de identificación, para Ja interpretación de resultados del sistema API 
20E 

Pruebas Sustratos Reacciones/enzimas Resultados 
Negativo Positivo 

ONPG o-nitrofenol-galactósido 13-galactosidasa incoloro amarillo (1) 
AOH arginina arginina dihidrolasa amarillo rojo/anaranjado 

(2) 

LDC lisina lisina descarboxilasa amarillo anaranjado 
ODC ·omitina omitina descarboxilasa amarillo rojo/anaranjado 

(2) 

CIT citrato sódico utilización de citrato verde azul-verde/verde 
pálido/amarillo (3) 

H,S tiosulfato sódico producción de H,S incoloro/grisáceo depósito negro 
URE urea ureas a amarillo rojo/anaranjado 
TOA triptofano triptofano desaminasa Lectura inmediata después de agregar 

reactivo TDA (5) 

amarillo marrón oscuro 
INO triptofano producción de indol Lectura 2 minutos después de agregar 

reactivo IND (5) 

amarillo anillo rojo 
VP piruvato sódico producción de acetofna Lectura 1 O minutos después de agregar los 

reactivos VPI y VP 2 (5) 

incoloro rosado/rojo 
GEL gelatina de Kohn. gelatinasa no hay difusión de difusión de. 

pigmento negro pigmento negro·' 
GLU glucosa fennentaciónloxidación azul/azul verdoso 

(4) 
MAN manito( fennentaciónloxidación azul/azul verdoso 

(4) 
INO inositol fennentación/oxidación azul/azu 1 verdoso 

(4) 
SOR sorbitol fennentación/oxidación azul/azul verdoso 

(4) 
RHA ramnosa fennentación/oxidación azul/azul verdoso 

(4) 
SAC sacarosa fennentaciónloxidación azul/azul verdoso 

(4) 
MEL melibiosa fennentaciónloxidación azul/azul verdoso 

(4) 
AMY amigdalina fennentación/oxidación azul/azul verdoso 

(4) 
ARA arabinosa fennentación/oxidación azul/azul verdoso 

(4) 

( 1) Un amarillo muy pálido debe considerarse como positivo. 
(2) Un color naranja después de 24 h de incubación debe considerarse negativo. 
(3) La lectura debe hacerse en la cúpula (aerobiosis). 
(4) La fennentación empieza en la parte inferior de los tubos, la oxidación empieza en la cúpula. 
(5) TOA, cloruro férrico; IND, reactivo de Kovac; VPI, hidróxido de potasio; VP2, 1-naftol. 

amarillo, ·.:' .. ·. 

~m~ill?. • 
·-. ',:·-· 

amarillo .·• 
;:.>~~' 

amarillo 

amarillo .. 
amarillo 

amarillo 

amarillo 

amarillo 
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Capítulo 4 

CARACTERÍSTICAS Y MICROBIOLOGÍA DE 
POZOLES TRADICIONALES 

4.1 CARACTERÍSTICAS DEL POZOL 

Aunque se ha estudiado la fermentación del pozo!, todavía no se cuenta con la 

información básica sobre su producción y sobre aspectos importantes de su microbiología 

y de las transformaciones bioquímicas asociadas. 

El pozo! se prepara a nivel casero y en una diversidad de condiciones artesanales. 

Hesseltine y Wang (1986) enfatizan la importancia de conocer en detalle el proceso de 

elaboración de los alimentos fermentados. Para ello recomiendan que se busquen varias 

fuentes de información, asegurándose la comprensión de cada uno de los pasos del 

proceso y de las variaciones del mismo. Como se mencionó en el capítulo de 

Generalidades, ningún estudio previo se ha centrado en describir la heterogeneidad del 

pozo!. Por esta razón, resulta necesario realizar, antes de los análisis microbiológicos, un 

estudio que permita establecer las variaciones básicas y distintivas entre los procesos de 

elaboración que siguen diferentes productores, y que estas variaciones se asocien con las 

características finales del producto. Por otra parte, se detectó la necesidad de con_oce_r con 
. ,"'.'· . . 

detalle los aspectos específicos de las diferentes etapas de su elaboración, con:elobjeto de 
deducir cuáles son críticas en el éxito o fracaso del proceso y así contar con 'mejores 

elementos para el diseño de experimentos. Con estos elementos de decisión· se realizaron 

dos estudios, uno sobre los tipos de pozo! en diferentes zonas del estado de Chiapas y otro 

más detallado del proceso de elaboración en la zona Altos de Chiapas. 
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4.1.l EVALUACIÓN SUBJETIVA DE POZOLES DE DIFERENTES 
REGIONES DEL ESTADO DE CHIAPAS 

4.1.1.1 MATERIALES Y MÉTODOS 

Con el fin de detenninar si, en lo general, existen diferentes tipos de pozo! asociados con 

diferentes zonas del estado de Chiapas, se adquirieron muestras de diversos mercados de 

San Cristóbal de las Casas, Chiapa de Corzo, Tuxtla Gutiérrez, Palenque y Comitán, así 

como de productores varios del mismo mercado. Las muestras se dejaron fermentar a· 

temperatura ambiente durante un periodo aproximado de 7 días. En este tiempo se realizó 

un análisis básico del producto, que incluyó su descripción y algunas propiedades 

sensoriales como olor, color y consistencia. 

Se detenninó el pH del interior y superficie de las masas, de acuerdo . con !Os 

procedimentos señalados en los métodos generales. 

4.1.1.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El pozo! se ha definido como una "masa de maíz fermentada el!.fonnáde'bolasde varias 

formas y tamaños, envueltas en hojas de plátano" (Ull~a y~co!O," 1~83). e Los. mismos· 

autores establecen que durante la fermentación . de la· m~~ ..•• oc~~~~ d~s ~~~ios 
esenciales, que son el desarrollo de un sabor ácido Y>~~ ~~iJ~.cliJ.~~~crí~tic~qte le 

imparten al pozo! sus propiedades refrescantes. Por otra;faft?rcr~vlotoy~'c;l.~(fü'.ss) 
encontraron que es posible observar mohos en s~ ;;supb~fi,6i~· .y:;'~ue,• Í~s · carrÍbios 

organolépticos de la masa fem1entada son la acidificaéión o agriádo y i'.in Ólor peculiar 

que recuerda al de ciertos quesos. 

En general las características de los pozol~s e'd~o~tr~clbs ~oiÜcidieroh' con las d~hniciones 
anteriores (Tabla 4.1 ). Se encontró que existen diferentes tipos de. pozo! en todas las 

regiones, aunque no un tipo característico en cada región. 
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TABLA 4.1 Características de muestras de pozoles de diferentes zonas del estado de 
Chiapas 

Núm. DE TIPO Y pH pH 
MUES- PRESENTACIÓN PROCEDENCIA APARIENCIA* intc- super-
TRA rior ficie 

Pozol blanco, bolas San Cristóbal de las Olor frutal, moho 3.9 4.2 
1 envueltas en hojas de Casas, productor 1 blanco en la 

plátano superficie 
Pozol blanco, bolas San Cristóbal de las Olor frutal, moho 3.7 4.5 

2 envueltas en hojas de Casas, productor 2 blanco en la 
plátanó superficie 
Pozol blanco, masa a San Cristóbal de las Fuerte olor a 3.8 3.9 

3 granel en cubeta Casas, productor 3 ácido 
Pozol de cacao, masa San Cristóbal de las Olor rancio 3.8· 3.8 

4 a granel en cubeta Casas, productor 3 desagradable 
Pozol blanco, bolas San Cristóbal de las Olor agradable a 3.9 6.0 

5 envueltas en hojas de Casas, productor 4 ésteres, moho 
plátano blanco en la 

superficie 
Pozol de malz negro, San Cristóbal de las Olor ácido 4.1 4.7 
en bolas Casas, productor 5 agradable, al 

6 acidificarse el 
color azul del 
maíz cambia a 
rosado 

Pozol blanco, bolas San Cristóbal de las Olor agradable a 4.0 . 3.9 .· 
envueltas en hojas de Casas, productor 6 ésteres, moho , .. · : . 

: . 
7 plátano blanco en la - 1-. : 

superficie 
Pozol blanco, masa a Chiapa de Corzo, Muy húmedo, 3.6 . ··.· 

8 granel en cubeta productor 1 olor ácido 
desagradable : . ':. 

Pozol de cacao, masa Chiapa de Corzo, Muy húmedo, . .-3.8:, .· .. 

9 a granel en cubeta productor olor ácido F¡-<-·- -_-,-
desagradable 

- -· ~ 

--

Pozol de cacao, masa Chiapa de Corzo,_ .. ,Olor.a chocolate ·3.8 ;:3.9 
JO a granel en cubeta productór 2 · :'. :<:;· '·':· ~, '-':.ó.,i· :--: .~' •. -~~ 

Pozol blanco, masa a Chiapa de Corzo, • :. ·Fuerte olor a : ,,. ·. 3.8 3.8 
11 granel en cubeta productor 2 · · · · · .·., ácido (ai:étiéo?)' 
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Continuación Tabla 4. J 

Núm. DE TIPOY pH pB 
MUES- PRESENTACIÓN PROCEDENCIA APARIENCIA* inte- super-
TRA rior ficie 

Pozo! de cacao, masa Chiapa de Corzo, Olor a chocolate 3.9 3.9 
12 a granel en cubeta productor3 

Pozol blanco, masa a Chiapa de Corzo, Muy húmedo, 3.7 3.8 
13 granel en cubeta productor 3 olor ácido fuerte 

Pozol blanco, masa a Tuxtla Gutiérrez, Muy húmedo, 3.8 
14 granel en cubeta productor 1 olor ácido 

desagradable 
Pozol blanco, bolas Palenque, productor Olor agradable a 4.1 4.7 
envueltas en hojas de 1 ésteres, con 

IS plátano moho blanco en la 
superficie 

Pozol de cacao, masa Comitán, Húmedo, olor a 3.9 3.9 
16 a granel en cubeta productor 1 chocolate y ácido 

• Se presentan los datos de las muestras fermentadas durante 7 días a partir de su 
recolección. Las muestras se fermentaron a temperatura ambiente en Ja forma como se 
recolectaron: envueltas en hojas de plátano o en bolsas de plástico. 
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Aunque la apariencia de las masas recién adquiridas en el mercado fue muy similar, se 

observaron variaciones en la presentación de las mismas: la tradicional, que es en forma 

de bolas y enweltas en hojas de plátano; en forma de bolas y empacando varias de ellas 

en una bolsa de plástico, o la masa a granel sin formar bolas. Se puede utilizar maíz 

blanco o negro para elaborar las masas, y en ocasiones se le añade cacao y la molienda no 

es muy fina, de tal manera que se observan partículas de granos de maíz. Sin embargo, en 

el producto fermentado final sí se observaron variaciones importantes. Mientras que en 

algunos casos se obtuvo un producto de olor ácido agradable y en ocasiones frutal, en 

otras el olor fue ácido penetrante y desagradable, o el olor a cacao predominó sobre los 

demás. En general las masas enweltas en hojas de plátano conservaron su forma, 

presentaron un crecimiento filamentoso blanco en su superficie y características 

sensoriales agradables. Algunas de las contenidas en bolsa de plástico presentaron 

características similares a las descritas anteriormente, pero en general las masas se 

humedecieron y presentaron olores desagradables. El sabor de la bebida preparada al 

suspender en agua las masas 10 y 11 (según Tabla 4.1) con aproximadamente 8 horas de 

fermentación fue de nixtamal, agradable y refrescante, pero no se precibió el sabor ácido; 

en tanto que la masa producida por el mismo productor, con 24 horas de fermentación fue 

ácido y agradable. 

El pH de las masas recién adquiridas (con aproximadamente 8 horas de fermentación) 

presentaba valores bajos, indicando que la fermentación láctica ocurre rápidamente. Los 

de las masas con 7 días de fermentación variaron en el intervalo de 3.1 a 4.7,_con_un 

valor de 6.0 en la superficie de una de las muestras. El pH del interior de las inasas 

siempre fue ligeramente menor (con una diferencia menor de una unidad de_ pi-Í) que.ádd 

exterior. Esto puede deberse a que las condiciones menos aerobi~ d~l·c~\rittÜ d~'la masa 

favorecen la fermentación láctica o a que los mohos, q~e puedeh ~-~~:ah~llars~ ~n la 

superficie debido a sus condiciones aeróbicas, consumen'. ádd~s'.iri~i;m.jm:hdo el ~H. 
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... 1.1.3 CONCLUSIÓN 

1. Los pozoles estudiados cumplen con la descripción reportada en la literatura en cuanto 

a ser una masa de maíz acidificada; sin embargo existen variaciones notables en cuando al 

aroma, apariencia, presentación y adición de ingredientes diferentes al maíz. 

4.1.2 LA ELABORACIÓN DE POZOL EN LOS ALTOS DE CHIAPAS 

4.J.2.l INTRODUCCIÓN 

Al detectarse la e,¿istencia de diferentes tipos de pozol en diferentes regiones del estado 

de Chiapas, y aun dentro de la misma región, se decidió realizar un estudio más profundo 

para determinar: cuál es el proceso detallado de elaboración de pozol, si existen 

variaciones en el mismo y cuáles son las características que distinguen a un producto 

como aceptable o no. Se seleccionó la región Altos para llevar a cabo el estudio. 

La región de estudio 

El pozo! se produce en el sureste de México, y Chiapas es uno de los estados donde su 

consumo es generalizado. Este estado cuenta con 3.5 millones de habitantes, de los cuales 

se calcula que los indígenas representan el 22% de la población (López Moreno, 

comunicación personal). La entidad está integrada por 110 municipios que conforman 

nueve regiones geográfico-políticas (Figura 4.1 ). 

Se seleccionó la zona Altos para realizar el estudio sobre la variabilidad en la producción 

del pozo! debido a que, al ser un alimento de origen maya, en esta región habitan un 

elevado número de grupos étnicos, sobre todo de los tzeltal y tzotzil. El tzeltal es el grupo 

indígena más numeroso de Chiapas y el octavo en relación con los demás grupos 

indígenas del país. Los municipios tzeltales más importantes en cuanto a población son 

Tenejapa y Oxchuc. Los tzotziles, por su número, ocupan el décimo lugar entre los 

45 



grupos indígenas del país. Los municipios con mayor población tzotzil son Chamula y 

Zinacantán. 

San Cristóbal de las Casas, cabecera y centro integrador de la zona Altos, depende 

completamente para su abastecimiento diario de los productos de las tierras altas 

indígenas. Alll se encuentra el mercado indígena más grande del país, el "Mercado 

Municipal José Castillo Tielmans". En él se reúnen, entre otros, los productores de pozo! 

que elaboran este alimento con fines comerciales. Debido a las características 

anteriormente mencionadas, la zona Altos de Chiapas y en especial su centro, la ciudad de 

San Cristóbal de las Casas, constituyen un lugar apropiado para muestrear y llevar a cabo 

estudios relacionados con la producción del pozol. 

Tipos de productores 

El pozo! se produce tradicionalmente a nivel casero, de manera que hay productores 

familiares que lo elaboran para autoconsumo. Los productores comerciales lo elaboran 

generalmente en sus casas, pero a mayor escala, para venderlo en el mercado. Existen 

también productores ambulantes. 

Es relevante la distinción entre productores indígenas y mestizos. Según Campos y col. 

(1982), los criterios con los que el indígena se identifica a sí mismo son: el hablar alguna 

lengua indígena, vivir en los parajes, en casas de barro con techo de 7.acate, vestir 

chamarro, no tener dinero y no hablar, o hablar muy poco, el idioma espaftol. En tanto, el 

ladino (mestizo) se identifica por (sic) "hablar castilla, tener dinero, vestir ropa occidental 

y vivir en casa de concreto". Este criterio se confirmó para la región de estudio y se 

utilizó en este trabajo para clasificar a los productores. 
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4.1.2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Como primera etapa del estudio, se seleccionó una muestra representativa de productores 

que comercializaban en el mercado municipal; un productor que elabora pozo! "especial" 

(bajo pedido); un productor ambulante; un productor familiar de cada uno de los 

municipios más grandes de las zonas tzeltal y tzotzil (Chamula, Oxchuc, Tenejapa y 

Zinacantán) y seis productores familiares de San Cristóbal. Se observó el proceso de 

elaboración de cada productor para llenar un cuestionario, que incluía las siguientes 

preguntas: 

Datos generales del productor: Nombre, domicilio, edad, si es sindicalizado o no, ladino 

o indígena, si sabe leer o escribir, cuánto hace que vende pozo! y si su venta representa 

un ingreso familiar único o complementario. 

Tipo de vivienda: Tipo de pared, de pisos, de techo, existencia de luz eléctrica, agua 

potable, drenaje, chiquero, gallinero, basurero, sanitarios. 

Proceso de elaboración de pozo!: 

Tipo de pozo!, tipo de maíz y razón por la cual se eligió ese tipo, dónde lo adquiere, 

cantidad que procesa. 

Método de limpieza del maíz, cantidad de cal añadida y manera de adición. 

Método de cocción, tipo de recipiente, lugar donde se efectúa, tiempo de cocción. 

Técnica de remojo. Método de lavado. 

Realiza segunda cocción? motivo, tiempo de cocción. 

Tipo de molienda. Tipo de moldeado. Características de las bolas: peso, precio, aspecto, 

cantidad elaborada. 

Tipo de empaque y razón por la que se usa. 

Fonna de distribución y venta. 

Concepto de pozo! descompuesto. 

Manera de consumo. 

Varios. 
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4.1.2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Consideraciones socioculturales 

La existencia de servicios públicos fue deficiente en el domicilio de los productores. Fue 

muy común la falta de energia eléctrica, agua potable, drenaje y servicios sanitarios 

adecuados, tanto entre los indígenas como entre los ladinos, así como las viviendas con 

paredes de adobe o tablas, pisos de tierra y techos de lámina. De hecho, según los datos 

del X Censo General de Población y Vivienda de 1980, en la zona Altos de Chiapas sólo 

el 51.6% de los habitantes cuenta con servicio de agua potable y sólo el 42.1 % con 

servicio de electricidad. Estas carencias influyen de manera decisiva en los métodos de 

elaboración del pozol, fundamentalmente en relación a la higiene. 

En general los productores de edad avanzada (aprox. 55-60 ai'ios) no sabían leer ni 

escribir, mientras que Jos jóvenes sí, en ambos casos, tanto ladinos como indJgenas. ' En 7 

de 12 casos la venta del pozol representaba el único ingreso para la fam_ililt":Y para los 
- ' -. ~ :·- . .'·. 

demás era un ingreso complementario. Aunque existieron productores queve~dI~ po~ol 

a partir de los últimos 2 o 3 años, en varios casos lo habían estado J;~dtcfand~-~;J~t~ Í5 
.<-::¡ ( .. ,.. 

o más de 20 años. . ' _· . : ·. ,-: ·: : :·~·.; 
Es importante notar que todos los productores indígena~ qh~ comercialiiaban en el 

mercado de San Cristóbal son originarios del 111~niJipio de ~~chuc. Éste es u11 hecho 
: ... '· 

interesante, ya que existen otros 3 municipios (Chamula; Zinacantán y Tenejapa), q~e por· 

su cercanía y facilidad de transporte podrían suministrar pozo!. 

La materia prima: el maíz 

Para la elaboración de pozo! se utilizan 3 tipos de maíz: blanco, amarillo y negro. El 
. . . ' 

maíz blanco y el amarillo presentan cada un~ ~os variedades: el pacl:ia (o pachit~) y el 

bolita. El negro y las variedades bolita pertenecen posiblemente a la raza olotdn, mientras 
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que la raza probable del blanco pacha es tuxpeño y la del amarillo pacha es olotillo 

(Ortega Paczka, comunicación personal). 

El maíz pacha se adquiere generalmente en las tiendas gubernamentales CONASUPO y 

de acuerdo con los habitantes de la región es un htbrido que se cultiva en Tierra Caliente 

(en las zonas situadas abajo de 1000 metros sobre el nivel del mar). Es un maíz de mala 

calidad, sucio, picado y considerado como poco rendidor en la elaboración de pozo!; sin 

embargo muchos productores lo prefieren, ya que lo pueden adquirir cerca de sus casas. 

El maíz bolita es un maíz criollo de temporal, cultivado en tierra fría, que se distribuye en 

el mercado local. Es de mejor calidad que el pacha y según los productores es más suave, 

tiene mayores rendimientos y con él se produce un pozo) de mejor consistencia y calidad. 

Sin embargo, los indígenas tienen que comprarlo en el mercado de San Cristóbal y 

cargarlo durante trayectos largos para usarlo. 

El maíz negro, que presenta una sola variedad, es un criollo de temporal originario de la 

zona Altos. Se obtiene de mazorcas que tienen granos con diferentes tonalid~cí'e~'(desde 
blanco hasta morado). 

Los productores comerciales indígenas no elaboran pozo) del maíz obtehicIKen su~'milpas 
. ~.:. - . 

debido a que éste es de temporal y la cosecha debe ser suficiente 'para ' cubrir. las 
"--~·-T . , - -

necesidades familiares durante un año. Utilizar este maíz en la elab~ra~ÍÓ~;de';P<>i~I para 
()·.'~ .. ,,.) _; ': 

vender podría mermar su reserva para otras formas de consumo. ''C:. 

En la elaboración de pozo! se utiliza generalmente maíz maduro. E{~cÍsible elaborar 

pozol de maíz tierno, pero se requiere mayor cantidad de cal para eliriíi~i:íf'e(hollejo 

durante la cocción. Esto modifica el sabor y es desfavorable desde,'~1 ')J~to de vista 

económico. Por otra parte, el pozol de maíz tierno se acidifica más rápidcCre~·ult~do en 

modificaciones sensoriales. 

49 



Etapas de elaboración del pozol 

Limpieza del majz. El maíz se limpia para eliminar material extraño y granos de maíz 

podrido, que darían mal aspecto al pozo!. Para ello, comúnmente se agrega agua al maíz 

crudo, de manera que lo cubra por lo menos 1 O o 15 cm. Se deja reposar unos minutos y 

se procede a retirar todo lo que flota, que es maíz picado o podrido y cascarillas. 

Otro método consiste en vaciar el maíz de un canasto sostenido a cierta altura a otro 

ubicado a desnivel, de manera que, mientras el maíz cae se sopla con un sombrero o con 

un cartón para separar la cascarilla. Posterionnente es necesario separar manualmente los 

granos malos. 

Nixtama!iµcjónl. La nixtamalización del maíz consiste en la cocción de los granos en 

agua con cal y su objetivo es lograr la separación del hollejo (o cascarilla) del grano. Los 

productores comerciales la llevan a cabo en cubetas de metal y los familiares en 

recipientes de peltre o de barro. 

La cal, que se adquiere en el mercado local, se puede agregar directamente sobre el maíz 

seco al que después se le adiciona el agua, o sobre la mezcla de maíz con agua. Algunos 

productores mestizos, más integrados a la cultura citadina y que en esta región se les 

denomina ladinos, suspenden previamente la cal en agua, esperan a que sedimente y la 

agregan sin este residuo. Argumentan que no es conveniente su presencia en el producto. 

Por el contrario, los indígenas añaden directamente la suspensión de cal sin decantar. 

La cantidad de cal necesaria, que los productores conocen por experiencia y miden por 

puños, es muy importante. Si es insuficiente, los indígenas califican al nixtamal 

resultante como '1ush", término que traducen como "nixtamal cocido sin cal o con poca 

cal"; los ladinos también utilizan este término y lo traducen como "maíz duro para 

puercos". Si la cantidad es mayor a la necesaria, es necesario lavar muy bien el nixtamal 

•del azteca nextli= cenizas, es decir, cocimiento del malz con álcalis 
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para eliminar el exceso. Este lavado debe efectuarse antes de que transcurran 4 horas 

después del cocimiento, de lo contrario, el grano de maíz se impregna de cal, adquiere una 

tonalidad verde-azulosa y el sabor del pozol es picante. Una vez que esto sucede, ni el 

lavado más exhaustivo elimina el defecto. Durante la nixtamalización el maíz adquiere un 

color amarillo que se elimina con el lavado. Esto se observa sobre todo en el caso del 

maíz blanco. La cocción se lleva a cabo por lo general en hogueras que varían de acuerdo 

al nivel socio-económico del productor. Entre los indígenas esta operación se lleva a cabo 

en hogueras a ras del suelo o elevadas. La cubeta (u olla) se coloca colgada de una viga 

del techo directamente sobre la hoguera. Los productores ladinos que usan hoguera 

colocan la cubeta sobre un tripié sin colgar del techo. Es común también el uso de 

fogones y a veces el de estufas o estufones de gas. La cocción termina cuando el hollejo 

se puede eliminar fácilmente al frotar el grano con los dedos. Este tiempo varia entre 60 y 

120 minutos. 

Layado del nixtamal. El lavado del nixtamal se lleva a cabo con agua de pozo, de río o 

potable, con el fin de eliminar la cal y el hollejo. El maíz tratado se coloca en recipientes 

perforados (cubetas de plástico con horadaciones o canastas) (Figura 4.2), se lava y se 

frota con las manos hasta que el agua residual sea clara. Otra técnica consiste en agregar 

agua al nixtamal dentro de una cubeta (sin horadaciones), frotar los granos y transferirlos 

manualmente a otra cubeta con agua limpia, y así sucesivamente hasta que el agua de 

lavado quede libre de turbiedad. Aun una pequefia cantidad de cal puede impartir un 

sabor picante al pozo!. 

Seriunda cocción o "reyeptado". Esta operación representa la diferencia más importante 

entre el "pozo! indígena" y el "pozo! ladino". El reventado consiste en cocer el nixtamal 
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Figura 4.1 Regiones geográfico-políticas de Chiapas: centro!, Altos 2, Fronteriza 3, 
Frailesca 4, Norte 5, Selva 6, Sierra 7, Soconusco 8, Costa 9. El presente estudio se 

realizó en la zona sombreada 

Figura 4.2 Lavado de nixtamal en un río 
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en agua hasta que el grano de maíz "revienta" o "florea" y sólo la llevan a cabo los 

productores ladinos. 

El tiempo de cocción varia entre 3 y 8 horas y el grado de reventado determina la 

consistencia final del pozo!. A mayor tiempo de cocción el pozo! resultante tiene un 

mayor contenido de humedad. Por lo general esta operación consiste en una ebullición 

vigorosa durante la primera hora, seguida de un hervor lento el resto del tiempo. 

Presumiblemente, esta etapa adicional es innovación ladina. De hecho, una antigua 

vendedora de pozo! explicó que a los indígenas les agrada un rezago o sedimento chicloso 

que puede masticarse y que queda después de beberlo. Este material fibroso del grano no 

es del agrado de los ladinos, quienes lo denominan "chincastito". 

Para los ladinos, el proceso de reventar el nixtamal previamente a la elaboración resulta 

en un pozo! más terso, menos "masoso" y en el que se elimina casi en su totalidad. el 

desagradable "chincastito". Para los indígenas, sin embargo, el pozo!· reventad~ ·"no 

sirve". 

Leyva (1988) asegura que la evolución éii1lu;á1 ha· hecho que el patrón 'de alime~tación 
; .·. ·,;-: .. -. 

sea cada vez más complicado: el prestigio socia(ilJlpone sus regl~s. En'éi cáS'~ del pozo! 
.- ·"-' ,·,.i, --·. ____ ,_ - - ' .·» .•• 

ladino la etapa de reventado busca hacer un prodúctó máS."fino"/Dé hecho} existe un tipo 
~ '} · ; • _ ·,·:~ .' oc'~: ·,· :;;-~ ; ' 

de pozo! orientado a satisfacer el paladar d~ia "clase'alt~" d¿ silll {jri~t9b~l.. Este iipó de 
••• -';º ~ : .-, 

pozo! incluye en su elaboración, además del revel1tádo, eldespunfado del iJiaíz antes de la 

molienda. Así es posible obtener u~ piodtieto doll1pl~{~~rit~blatÍco y t~r~o. 

&m.Qja. Esta fase precede a la molienda y ~e,lleva<a cabo, ene! cas~ d~i pozo! indígena, 

incluyendo el agua del último lavado del nixtamal (en frio);.el pozol l~dillb ·~;;· remója con 

el agua de reventado (en caliente). Por lo ge~er~I el remojo dfila tod~ fa noche y su 

objetivo es aumentar la retención de humedad para evitar q~c ~I rnaízse ~eq~~ ddr!lll~e la 

molienda. 

53 



MoHenda. Esta operación se lleva a cabo a la mañana siguiente de Ja nixtamalización o 

del reventado. Los indígenas la realizan siempre en moHno de mano con el que todos 

cuentan, sean o no vendedores de pozo), ya que todos son consumidores, sin excepción. 

Entre los ladinos lo común es llevar a moler los granos a un molino de nixtamal 

comercial. Durante el trayecto del molino a la casa habitación el nixtamal no se cubre 

para protegerlo. Los que producen cantidades menores utilizan molino de mano y por 

tradición los de edad mayor utilizan piedra (metate). Generalmente, los indígenas agregan 

agua al nixtamal durante la molienda, en poca cantidad y con Ja mano. El productor 

ladino sólo agrega agua cuando el tiempo de reventado y remojo fue muy corto (si éste 

fue prolongado, se obtiene un pozo! con demasiada humedad). El molino de mano se fija 

a una mesa, dentro de la cocina, y la masa obtenida se acumula directamente en la mesa, 

generalmente humedecida previamente (Figura 4.3). El molino comercial puede ser de 

discos de piedras o de metal. El grado de molienda se regula con una llave común tipo 

mariposa y el molinero sabe por experiencia qué nivel se requiere para los diferentes 

productos que se elaboran de nixtaroal. Según los productores y los consumidores, la 

molienda en piedra proporciona un sabor característico al pozo!, que no se obtiene con 

ningún otro método. Con este sistema de molienda se requiere un mínimo de dos 

moliendas para obtener la consistencia deseada. Resulta importante destacar que durante 

la molienda se presentan focos potenciales de contaminación microbiana. Por ejemplo, 

los molinos de mano jamás se desannan para su limpieza. Es común desechar la primera 

"tapa" de masa que sale, ya que "huele" y este olor es inaceptable en el producto. Por su 

parte, los molinos comerciales se limpian una vez al día, al término de la jornada. Esta 

limpieza consiste en un simple "raspado" en seco de la masa que queda adherida en el 

molíno. La piedra se enjuaga con agua después de su uso, nunca con jabón, y debido a 

que en su superficie áspera y desigual se acumulan residuos susceptibles al ataque 

microbiano. 
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Elaboración de Ja bola. Inmediatamente después de la molienda se forman bolas a mano 

con la masa previamente amasada de manera vigorosa durante poco tiempo (40-80 seg). 

Las bolas se elaboran moldeando la masa con las dos manos o sobre la mesa. 

Generalmente la mesa se enjuaga previamente con agua. Durante la formación de la bola, 

todos los indígenas y algunos ladinos utilizan agua para hidratar la masa. Tanto la 

manipulación de la masa como el agua agregada en esta etapa pueden ser, al igual que la 

molienda, fuentes importantes de inóculo para la fermentación. 

La temperatura de las bolas de pozo! varia de acuerdo con el tipo de proceso. 

En el pozo! indígena la temperatura se mantiene al ambiente desde el lavado del nixtamal. 

En el caso del ladino, la temperatura varia dependiendo del tiempo de remojo del maíz 

reventado; el maíz se deja en remojo en la misma agua caliente en la que se llevó a cabo la 

cocción, pero en algunos casos se retira del fuego y en otros se deja sobre la brasa. Así, la 

temperatura interna de las bolas terminadas varia de 20 a 27 ºC y la externa de 20 a 

24ºC. 

La forma y el peso de las bolas es variable entre productores. La forma puede ser ovalada 

o redonda, mientras que el peso puede estar en el intervalo de 15 gramos a 1 kilogramo, 

siendo el pozo! indígena el de mayor peso. 

Envoltura. Una vez amasado, el pozo! se envuelve tradicionalmente en hojas de plátano 

(Figura 4.4), pero es común encontrarlo en el mercado cubierto con bolsas de plástico 

(varias bolas en una bolsa de plástico). Los indígenas argumentan que la hoja retarda la 

acidificación del pozo!; no obstante, la bolsa de plástico se prefiere hoy en día por 

economía y menor peso. Esto es de suma importancia, ya que para transportar el pozol 

hasta el mercado de San Cristóbal, los comerciantes caminan largas distancias con cargas 

que suelen pesar 40 Kg. Esta carga se soporta en la frente con una red. Además, la 

55 



envoltura en hoja aumenta el volumen del producto, Jo que reduce la capacidad de manejo 

de carga. Asimismo, las líneas de autotransporte cobran adicionalmente por cada unidad 

de carga. Sin embargo, al usar bolsas de plástico se condensa vapor de agua durante el 

trayecto, de manera que el pozol se acidifica. Esto reduce la aceptación por parte de los 

consumidores. Los ladinos por el contrario, explican que prefieren Ja bolsa de plástico 

porque protege del polvo y el pozol no adquiere gusto ácido tan rápidamente. Esto, que 

parece contradictorio, se debe probablemente a que el producto mestizo no se transporta 

largas distancias y por lo tanto no se fermenta como el indígena. 

Fennentacjón. La mayoría de Jos consumidores prefieren el pozol fresco, es decir, 

consumen preferentemente el pozol que se preparó el mismo día. De hecho, este pozo!, 

aunque no es muy ácido, ya presenta cierto grado de fermentación. El tiempo que 

transcurre entre su preparación (envoltura) y su consumo (aproximadamente 8 horas) es 

suficiente para que las bacterias lácticas responsables de la acidificación alcancen su 

máximo desarrollo (ver Capítulo 6). 

~ntre los indígenas es más frecuente el consumo de pozo! maduro o agrio, sobre todo por 

Jos hombres que realizan trabajos pesados (peones, campesinos) porque "les da energía 

para trabajar". La maduración, que consiste en dejar las bolas de pozol envueltas en hojas 

de plátano a temperatura ambiente, tiene generalmente una duración máxima de 4 días. 

Algunas personas lo fermentan hasta 8 o 9 días y lo consumen cuando ya presenta un 

notorio crecimiento superficial de mohos. 
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Fit:urn -t.J \lolicnda de ni..;tam.tl c11111oli11;1de111:111n. pmccsn inclí~cna. 
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El producto final 

Concs:pto empírico de calidad. Existe Ja opinión unificada entre productores y 

conswnidores, tanto indígenas como mestizos, que el pozo! descompuesto es aquél que 

"hace hilos" y consideran que esto sucede debido a un agriado "no natural". Esto podría 

deberse al desarrollo de bacterias productoras de polímeros. Dentro de éstas se 

encuentran algunas bacterias lácticas de los géneros Leuconostoc, Lactobaci//us y 

Lactococcus y otras del género Baci/lus (ver Sección 4.2). Fuera de esta opinión los 

conceptos son variables: para los indígenas el pozo! ladino no sirve y para los ladinos el 

pozo! indígena no es pozol, sino nixtamal. Varios productores mencionaron que el 

producto se descompone cuando aparecen puntos rojos en la masa y que esto sucede 

cuando se guarda en bolsa de plástico y no en hoja. Esto puede deberse al crecimiento de 

bacterias (como Serratia marcescens) o levaduras productoras de pigmentos, como las del 

género Toru/a, o de ciertos hongos; como Neurospora sitophi/a, conocido como·.el hongo 

rojo del pan (Jay, 1992). Otros aseg~ran que el pozo! muy húmedo (al qué se le agregó 

demasiada agua durante la moli~~d~ 6 cuya segunda cocción fü~ m~y p{610IÍ~ad~) se 
' '-\.. .. ·- ' . : ' ' . . . ,: ' .. " . . ··' ~~ .. -

descompone fácilmente. Algunos corislderriii qüe la apiúiCión dem6h~s'o h~~ta el agriado 
-<,," 

es signo de deterioro; otros en cambio scñalar~n que.el ¡:¡ozol.nu~case descoinpolle .. 

Consumo de pozo!. Para preparar el pozo! se. suspende fa, masa rnagEiisg~e~ándola con. 
··~ . )':'.'._',;·'· ·;. 

la mano. La forma de consumir pozo! es llluy diferente entre los indígenas,·C¡ue lo beben 

sin añadir otros ingredientes; e~·~i~i~·:~i;2ª~H~~~;;i~~~~Ka~Eg~ ~úcar .·Y 

comúnmente hielo. El pozol que más ccíiisüffien los ladirios.es el blancó y CI de chocolate; 
. . . :<'."'·' :.:: <.·' ~:~ · )Yi ¡·tii< ·:;;;;: .F' ; .. ' \ · .. ·• 

que preparan agregando a la masa cacao.previamenté tostado y ñíólidci árites de formar la. 
,_. -·:.· ,- <-~'_i:·<"·:.<:;c.·,,:,;-;·.'., .:,".'i'o<"¡·' '.;;';:.: ,;_.,,·,. ~·-" .. - ;>··'· •._ , 

bola. Por su parte, los indígenas,punca consumen pozo}.con·ca~áo/::.Los .indígenas 

consumen los tres tipos de pozo) (~lan~o;~m~mb ; ~egro) p'b; Ígllal,;~in preferencia,. 

58 



aunqué piensan que el amarillo y el negro tienen más "vitaminas". Mantienen 

marcadamente el consumo de pozo! como alimento base, pero la publicidad ha penetrado 

hasta lo más íntimo de las comunid~des, distorsi~riaildo ~st~ tipo'de hábiios. · Por ejemplo, . .. 

es bien sabido que los chamulas incluyen Coca Colaen iips iúos.religiosos. 

4.1.2.4 CONCLUSIONES 

Existe homogenidad en el concepto de pozo!, a pesar de las variaciones én los procesos de 

elaboración de los diferentes productores: Mediante este est~dio Tue posible destacar 

detalles y diferencias importantes entre los procesos, q~{ nC> ha~ían siJ~ se~alado~ 
anteriormente: 

l. Existen dos tipos básicos de p~zol, en función de :factores ~ülturales y sociales del 

productor: "ladino'.: e "lndígen~';. 

. . 

2. Existen difcr6nci~s!·eA~1 pro~eso·de.elaboracióri de pozol, que.•intluyen en las 

características d61 prod~.<ito,fl11~(c~1no sOJ\: el tipo de maíz y s.u grado demadurez; la 

adición de otrCJs á6;1n;~11cAiesa la masa de nixtamal; la pre¡encia ~o .ausencia de la 

segunda cocció~ o ''r~~cirita~~" ~e l~sg~~~o~; eitip~de ~nvoltuia. 

3. La variación más i1;1portante es ¡Í,"rc~entado'! d~· l~s gr¡u'ib's d~ 11i~tamal. ·Ésta marca 

la diferencia entre el po~ol "Índígena"/el "mestizo'; y es.probable q~e afc~te, de manera 
.- . ., - ' 

importante, el arraigo de diferentes mieropoblaciones tipo duranic la fem1entación de la 

masa. 
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4.2 MICROBIOLOGÍA DEL POZOL 

4.2.1 INTRODUCCIÓN 

La masa de nixtamal sufre una fermentación "natural", es decir, no se aiiade ningún 

inóculo ni una porción de alimento fermentado a la masa recién preparada, sino que 

actúan los microorganismos presentes en forma natural. El tipo de fermentación que sufra 

el sustrato dependerá entonces de los tipos de microorganismos iniciales y de sus 

proporciones relativas. 

La mayor parte de los estudios microbianos realizados sobre el pozo! se han centrado en 

describir su micoflora (Ulloa, 1974; Ulloa y Herrera, 1976-1982; Ulloa y col., 1983; 

Ulloa y col., 1987), pero las bacterias han sido menos estudiadas (Mozqueda-González y 

Escamilla-Hurtado, 1988; Silva-Villarreal, 1984; Nuraida, 1988). Siendo la acidificación 

de la masa una de sus principales características, la fermentación láctica, que es esencial; 

no ha sido estudiada con suficiente detalle. 

Se plantearon entonces como objetivos para esta parte del estudio: 

1. Determinar cuáles son los principales grupos de microorganismos involucrados en la 

fermentación del pozol. 

2. Determinar si están presentes los diferentes grupos microbianos en diferentes tipos de 

masas y en diferentes lotes de masas del mismo productor, y si existen variaciones en sus 

números iniciales. 

3. La caracterización de las bacterias más abundantes o representativas del proceso. 

4.2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Se realizaron estudios en dos lugares del estado de Chiapas: San Cristóbal de las Casas y 

Tapachula. 

San Cristóbal de las Casas. Se seleccionaron un productor indígena y uno mestizo de 

entre los entrevistados en el estudio anterior (Sección 4.1). Se obtuvieron de cada uno 
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bolas de pozo) recién elaborado (inmediatamente después de moldear las bolas), cuyos 

procesos de elaboración se muestran en la Figura 4.5. Se colocaron en bolsas de plástico 

nuevas, se transportaron al laboratorio dentro de una hielera y se analizaron 

inmediatamente (el tiempo transcurrido entre el moldeo y el análisis fue de una hora). 

Se recolectó una bola por productor cada día durante 9 días consecutivos y se tomaron 

muestras de la superficie (hasta una profundidad máxima de 2 mm) y del interior de las 

bolas con espátula estéril. Se realizaron cuentas viables de bacterias lácticas, 

enterobacterias, bacterias mesófilas no lácticas, mohos y levaduras, y se midió el pH del 

interior de cada bola (ver Materiales y Métodos generales). Se aislaron y caracterizaron 

bacterias lácticas, enterobacterias y bacterias mesófilas no lácticas (ver Materiales y 

Métodos generales). 

Iapachula. De un productor mestizo se obtuvieron una muestra de pozo) elaborado con 

maíz blanco y otra con maíz blanco y cacao (a la que se le afiadió cacao tostado y molido 

durante la molienda), inmediatamente después del moldeo de las bolas. Los procesos de 

elaboración se muestran en la Figura 4.6. Se analizaron de la misma manera que los 

pozoles de San Cristóbal de las Casas. Se aislaron y caracterizaron bacterias lácticas, 

bacterias mesófilas no lácticas y enterobacterias, como en el caso anterior, pero de 

muestras tomadas en diferentes etapas durante Ja elaboración de la masa. 

Análisis estadísticos. Se realizó un análisis de varianza con el programa SPSS para 

determinar si existían diferencias significativas entre las cuentas microbianas de los 

pozoles indígena y mestizo de San Cristóbal de las Casas. 
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PROCESO INDfGENA 

Maíz 
(aprox. 8 Kg) 

j, 
Hervir en agua con cal 

(un punado de cal y suficiente agua 
para cubrir los granos. Tiempo de 
cocción: 100 minutos) 

-1 
Lavar 

(4 veces con un volumen total de 
aproximadamente 20 litros de agua 

de la llave•) 

Remojar 
(durante la noche, con suficiente 
agua fria para cubrir los granos) 

l 
Escurrir 

l 
Moler 

. (en un molino comercial de nixtamal) 

l 
Moldear 

1 
Fenmentar 

PROCESO MESTIZO 

Maíz 
(aprox. 4 Kg) 

-1 
Hervir en agua con cal 

(un punado de cal y suficiente agua 
para cubrir los granos. Tiempo de 
cocción: 110 minutos) 

-1 
Lavar 

(4 veces con un volumen total de 
aproximadamente 20 litros de agua 

de un pozo*) 

l 
Hervir en agua 

(agua suficiente para cubrir los granos 
Tiempo de cocción: 90 minutos) 

l 
Remojar 

(durante la noche, en la misma agua 
sobre una flama baja, manteniendo 
una temperatura de aprox. s2•c¡ 

l 
Escurrir 

l 
Moler 

(en metate) 

l 
__ Moldear. 

1 
Fermentar 

Figura 4.S Procesos indígena y mestizo de elaboración de pozo! en San Cristóbal de las 
Casas. • Una comunidad cie familias indígenas, que vivían en San Cristóbal de las Casas, 

compartían un sólo grifo de agua. El produi:tór mestizo tenía un pozo en su casa. 
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POZOL BLANCO 

Malz 
(Aprox. 2 Kg) 

1 
Hervir en agua con cal 

(preparar suspensión con un puñado 
de cal en agua y añadir suficiente para 
cubrir los granos. Tiempo de cocción: 

40 minutos) 

1 
Lavar 

(con agua de la llave, varias veces 
hasta que el agua es clara) 

1 
Hervir en agua 

(con suficiente agua para cubrir los 
granos. Tiempo de cocción: 85 min.) 

l 
Escurrir 

1 
, Moler, 

(en metate, añadiendo agua) 

l 
Amasar y moldear 

l 
Fermentar 

POZOL DE CACAO 

Malz 
(Aprox. 2 Kg) 

1 
Hervir en agua con cal 

(preparar suspensión con un puñado 
de cal en agua y añadir suficiente para 
cubrir los granos. Tiempo de cocción: 

40 minutos) 

1 
Lavar 

(con agua de la llave, varias veces 
hasta que el agua es clara) 

l 
Hervir en agua 

(con suficiente agua para cubrir los 
granos. Tiempo de cocción: 85 min.) 

1 
Escurrir 

1 
Moler 

(en metate, añadiendo agua y cacao 
previamente tostado y molido en el 

""~F 
Amasar y moldear 

1 
Fermentar 

Figura 4.6 Proceso mestizo de elaboración de pozoles blanco y de cacao en Tapachula. 
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4.2.3 RESULTADOS 

4.2.3.1 Números de microorganismos presentes en las masas recién elaboradas. 

En la Figura 4. 7 A se presentan las cuentas de varios grupos microbianos en masas recién 

amasadas y moldeadas de pozo! blanco de un productor indígena y de otro mestizo de San 

Cristóbal de las Casas. La región blanca de cada barra representa la desviación estándar 

y la linea central el promedio de los valores obtenidos en los 9 días consecutivos. En la 

Figura 4.78 se muestran los valores obtenidos para los pozoles blanco y de cacao del 

productor mestizo de Tapachula. En los 4 tipos de pozo! se detectaron bacterias lácticas, 

bacterias mesófilas aerobias no lácticas, enterobacterias y mohos; no se detectaron 

levaduras en el pozol de cacao de Tapachula pero sí en los demás. 

En el caso de los pozoles de San Cristóbal, en los que se examinaron muestras durante 9 

días consecutivos, no se detectaron diferencias significativas (a=0.05) entre las cuentas de 

cada grupo microbiano de las 9 muestras de masas indígenas y ni de las 9 muestras de 

masas mestizas. Tampoco existieron diferencias significativas entre las cuentas de cada 

grupo microbiano de estos dos tipos de pozol, a pesar de las diferencias en sus procesos 

de elaboración y del hecho de que cada tipo fue elaborado por un productor diferente. Las 

cuentas iniciales de los mismos grupos microbianos de pozoles elaborados en una región 

distante (Tapachula) también resultaron similares entre dos tipos de masas (blanca y de 

cacao) de un mismo productor y a su vez similares a las de los pozoles de San Cristóbal 

de las Casas. 

El grupo de las bacterias lácticas es el que tiende a predominar en número. Las cuentas 

iniciales en todos los tipos de pozoles fueron de alrededor de 106 ufc/ g. Con respecto al 

resto de las bacterias, las mesófilas no lácticas se encontraron también en números 

elevados y similares a las de las lácticas, y las enterobacterias en números cercanos a 104 

ufc/g. Las cuentas de mohos y levaduras fueron más bajas, más variables y en ocasiones 

muy cercanas al límite de detección (102 ufc/g). 
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• 
5 

1 

, 
A: SAN CRISTOBAL 

.. ........... 

O-'""'B~L ........ B~N~Lu..:.E-B~M~O~H"-""L-EV'-'-~~~~B~L.w.8-N~L-'"'"EB~M~O-H.1-1'L-EV~ 

Grupo microbiano 

• 
5 

Pozol lnd(gen• Pozol meallzo 

B: TAPACHULA 

Pozol blanco 

BL BNL EB MOH LE\I 

Grupo microbiano 

Pozol con cacao 

Figura 4.7 Cuentas iniciales de bacterias lácticas (BL), bacterias mesófilas no lácticas 
(BNL), enterobacterias ( EB ), mohos (MOH) y levaduras (LEV) en masas recién 

moldeadas de pozoles indígena y mestizo de San Cristóbal (A) y blanco y de cacao de 
Tapachula (B). No se detectaron diferencias significativ!l.S (a.=0.05) en las cuentas de 

cada grupo microbiano entre los pozoles indígena y mestizo de San Cristóbal, ni entre las 
9 muestras de pozo! indígena ni entre las 9 de pozo! mestizo del mismo lugar. La región 

blanca es la desviación estándar y la línea central es el promedio. 
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4.2.3.2 Caracterización de las bacterias del pozol 

Bacterias lácticas. Se obtuvieron 31 aislamientos de bacterias lácticas del pozo! mestizo 

de Tapachula (de un sólo lote de masa), 24 de 3 lotes de masa del pozo! indígena de San 

Cristóbal y 19 de 3 lotes de masa del mestizo de San Cristóbal. En el caso de los 

aislamientos de los pozoles de San Cristóbal, no se distinguió de cuál de los 3 lotes 

provenía cada aislamiento. Como se muestra en la Tabla 4.2, en todos se encontraron los 

géneros Lactococcus y Leuconostoc en mayor proporción, encontrándose el último en 

números ligeramente mayores que el primero. En los pozoles mestizos se detectó el 

género Lactobacil/us, en menor proporción que los anteriores y en el indígena algunas 

cepas de Pediococcus. 

Se detectó una pequeña proporción de cepas amilolíticas, de los géneros Lactobacillus, 

Lactococcus y Leuconostoc (Tabla 4.2). Se puede observar también que existieron 

variaciones con respecto a esta característica eri con~iciones aeróbicas y anaeróbicas, 

encontrándose una mayor proporción de cepas ·.capaces de hidrolizar el almidón en 

ausencia de oxígeno. 

Se encontraron mayores proporciones \de:. cepas heterofermentativas que de 

homofermentativas en los pozoles mestizos; ¿~1{tiiia predominancia de las segundas en e) 

de San Cristóbal. La proporción entr~ ambás file'~uy similar en el pozo! indígena. 

Enterobacterias. Se aislaron 26 cepas de los pozoles mestizos de Tapachula: 13 del pozo! 

indígena y 5 del mestizo de San Cristóbal.·· Los áislarnientos de los pozoles de Tapachula 

provenían de un lote de masa y los deSan.Cristóbal de.3 lotes de masa. En el caso de los 

aislamientos de los pozoles de San Cristóbal, ~~ se distinguió de cuál de los 3 lotes 

provenía cada aislamiento. El total de los ~isl:~dos de. Tapachula correspondieron a 

Klebsie/la pneumoniae, mientras que de los de San Cristóbal se aislaron además 
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Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter aglomerans y Escherichia coli 

(Tabla 4.3). 

. - . . . ~ . . 

Bacterias mesófilas aerribias'no lácticas. Las características del.as bacterias de este grupo, 

de las que se aisl~~n aproximad~ine~te 20 por muestra, fuéron siempre: Gram positivo, . . . 

catalasa positiva y esporuladas, que corresponden a las del género Bacillus. · 
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Tabla 4.2 Características de las bacterias lácticas aisladas del poml 

POZOL MESTIZO •• POZOL INDÍGENA ** 
Tapachula San Cristóbal 

Género 
tentativo• 

Producción de No. de cepas Producción de 
No.de gas a partir de amilasa+ No.de gas a partir de 
aisla- glucosa aisla- glucosa 
dos dos 

- + En En -
horno- helero- cond. cond. horno-
fermen- fermen a eró- anaeró- fermen-
tativas tativas bicas bicas tativas 

Lactobacil/us 4 1 3 o o o o 
Lactococcus 11 11 o 5 5 9 9 
Leuconostoc 16 o 16 o o 11 o 
Pediococcus o o o o o 5 5 
No. Total 31 12 19 5 5 24••• 14 

• Lactobacil/us: bacilos horno o heterofermentativos 
Lactococcus: cocos homofermentativos, dextrana positivo o negativo 
Leuconostoc: cocos heterofermentativos, productores de dextrana 
Pediococcus : cocos en tétrades, homofermentativos, dextrana negativos 
Pruebas bioquímicas de cada cepa en Apéndices 1 y 2 

+ 
helero-
fermen-
tativas 

o 
o 
11 
o 
11 

No. de cepas · 
amilasa+ 

En En 
con d. con d. 
a eró- anaeró-
bicas bicas 
o o 
o 1 
1 1 
o o 
1 . 2 

No.de 
aisla-
dos 

1 
3 
15 
o 

19••• 

POZOL MESTIZO ** 
San Cristóbal 

Producción de No.de cepas 
gas a partir de amilasa+ 

glucosa 

- + En En 
horno- helero- cond. cond. 
fermen fermen• a eró- anaeró· 
lativas tativas bicas bicas 

o 1 o 1 
3 o 2 2 
o 15 1 2 
o o o o 
3 16 3 5 

•• Los aislamientos se hicieron de una muestra en el caso del poml de Tapachula y de tres muestras en el de los de San Cristóbal 
••• Número total de cepas aisladas de las 3 muestras. 
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Tabla 4.3 Enterobacterias aisladas del pozo! 
!'" 

No. de cepas aisladas 
Especie• 

POZOL MESTIZO •• POZOL INDIGENA •• POZOL MESTIZO •• 
Tapacbula San Cristóbal San Cristóbal 

Klebsiel/a pneumoniae 26 o 2 
Citrobacter freundii o 5 2 
Serratia marcescens o 7 o 

Enterobacler agfomerans o· o 1 
Escherichia coli o 1 o 

No.total 26 13 ... s••• 
• Pruebas bioquímicas de cada cepa en Apéndices 3 y 4 
.. Los aislamientos se hicieron de una muestra en el caso del pozo! de Tapachula y de tres muestras en el de los de San Cristóbal 
••• Número total de cepas aisladas de las 3 muestras 
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4.2.4 DISCUSIÓN 

4.2.4.1 Números de microorganismos presentes en masas recién elaboradas 

, Es común encontrar en los alimentos fennentados de origen vegetal los grupos 

microbianos que se detectaron en el pozo! (Daeschel y col., 1987). Los números de 

bacterias lácticas son normalmente muy pequeños (Chunjian y col., 1992; Gatumbi y col., 

1983). En cambio, las enterobacterias y otros microorganismos aerobios predominan al 

inicio de fermentaciones de ensilados (Woolford, 1972), de verduras (Fleming, 1982), de 

panes agrios (Oura y col., 1982; Gashe, 1985) y de atoles fermentados (Gatumbi y col., 

1983). 

A diferencia de todos estos alimentos, la elaboración del pozol incluye un tratamiento 

térmico alcalino de los granos antes de la fermentación, durante el cual se reduce 

notablemente su microbiota natural. La inoculación de la masa entonce~ debe ocurrir 

después de la nixtamalización y a eso se debe que las. proporciones .de Jos grupos 
... ,, '. '-".,¡:;.·;'-'--"• . 

microbianos sean diferentes. Al existir varias posibles fuentes de il1oc~laci~n:~e)a masa 

después de la nixtamalización, se esperaría que el, tipo de'mici'ocirgani~riiéís 'ar iÍliciar la 
:;_,,;, .::~;'· .~.·;,; 1 ...... :,. 

fermentación fuera muy variable; sin embargo seobserVÓ. que la microb.ióta iiiicial es muy 
' ' .. ~:;;_' , .. ; ·; '.' ~<-,;·.·, ~:... 

constante. Hesseltine y Wang (1986) ~.~ncionan que iu{o de losaspectcis'. import~tes de 

:.:::.::::,::~:~~:::~:~q1i¡~~~~'\í~~~~~l~~f ¡;I~~l: 
de producir las características·.· éies~ablés ·'e~.• é1 .·. ~liniéiito:''. \voód ·'< 1983) enfatizá: ·la 

'.. . '" . • .• ,. . . . -~- , >'c.;. .. ' , f., - . . .• . .. ~'- •.•• ,_ , • .,,·c. ., , "' " 

efectividad en el proceso de selecciÓ~ éii! i1ri~i~o'fglcii~(y;é)~(é'~);ú'c::~<l6;~ti~.'i~··rilicr~biota ~ 
de masas agrias producidas en'<lir~ie'íit~~ i)ari~scl~i iifiín<l6:~~°c~'~?~ilTli\~~.:sé ~i~IW°CJrilos 

¡-<:.¡e<:~:--~·- ._ .. :e;•!/,"' ;\-"'· .. ;-·ó -¡",':;e-~-;·•.---,· -·-

mismOS tipos de microorganislll~s· (Lact(Jbe1c}ÚÜ~ #a.'ifi.;~ncisc;o,~y '.!o,~iliop,\;is;hollnu) ... de 
masas de Glasgow, en el Reiri(lu~idci, d~ Úlo~Í~ y el~ ~a~ f l"~~i;~~; ~¡'¡ Es~adCJs 0~idos; 
Halm y col. (1993) report~' u!iiformida<l e~ la .riicrobiota de dlfer~rites rrillestras' de 

kenkey, alimento fermentado de maíz q~e se. ~o~sum~ en Ghan~, Árri~a. Viniegra-
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González y Gómez (1984) sugieren que la relación C/N (carbohidrato/proteina) y el pH 

definen el tipo de fermentación y por lo tanto la microbiota de un alimento fermentado. 

Por los resultados obtenidos, es posible sugerir que en el pozo! ha ocurrido un proceso de 

selección similar al reportado para otros alimentos fermentados, por lo que su microbiota 

es muy constante. 

4.2.4.2 Caracterización de las bacterias del pozol 

Bacterias lácticas. En el pozo! se encontraron los géneros Lactobacillus, Pediococcus, 

Lactococcus y Leuconostoc. Se detectó una tendencia de predominio de bacterias 

heterofennentativas, y dentro de ellas las del género Leuconostoc. En un trabajo previo 

de nuestro grupo se encontró también una predominancia de Leuconostoc en masas en 

fermentación (Nuraida, 1988). 

Las bacterias del género Leuconostoc predominan en plantas (Daeschel y col., 1987). 

Inician fermentaciones produciendo acidez y aromas y en algunos casos acción leudante, 

y debido a su poca tolerancia a la acidez son reemplazadas por otras cepas más 

resistentes, como Lactobacillus plantarum (Okafor, 1977; Ngaba y Lee, 1979; Okafor y 

col., 1984; Onyekwere y col., 1989; Ofuya y Nnajiofor, 1989; Oyewole y Odunfa, 1990; 

Oyewole, 1990; Fleming, 1982; Christian y Nyako, 1983; Pederson, 1983). 

Lactobaci/lus, al ser homofermentativo, es generalmente el principal responsable de la 

acidificación. El tipo de microbiota láctica varia en cada alimento y en función del tipo 

de bacterias encontradas en el pozo! es probable que inicien las cepas de Leuconostoc, 

para luego ser reemplazadas por otras más resistentes a la acidez. 

Uno de los aspectos que determinan el desarrollo de estas bacterias, cuya actividad en el 

pozo! es esencial, es su capacidad para fermentar el sustrato. El carbohidrato que se 

encuentra en mayor proporción en el maíz es el almidón, por lo que las bacterias con la 

capacidad de hidrolizarlo podrían tener ventajas sobre las demás para desarrollarse en el 

nixtamal. Se encontró, coincidiendo con las observaciones de Velázquez-Corona y col. 
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(1984), que una proporción pequeña de las bacterias aisladas poseía actividad amilolítica, 

incluyendo los géneros Lactobacil/us, Lactococcus y Leuconostoc. Velázquez-Corona y 

col. (1994) aislaron del pozo! cepas amilolíticas de los géneros Lactobaci/lus, 

Leuconostoc y Streptococcus. 

La conversión de almidón en ácido láctico no es una característica común de las bacterias 

lácticas; sin embargo se ha demostrado que las especies Streptococcus bovis, 

Streptococcus equinus, Lactobaci/lus amy/ophi/us, Lactobacillus amylovorus, 

Lactobacillus acidophi/us y Lactobacillus cellobiosus son capaces de hacerlo (Giraud y 

col., 1993a). 

Es interesante notar que aunque la mayoría de las cepas amilolfticas aisladas mostraron 

esta actividad, tanto en condiciones aeróbicas como en las anaeróbicas, en algunas se 

detectó sólo en ausencia de aire. Esto es importante, dado que en el pozo! debe existir 

heterogeneidad en cuanto a la disponibilidad de oxígeno (es posible que en la superficie 

de las bolas de masa exista más oxígeno que en el interior de las mismas). 

La segunda cocción del proceso mestizo no influyó sobre la composición de la microbiota 

láctica, posiblemente porque la entrada de microorganismos a los granos ocurre después 

de el (o los) tratamiento(s) ténnico(s) de los granos. 

Enterobacterias. Es común la presencia de enterobacterías al inicio de fermentaciones en 

las que interviene w1a microbiota mixta, así como la transmisión de estos 

microorganismos por contaminación fecal. S,iendo el pozo! un alimento muy manipulado, 

sobre todo durante la molienda, el amasado y el moldeado, los cuales además se realizan 

en condiciones poco higiénicas, sería muy probable que estuvieran presentes en la masa 

enterobacterias patógenas. Sin embargo, no se detectaron éstas en los distintos tipos de 

pozo!. Se encontró únicamente un aislado cuyas pruebas bioquímicas coincidieron con 

las de E. co/i y para el que habría que determinar si pertenece a alguno de los grupos 

patógenos de esta especie. Las siembras se hicieron directamente sobre un medio 
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selectivo (Agar rojo violeta bilis glucosa), que no permite detectar bacterias dañadas, por 

lo que para la determinación de estos patógenos sería necesario realii.ar las técnicas que 

incluyeran las etapas de pre-enriquecimiento y enriquecimiento selectivo. 

Mozqueda-Gormílez y Escamilla-Hurtado (1988) reportan abundantes bacterias Gram 

negativas al inicio de la fennentación de pozoles elaborados en su laboratorio. En un 

estudio sobre la calidad sanitaria de tortillas en un pueblo indígena de Guatemala 

(Capparelli y Mata, 1975), se encontró que éstas contenían de 103 a 107 colifonnes/g , 

dentro de los que aislaron Klebsiella sp. y E. co/i; sin embargo, aunque sí se detectaron 

patógenos que no pertenecen a este grupo (Baci/lus cereus, Staphylococcus aureus), no 

reportaron Sa/monella ni Shigella. 

Las especies encontradas en el pozol se han detectado también en otros alimentos 

fermentados y en ocasiones se les atribuye alguna función, como el ablandamiento de 

tubérculos (Oyewole, 1990), la acidificación (Gashe, 1985) y la producción de vitaminas 

(Steinkraus, 1983; Keuth y Bisping, 1993). 

S!;llinas y Herrera ( 197 4) aislaron del pozo) Aerobacter aerogenes (K/ebsiel/a 

pneumoniae), capaz de fijar el nitrógeno atmosférico. A esta bacteria, junto con 

Agrobacterium azotophilum, se le ha atribuido una participación importante en el 

aumento en la concentración de proteína durante la fermentación de ·este .alimento 

(Taboada y col., 1975; Leal y col., 1987). 

Al igual que en el caso de la microbiota láctica, la segunda cocción del proceso mestizo 

no influyó sobre la composición de las enterobacterias, posiblemente-porqifeel(o_lós)· 

tratamiento(s) ténnico(s) de los granos destruyen, en ambos. ~~~cci~os, a l~s 
... ·-· . 

microorganismos presentes en el maíz. La inoculación natural debe ser ~.llton~és posterior 

a la ebullición de los granos y similar para los procesos iildígena y mestizo: 
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Bacterias mesófilas aerobias no lácticas. Estas bacterias, que frecuentemente son 

amilolíticas, podrían jugar un papel importante en la fermentación promoviendo el 

crecimiento de las bacterias lácticas, pero el género Baci/lus incluye especies reportadas 

como patógenas (B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus), por lo que en 

general se consideran indeseables. Bacillus cereus ha sido aislada del pozo) (Salinas, 

1958), pero no se ha demostrado si se producen toxinas en el mismo. Por ser esporuladas 

presentan resistencia a tratamientos térmicos, por lo que sería de interés estudiar su 

sobrevivencia a la nixtamalización. 

4.2.S CONCLUSIONES 

Se cuantificaron los grupos microbianos más abundantes en las masas_de nixtamal recién 

preparadas y se caracterizaron algunos grupos bacteí-innos .. ~ediante este estudio fue 

posible conocer la microbiota bacteriana inidar en lá· fermentación del pozo! y su 
,·· :· ... .-::··-.:·.·~ _··,.':·:-->-.. :·'.~--- :!,~_-__ . : .. ·~:"-~.-.. :._./<_: :: 

variabilidad, así como inferir su posible pilrticipaéiÓnen~Í proceso: 
,;~-. :.·;: • • 1 - ''· •• • •• ; • • • 

1. Los grupos de·. microorganismos ·que. s~ ené~entran sistemáticamente en la masa de 

pozo! recién preparada son: bacte~itl./1á~{kas, enterobacterias, bacterias mesófilas no 
- '·, 

lácticas (Bacil/us), mohos y levaduras: _ .. 

2. Las cuentas de cada uno de estos grupos en las masas recién elaboradas del.mismo 

productor, de diferentes productores dé" la misma región, y aun dt: productores de 

diferentes regiones, son muy similares ·(Figura 4. 7). Se infiere que la microbiota del 

pozo) es muy estable. 
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3. Aparentemente, la diferencia del proceso ladino o mestizo y el indígena no influye en 

la composición bacteriana del pozo). Esto se debe posiblemente a que durante los 

tratamientos térmicos de ambos tipos de procesos se eliminan los microorganismos 

presentes en los granos de maíz y posteriormente ocurre una inoculación natural, que es 

semejante en ambos procesos. 

4. Se encuentran bacterias lácticas tanto horno como heterofennentativas en la masa del 

pozo), y las del género Leuconostoc tienden a predominar, por lo que deben jugar un 

papel importante en la fermentación. 

5. Se aislaron bacterias lácticas amilolíticas pertenecientes a los géneros Lactobacillus, 

Lactococcus y Leuconostoc. Estas deben jugar un papel importante en la fermentación, 

debido al carácter amiláceo del sustrato. 

6. Se encuentran otros grupos, como el de las enterobacterias (103 - IQS ufc/g) y Bacillus 

(104 - 1Q6 ufc/g), los cuales debido a la patogenicidad de algunos de sus miembros se_ 

consideran indeseables. 
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Capítulo 5 

INCORPORACIÓN DE MICROORGANISMOS 
DURANTE LA ELABORACIÓN DEL POZOL 

S.1 INTRODUCCIÓN 

Durante la fermentación del poz.ol no se aflade ningún inóculo, ni una porción de alimento 

previamente fermentado, sino que el proceso depende del tipo y de la cantidad de 

microorganismos naturalmente presentes en la masa. En el capítulo anterior se determinó 

que tanto el tipo como la cantidad de microorganismos presentes en las masas recién 

moldeadas es muy constante. Si se considera que el momento en que se termina de 

moldear la bola de masa como el tiempo de inicio de la fermentación, los números 

iniciales de bacterias lácticas son elevados (entre IQS y IQ6 ufc/g de masa), pero también 

son altos los números de bacterias no lácticas (104-106 ufc/g) y de enterobacterias (103-

1 os ufc/g). La función de estos últimos en esta fermentación no ha sido determinada y se 

consideran indeseables por incluir especies patógenas. 

Como parte del estudio global sobre la microbiología del pozo!, se realizó una 

investigación con el objeto de identificar las fuentes de bacterias lácticas y de 

contaminantes indeseables en la masa. Por considerarlos como los más probables, se 

evaluó la contribución de las etapas de remojo, molienda, manipulación de la masa en el 

moldeo y de la contaminación atmosférica. 

S.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

S.2.1 Disefio experimental 

El diseño experimental se muestra en la Figura 5.1. Se determinaron la microbiota y el 

valor de pH de las muestras en todas las etapas de procesamiento (remojo, molienda, 
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moldeo y contaminación del aire) para determinar la contribución de cada etapa en la 

microbiota del pozol indígena. Todos los muestreos se reali:zaron en la casa del Sr. Javier 

Santis Gómez (productor de pozo! tipo indígena), en San Cristóbal de las Casas, Chiapas, 

excepto donde se indica. 

S.2.2 Preparación de pozol estándar por el método tradicional 

Se aftadieron a aproximadamente 8 Kg de maíz blanco (adquirido en el mercado de San 

Cristóbal de las Casas) un puiío de cal y agua de la llave, para cubrir los granos. Se hirvió 

esta mezcla hasta que las cascarillas de los granos podían desprenderse fácilmente 

(aproximadamente 1.5 h) (Figura 5.2). El pH del agua después de esta cocción fue de 

11.7. Se decaQtó el líquido, se añadió agua de la llave y se frotaron los granos con la 

mano para desprender las cascarillas. Se lavaron los granos dos veces con agua de la 

llave limpia (un total de cerca de 20 !)(Figura 5.3) y se dejaron remojando en agua toda la 

noche. Se decantó el agua de remojo y los granos de nixtamal se molieron en forma 

gruesa en un molino de nixtamal comercial (Figura 5.4). La masa de nixtamal se moldeó 

en bolas que pesaron entre 80 y 130 g (peso húmedo) sobre una mesa de madera (Figura 

5.5). Las bolas se colocaron en una bolsa de plástico y se llevaron al laboratorio, donde 

se envolvieron en hojas de plátano, que habían sido pasadas sobre la flama de un 

mechero, para hacerlas flexibles, y se incubaron a 28°C. 

S.2.3 Preparación de pozol de nixtamal sujeto a una etapa adicional de cocción 

Aproximadamente la mitad del nixtamal preparado anteriormente se calentó a ebullición 

en el agua de remojo para eliminar los microorganismos presentes. El nixtamal hervido 

se escurrió y se usó para preparar los 5 diferentes lotes de pozol que se muestran en la 

Figura 5.1. 
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Figura S.I Diseño experimental para identificar las fuentes de contaminación microbiana en la masa de pozol. 
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Parte del maíz molido y escurrido se molió en el molino comercial. La mitad de esta 

masa se moldeó a mano sobre la mesa de madera (Figura 5.5) (Pozo! 1, Figura 5.1), como 

en el pozo! estándar. La otra mitad se moldeó a mano, pero usando guantes de plástico 

limpios, sobre un plástico limpio que se colocó sobre la mesa de madera (Figura 5.6) 

(Pozol 2, Figura 5.1). Las bolas de estos pozoles 1y2 se colocaron en bolsas de plástico, 

se llevaron al laboratorio, se envolvieron en hojas de plátano y se incubaron a 28ºC. 

La segunda parte del · nixtamal hervido y escurrido se molió en un molino de mano 

(Comercializadora Corona, Tlalnepantla, México), que se había esterilizado previamente 

en autoclave, a 121°C, durante 20 minutos (Figura 5.7). La mitad de la masa recién 

molida se recolectó sobre la mesa de madera y se moldeó a mano sobre la mesa como en 

el caso del pozo! estándar, para obtener el pozol 3 (Figura 5.1) y la otra mitad se recolectó 

sobre el plástico nuevo y se moldeó con las manos protegidas con guantes de plástico 

nuevos (pozo! 4; Figura 5.1). Las bolas se colocaron en bolsas de plástico nuevas, se 

llevaron al laboratorio, se envolvieron en hojas de plátano y se incubaron a 28°C. 

Se colocó una tercera parte del nixtamal hervido y caliente en una bolsa de plástico nueva 

y se llevó al laboratorio, donde se molió en el molino de mano estéril. Se recolectó el 

material molido en una bolsa de plástico y se moldeó utilizando guantes de plástico 

nuevos, sobre un plástico nuevo (Figura 5.8). Se hizo todo lo posible para evitar 

contaminaciones en todas las etapas. ·.Se•envolvieron estas bolas, que corresponden al 

pozo! 5 de la Figura 5.1, en hojas de plátano y se incubaron a 28°C. 

S.2.4 Muestreo 

Se tomaron muestras del interior de las bolas o de la masa en todas las etapas de 

preparación de los lotes de pozo! y se almacenaron entre O y 5°C hasta que se analizaron 

(aproximadamente 2 horas). Se usó una bola diferente en cada muestreo. 

~~1~ \~.$\~ 
S~l.\\\ \lt. U\ 

t~~ Ml\f 
ma1.m1f.t~ 
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5.2.5 Determinación de poblaciones microbianas 

Se aftadieron 10 gramos de masa (pe~o húmedo) y 90 mi de peptona al 0.1% (p/v) estéril 

(Bioxon 154-3) a una bolsa de plástico nueva. Se agitó la bolsa con la mano durante un 

minuto para homogenizar su contenido y se realizaron las diluciones requeridas en el ,r· 

mismo diluyente. Se determinaron las cuentas viables de bacterias lácticas, bacterias 

mesófllas no lácticas, enterobacterias, mohos y levaduras, así como el valor de pH de las 

masas de acuerdo con los procedimientos seiialados en la sección de Materiales y 

Métodos Generales. 
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Fii,:ura 5.2 Crn.:ciún en agua con cal (nixtamalización) de los granos de maíz, en la casa 
del productor. 

Fh:ura 5.3 l .:i,·:1dn de !ns gr:mns de nixt~mal. en l:i c:iq dl'! prncluctor. 
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Figura 5.4 Molino comcrcinl de nixtanrnl. 

Figura 5.S :\h1idc~1do de la masa sobre la mesa de mnclem lrrncesn tradicional). en la 
casa del productor. 
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Figura 5.6 Moldeado en mesa cubierta con plástico limpio. 
usando guantes de plástico, en la casa del 
productor. 

Figura 5.7 Molienda con molino manual, mesa cubierta con plástico 
limpio y usando guantes de plástico, en la casa del 

productor. 
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Figura 5.8 Molienda aséptica en el laboratorio, evitando cualquier tipo de 
contaminación. 

Figura S.9 Espacios muertos del molino comercial. donde se <1ct11nula la mas<1 que sirve 
como fuente de inóculo. 
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5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Desarrollo de microorganismos en el pozol estándar 

Los números de microorganismos presentes durante las diferentes etapas de preparación 

de pozol estándar se muestran en la Tabla 5.1. Como se esperaba, no se detectaron 

microorganismos después de la cocción en agua con cal y después de lavar los granos 

permanecieron casi igual. No se detectó ninguno de los tipos de microorganismos 

evaluados al inocular 0.1 mi del agua de la llave utilizada durante el proceso en cada uno 

de los medios. 

Durante la incubación de las bolas de masa se incrementaron los números de todas las 

bacterias hasta las 11 horas y luego tendieron a permanecer constantes hasta las 30 horas 

de incubación. El incremento de las bacterias lácticas fue proporcionalmente mayor que 

el de los otros grupos microbianos, para alcanzar una cuenta final de 109 ufc/g. Aunque 

el pH del pozol estándar bajó de un valor .inicial· de 7.3 a 4.6 después de 30 horas de 

incubación (Figura 5.10), los mímercis de-eni~rob~cterias y de otras bacterias mesófilas 

permanecieron constantes entre las 1 i' ·y'i1~~ '3(} horas, de manera que no existieron 

evidencias de los efectos letales de las condiciones ácidas sobre estos microorganismos. 

Contrastando con esto, los números de levaduras se incrementaron substancialmente de 

las 11 a las 30 horas. 

5.3.2 Efecto del remojo en la microbiota 

Durante el remojo las cuentas microbianas de los granos awnentaron. considerablemente 

desde no detectable o en niveles muy bajos (<IOI a 1.6 x)O~ ufc/g) hasta 101 a 104 ufc/g 

(Tabla 5.1 ). En el agua de remojo los números fueron a~ mayores: ~es~filos aerobios, 

2.7 x 10s ufc/ml; bacteria~ lácticas, 5.5 x 104; :nterob~ct~rias,: 2.5 x 102; y mohos y 

levaduras, <1 x 103. El pH del agua de remojo fue de 8.5, mientras que el de los granos 
. ' ' ~· . 

macerados fue de 7.2. 
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Tabla 5.1 Concentraciones de microorganismos presentes en diferentes etapas durante la producción de pozol por el 
procedimiento tradicional (po:rol estándar) 

Concentración microbiana 
(log10 ufc/g de peso húmedo) 

Etapa de procesamiento 
Bacterias Bacterias Enterobac· Levaduras Mohos 
lácticas mesófilas terias 

aerobias 
1. Granos de maíz hervidos con cal. <1.0 <2.0 <l.O <2.0 <2.0 
2. Granos hervidos, descascarados y 2.2 <2.0 <1.0 <2.0 <2.0 

lavados. 
3. Granos remojados. 3.0 4.S 1.6 <2.0 <2.0 
4. Molienda. 4.8 4.3 2.2 2.9 <2.0 
5. Bola de pozo( incubada durante 6 h. 6.6 5.2 3.9 2.7 <1.0 
6. Bola de pozo( incubada durante 11 h. 8.8 6.7 S.9 4.8 <3.0 
7. Bola de pozo( incubada durante 14 h. 9.2 7.1 6.1 4.7 <3.0 
8. Bola de pozo] incubada durante 30 h. 9.3 6.8 5.8 6.4 4.2 
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Figura 5.10 Cambio en los valores de pH de bolas de pozo! elaboradas por diferentes 
métodos e incubadas a 28°C. O- pozol estándar, hecho con el método tradicional, molido 
en molino comercial y moldeado sobre mesa de madera; 6- Pozol l, granos de nixtamal 
hervidos, molidos en molino comercial y moldeados sobre mesa de madera; O- pozol 3, 
granos de nixtamal hervidos, molidos en molino estéril y moldeados sobre mesa de 
madera; y •- pozol 5, granos de nixtamal hervidos, molidos en molino estéril y 
moldeados en condiciones asépticas en el laboratorio. No se presentan los datos de los 
pozoles 2 y 4, ya que son similares a los de los pozoles 1 y 3, respectivamente. 
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5.3.3 Efecto de la molienda en la microbiota 

La molienda aftadió microorganismos a la masa, aumentando los números de bacterias 

lácticas de 1 x J03 en Jos granos remojados a 6.3 x J04 en la masa molida y los de 

levaduras de <I ()2 a 8 x 102 (Tabla 5.1 ). 

La molienda del nixtamal hervido, en el que se habían eliminado todos los 

microorganismos presentes, en el mismo molino comercial, inoculó la masa con números 

grandes de microorganismos, incluyendo bacterias lácticas, mesófilas aerobias, 

enterobacterias, mohos y levaduras (Tabla 5.2). 

Mucha gente muele su nixtamal cada mafiana, principalmente para hacer tortillas, en el 

molino comercial, sin limpiar la máquina entre cada lote. Al inspeccionar el molino se 

observó que retiene una gran cantidad de masa que podría servir como fuente de 

microorganismos (Figura 5.9). Además, la limpieza diaria consiste en desmantelar el 

molino y únicamente raspar los depósitos de masa, sin usar agua, asegurándose, sin 

·intención, de que exista inóculo disponible para la molienda del siguiente día. 

5.3.4 Efecto de la superficie de preparación en la microbiota 

Se realizó una cuenta de los microorganismos presentes sobre la superficie de la mesa de 

madera, incluyendo la de una grieta y se obtuvieron las siguientes ufc/cm2: bacterias 

lácticas, 2 x J06; mesófilos aerobios, 7 x JOS; enterobacterias, < 2 x J02; levaduras, 1.6 x 

J04 y mohos< 102. A pesar de esto, las cuentas. microbianas de .1a5 bolas.de po¡zol 

preparadas sobre esta mesa de madera most~aron pocas diferencias coii respecto' a laS que 
. ,,, ., ... ',,. . . -. "; ·•' -- '··, 

pozol 4). 

El hecho de que no se hayan detectado e~tefobri~t~riaS en ~1 poz~i '.nolido en el molino de 

mano y preparado sobre la mesa de mader~'c"fa'b1~~:3; poz~l 3) in~ica qu~ Ja~e~a no fue 

una fuente importante de este tipo de bacterias. 
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Tabla 5.2 Concentraciones de microorganismos presentes en diferentes etapas durante la producción de pozol por un 
procedimiento modificado con una cocción adicional de los granos de nixtamal después del remojo 

Etapa de procesamiento 

1. Granos de maíz hervidos con cal, 
descascarados, después del remojo. 

2. ,Granos hervidos después de ser 
•' remojados ' 

3.', Molienda. 
4.' Bola de pozo! incubada durante 6 h. 
5;, Bola de pozo! incubada durante 14 h. 
,6;' Bola de pozo) incubada durante 30 h. 

Bacterias 
lácticas 

Concentración microbiana 
(log10 ufc/g de peso húmedo) 

Bacterias 
mcsófilas 
aerobias 

,4.5 

Enterobac
terias 

1.6 

Levaduras, Mohos 
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Tabla S.3 Números de microorganismos en bolas de pozol elaboradas por diferentes métodos 

Concentración microbiana 
Pozo) Proceso• (log 10 ufc/g de peso húmedo)•• 
Núm. 

Segunda Molienda Bolas de pozal hechas: 
cocción 

Ene) 
Molino Molino En la casa, sobre: laborato- Bacterias Bacterias Enterobacte- Levaduras Mohos 

comercial est~riLen el rio sobre el lácticas mesófilas rias 
laboratorio plástico no lácticas 

Mesa Plástico 
Estándar + + 6.6 5.2 3.9 2.7 <2.0 
l. + + + 6.3 5.1 3.5 3.6 2.0 
2. + + + 6.1 5.4 3.2 3.4 1.7 
3. + + + 3.9 3.5 <1.0 2.4 <2.0 
4. + + + 3.2 3.2 <1.0 <2.0 <2.0 
5. + + + <1.0 <2.0 <1.0 <2.0 <2.0 

• Se hirvieron los granos de maíz seco en agua con cal, se descascararon, se lavaron en agua de la llave, se remojaron durante la noche a 
temperatura ambiente y luego se trataron como se indica. Para mayores detalles, ver Figura 5.1. El pozo) estándar es el proceso tradicional. 

• • El pozol estándar y los pozoles 1 a 4 se incubaron a 28°C durante 6 h después de la molienda antes del análisis, mientras que el pozol 5 
se incubó 0.5 h. · 
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5.3.5 Efecto de Ja mierobiota del aire 

El pozo! 4 se preparó en la casa del productor, usando el molino manual y las bolas se 

formaron sobre el plástico, mientras que el pozo! 5 se hizo de la misma manera, pero en el 

laboratorio. El pozo! 4 recibió suficiente inóculo como para asegurar su fermentación; sin 

embargo los números iniciales de microorganismos fueron mucho menores que los de 

lotes de pozo) de masas molidas en el molino comercial (Tabla 5.3). Por esto, en las bolas 

del pozo! 4 no se llevó a cabo una fermentación tan consistente como en las de otros 

lotes contaminados con mayores dosis. La mayoría de las bolas de pozo! preparadas en el 

laboratorio (pozo! 5) no fermentaron (Figura 5.1 O). Estas observaciones sugieren que el 

aire de la casa contribuyó con algunos microorganismos, pero sus números no fueron 

suficientes para asegurar una fermentación rápida y consistente. 

5.3.6 Crecimiento durante la incubación 

Se hizo un seguimiento de la fermentación de los diferentes tipos de pozo! midiendo los 

c¡unbios de pH en las masas con el tiempo (Figura 5.10). Es evidente que el proceso 

tradicional provee tanto los mayores números iniciales de microorganismos (Tabla 5.3) 

como la fermentación más rápida. Las bolas de pozo! preparadas con los granos de 

nixtamal hervidos después del remojo y molidos en el molino comercial fermentaron 

prácticamente con la misma rapidez que el tradicional, pero los que se molieron en el 

molino estéril fermentaron más lentamente. La masa de pozo! preparada en forma 

aséptica (pozo! 5) no fermentó, a excepción de una de las bolas, que se analizó a las 75 

horas de incubación. 
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5.4 DISCUSIÓN 

5.4.1 Fuentes de microorganismos en el pozol 

El remojo del nixtamal durante la noche permitió el crecimiento de una diversidad de 

tipos de bacterias, incluyendo las lácticas, mesófilas aerobias y enterobacterias, que 

constituyeron la microbiota primaria del pozo!. La molienda en un molino comercial 

inoculó la masa con números altos de bacterias lácticas, bacterias mesófilas aerobias y 

añadió levaduras. 

Cuando se eliminó la microbiota del remojo al hervir los granos, la molienda de éstos en 

el molino comercial resultó en la incorporación de una microbiota de bacterias lácticas, 

mesófilos aerobios, enterobacterias y levaduras. La cuenta de levaduras fue menor de 102 

ufc/g en los granos remojados, pero de 8 x 102 a 7.4 x 103 ufc/g en la masa después de 

moler en el molino comercial. Esto sugiere que las levaduras no crecieron en el agua de 

remojo, sino que se incorporaron del molino. Evidentemente, la masa retenida en los 

espacios muertos del molino sirvió como una fuente potente de inóculo de bacterias 

lácticas y de contaminantes indeseables para lotes frescos de masa. 

Otras etapas de procesamiento, incluyendo el contacto con la mesa de madera, la 

manipulación de la masa y la exposición al aire de Ja casa no fueron fuentes relevantes de 

inóculo, comparados con las dos etapas principales: el remojo y Ja molienda. 

5.4.2 Preparación del pozol de calidad microbiológica aceptable 

El pozo) estándar preparado en este experimento, como Ja masa para tortillas estudiada 

por Capparelli y Mata ( 1975), contenía enterobacterias y otras bacterias mesófilas 

aerobias, cuyos números altos no parecieron ser afectados por la acidez y valores bajos de 

pH desarrollados durante la fermentación. Para pretender obtener pozo! con números 

bajos de bacterias contaminantes es necesario evitar la contaminación inicial o promover 

la producción de metabolitos más inhibitorios durante la fermentación (Nuraida y col., 
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1992), o eliminar los contaminantes por tratamientos posteriores. Se pudo eliminar la 

microbiota calentando hasta ebullición los granos después del remojo, como hacen los 

productores mestizos (aunque sin prolongar la cocción hasta el reventado del grano), y 

usando un molino limpio para minimiz.ar la re-contaminación. Para esto sería necesario 

mejorar el diseño del molino, para disminuir el espacio muerto en donde se pueda 

acumular la masa y que sea más fácil de limpiar. Se requeriría también poner más 

atención en la higiene en todos los pasos. 

Las técnicas para reducir la contaminación por microorganismos indeseables reducirían al 

mismo tiempo los números de bacterias lácticas necesarias para la fermentación. Debido 

a esto, la introducción de métodos de producción más higiénicos necesitarla acompañarse 

de la inoculación deliberada de la masa con bacterias lácticas seleccionadas, ya sea como 

la masa de un lote previo de pozo!, o como un cultivo iniciadc r definido. 

5.5 CONCLUSIONES 

Se determinó el momento de inoculación tanto de bacterias lácticas (esenciales. para este 

proceso), como de contaminantes indeseables en esta fermentación natural. Los 

resultados de este estudio son importantes para el diseño de estrategias para mejorar la 

calidad sanitaria del pozo!: 

1. La etapa donde ocurrió la mayor inoculación fue la molienda.· 

. ,'.-~~:-'. :-::·::· : ,_ -, 

2. La masa retenida en los espacios muertos .del molino. cÓnstituyó una potente fuente de 

inóculo de bacterias lácticas y de microorganlsn1ós indeseables (vg. enterobacterias y . . ·- . 

mesó filos aerobios). Sería importante. modificar. ~l diseño del molino, de manera que 

fuera más fácil de limpiar. 
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3. Se puede eliminar la contaminación por microorganismos indeseables hirviendo los 

granos después del remojo, usando un molino limpio y practicando medidas de higiene en 

cada paso. 
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Capítulo 6 

MICROBIOLOGÍA DE LA FERMENTACIÓN EN 
POZOLES TRADICIONALES 

6.1 INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos se encuentran en la naturaleza formando cultivos mixtos, por lo que 

es de esperarse que éstos existan en los alimentos fermentados muy antiguos que ocurren 

de manera espontánea (vs. inoculados). 

El inóculo del pozo! consiste de una mezcla de varios grupos microbianos (bacterias, 

mohos, levaduras), y su sustrato, la masa de nixtamal, contiene diversos componentes 

(carbohidratos, proteínas, lípidos, sales, etc.) en forma de una matriz heterogénea, que 

incluye partes de material cocido y partes parcialmente cocidas, de diferente tamaño de 

partícula y muy seguramente con diferente grado de aireación en la superficie de la masa 

que con respecto al interior, por lo que se espera que su fermentación espontánea sea un 

proceso muy complejo. 

Es necesario conocer los eventos ecológicos que ocurren durante la fermentación, con el 

fin de favorecer la actividad de los microorganismos que producen los cambios deseables 

y suprimir el crecimento de los patógenos y de los que causan la descomposición del 

sustrato. El control de esta fermentación compleja permitiría asegurar la obtención de 

productos de calidad constante. 

Se plantearon entonces como objetivos de esta sección determinar en qué medida y con 

qué selectividad los grupos microbianos que se encuentran en la masa recién preparada se 

propagan y arraigan durante su fermentación. Para ésto, se buscó determinar: 

1. Si existen diferencias en el desarrollo de los microorganismos entre el interior y la 

superficie de la masa. 
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2. Si existe algún paralelismo en el desarrollo de microorganismos entre los pozoles 

indígena y mestizo. 

3. Si se inhibe durante la fermentación el crecimiento de microorganismos indeseables 

(enterobacterias y mesófilos no lácticos). 

6.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.2.l Diseño esperimental 

Se estudió el desarrollo de microorganismos durante la fermentación del pozo! en masas 

elaboradas por dos productores de San Cristóbal de las Casas, uno indígena y otro 

mestizo. Los productores fueron los mismos con los que se llevó a cabo el estudio sobre 

la microbiología de las masas (Sección 4.2), por lo que los procesos de elaboración son 

los de la Figura 4.5. 

6.2.2 Muestreo 

Se recolectaron bolas de nixtamal recién preparadas por cada productor, se colocaron en 

bolsas de plástico nuevas y se llevaron al laboratorio, donde se envolvieron en hojas de 

plátano que habían sido pasadas por la flama para hacerlas flexibles y se incubaron a 

28°C. 

A cada tiempo de fermentación (3, 6, 9, 12, 24 horas y 9 días) se examinó una bola de 

masa por el método de sacrificio de muestras. Se realizó un experimento separado en el 

que se recolectaron y prepararon de la misma manera masas indígena y mestiza, pero se 

incubaron a temperatura ambiente durante el invierno (18-20°C) y se sacrificó una bola 

cada 24 horas para medir su pH. Se tomaron muestras de la superficie de la bola, hasta 

una profundidad máxima de 2 mm, con una espátula estéril. Para obtener las muestras del 

interior se partieron las bolas a la mitad y se tomó material del centro con una espátula 

estéril. 
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6.2.3 Determinación de poblaciones microbianas 

Se afiadieron IO g de masa (peso húmedo) a 90 mi de peptona (Bioxon 154-3) al 0.1% y 

se agitaron en un matraz estéril cubierto con torunda de algodón , · .1rante 1 minuto a 2000 

rpm en agitador magnético (Thermolyne tipo 1000), con magneto previamente flameado y 

enfriado. Las diluciones subsecuentes se realizaron con peptona al 0.1%. Se 

determinaron las cuentas viables de bacterias lácticas, mesófilos no lácticos, 

enterobacterias, mohos y levaduras, de acuerdo con los procedimientos señalados en 

Materiales y Métodos Generales. 

6.2.4 Determinaciones de pH y humedad 

Se realizaron de acuerdo con los procedimientos señalados en Materiales y Métodos 

Generales. 

6.3 RESULTADOS 

6.3.1 Dinámica de crecimiento microbiano 

Bacterias lácticas. Se puede observar que tanto en el pozo! indíge_~ll (Fig~a 6.IA) como 

en el mestizo (Figura 6.1 B) se desarrollaron las b~cterias lácticas, alcanzando sus cuentas 

máximas (en el intervalo lQ8.lQ9 ufc/g en todos los ca5ci°s)'~ las 9~oras de fermentación, 

después de lo cual se mantuvieron constantes hasta las 4i hJra~:,yil~s 9 días las cuentas ,,,. :~ 

no habían disminuido. No existieron oiferencia~_ell}~s,~~¡:~tas e11_tre los pozoles indígena 

y mestizo ni entre el interior y la superficie de lafmasas'.' 

Bacterias mcsófilas no lácticas Estas bacterias cre~ieron en forma paralela a las bacterias 

lácticas en ambas masas, alcanzando su máxiIT!~ d~~~ollo a las 12 horas de fermentación 
"i·< .. .:: •,. - __ ·-. !'' 

aproximadamente, con cuentas de 107- 109 ufC/g 'para_ ~bos grupos, y sus números se 

mantuvieron constantes hasta las 48 horas de· fermentación. No se observaron diferencias 
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notables en las máximas cuentas alcanzadas por estos microorganismos entre los pozoles 

indígena y mestizo, ni entre la superficie y el interior del pozol indígena; sin embargo la 

velocidad de crecimiento fue mayor en el pozo! mestizo y los números en la superficie del 

pozo) mestizo también fueron mayores que en el interior. A los 9 días de fermentación las 

cuentas en el interior de las bolas permanecían sin cambio, mientras que en la superficie 

se habían reducido hasta aproximadamente 1os ufc/g. 

Enterobacterias. Las enterobacterias (Figura 6.2) crecieron tanto en la superficie como en 

el interior de las masas mestizas e indígenas durante las primeras 9 horas de fermentación, 

junto con el resto de las bacterias, alcanzando cuentas entre 105 y 106 ufc/g. Éstas se 

mantuvieron hasta las 48 horas de fermentación, cuando el pH de las masas había 

alcanz.ado valores inferiores a 4.5 (Figura 6.2). A los 9 días de fermentación las cuentas 

de las masas indígenas se habían reducido a aproximadamente 10 ufc/g, mientras que la 

de la masa mestiza se redujo únicamente a 104 ufc/g. 

Mohos y levaduras En la Tabla 6.1 se presentan las cuentas interiores y superficiales de 

propágulos de mohos y levaduras de los pozoles mestizo e indígena a las O y 48 horas de 

fermentación. En todos los casos se observó un desarrollo de ambos grupos microbianos, 

siendo notablemente mayor en la superficie que en el interior de las bolas de masa. 

6.3.2 Cambios en el pH de las masas 

Los cambios de pH de las masas indígena y mestiza incubadas a 28°C se muestran en la 

Figura 6.3. En la masa indígena el pH no varió en las primeras 3 horas de fermentación, 

seguido de un descenso rápido, para alcanzar valores de 4. 7-4.8 a las/12 horas y de 4.3-4.6 

a las 24 horas. El pH del pozo! mestizo disminuyó desde el inicio de la fermentación, 
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Figura 6.1 Fermentación de masas preparadas por el método indígena (A) y por el 
método mestizo (B} e incubadas a 28ºC. Crecimiento de bacterias lácticas(•) y de 

bacterias mesófilas no lácticas(•) y valores de pH (*)en la superficie(-) y en el interior 
(---) de las masas. Los valores graficados son el promedio de duplicados del análisis de 

1 O muestras para el tiempo cero, 3 muestras a las 48 y 216 h y una en el resto. 
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pero más lentamente que el indígena, siendo de 5.1 a las 12 horas de fermentación y de 

4.3-4.4 a las 48 horas. 

Los cambios de pH de las masas incubadas a temperatura ambiente durante el invierno 

( J 8-20ºC) fueron mucho más lentos que a 28ºC (Figura 6.4). El indlgena tardó 3 dlas en 

llegár a 4.5 y el valor del mestizo era ligeramente inferior a 5 después de JO días de 

fermentación. El pH de la masa indígena fue inferior al de la mestiza durante toda la 

fermentación. 

6.3.3 Contenido de humedad inicial y apariencia de las masas 

La masa indígena recién moldeada tenía un 52 ± 3.3 % de humedad y Ja mestiza 72 ± 

0.6%. La indígena era más seca, menos homogénea, con algunos fragmentos pequeños de 

grano semicocido o crudo; la apariencia de la mestiza era más húmeda, más brillante que 

Ja indígena, más homogénea, con menos fragmentos de grano semicocido, o Jos 

fragmentos se integraban más a la masa. 
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Figura 6.2 Fermentación de masas preparadas por el método indígena (~)y por el 
método mestizo (Á) e incubadas a 28ºC. Crecimiento de enterobacterias (líneas gruesas) 
y pH (líneas delgadas) en la superficie(-) y en el interior(---) de las masas. Los valores 
graficados son el promedio de duplicados del análisis de 1 O muestras para el tiempo cero, 

3 muestras a las 48 y 216 h y una en el resto. 
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Tabla 6.1 Cuentas de mohos y de levaduras en el interior y en la superficie de pozoles mestizos e indígenas a las O, 48 y 216 
horas de fermentación a 28ºC. Los valores presentados son el promedio de duplicados del análisis de 1 O muestras para el 

tiempo cero, 3 muestras a las 48 y 216 h, y una en el resto 

POZOL INDÍGENA POZOL MESTIZO 

Tiempo de LEVADURAS MOHOS LEVADURAS MOHOS 
fennenta- log ufc/g logufclg logufcfg logufc/g 
ción (h) 

interior superficie interior superficie interior superficie interior superficie 
o 4.0 4.0 2.7 2.7 4.3 4.3 2.7 2.7 
48 4.9 7.0 4.3 S.9 4.S 7.7 3.0 S.3 
216 4.0 72 2.S S.7 s.o 7.3 3.0 S.8 
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Figura 6.3 Fermentación de masas preparadas por el procedimiento indígena<•> y por el 
procedimiento mestizo(.&), incubadas a 28°C. Valores de pH de la superficie(-) y del 

interior(---) de las masas. Los valores graficados son el promedio de duplicados del 
análisis de 1 O muestras para el tiempo cero, 3 muestras a las 48 y 216 h y una en el resto. 

8-r--------------------------~ 

-e- lnd 

7 -A- M• 

34---~--~--1-----11-----1----+---+---+---~ 

1 2 3 4 e a 1 8 10 
tiempo (días) 

Figura 6.4 Valores de pH del interior de masas preparadas con el método indígena (0) y 
por el método mestizo (6), incubadas a temperatura ambiente de invierno (18-20ºC). Se 
analizaron tres muestras en cada tiempo. Los valores graficados son el promedio y las 

líneas verticales la desviación estándar. 
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6.4 DISCUSIÓN 

6.4.1 Cambios en las poblaciones microbianas 

La mayoría de las fermentaciones lácticas naturales inician con una microbiota muy 

variada, que incluye números muy pequeños de bacterias lácticas, las cuales después de 

un tiempo de fermentación predominan sobre todas las demás, siendo en muchas 

ocasiones las únicas presentes en el alimento fermentado final. La fermentación del pozol 

inicia con una microbiota mixta y durante las primeras 12 horas crecen todas las bacterias 

presentes en la masa (Figuras 6.1 y 6.2). Las bacterias lácticas inician con números muy 

grandes (entre 1.6 x 1os y 4 x 10s ufc/g) y semejantes a los de las bacterias no lácticas 

(entre 7.6 x 104 y 5 x 105 ufc/g); sin embargo, después de 48 horas de fem1entación, 

cuando se alcanza el valor mínimo de pH de la masa, los números de estos dos grupos 

microbianos siguen siendo similares (aproximadamente JOS ufc/g de bacterias lácticas y 

entre 1.6 x 106 y 10s ufc/g de bacterias mesófilas no lácticas). Aún después de 9 dias de 

fermentación las cuentas de mesófilos aerobios en la superficie de la masa se mantenían 

constantes,y las del interior, aunque se habían reducido entre 2 y 3 ciclos logarítmicos, 

todavía eran considerables (entre 105 y 106 ufc/g). 

En otros alimentos fermentados, donde los números inciales de bacterias lácticas son 

iguales o menores a los del pozol, estas. bacterias predominan sobre las demás 

(Onyekwere y col., 1989; Ofuya Y; NrÍajiofoi/J¿89;'.0kaf~r. y col., 1984; Christian y 
''/ 

Nyako, 1983; Ramakrishnan y col., 1983;·s!Ínchez y col., 1983; Gashe, 1985; Wood, 

1983). En general, el crecimiento de bacterias. lácticas en el pozol es semejante o más 

rápido que en otros alimentos similares; sin embargo éstas no tienden a predominar, ya 

que los otros grupos bacterianos (mesófilos no lácticos y enterohacterias) no desaparecen 

ni aun después de 9 días de fermentación. 

El kenkey es probablemente el alimento más parecido al pozol; sin embargo se distingue 

por incluir una etapa de remojo del maíz durante la cual pueden actuar las enzimas 

amilolíticas del grano, produciendo azúcares fermentables. Los granos remojados se 
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muelen y se fennenta la pasta, de manera que no se incluye una etapa de c-0cción antes de 

la fermentación que pudiera destruir estas enzimas. El primer tratamiento de los granos 

de pozo!, en cambio, es la cocción en agua con cal, que debería ser lo suficientemente 

drástico como para destruir las enzimas del grano y durante el cual, además, se pierde 

materia seca por lixiviación que debe incluir parte de los azúcares del grano. De esta 

manera se esperaría que las bacterias lácticas contaran en el kenkey con una mayor 

concentración de azúcli!'es para crecer. El crecimiento de estas bacterias fue más rápido 

en el pozo! que el que se ha reportado para el kenkey (Christian y Nyako, 1983), lo cual 

sugiere que podrían estar actuando las bacterias amilolíticas, ya que en el nixtamal, por 

ser cocido, el almidón debe ser más disponible que en el maíz remojado. La comparación 

en el desarrollo microbiano entre el pozo! y otros alimentos similares pone de manifiesto 

la complejidad de las fennentaciones mixtas así como la necesidad de estudiar los factores 

que afectan la dinámica poblacional de cada grupo. 

6.4.2 Diferencias en el desarrollo microbiano entre las masas mestiza e indfgena. 

Las diferencias en el contenido de humedad y en apariencia de los dos tipos de masa 

recién preparadas, así como las diferencias en algunas características sensoriales 

detectadas en masas más húmedas de pozoles recolectados en diferentes mercados, 

reportadas en el Capítulo 4 (Tabla 4.1), sugerían que la fermentación en ambas podía ser 

diferente. No se detectaron, sin embargo, grandes diferencias en el crecimiento 

microbiano entre ambas (Figuras 6.1, 6.2 y Tabla 6.1). 

Durante la nixtamalización del maíz se han reportado pérdidas de entre 5 y 14% de su 

materia seca en las etapas de cocción, remojo y lavado (Pfulgfelder y col., 1988). 

González de Palacios (en Pfulgfelder y col., 1988) reporta que las pérdidas incluyen 6.5% 

de proteína y 10.6% del almidón del maíz. Es de esperarse que existan también pérdidas 

en los azúcares solubles del grano, que constituirían la fuente de carbono directamente 

disponible para el crecimiento de las bacterias lácticas. Estos azúcares se encuentran en el 

105 



.maíz en concentraciones muy bajas (aproximadamente 2% del peso seco del grano, 

incluyendo principalmente sacarosa, glucosa y fructosa) (Boyer y Shannon, 1987), y 

deben disminuir durante la nixtamalización. Si el proceso mestizo incluye una etapa 

adicional de cocción, la concentración de estos azúcares en este tipo de masas debería ser 

aúri menor, por lo que el crecimiento de las bacterias lácticas debería verse restringido. 

Sin embargo, en los dos tipos de masa los siguientes grupos se desarrollaron siguiendo 

aproximadamente el mismo patrón, y las bacterias lácticas, las mesófilas no lácticas, las 

enterobacterias, los mohos y las levaduras alcanzaron aproximadamente las mismas 

cuentas. 

De estos resultados se infiere que: 1) La concentración de azúcares simples no es un 

factor limitante para el crecimiento microbiano, a pesar de las pérdidas sufridas durante el 

proceso de nixtamalización, o 2) Las bacterias lácticas utilizan otro componente de la 

masa, como el almidón, o 3) Algún otro miembro de la microbiota hidroliza el almidón, 

produciendo la glucosa necesaria para que las bacterias lácticas se desarrollen. Este grupo 

podría ser el de las bacterias del género Bacillus, que muy comúnmente son amilolíticas, 

o alguno de los mohos presentes en la masa. La única diferencia apreciable en el 

crecimiento microbiano entre de los dos tipos de masa fue la mayor velocidad de 

crecimiento de las bacterias mesófilas no lácticas en la masa mestiza, donde además 

alcanzaron mayores cuentas. Si estas bacterias están utilizando el almidón, su crecimiento 

se facilitaría en este sustrato, donde, debido al tratamiento térmico adicional, debe tener 

mayor grado de gelatinización y por lo tanto debe ser más susceptible al ataque 

microbiano. 

6.4.3 Diferencias en el desarrollo microbiano entre el interior y la superficie de las 

masas. 

La masa de nixtamal se fermentó de la manera tradicional, en forma de bolas enweltas en 

hojas de plátano, y éstas deben permitir la difüsión del aire, por lo que debe existir mayor 
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oxigenación en la superficie que en el centro de las bolas. No se observaron diferencias 

en el crecimiento de enterobacterias ni de bacterias lácticas entre el interior y la superficie 

de las masas. Las primeras son anaerobias facultativas, por lo que podrían desarrollarse 

en ambas condiciones, y las segundas son microaerofilicas. Las bacterias lácticas no han 

desarrollado las defensas enzimáticas que permiten a los microorganismos aeróbicos 

crece~ en presencia de las formas tóxicas de oxígeno. Al parecer, la mayoría de estas 

bacterias no contienen superóxido dismutasa, capaz de catalizar la conversión del anión 

superóxido (02-·) en agua oxigenada (Archivald y Fridovich, 1981; Daeschel y col., 

1987). No obstante, estas bacterias han desarrollado mecanismos alternativos para 

deshacerse de este anión tóxico, que generalmente se produce en cultivos aeróbicos, como 

la acumulación intracelular de Mn(II). Esto se ha observado especialmente en bacterias 

asociadas con material vegetal, cuyo contenido de manganeso es mucho mayor que el de 

productos lácteos o cárnicos (Daeschel y col., 1987). Por otra parte, las bacterias lácticas 

tienen en común la característica de ser incapaces de sintetizar el grupo hemo. Sin 

embargo, han desarrollado NADH peroxidasas del tipo flavoproteínas, y según Condon 

( 1987), quien observa que existen pocas evidencias de acumulación de anión superóxido 

durante el crecimiento de bacterias lácticas en condiciones aeróbicas ordinarias, estas 

catalasas son las que evitan la inhibición de las bacterias lácticas en cultivos con 

aireación. De esta manera, las bacterias lácticas son aerotolerantes y se explica que hayan 

crecido por igual en la superficie y en el interior de las bolas de masa. Sin embargo, si la 

oxigenación es mayor en la superficie, se espera que su comportamiento difiera en ambos 

ambientes. En cultivos aireados se produce más ATP y varían los productos finales del 

metabolismo de azúcares, así como la variedad de sustratos que pueden ser metabolizados 

(Condon, 1987). De hecho, durante la caracterización de las bacterias lácticas aisladas en 

este estudio (Capítulo 4, Tabla 4.2) y en el de Nuraida (1988) se observó que algunas 

cepas eran capaces de hidrolizar el almidón en condiciones anaeróbicas pero no en 
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presencia de aire. Por otra parte, la producción de compuestos de sabor, como el 

diacetilo, también depende de la concentración de oxígeno (Bassit y col., 1993). 

La aireación, en cambio, sí promovió el crecimiento de microorganismos más afines a un 

ambiente aerobio. En el caso de los microorganismos mesófilos aerobios, se observó una 

tendencia de mayor crecimiento en la superficie que en el centro de las masas y en el de 

los mohos y levaduras el crecimiento fue significativamente mayor en la superficie. 

6.4.4 Cambios de pH durante la fermentación 

Ambas masas se acidificaron, alcanzando valores bajos a las 12 horas de fermentación. El 

retraso inicial en el descenso de pH de la masa indígena puede deberse a la acción del 

hidróxido de calcio remanente en la masa después de la nixtamalización. Como la masa 

mestiza sufre una etapa adicional de cocción en agua, la remoción de hidróxido de calcio 

debe ser mayor. Esta podría ser la razón por la cual el valor de pH disminuye desde el 

principio de la fermentación. Después de las primeras 3 horas, el pH desciende más 

rápidamente en las masas indígenas que en las mestizas, probablemente como 

consecuencia de la mayor disponibilidad de azúcares fermentables en las primeras. 

Cuando la fermentación se llevó a cabo a una temperatura más baja, esta diferencia fue 

más notable, descendiendo 'ffiás : 1enta:Iliente el ¡,¡:¡. cié; la5 l11asas mestizas, con valores 
'").":.-·;:,.-, 

mayores (0.5 unidades de pH) qu~ las indígenas dJ!Ílnie'toda la feímentación. 
':t .. ,, •"'< '~,": 

En alimentos fermentados si~il;¡;_~s se ÓbÚ;;nen :aproxiniádamenté · 10~ nlismos valores de 
·, ~ ,,., \: : 

pH que se observaron en las ~as~'cien'iX.~álá l~.1:2y,'?4.horas de fermentación 
-~:;: ___ .'..~" - ---.----= ~~,~'---·__:__='=':--· 

(Banigo y col., 1983; Christian y Nyako, 1983; ai{tiírítbi ycoL; 1983; Onyekwere y col., 

1989); sin embargo si se prolonga este.Úempo,a diferenciádel pozo!, es común alcanzar 
- - ·-:'.' ·~·''\~··:·~ .;<~· ,_. ;_,~,;,: -·,':,·>:-:;~· 

valores menores. El pHdel ogi efe Nigeria puede disminuir haSta 3.5, pero la acidez 

correspondiente a éste ya, no~s aceptable, po~ lo qu~'.'e1/~H mínimo debe ser de 

aproximadamente 3.7 (Banigo y col., 1983). En el caso delg(l;¡ d~Nigeria, en cambio, se 

obtiene el sabor deseado con un pH de 4 (Ogunsua y col., 1983). En el caso del pozol no 
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se obtuvieron valores menores de 4 después de un tiempo prolongado, probablemente 

debido a la neutralimción de una parte de los ácidos producida por el lúdróxido de calcio 

remanente en la masa. 

Holmpfel ( 1989) menciona que uno de los problemas de la industrialización del maíz para 

producir mageu utilizando cultivos termófilos de bacterias lácticas reside en la baja 

capacidad buffer del sustrato, el pH baja rápidamente, resultando en la inhibición de las 

actividades microbianas. Debido a esto, para su industrialización, se afiaden fosfatos que 

funcionan como amortiguadores. Se obtiene en 24 horas W1 pH final de 3.5-3.7, menor 

que el del pozo!, probablemente porque antes de la fermentación se aiiaden al sustrato 

azúcares (2-3%). Por otra parte, la fermentación del puto filipino es W1 ejemplo de W1 

caso raro en el que se aiiade Wla sustancia qulmica para controlar el pH en la fermentación 

tradicional. Se fermenta Wla pasta de arroz previamente remojado y molido y 

posteriormente se le añade, lúdróxido de sodio y sacarosa, para proceder a la segunda 

etapa de fermentación, después de la cual se cuece al vapor para obtener un pan. La 

aélición del álcali neutraliza parte del ácido producido y de esta manera la fermentación 

puede continuar (Sánchez y col., 1983). 

No se observaron grandes diferencias entre. los valores de pH del interior y de la 

superficie de las masas en este experimento; sfu embargo cuando se recolectaron muestras 

en diferentes zonas del estado de Clúapas, sí se observó que el pH de la superficie tendía a 

ser mayor que el del interior (Tabla 4.1). Esto mismo se reporta para la fermentación del 

kenkey, que se lleva a cabo, como en el caso del pozo!, en forma de bolas envueltas en 

hojas de plátano o de maíz. El pH del interior de las masas disminuye de 6.4-6.8 a 3.5-

4. l, mientras que el de su superficie baja de 7.0 a 4.5 en dos días, y posteriormente 

aumenta (Christian y Nyako, 1983). Si las condiciones existentes en la superficie de las 

masas de pozo! favorecen.el .crecimiento de mohos y levaduras, es probable que estos 

consuman los ácidos preseiltes en esas zonas aumentando el valor del pH. Este efecto es 
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más marcado en el kenkey que en el pozo) debido probablemente a la acción del hidróxido 

de calcio en el segundo. 

6.4.5 Seguridad microbiológica del pozo) 

En contraste con la mayoría de los reportes en los que se observa una inhibición eficiente 

de microorganismos indeseables en alimentos fermentados, el grupo de . las 

enterobacterias, que puede incluir patógenos causantes de enfermedade~ dl~~ic~: no se· 
. :;·~-· 

inhibió durante la fermentación, a pesar de que el pH de· las masas disminuyó hasta 

valores bajos. Las bacterias lácticas ejercen actividad·.•antimi9robilln'.a•·médH1nte :1a 

producción de ácidos orgánicos como el láctico y el acético/de b~cterioiiha~;:cl~ diacetilo' 
.~~•" _¡_ \~. -..-.- ---w;' ~;.'.'.: _ _:·:'.~{',~·.-. • 

y de peróxido de hidrógeno .. (Daes
0

chel, 1;}!?).· .E~· la~ 111~sasde,~~~()J e~tudiad~s, ap:s~ 
de haber sido acidificada5, no se. obseAró ~n~. irlhibÍéÍóli de é~te~oba¿terias. '. Esta. 

fermentación, a diferencia; de ;as '~encio~~~~s · ~~te~i6~enie, ·.se ll~va /~ i:~IJ6<~t1 forma 
• ·_.;°.::_;'_'.,,~:.o ·~·-·--C- - ~,_,:v' ··- ··- ':-~ 

sólida. La acidificación es relati~amente rÓpida; y~ que eli i2 héí~asse h~bÍa alcanzad() el · ... -. -. ·-' , ' :- : . -'. . . ·. - . . , ,. ).- ... ' ,' ... ·_ . .' -. . - ' ·' .. ' : --- . ~ ,_. - -. . ,--. 

valor mínimo de . pH;) sln embirigo, ;s~gur~eríte Ía . concélit~ación d~ .• ácidos·. no es . 

homogénea en toda.lama~¡,';~ ~~e ~st6~c!~~e~-clifJndlrsécte~d~'~I··l~iai"e~'e1'~ue se 

producen. De esta manera,. la~e~¡~•rob~cit~ii¡s t~~~rí~l~·pdsib¡~·d;á'cl~~.d~~U,í[ºÍl~rse.en 
microambientes donde.· no ~e ·•11~ clifu~dido~ ~stos ·_ á~idos. >Por. otr~ parte;; también es· 

' .,, ... • -· - . -- '._.·:: :•· - .. ' - '. .,, ' 

posible que algunos miembro~ d~1iciic;()biot~; 'como ciert~s';l~~,Jdt11'¡1s () ~ohos, 

consuman parte de los á¿idos ¡Í;~d~~id~~.: ~!'~~-~º t~b:ié~' aji~i~~~~ie~ie~}~r:s de 

ácidos o con una concentraC:ión°!nenor-de é~to;' (>S!1i~gj):Xn'clg?;il'(l9935 ~-()ilé16yen, de 

hecho, que las razones el~ 1i s~br~vlvenciá te algJ~~~'~ri~G~~í,~¿¡~;i~~'eÜerí~Í1idds ~on la 

degradación de. los ácidos pr~~Ú~id~~. o'la' heterogén~;~ad .eü'.¡~ di:id'6uciÓn de los 
'1 . l ',~- ." . 

:~:;:i:,: ::i%:.t~t1Jzi~t~1. ~~.~~'"'~~z ~ili;11~'"~;,<#· ~· 
uniforme, con composición' y propiedades fisicas homogéné~, sino una'mezcla compleja 

:'~--- - - ' ·' -', o ;'"· 

de fracciones de diferente támaño y composición. Es' de esperar eiltonces que la masa de 
• ' • • ~--- .-" '. ' • - .- '0-- ·_.~ .;· • ' -- e . ·- .~- ·----
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nixtamal que se que se usa para hacer pozo!, al ser martajada y no molida finamente, sea 

aún más heterogénea en composición y propiedades fisicas. 

La neutralización ejercida por el hidróxido de calcio en las masa; de. ~ixtamal, es otra 

propiedad impórtante del sustrato qiíe podría •. i~flÜir;' di~inil1uyeticlo :~¡ ~r6ct~ 'de la 
. ,. -.. ... _-:· ' . - '' , ' .. --:.;- . ' . . _. . .., - ' ~ - . - . - . ' . ' . -.. 

sobre acidiflcáéión de pepiniJIÓs una l11erior iÜhibiClón de enterobáctériás'cuatido añadían 

a la salmue~~ácidiacéticoéon J)i&oxidodé'cálcioé¡ue cuand~no;hg~~gaban~~l último. 
9 •,. --,,,; '..>::' - .··.··<: ,._;"'>--; :··".· ' 

En el caso del po~ol;'si el efecto d~ j¡¡ lícieliflca~ió~'éll Ia elhiiinación de' ;nicro'organisl11os 
·, ~: :_ ':'·· .-,_ .. -' '· 

indeseables se ve disminuido :por; éste' fenómeno, sería de:s!Jn10• iñi~rés' esttidiar. la 

producción de ~t;as~ust~nciis ant~miér(;biall~s;po~ las b~~;eriasl~~ti~ai~··o por o'tro tipo 

de bacterias, que jugaran 'úrí ~apel. espeéfalme~t~. importante; : ~é ·hechb, se<iik aislado' de 
- ~- -•• - - ·- ' - .- •• <, - •• ).' - ••• -~ •• , - ' • ' • : , _,.. - ·,.. • ._ '. ,,:.__ - -';.;; -- ·,. :-- -. -_ ·, 

···.:· .. - ' .. ·,·.·: ', : . .. --.- .'.' 
las masas. en. fermenilíció1í • IJ~a bacteri~; idellúfic~dá. illicialm6rite'i:omd Ág9~!Jactei:/1lm 

' ". . - ·-· . . . - , . . ·- . - - . . . . . . . -, . --- - .·~;::- --'- . 

azotoplzilum, que 'm~~st~a antaionÍ;m6 'sobre 'dive;s~s espe'cies. de .b~cte~ias y. hongos, 

incluyendo algu1Ías .~~t~ie~~~ (Herrera y;Dlloél, ~197,5)'. ·. c~b{'f e;!~.i;~ar;;~u:•·sé·.•·1m 
reportado el · .. fenÓmenc)de lafijaCÍón'cle hitrÓgenO e11 el poz01,··uévadá a cabo .pór 

Agrobacterium a;~~~JJl1ili;11/(Tab~ad:~;' ~61., ,l 9;5)yp~r e~pec:Í,es .~.~ Klebs;e!J:. (UI loa y 
' : ,• .:.> .. __ '.}' ;:, ,' ~ -'~ ~,-- _.e--; »_f \ 

col., 1983), qúe es úná enter,o?~c\~riá: . El. he~ho de'qlle las'énterobacterias no .se inhiban 

durante la fcnúentaéi'ón. p~drlá ser uíío de I~S faé:iores qÍ.J'(; favcirezca!l ia ocurrencia ele 
' - . - . - - --,-.· . _, ~ - - . - - . . . 

este fenómeno, queno ~e 'ti~bíd're~ortiido' eri ninh~n ~li~e~t6''reriti~nÍadll. 
·.,;···· - . ·. __ ., ...... - ... ·. - '\'"· .· .. ,-,·- . 

La higiene durante el'procesci'aé' elabÓració~ d~ la masa ~s entonces Í~rribién esencial, 
. . .. ,·. .. . .· . - ·,- - '·. - .. , . ······ '· ' 

corno se discuÚó ~n. el CapÚulo··s:. ,Sé Jen1c;siró quekra' poslbl~ obiéner. n{~ias libres ele 
. " . _._ - ' . - .,_ . . ·--:'o;-.-.-;----~ -,,-=·-·-;:-.,o--.---· - . ' - . - . . , ... . 

mici-oorgani~iTios indeseables, aunq~e ti.Jera necesa~ia- la adición dé bd~t~fihs Jáctibas, . 

Otra alternativa consiste en realizar, Un proceio éomo el descrito por Nout(l 989b ), que 
•';·' 

;. . ., .. : 

material fermentado dél lote anterior, y d~ esta manera se lleva a cabo una selección 

graduul natural .. de.bacterÍas.·ÍáctÍ¡as. 
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6.5 CONCLUSIONES 

Se detenninó el desarrollo de los diferentes grupos microbianos presentes en las masas 

elaboradas por productores regionales, distinguiendo los efectos del grado de aireación y 

del tipo de proceso empleado para producir la masa (mestizo o indígena), en el 

crecimiento microbiano: 

l. Todos los grupos microbianos presentes en las masas recién preparadas (bacterias 

lácticas, bacterias no lácticas, enterobacterias, mohos y levaduras) crecen en la masa. Las 

bacterias lácticas y las mesófilas no lácticas crecen más rápidamente que los demás 

. grupos, pero no se observó una predominancia de las bacterias lácticas. 

2. No existen diferencias de crecimiento entre el interior y la superficie de la masa en el 

caso de las bacterias lácticas y de las enterobacterias. Las cuentas en la superficie tienden 

a ser mayores que las del interior para el resto de los grupos. Es posible que como 

consecuencia de ésto las características de las diferentes zonas de la masa fermentada 

varíen, dependiendo del grado de aireación. 

3. No existen diferencias notables entre el pH de la superficie y el del interior de las 

masas durante la fermentación. 

4. No existen grandes diferencias entre el crecimiento de cada grupo microbiano en los 

pozoles mestizo e indígena, a pesar de las diferencias en sus procesos de elaboración. 

5. Las masas indígenas se acidifican hasta niveles más bajos de pH que las mestizas. El 

patrón de crecimiento microbiano fue similar en ambas, por lo que se infiere que el 

metabolismo fue diferente. 

112 



6. No se observó una inhibición de bacterias mesótilas no lácticas ni de enterobacterias 

como resultado de la acidificación de las masas a valores de pH menores de 4.5. El 

arraigo de estos grupos microbianos en las masas acidificadas va en detrimento de la 

calidad sanitaria del producto. 
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Capítulo 7 

MICROBIOLOGÍA DE LA FERMENTACIÓN EN UN 
SISTEMA ASÉPTICO 

7.1 INTRODUCCIÓN 

La fennentación del pozol es un proceso dinámico en el que ocurren simultáneamente 

variaciones en las diferentes poblaciones microbianas y como resultado de éstas se 

producen cambios graduales en las masas. La mayoría de los alimentos fermentados 

tradicionales resultan de fermentaciones naturales realizadas en condiciones no estériles, 

lo cual constituye una ventaja, ya que pueden producirse en condiciones rurales. El tipo 

de sustrato y las condiciones de fermentación causan una selección gradual en los tipos de 

microorganismos que se desarrollan y producen las características deseadas en el 

alimento. Estas fermentaciones son dificiles de controlar y con frecuencia es dificil 

predecir su calidad. Es importante entonces buscar técnicas para controlarlas y 

estandarizarlas y para esto es necesario mejorar la comprensión del proceso de 

fermentación. 

Como las características del alimento dependen <lb1i/actividad de los microorganismos, 

es de v;tal importancia comprend~r-jl;~~;;{~Je':jü~Ja ~~da microorganismo en la 
.. . . . , ~;c. . ,.;-'.-, , ,,.: ;,',• 

fermentación. Además, en la m~yoría de e~tosiaÍimentos,la"producción de sabores, 

aromas, texturas, acción conserv:dor~, :itW pr6<l.~_ctb'~~ llÍteracciones microbianas 

(Steinkraus, 1989). Debido a. la· co~~l~Ii~~t ::-de'l~'ccvento~ q~e ocurren durante el 

crecimiento microbiano en esti>s prci~es'6~; i6s: ~anÍbÚis que se suscitan durante el 

desarrollo simultáneo del culti~o mixto se~iiin dificÍles de interpretar, y es la razón por la 

cual se recurre al uso de fermentaciones• ~Cl<leÍ~ con c~ltivos puros. De esta manera ha 

sido posible eluc¡dar cuáles son los microorganismos esenciales para algw1as 
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fermentaciones, sus interacciones y sus secuencias metabólicas (Ofuya y Nnajiofor, 1989; 

Okafor y col., 1984; Holzapfel, 1989). 

Siendo el pozal un alimento ácido, la acción de las bacterias lácticas es esencial. Por 

esta razón se seleccionaron cepas predominantes de este grupo microbiano para estudiar 

su papel en la fermentación. El almidón es el carbohidrato de mayor abundancia en la 

masa, por lo que es lógico suponer que sea fermentado por las bacterias lácticas, aunque 

la actividad amilolítica no es una característica común de estas bacterias. En la 

fermentación del pozol tendieron a predominar las cepas heterofennentativas y dentro de 

éstas se aislaron cepas de Leuconostoc capaces de hidrolizar el almidón (Tabla 4.2). Es 

importante estudiar el proceso de acidificación y el efecto de la acción de las bacterias 

lácticas en el pozo! y para esto se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Determinar si las cepas puras de estas bacterias son capaces de desarrollarse en la masa 

de nixtamal, o si requieren de la acción de algún otro miembro de la microbiota natural 

para hacerlo. 

2. Determinar si existen diferencias en el crecimiento y en la modificación de la masa 

entre cepas horno y heterofennentativas. 

3. Determinar si es esencial que las cepas de bacterias lácticas posean actividad 
~· -

amilolítica para crecer en la masa y ~cidificarla. 

4. Determinar si existen diferencias en la propagación de cada cepa cuando se inoculan 

en cultivo puro o en cultivo. mixto. 

5. Determinar si el proceso de nixtamalización afecta el crecimiento de las cepas en la 

masa. 
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7.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

7.2.1 Diseiio esperimental 

Se realizaron tres experimentos utili:zando un sistema modelo de la f~entación del 

pozo!, con cepas de bacterias lácticas aisladas del mismo. 

Experimento 1: Se estudió el crecimiento individual de las tres cepas puras en nixtamal 

estéril. 

Experimento 2: Se comparó el crecimiento de las cepas puras en nixtamal estéril con el 

de un cultivo mixto de las tres en el mismo sustrato y el del mismo cultivo mixto en el 

sustrato sin esterilizar. 

- Experimento 3: Se estudió el crecimiento del mismo cultivo mixto en un sustrato de maíz 

sin nixtamalizar (kenkey) esterilizado y ~in esterilizar. 

En cada experimento se trabajó con el mismo lote de masa y el mismo lote de inóculo. Se 

determinaron el contenido de humedad y la actividad acuosa de cada lote de masa. En 

todos los casos se determinaron las cuentas viables de cada una de las cepas, de bacterias 

contaminantes, el pH y la acidez titulable de las masas en cada tiempo de fermentación. 

7.2.2 Microorganismos 

Se selecdonaron tres cepas de bacterias lácticas, de entre las predominantes, aisladas de 

pozoles de Chiapas por J.D. Owens y C. Wacher e identificadas por Nuraida (1988): 

Cepa No. 1: Leuconostoc mesenteroides (heterofermentativa, amilasa positiva) 

Cepa No. 20: Leuconostoc sp. (heterofermentativa, amilasa negativa) 

Cepa No. 9: Lactobacillus plantarum (horno fermentativa, amilasa positiva) 

Las características de cada cepa se presentan en el Apéndice 5. 
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7.2.3 Sistema de fermentación 

Preparación de la masa de nixtamal. Se pesó la cantidad requerida de masa de nixtamal 

comercial (Quaker Oats Co., Chicago, E.U.) en una bolsa de plástico y se le agregó la 

misma cantidad de agua desionizada (p/v) en pequeñas cantidades, mientras se amasaba 

dentro de la misma bolsa. 

Preparación de la masa de kenkey. Se preparó de acuerdo con el procedimiento reportado 

por Christian y Nyáko (1983), cuyo diagrama se muestra en la Figura 7.1. Se pesó 1 Kg 

de maíz y se lavó con agua de la llave. Se colocó en una cubeta de acero inoxidable, se le 

añadió agua destilada en cantidad suficiente para cubrir los granos (aproximadamente 3 1), 

se cubrió la cubeta con papel aluminio y se incubó a 30°C durante 18 horas. Se escurrió y 

se molió en molino de martillos (C & N Laboratory Mill), con tamaño de apertura de 2 

mm. A esta harina se le agregaron 320 mi de agua destilada para obtener la masa. 

Esterilización de la masa. Debido a que· Ja esterilización por calor modificaría sus 

propiedades, las masas se esterilizaron por radia~ió~·~~~ ~Íl Sabre Products, Reading, -·.-'· ·:· .. •. ·:·;;;;:.' "· .. < :·.-r.:~ __ .:.~~::·~ :t:.:. < 

Inglaterra. Se colocó la cantidad requeridáde'inasa(300-500 g) en bolsas de plástico, se 

formó con la masa una torta plana y sé'selió'Iíi bolsa'éon calor, procurando retener en la 

bolsa el mínimo volumen de aire, para'evii~Ú ;r:'pBii6le Iá presencia de oxígeno, con el 

que pudieran ocurrir reacciones.de 6XicÍ~hi~;ll ~ur~t;;I~:¡Írradiación. Se esterilizó con una 
.• .' > :.{';, -:.':'· 

l.. • ' 

:~~~-
dosis de radiación gamma de 25 ~Gy.-:'~ · ; 

o.-=;-:0~ -';-~·: f~~-.;;~:';"~~-~ e-; 

',-: 

Preparación del inóculo. Se inocul~on'IOrnl'de~aÍc!C>ºA~T (Difco .0645-01-8) con una 

asada del cultivo de la bac~eri~ i{c;i~~ Z6~~~!'~~'Ji,~~;~··y:1~~ ¡~~~6ó~~ i~ hC:rasa 30ºC. El 

cultivo se centrifugó a 4500 r¡Ím diira1Íte'.15'rñiliui0s y se résúspendió en água desionizada 
· ~I '• ' {,.:.,: " .. ;.,'' ·:· '",'.:· , !";'. -:-·: .. <-- .~·- _ .. _". . , '_. -, . _ .. , · 

estéril. Esta suspensión conte~ía ap~~xiciádWT1ente ! o9 üfc/ml. 
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lpoculación. Se desinfectó la superficie de la bolsa de plástico conteniendo la masa estéril 

con etanol al 70% y se abrió con espátula flameada, dentro de la campana de flujo 

laminar. Se le aiiadió el volumen necesario del inóculo (recién resuspendido en agua 

desioni7.ada estéril), para obtener 1 Q6 ufc por gramo de masa húmeda de cada 

microorganismo. Se amasó dentro de la bolsa durante 2 minutos, con movimientos que 

empujaban la masa de las orillas hacia el centro. 

Feonentacióp. La fermentación se llevó a cabo en botellas de vidrio (Figura 7.2), las 

cuales se esterilizaron en autoclave, a 121°C durante 15 minutos, con cubierta de papel 

aluminio sujetado con una liga. La masa inoculada se dividió en porciones iguales de 

aproximadamente 100 g cada una. La masa permanecía dentro de la bolsa de plástico y 

las divisiones se hicieron sobre la superficie de la bolsa, marcándolas con una espátula. 

Cada porción se transfirió con una espátula estéril a una botella; se compactó con una 

varilla metálica con punta plana, flameada y enfriada, de manera que no quedaran huecos 

visibles en la masa y ésta se cubrió con parafina líquida estéril (con la cantidad necesaria 

para obtener una capa de aproximadamente un centímetro sobre la masa), para asegurar 

condiciones homogéneas de anaerobiosis. Las botellas se cubrieron con el mismo papel 

aluminio y liga con que habían sido esterilizadas y se incubaron a 30°C. Todas las 

manipulaciones descritas previas a la incubación se realizaron en campana de flujo 

laminar. En todos los casos se preparó un control manipulado de la misma manera, al que 

se le aiiadió agua desionizada estéril en vez de inóculo. En todos los casos se preparó un 

frasco , con masa para cada tiempo de muestreo. 
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1 KGMAIZ 

J, 
LAVAR 

con agua de la llave 

J, 
REMOJAR 
con 31 agua 

en recipiente cubierto 
a30-C 

18 h 

J, 
ESCURRIR 

l 
MOLER 

l 
AMASAR~ 320 mi agua 

l 
FERMENTAR 

30°C 

Figura 7.1 Diagrama de flujo de la elaboración de masa de kenkey. 
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Figura 7.2 Sistema de fermentación modelo del rozo!. Masas inoculadas con cepas 
puras de lactohaci/111.1· pfa11/ar11111. !.e11cn110.v1nc me.1·e11teroide.1· arnilasa positiva y 

leuconos/oc sp. amilasa negativa. después de T2 horas de incubación a 30°C. 

120 



7.2.4 Análisis microbiológicos 

Preparación de la muestra. En todos los casos se tomó una muestra del centro de la masa 

con una espátula estéril. Se añadieron 1 O g de muestra a 90 mi de peptona (Oxoid L3 7) al 

0.1% y se homogeni:z.aron en un stomacher (Seward Medical, Gran Bretaña) durante 1 

minuto. Se reali:z.aron diluciones decimales en el mismo diluyente. 

Cuenta viable de bacterias lácticas· Se realizó una cuenta en placa, diferencial, de las 

bacterias inoculadas utilizando dos medios de cultivo: 

A¡:ar de Ro¡:osa (Oxoid CM627). Se colocó, por duplicado, 1 mi de la dilución apropiada 

de Ja muestra en una caja Petri, se le agregó agar Rogosa y se mezcló. Las cajas con el 

medio solidificado se incubaron en jarra anaeróbica con una atmósfera de 95% de 

hidrógeno y 5% de bióxido de carbono a 30°C, durante 4 días. Se produjo la atmósfera 

anaerobia evacuando el aire de la jarra con una bomba de vacío y reemplazándolo con la 

mezcla de gases proveniente de un cilindro. Este procedimiento se repitió 3 veces. 

Se determinó a algunas de las colonias producidas la tinción de Gram (que debía ser 

positiva) y la prueba de Ja catalasa (que debía ser negativa), para confirmar que se tratara 

de bacterias lácticas. En este medio las cepas de Leuconostoc se diferenciaron de la de 

Lactobacillus al producir las primeras colonias de diámetro menor de 1 mm y la segunda 

de un diámetro aproximado de 2 mm (Figura 7.3A). 

A¡:ar para Leuconostoc. Se inocularon por duplicado 0.1 mi de diluciones apropiadas de 

las muestras en placas de medio para Leuconostoc (Garvie, 1960) {g/I: triptona (Oxoid 

L42), 10; extracto de levadura (Oxoid L21), 5; sacarosa, 100; solución al 1% de azida de 

sodio, 5 mi; agar (Oxoid L 11 }, 15; pH 6.4- 6.6). Se incubaron a 30ºC durante l o 2 días y 

se contaron las colonias grandes, translúcidas, mucoideas (debido a la formación de 

dextrana a partir de sacarosa). En este medio no creció la cepa de Lactobacillus y las 
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Figura 7 . .1 1\raricncia de las colonias de l;:is eres ccp;:is ucilizadas en: 1\. agar Rogosa (l. 
plm11ar11111. colonins grnndcs: l.e11cn11nsrnc. colnnins chicas): B. agar para Le11conos1oc (L. 

mesem,•roiclcs ami lasa posith·o. colonias chicas: l.e11r:o11n.1·1oc sp. ami lasa negativo, 
colonias grandes). 



colonias de Leuconostoc se diferenciaron por tamaño, al producir la cepa 1 (amilasa 

positiva) colonias más pequeñas (diámetro aproximado de 2 mm) que las de la cepa 20 

(amilasa negativa, diámetro aproximado de 3 mm), como se puede apreciar en la Figura 

7.38. 

Cuenta yjab!e de bacterias contaminantes. El agar nutritivo (Oxoid CM3) permite el 

crecimiento de una gran diversidad de bacterias. A este medio no se le añaden 

carbohidratos (además de los que contienen los ingredientes), por lo que los 

fermentadores obligados, como las bacterias lácticas, crecen muy poco y producen 

colonias muy pequeñas. Debido a esto, si se excluye este grupo de bacterias, que fueron 

las únicas que se inocularon, la cuenta en este medio se considera como microbiota 

contaminante. Se inocularon por duplicado placas de este medio con 0.1 mi de diluciones 

apropiadas de las muestras y se incubaron a 30°C durante 48 horas. Se realizaron cuentas 

separadas de: 

1. Colonias mayores de 1 mm de diámetro (bacterias contaminantes). Para confirmar que 

no fueran bacterias lácticas se realizó la prueba de la catalasa (la cual debía ser positiva) a 

una muestra representativa de ellas. 

2. Colonias cuyo diámetro fuera menor o igual a 1 mm, cuya muestra representativa diera 

negativa la prueba de la catalasa. Se contaron estas colonias, presumiblemente de 

bacterias lácticas, para confirmar que su cuenta correspondiera con el mismo orden de 

magnitud obtenido en Ja cuenta total del medio de Rogosa. Ésto validó el uso de este 

medio para contar las b~cterias no lácticas. 

Cuenta viable de mohos y levaduras. Se inocularon por duplicado placas de agar extracto 

de malta (Oxoid CM59) con 0.1 mi de las diluciones más bajas de las masas recién 

esterilizadas y se incubaron a 30°C durante 5 días. 
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7.2.5 Análisis fisicoquímicos 

Contenido de humedad. Se secaron hasta peso constante charolas dealuminio de 5.5 cm 

de diámetro en un horno a l20°C. S~ pés~ron 5 g de rnuest;a y sesecaron a la misma 

temperatura hasta obtener peso const~~te. s~ r~~li~<ln clupliccidos. 

cm de diámetro, la cual se col~¿ó. (sin tapa)~¡¡·~~ª cámara'sellaél~ :de apróxiÍuadamente 
-- . . ;._ '~-. "'" . ' ~:.· - ;- , ,- .- ;~ i· -

75 x 75 x 65. m~ y.se ri1idiÓ la actividadde Ügi.i¡¡ ~2S,~~ en il~'rncdid()r dé, actividad 
··~··' ·' 

acuosa Protimeter niod~lo 6r383R'(Prolirrict~rplcTMáriowiHu.cks:, Ó~ah Bretaña) . 
. :~~~( ~~-' ;_:_· ; 

¡ill. Se mczcÍ~~on 1 O g'·de n1uesfra co11'2o'm1 de agu~ddsio~iz~cla y;~ homrig~nizaron en 
- '· . ' - - ~-- . _, .,_' -. ~ -' '.··.,: . -~ 

un stomachér (Se'~ard Medica!, Gran Bretl.lña) durante Ull n1i;~uio. Sefoiclió el pH de esta 

Acidez titulable. Se añadici·éii1·30 'mi d~ ~gua de~iÓnizddl.I i11d s~s~énsiÓn eii lá qt1e se 

midió el pH (p~ra hri~erla }~'g + 5g.nÜd:f ~gu§r :.,se ~~a~i~~~i 3'~~·tas, de i~diéador de 

fenolftaleina a'I O 111í dé 

coloración rosada pálido. · ·Sé. calculó ia. adiclez. tit~hibÍc C()nlO el. por~entaje de.· ácido 

láctico en la muestra húmeda. 
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7.3 RESULTADOS 

7.3.1 Experimento l. Crecimiento individual de lu cepas puras de bacterias lácticas 

en nixtamal estéril. 

Objetjyos: 

I. Determinar si las cepas puras de tres bacterias lácticas aisladas del pozo! son capaces 

de desarrollarse individualmente en la masa de nixtamal en cultivo puro. 

2. Determinar si existen diferencias entre el crecimiento de cepas horno y 

heterofermentativas en la masa y entre las modificaciones a la misma por el crecimiento 

de estas cepas. 

3. Determinar si es esencial la capacidad amilolítica de las cepas para crecer en la masa y 

acidificarla. 

Caracteásticas de Ja masa. La masa esterilizada preparada para este experimento presentó 

un pH de 7, 58.3% de humedad y una actividad acuosa de 0.97. No se detectó la 

presencia de bacterias lácticas, bacterias contaminantes, mohos ni levaduras. 

Crecimiento microbiano. En la Figura 7.4 se presentan las cuentas viables de 

Leuconostoc mesenteroides amilasa positiva, Leuconostoc sp. amilasa negativa y 

Lactohacillus p/antarum amilasa positiva cuando crecieron individualmente en cultivo 

puro en la masa estéril. En el control no inoculado se detectó la presencia de una cuenta 

baja (J02 - 103 ufc/g) de bacterias contaminantes a las 24 y 48 horas de fermentación, 

seguramente como resultado del desarrollo de algunas células introducidas durante la 

manipulación de las masas. Éstas no se detectaron en las masas inoculadas. Cada una de 

las tres cepas inoculadas se desarrolló favorablemente en la masa, en ausencia de 

cualquier otro microorganismo, con una velocidad de crecimiento similar a la del grupo 
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de bacterias lácticas en las fennentaciones tradicionales (ver Figura 6. l) y alcan7.1Uldo 

aproximadamente las mismas cuentas. Las dos cepas de Leuconostoc crecieron más 

rápidamente que la de L. plantarum durante las primeras horas de fennentación, y después 

de alcanz.ar sus máximos valores los números se mantuvieron constantes hasta las 78 

horas, con excepción de la cepa amilasa positiva, cuyas cuentas disminuyeron. 

Tanto la cepa amilasa positiva como la amilasa negativa de Leuconostoc crecieron en la 

masa, pero se obtuvieron cuentas más altas de la primera que de la segunda a las 24 y 48 

horas de fennentación. 

eamhios en los valores de pH y de acidez titulable de las masas durante la feanentacjón. 

A las 24 horas de fennentación el pH de las masas inoculadas con las cepas de 

Leuconostoc era menor que el de las inoculadas con L. plantarum. A partir de este tiempo 

la disminución en el valor de pH fue mayor en el último caso, para obtener valores 

menores que los de Leuconostoc al final de la fennentación (Figura 7.4). La acidez 

titulable (Figura 7.5) no se modificó durante las primeras 6 horas de fennentación en 

ningwto de los casos y hasta las 24 horas los valores eran similares para las tres cepas 

inoculadas. A partir de este tiempo los valores fueron mayores para las masas inoculadas 

con L. plantarum, que es amilasa positivo, que para las inoculadas con las dos cepas de 

Leuconostoc. A pesar de que a partir de las 24 horas de fennentación no se detectaron 

incrementos en las cuentas de las bacterias, los valores de pH siguieron disminuyendo y 

los de acidez titulable aumentando. Se observaron diferencias en los cambios de pH y de 

acidez titulable entre las masas inoculadas con las cepas amilasa positiva y amilasa 

negativa de Leuconostoc. A las 72 horas el pH de la masa inoculada con el primero era 

menor y su acidez titulable también era menor, lo cual es contradictorio. 
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Cambios en Ja apariencia de las masas. En la Figura 72se mue_stra la apariencia de las 
. -· -

masas inoculadas con cada tina_ de las cepas al firial de)a fermentación. Es eyidente la 

producción de gas en las inoculadas con las cepas heterofe,nncniativas (Lel/~oi-zostóc), la 

cual se inició a las ~4 horas, vi1.,1·11s Í~ ausl!n~Ífi 'C!e gas en la ho~ore'~entativa (L. 

plantamm). En todos los' ~~sós ~e distinguía un aroma frutaÍ en las - ma-sas en 

fermentación. 
- -

. :· . ':- ._ .· 

Reproducibilidad ·de. las fennentaciónes. Serepitió- Ja fermentaciónde la masa inoculada 

con L. pla111dr111;i, obteniémlose res~Ítados' reproducibles. 'L~s ~ari~ci~ri~s enfre' ai11bas . . . ., . ,· .• . . : . .· . ·- ,,. . . . ; - . .. 

fermentaciones fue;on:. e~tr~ l ,5 y 2.5. ufc/g, en el. é~ecimle~io n~icr<lbiano; entre 0.02 y 

0.2 g de ácido Iáctico/l,00 g ~nas'¡¡ húmed~ de ~ci~~~ :it~i~~Ib,~; :ntr~ O y 0.1 unidades de 

pH. Éstos son Ios_error~s c~ti~ados parn~stas ~eries de ex~erime~tos. 
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Figura 7.4 Crecimiento (líneas sólidas) de las masas inoculadas con: 
L. p/antarum (•, •),L. mesenteroides amilasa positiva(+) y Leuconostoc sp. amilasa 

negativa (.i.) en cultivo puro, en nixtarnal esterilizado, incubado a 30°C. Los puntos 
encerrados en un círculo indican que se obtuvieron cuentas menores al valor indicado. El 

valor de pH de las mismas masas se indica con líneas punteadas. 
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Figura 7.S Cambios en la acidez titulable de las masas inoculadas con: L. p/antarum 
{*, •), L. mesenteroides amilasa positiva(+) y Leuconostoc sp. amilasa negativa (•)en 

cultivo puro, en nixtamal esterilizado, incubado a 30ºC. 
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7.3.2 Experimento 2. Crecimiento de las cepas de bacterias lácticas en cultivo puro 

y mixto, en nixtamal estéril y no estéril. 

Objetivos: 

1. Determinar si existen diferencias en el desarrollo de cada una de las tres cepas lácticas 

seleccionadas cuando se inoculan en cultivo puro o mixto. 

2. Determinar si en la masa esterilizada por irradiación existe una acción inhibitoria que 

pudiera afectar el crecimiento de las cepas en estudio. 

Caracteásticas de la masa. La masa esterilizada preparada para este experimento presentó 

un pH de 7.1; 59.4% de humedad y una actividad acuosa de 0.98. No se detectó la 

presencia de bacterias lácticas, bacterias contaminantes, mohos ni levaduras. 

Crecimiento microbiano. En la Figura 7.6 se muestra que el crecimiento de cada una de 

las cepas, cuando se inocularon por separado en masa estéril, fue similar al obtenido en el 

experimento anterior. En la Figura 7.7 se presenta la. e\'ohíción en las cuentas de las 3 

cepas cuando se inoculó una mezcla de las mismas en masa estéril (Figura 7. 7) y en masa 

no estéril (Figura 7.8). Se puede observar que en el segundo caso se partió de una cuenta 

inicial de aproximadamente to4 ufc/g de bacterias contaminantes (que al igual que en las 

fermentaciones tradicionales eran en su mayoáa bacterias del género Bacil/us: bacilos 

Gram positivo, esporuladas, catalasa positivo). Estas crecieron en las primeras horas y 

sus números disminuyeron ligeramente a partir de las 48 horas de fermentación. En las 

fermentaciones de las masas esterilizadas estas bacterias no se detectaron en ningún 

tiempo. El crecimiento de las bacterias lácticas en ambos sustratos fue similar, 

demostrando que en la masa irradiada no se habían formado sustancias que pudieran 

inhibir el crecimiento de estas bacterias. Las tres especies de bacterias crecieron 

simultáneamente en las primeras 24 horas de fermentación, con mayor velocidad las cepas 
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de Leuconostoc que la de L. p/antarum, mostrando un comportamiento similar al obtenido 

en cultivo puro, y alcanzando cuentas similares a las de los cultivos puros en ese tiempo. 

A partir de las 48 horas de fennentación, mientras los números de L. plantarum 

permanecían constantes, los de las dos cepas de Leuconostoc se habían reducido. A 

diferencia de lo observado con cultivos puros, la cepa amilasa negativa presentó cuentas 

más altas que la amilasa positiva, cuando crecieron en cultivo mixto. 

Cambios en Jos valores de pH y de acidez tjtulable de las masas durante la fennentacjón. 

El valor de pH de las masas disminuyó a partir de la hora 3 de fermentación (Figuras 7.6, 

7.7, 7.8). Cuando se inocularon las cepas por separado, hasta las 24 horas de 

fennentación el pH disminuyó más rápidamente en las masas inoculadas con la cepa de L. 

mesenteroides amilasa positiva que con las demás, pero a partir de este tiempo la 

disminución fue más rápida en el caso de L. plantarum. A las 96 horas el pH fue de 3.6 

para L. p/antarum y para Leuconostoc de 4.2. El comportamiento de las masas 

esterilizadas y no esterilizadas inoculadas con los cultivos mixtos fue idéntico, con una 

disminución de pH rápida a partir de las 3 horas y alcanzando valores bajos al final (3.7 

en ambos casos). La acidez titulable (Figura 7.9) se incrementó a partir de las 6 horas de 

fennentación y hasta las 24 horas se obtuvieron valores similares para todos. Después de 

este tiempo la mayor concentración correspondió a las masas inoculadas con L. 

plantarum, la menor a las de los cultivos puros de Leuconostoc y valores intermedios para 

las inoculadas con los cultivos mixtos. Al igual que en el experimento anterior, el pH de 

las masas inoculadas con la cepa L. mesenteroides amilasa positiva fue menor que las 

inoculadas con la cepa arnilasa negativa. La acidez titulable de las masas inoculadas con 

ésta fue mayor. 
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Apariencia de las masas· En todos los casos en que se inocularon las cepas 

heterofennentativas (Leuconostoc) se produjo una estructura esponjosa de la masa por Ja 

producción de gas a partir de las 24 horas de fennentación y en todos los casos se detectó 

un aroma frutal en las masas fermentadas. 

132 



1 o .--------------------.a 

8 

7 

6 

s 

,, 
' ,, \ ,, 
' ,, ' ,, ' ,, 

' -. ' ... ," 
' 1\-...... , .......... 

.... ~ ..... 
"" ..... , .............. ._ -

' +-..:---' ----=--=-==- ... •-
-. 

7 

4 

4 3 
o 1 o 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

Tiempo (h) 

Figura 7.6 Crecimiento (líneas sólidas) de: L. plantarum (•),L. mesenteroides amilasa 
positiva(+) y leuconostoc sp. amilasa negativa (A) en cultivo puro, en nixtamal 

esterilizado, incubado a 30°C. El valor de pH de las mismas masas se indica con líneas 
punteadas. 
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Figura 7.7 Fermentación de nixtamal esterilizado, inoculado con el cultivo mixto e 
incubado a 30°C. Crecimiento (líneas sólidas) de: L. plantarum (•),L. mesenteroides 
amilasa positiva (+)y Leuconostoc sp. arnilasa negativa(&). Los puntos encerrados en 

un circulo indican que se obtuvieron cuentas menores al valor indicado. El valor de pH de 
las mismas masas se indica con líneas punteadas. 

134 



7 

6 :e 
CI. 

m CI» -- "a J:! 
:::s 7 0 

CI» m "a o ca .... "a 

5 
·¡: 
::::> 

6 

' .._ 

4 
5 

4 3 
o 1 o 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

Tiempo (h) 

Figura 7.8 Fermentación de nixtamal no esterilizado, inoculado con el cultivo mixto e 
incubado a 30°C. Crecimiento (líneas sólidas) de: L. p/antarum (•),L. mesenteroides 
amilasa positiva (+), Leuconostoc sp. amilasa negativa (A) y bacterias contaminantes 
(•). Los puntos encerrados en un círculo indican que se obtuvieron cuentas menores al 

valor indicado. El valor de pH de las mismas masas se indica con líneas punteadas. 
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Figura 7.9 Fennentación de nixtamal esterilizado y no esterilizado, inoculados con los 
cultivos puros y el cultivo mixto e incubados a 30°C. Cambios en los valores de acidez 
titulable de masas esterilizadas inoculadas con cepas puras de: l. p/antarum (•),L. 
mesenteroides amilasa positiva (+), Leuconostoc sp. amilasa negativa (A), un cultivo 
mixto de las tres cepas anteriores <•>y de masas no esterilizadas inoculadas con el 
mismo cultivo mixto (X). 
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7.3.3 Esperimento 3. Efecto de la nistamalización en el crecimiento microbiano de 
las masas de maíz. 

Objetjyo: 

Detenninar si existen diferencias en el crecimiento de las cepas seleccionadas cuando se 

inoculan en una masa de maíz nixtamalizado (pozo!) y una de maíz no nixtamalizado 

(kenkey). 

Caracteástjcas de la masa. El pH del agua de remojo de los granos disminuyó de 7.1 a 

4.9 y el de la masa de kenkey recién molida fue de 5.9. Esta contenía 51.2% de humedad 

y una actividad acuosa de 0.98. No se detectó la presencia de bacterias lácticas, bacterias 

contaminantes, mohos ni levaduras en la masa esterilizada. 

Crecimiento microbiano. El crecimiento de las bacterias lácticas en,cuiÍlvo.~ixto fue 
~ r:_. :':··'\--_:.:>·~: .:>.~ ... _ -·:, 

similar en masas de kenkey y de pozol esterilizadas (Figura 7.IOA )' B).j'Las cepas de 

Leuconostoc crecieron más rápidamente que la de L. plantarum en iÍffibbs'su~i~~ir~. ~ero 
::.;~ - - ; ,,•'<-· ';·:~~. ·"' •. 

la cepa amilasa positiva de Leuconostoc alcanzó mayores c~e.:iti5 que la 3Jll¡lasa neg~tiva 

en kenkey, a diferencia del pozo/. Aunque no se cuenta con'el,h~e;¿.~~J~~l'lb~e ~tc/~ de 

las cepas de Leuconostoc en el último muestreo delafe~~hk~~~:,'efevi<lti~te'queJis 
cuentas de estas cepas se redujeron más drástic~eni~ ~n· ~fk:l;;j q~~ ~'.~~) p~¡~;,~. En el 

,•- ~ r• i <_• ~ '•,~ '". ,~;i - ' -,.;-'"'' 

primero los números de Leuconostoc ya se habíÍil1 'iedÍÍcidÓ a•lai 4S horasf}ni~ntrás í:¡ue 
• ·- - • ,,::.,. \ ' _, •• •J " • ¡· ... - . 

en el segundo permanecían constantes. é-Esta r~d~ccióii'°Coiní:ide~!l afubq~is~~t~atos a 
• >·" ":<· ·.·'. _ ~- '._-: '.\:_·,_ -~-;. -.:-} .. ··-::, ._.,;,-. ;<f· ¡~: .. ·;· __ ,.;· -:~,. •' ·. ,, . 

partir de que se alcanza un valor de pH:.cercano a 4; .El crec1m1ento'dedas;bactenas 

lácticas en la masa de kenkey no esteriÚzada fue similar. al de la masa ésterllizada, pero las 

cuentas de L. mesenteroides amil~a.po;itiv~ no ~~~edie~o~ ~Illsd~ la cepaa~ifosa 
negativa (Figura 7.11). 
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En la masa de kenkey esterilizada no se detectaron bacterias contaminantes en ningún 

tiempo y en la no esterilizada la cuenta inicial fue de 3.7 x 1Q6 ufc/g. Ésta aumentó hasta 

1 .2 x 1O7 en las primeras 3 horas y se mantuvo hasta las 6 horas, pero en el siguiente 

muestreo (24h) ya no se detectaron, como puede observarse en la Figura 7.12. En 

cambio, en la masa de nixtamal no estéril (Figura 7 .12), a pesar de que la cuenta inicial de 

bacterias contaminantes fue menor (1.7 x I04 ufc/g), éstas crecieron hasta 1.9 x 107 hasta 

las 24 horas y a las 96 su cuenta era de 5.3 x 1 os ufc/g. Como puede apreciarse en la 

misma Figura, la inhibición de bacterias contaminantes ocurre en ambos sustratos a partir 

de que se alcanza un valor de pH de aproximadamente 5. 

Cambios en los yalores de pH y de acidez titulable de las masas durante la feanentacióo. 

El pH inicial de las masas de kenkey (5.9) fue menor que el de las masas de nixtamal 

(7.0). Como se puede observar en la Figura 7.13A, el pH disminuyó desde el inicio de la 

fermentación, alcanzando valores menores que los obtenidos para las masas de nixtamal, 

en cada tiempo de fermentación. A las 48 horas el valor de pH de las masas de kenkey era 

de 3.8, mientras que el de las de nixtamal era de 4.1; el pH final de ambas fue igua~ (3.7). 

Durante las primeras 6 hor~s au~entó la ~cide~de Ias'masas de kerÍkey yen!~ de pozo! 
, ',-,, : 'u• :·;. ; .• • •. ' .(~ · :· ;:~·· :-;::'.·;~~ ·Z::._\ ·:·-····~:-~.\ '.·:'. ;" _:: ; -.'.·.:- '. • · . ;:', . ·:;: _ <, ' <'/.:, ,;'>'o.· , - ·...:_ . . 

no se observaron crunbibs (FigÚra} 13B).;.Ap~tir\Íé ~st~·tlempo sé inc~em~nto la a~idez 

en ambas masas," pero. fuás rápÍá~;~te ~i:;l~~cÚ~lxi;ifaH ~~i~~~~ ~n~··¡8 ~oras y~ no 
, :. ,,. :-· :·.~---:·.:::·:·· ·"·>·:_:>-'..·;··.1· .. ~ .. :-"·, -_ •. ".-· .. · .. --'.-··:- :'·'::>,'·.':·- "/,,-·:·<··,:'_:··-·1._-:-.·-:..··.\ -

se produjo mayor ~cidez ~n Ja ~;~ª d~ kiilÍk~; qu~ habla sid~:esterÍÍizada ; s~ v~lor fue 

similar al de ias masas de nixtrunal.'.· .EI1 aitib_ri.{~asa5 se_obtrivojap~¿~jmadamente el 
-·~--ó .--"">-o~.°"~---;~2:::---0'"T--:~---:.:::,.. .. -_.--_-º-. -.. ~..--:~"':, ·~:c,--0 :~ ·:.-•• :.-.- ;.·,'...: ,_".,' --, •• •. ,___ , • 1 

mismo ineremento en acidez titulable a ~artfr'.~~ I~ que ~f ~6n~id~~ó ~·~rilriti~mpo cero. 
'.,-,_-

Apariencia de las masas. Al igual que ·e~ la>teiai~!ltación de nixtamal, se observó Ja 

producción de gas a partir de las 24 horas défermentáción y la de un aroma frutal durante 

la fermentación de las masas de kenkey. 
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Figura 7.10 Fennentaciones de masas de kenkey (A) y de pozol (B) esteriliz.adas, 
inoculadas con el cultivo mixto e incubadas a 30°C. Crecimiento de: L. plantarum (•), 

L. mesenteroides amilasa positiva(+) y Leuconostoc sp. amilasa negativa (.l). Los 
puntos encerrados en un círculo indican que se obtuvieron cuentas menores al valor 

indicado. Los valores de pH se indican con lineas punteadas. 
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Figura 7.11 Fermentación de la masa de kenkey no esterilizada, inoculada con el cultivo 
mixto e incubada a 30°C. Crecimiento de: L. plantarum (•), L. mesenteroides amilasa 
positiva(+) y Leuconostoc sp. amilasa negativa (.á). Los puntos encerrados en un círculo 

indican que se obtuvieron cuentas menores al valor indicado. El valor de pH se indica 
con líneas punteadas. 
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Figura 7.12 Fennentaciones de masas de kenkey (•)y de pozo!(~) no esterilizadas, 
inoculadas con el cultivo mixto e incubadas a 30°C. El crecimiento de las bacterias 

contaminantes se muestra con líneas sólidas y los valores de pH correspondientes con 
líneas punteadas. Los valores correspondientes al pozo) son los mismos de la Figura 7.8, 

que se repiten en ésta con fines de comparación. 
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Figura 7.13 Fermentación de masas de pozol (*)y de lrenlcey (e), esterilizadas (líneas 
sólidas) y sin esterilizar (líneas punteadas), inoculadas con el cultivo mixto e incubadas a 

30ºC. Cambios en los valores de pH (A) y de acidez titulable (B). Los valores 
correspondientes al pozo! son los mismos de las Figuras 7.6, 7.7 y 7.8, que se repiten en 

ésta con fines de comparación. 
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7.4 DISCUSIÓN 

7.4.1 Importancia de la actividad amilolftica de las bacterias lácticas en la 

fermentación del pozol. 

Las tres cepas de bacterias lácticas crecieron rápidamente y hasta alcanz.ar números 

similares a los de las fermentaciones tradicionales cuando se inocularon tanto por 

separado como en cultivo mixto en masas de nixtamal esterilizadas. Esto indica que la 

masa de nixtarnal contiene los nutrientes necesarios para que se desarrollen las bacterias 

lácticas y sugiere que la concentración del sustrato fermentable no es limitante. Se ha 

propuesto que en las fermentaciones de cereales es importante la acción de las bacterias 

del género Bacillus, que generalmente se encuentran presentes, para producir azúcares 

fermentables mediante la hidrólisis del almidón (Achi, 1990) e inclusive se ha logrado Ja 

integración y expresión de genes de a-amilasa de Baci/lus stearothermophilus. en 

Lactobaci/lus plantarum para producir una cantidad estabilizante de ácido láctico en 

ensilados, donde la concentración de azúcares es demasiado baja (Scheirlinck y col., 

1989). Con estos experimentos en nixtamal estéril se demostró que las bacterias del 

género Bacil/us, que están presentes en la fermentación del pozol, no tienen esa función, 

ya que las bacterias lácticas se desarrollaron favorablemente en ausencia de ellas. 

Además, no existieron diferencias claras en el crecimiento de bacterias lácticas ni en la 

acidificación del medio tanto en presencia como en ausencia de Bacil/us, observados en 

los medios sin esterilizar y esterilizado, respectivamente. 

En la mayoría de las fermentaciones de maíz se cuenta con una concentración suficiente 

de azúcares fermentables. En el caso del mageu, donde se ailade harina de trigo como 

fuente de amilasas, se encuentran de 0.3 a 0.6% de azúcares reductores en las masas 

(Holzapfel, 1989); el ogi contiene 1 .3% de azúcares solubles, producidos probablemente 

por la acción de amilasas endógenas durante el remojo de los granos (Onyekwere y col., 

1989). 
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A diferencia de estos procesos, no existe un paso en la elaboración del nixtamal que 

permita que actúen las enzimas endógenas del maíz para liberar azúcares fermentables, ya 

que éstas deben destruirse durante la cocción en agua con cal y posteriormente no se 

aiiade ningún ingrediente que pudiera aportar amilasas o carbohidratos simples. Por el 

contrario, la concentración de azúcares fermentables debe disminuir durante el proceso, ya 

que se pierden azúcares del maíz en las aguas de cocción y de lavados. Trejo-González y 

col. (1982) reportan una concentración de 14.5 gil de azúcares totales en el nexayote 

(agua de cocción del nixtamal para la producción de tortillas). 

Resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo indican que el único azúcar presente 

en la harina de nixtamal utilizada en los experimentos de esta sección es la sacarosa y que 

ésta se encuentra en una concentración de entre 0.1 y 0.4 g/ 100 g de materia seca 

(Santillana, comunicación personal). Como esta concentración es baja, comparada con la 

reportada para otros alimentos y el carbohidrato que se encuentra en mayor abundancia es 

el almidón, era de esperarse que su hidrólisis fuera importante para el desarrollo de las 

bacterias lácticas. Al obtener buen crecimiento y acidificación· en masas esterilizadas e 

inoculadas con cepas sin actividad amilolítica, se demuestra que la hidrólisis del almidón 

no es un factor indispensable para la fermentación de la masa. Existen entonces varias 

posibilidades. Una de ellas es quela'coricentración de azúcares presente en la5 masas de 

nixtamal, aunque pequeña, sea suficiente para el desarrollo de las bacterias láctic.as; otra, . 

que exista otro sustrato diferente de los azúcares en el nixtamal, que las. bact~nas puedan 

fermentar. 

Poolman (1993) reporta la existencia de sistema5 de transporte depeAdientes de proteínas 
' . , . ' . ·, ·-. ú' ·. . '• ' - - . ~-: . ' . -. . - . ' : 

(ATPasas), que facilitan la toma de azúcares, que une los sustratos'.\:ón una afinidad tan . . . .· ' -/;:. - .. 

alta que permite el transporte eficiente en. interir~lo~ <lci cClnceriti-ágió;i;~~bii;Í~ronlÓlar y 
~· ~-: - .. - - - - ... . ' - . . " - -. - ·- ; ' . . ·- ·,.. ' . --,, ,;, 

nanomolar. Esto hace pensar que; las células pÓdrían aprovechar concentraciones muy 

bajas de estos compuestos. Si• :~'\~h g ~~ m~~ sec~ ~xi,~t;: o.4 g de sa~aro~a (1.2 

mmoles), las bacterias tendrían disponibles 1.2 'mmoles de glucosa y 1.2 mmoles de 
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fructosa. De acuerdo con Nuraida (1992), Leuconostoc produce 1 mol de ácido láctico 

por mol de glucosa y 1 mol de ácido láctico y 1 mol de ácido acético por cada 3 moles de 

fructosa. Si la bacteria usara totalmente ambos azúcares, y suponiendo que la fructosa 

fuera el único aceptor de electrones alternativo, produciría 0.14 g de ácido láctico y 0.02 g 

de ácido acético por 100 g de masa seca, que equivalen a aproximadamente 0.06 g de 

ácido láctico y O.O! g de ácido acético/100 g de masa húmeda, o a una acidez total de 

0.06% en base húmeda, expresada como ácido láctico. Si existiera algún otro aceptor de 

electrones, como el 0 2, se producirían a partir de cada glucosa y de cada fructosa una mol 

de ácido láctico y una de ácido acético (0.2 g de ácido láctico y 0.15 g de ácido acético 

por 100 g de masa seca, que equivaldrían a una acidez titulable de 0.16% en base húmeda, 

expresada como ácido láctico). La acidez titulable producida por la cepa no amilolítica, 

en las condiciones anaeróbicas del experimento fue de 0.58 g de ácido láctico/100 g de 

masa húmeda. Todo parece indicar que la concentración de sacarosa presente en la masa 

no es suficiente para acidificarla, por lo que no se descarta la posibilidad de que las 

bacterias lácticas puedan usar otro sustrato fermentable además de los azúcares. Se ha 

reportado que las bacterias lácticas pueden usar oligosacáridos (Olympia, 1992; Olympia 

y col., 1992) y fructanos (MUller y Lier, 1994), que pueden estar pr~se'iites en la masa y 

podrían ser usados como sustrato r~i:rri~ri~ble. ,.-. ______ ,_. 

Giraud y col. (1993b) demostraron que uria cepa de Lactobacillus p/antarum amilolítica 
,·' ... · . . . .. .. ·, _, - - ,_ ., - . ' 

aislada de la yuca prodÜcÍ~ 25°Í. rilií~'acidez titulable que una cepa no.amilo!Ítica ·de la 

misma especie,. y ~st'.l .~ife!~~~ia:~~-B~º~~~º ... d:sl'ués ~e q~~ ~e ~~~~~~~jJ~~. ~~car~s .... 
simples. En ~I nlxtarii:i.i-1;;dir¿~~ii~lae~ la producción de acidei eritt~ Íá:cepa ami!Ólítica 

. . . . ' .. , •. '. . . '•, ,, ... •. _., .. ·- ''· -

y la no amilolítica ~e 2~u~~l1~~t~p~tc·~~do ~~ecieroll e~. c~l~iv(),,J,~r~·t1J~.~e,~n~i~;1s y 

25%. La mayc>r . acidificación Clog~ada con la cepii' ami t{)Ütic~ 'f!{)d[ia repe'rcutir . 
" ---- ,,.,,..~' ,~;-.,, 

positivamente en la elil11inación de mi~roorgani~i:n'os Íiid~seabl~s en'la m~a; .. 
, • .-'.. '•'·-' .. • , • ;:; _1_ .\ , ... , • , •, .,'Y_ :,_·., , -~·. ·:--.~;:::. ·' .· · 

En cultivo puro, la cepa ani'i lo lítica de Leü~on~stoc creció ha~ta' mayores números. que la 

no amilolitica, pero sé inhibió más rápid~ITieríte al final. de la. f~~e~t~ciÓh. En cultivo 
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mixto su crecimiento, en general, no fue mayor que el de la no amilolítica. Esto puede ser 

consecuencia de una mayor sensibilidad a la acidez. En este caso, en cultivo mixto, su 

contribución en la acidificación de la masa disminuirla, a pesar de su capacidad 

amilolítica. 

La actividad amilolítica no es entonces indispensable para lograr la acidificación de las 

masas por fermentación láctica; no obstante, puede ser conveniente que las cepas la 

posean, ya que la mayor acidificación, si es aceptable en la bebida, podría contribuir en la 

eliminación de microorganismos indeseables. 

7.4.2 Diferencias en el crecimiento y modificación de la masa entre cultivos puros de 

cepas homo y heterofermentativas de bacterias lácticas y cultivos mixtos de las 

mismas. 

Ambos tipos de bacterias se desarrollaron bien en la masa. Las cepas de L. mesenteroides 

crecieron con mayor velocidad que las de L. plantarum al inicio de la fermentación, lo 

cual indica que el nixtamal es un sustrato que favorece el crecimiento de las primeras. Si 

existe sacarosa en la masa, Leuconostoc puede usar la fructosa como aceptor de electrones 

y de esta manera producir más ATP (Nuraida; 1992), que puede tener como consecuencia· 
">'., . - . '·:~·''' '. .. . -- .• - . - .. --- - '···· , .. - - , ..•. - . - . - • 

una velocidad de crecimi~~to :n;~y6~p~a!4 ba,c~ei-i~s &~.~~~teié~ero'. Ésta puede ser la 

razón por la que en et·pózolLeziconosló~ irliciát~fe~eniliciÓ~:~~if¡güal c¡t;e en otras 

fermentaciones de productos vegei~les~ 
L ; -;~. ' ,-,'-_. . .:".> ·->-"; ,_- ~·;.' 

heterofermentativas fueron la producció~ de. mayo(~~i'étei'Y: iÜe~<'.ir '.~~IÓ; de pIFen 1a5 
' ·,:_:_, <:.< :-.:':t·\· <·'' <-~:,:: -~>: '. >~_:}-, __ (¿ ,·/,~ .. ;: ,_ . -~\, 

primeras y la producción de gas en las. seg~dás: Es bie~ sabido q~e;.esto se debe ~ que 

las cepas homofermentativa5 .cci~vk~~~~\a'~'~al~~r~~~ .á~ Í~~¡l~~~¿a~~··.·¡~¡d¿~ác~:ic~· 
mediante la vía de Embdenlvl6y~;~~ff, mieri~~as,,4¿~ la~heterofü~en~tivas, al ~o p~seer 
la enzima fructosa difosf~to· ~ldolasa; n~ ~h~ciell ll1;tab,olizar los azúcares por .esta vía, 
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produciendo ácido láctico, ácido acético, etanol y C02 mediante la vía de la fosfocetolasa 

(Doelle, 1981 ). 

El pH final de las masas inoculadas con L. p/antarum fue menor que el de las inoculadas 

con Leuconostoc. Con el cultivo mixto los valores de acidez titulable de las masas 

inoculadas fueron intennedios entre los de las inoculadas con las cepas horno y 

heterofennentativas. Esto puede ser el resultado de que en el cultivo mixto parte del 

sustrato fennentable es utilizado por las cepas heterofermentativas, que producen otros 

metabolitos además de los ácidos. 

Cuando las cepas de Leuconostoc crecieron en cultivo puro, se incrementaron sus 

números hasta las 24 horas de fermentación, cuando el pH de las masas era de 5; después 

de este tiempo se mantuvieron constantes. En cambio, L. p/antarum continuó creciendo 

hasta las 48 horas, cuando el pH de la masa era cercano a 4. McDonald y col. (1990) 

estudiaron la tolerancia a los ácidos de estas bacterias, encontrando que el crecimiento de 

L. mesenteroides se detiene a valores de pH de 5.5 a 5. 7 y el de L. plantarum de 4.6 a 4.8. 

Con los resultados de estos experimentos con nixtamal se confirmó la mayor tolerancia al 

pH bajo de L. p/antarum, que es a lo que se ha atribuído el hecho de que muchas 

fennentaciones sean terminadas por bacterias del género Lactobacillus. 

En cultivo mixto los números de Leuconostoc se mantuvieron constantes de las 24 a las 

48 horas, pero a las 96 horas se habían reducido. Esto puede deberse a la mayor acidez 

producida por L. plantarum. Yildiz y Westhoff (1981) reportan también la baja 

capacidad de competencia de cepas de Leuconostoc cuando crecen en asociación con 

otros cultivos de bacterias lácticas. 

Además de modificar la textura de la masa, haciéndola más esponjosa, la producción de 

C02 por parte de las cepas heterofennentativas podría ser importante para arrastrar el 

oxígeno residual y crear un ambiente más favorable para el desarrollo de las bacterias 

lácticas, como se ha propuesto en Stamer (1979); sin embargo en este trabajo no se 
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favoreció el crecimiento de L. plantarum cuando creció. en . presencia de las cepas 

heterofem1entativas. 

La producciÓn de un aroma frutal; que. ya había sido reportada ell femléntaciones de 
. ,-;¡ ·-~:·-:·- .··¿.': 

nixtamaI inoculadas eón .ct1tivos n~ixtüs···cR.an{~t~z:/1 ~:szF;, ~p··· ~'r~~/~~1.éntaciones 
lácticas (Lee y col., \99~), es otra' COl~tribtición de las ~a¿t~rias hicticasén. laferÍrientación 

del pozo!. 
-'/:¡ 

Tanto en los cultivos puros coii~o 6n Id~ ~lxtos: ~e obse~ó i:¡Úe'.~ú1I¿uariéio lci~ 'nú1i1eros 
. .. . • , . . . . '' _,. .. _ ... , ·-:1-':c .. , - , . -·· "· ... , ._t.p/.t.,. . .. .. . . . . ' 

de estas bacterias ya no au1ne~~~n;·I.os· valoreii deépI-f.~olltií1úan<dismillü);endo y los de 

acidez titulable ·i.ncrementándéisef!Esie fe1iómeno'•fucreport~do'parai. /1/{;/1/ar11m por 
·:. - • ::'. - _,-_ ••• :_ '.•; ; '_:., L :: ·o ·:,~- _·.'. ·, .¡ : .:.· . . ·-· .. ·.•: ·~, ,, ; ' .: -' "'r·1, •. •• ·::'·'· 1• -· \; _.'' -,~ . . 

Giraud (1993), q~ien~orisidéra·~Ue laba~fbriri e~ 'ca~~~ ;di~eáli¿~·¿~l desacoplamiento 
'_,.---, , __ , . ..,.,, --~_:::.-· .:_· , .. ·- ~~:-~'--'"""'.-,:_-:·--·~·::.:__'.-·~- ;: ··-·~ ~·-···,-<. 

energético entre el crecii'niento )'la producción deláeid() ¡¿c'(ic'ó: . > .. "·e . •¡ 
. -~~_.;;---.:..;:: . ~::;._~:··o-~?'-=':·:,:-<· ;.·;_o'-'.-'-,·=:=-'J:·::-_·_c; ·' 

.: . .-..... '. ' :._.· :·-~:~ .·:;· .. ·_· .... :/--_ .... ,.~;-~::.·:_ .. ·.'_;:" __ ::;~:·:.:-... _:."·.~<·;::<·: _'<·::_::" · __ /,: __ :{/ .... >>. ·-. _. 
7.4.3 Efecto de la nixtanu;liza~Íón·cn cl'de~arroiÍ~:llc tás·b~ctcria"sláctlc:1s f dc las 

' • ', ,-~·: ___ -~' ,---• :-.;:,:· -.}~•; e ' 

bacterias contanlf~~~f~S> :-;:-- ~ -~;.f;·<>. __ ;:, ·· .-.-.. \·; · 1c<~- ,. · 1,~.-.--
: .·,::·.::· . \ ... ·.: : ':.' ., ··: ·: -:· ' . .... :: '. "·.. ..-· ·. ··,. ~·:. ·. ;: : : ,·' :· _.:·:.' .. «·,,,,. . .. . , .-

A pesar de que deben'exi~tir n1ás..azíic~rcs :n la masade ke11key qué en)a (!(! pÓzol debido 

a fa posibilidad de'aceión de 'hh1Úasa~ el~dóg~IJ~s dJrai]t¡{~¡ 'ref1;oj~cle16s'grhnos para la 

producción del kenkey,ya la péfdida'deJ'{IC:ares :ell ,~L l1exaY.óte,¡Ias~b~ete;i~s.: 1ácticas 

crecieron hasta n·ú~\~rd; sii~1l;a~e~~i1'~11~b~i't•~~bcl~je;~11tn~ ~dd. ~z frtu1a81húnilar ~n. 
:.:'-

los dos sustratos al :fi1i
1
al de ,1~:/erniC:nta'ciÓ~; '·Esto sÚgie~e .n1.lcyan1eníe .que la 

concentración de1···stistl'ato rerlri~htab'ié .ho:e~ 1i11litariie ;e1~· ningu~1a: .. Líl·clirér~i1cia entre. 

ambas fue que durante~I'he:rn1Ciíta~i~n··5;fJ;j~L1fa'J~i~.~~~·~~ ;J:í·;Í:yor C:;a:~1~:~as de 

pozo! que en las d~ke1;~~y.-¿:~~:ibl~,qu6 e~tcí s:~~~a Ü~t1J c11 laif;ri~~d~Ip~zol queda. 
'···r 

hidróxido de cali:io residúal de(pr~ceso.de.nixtai11~1iza~ión·que neÚiraÚz'J ál pí-i11cipio de 
.. :: : , ',;'." -~ :' ' '' :\: 5· ~~:·:)-' . "00 

.... ·:.; ,.:·,,,: :' .- '> :· _: '. . •· -,,. ;.'. ', . :. ·~~,-- ·.~· .' .1: ··, ":·~ . .'. -~ .~ :" ::~, - .:·~ < : :~'.·'.· .... ·. ·:-.,:; i ','°" ~ '-: 

la fermentación lós aéidos prodtÍcidos por las báéterias láctiCás; La C:onsccuen~iá de esto 
, , . . , . - .. :.-, ... ' . ' . '-· ./> ··.; ,:.' "···'· .. ' .. -.- ,· -.;, ...... '· .. ; .·," ''' . • .. . l • 

es que, al alcanzarse en1Í<i~uí~a de kénkdy:11~á;.rá;iéirill~e1;f~ 'val~rbs:de pH bttjos,· las 

bacterias contamina11tcs sé i11hi6c~ r~bi~an1e11;e cii el ,fo1k:y, 1i1,i~~~,;~~ ~lf~ e:ri'~¡ ~ozol. se 

detectan aún al final. de la f'crmcrÍtaciÓll. Los números de lás biictér[as.lúcÍicas también 
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disminuyen más rápidamente en el kenkey. Se ha demostrado que el ácido acético tiene 

mayor capacidad inhibitoria que ei láctico (Nuraida, 1992), por lo que otra posibilidad es 

que en el kenkey se estuviera produciendo más ácido acético que en el pozol. 

7.5 CONCLUSIONES 

Con estos estudios, utilizando un modelo de Ja fermentación del pozol, fue posible 

determinar la participación e importancia de cepas representativas de bacterias lácticas, 

así como el efecto de la nixtamalización en Ja propagación de los microorganismos: 

1. La función de las cepas de L. mesenteroides es Ja acidificación rápida en las primeras 

horas de la fermentación, así como la producción de Ja textura esponjosa de la masa y L. 

plantarum contribuye produciendo valores grandes de acidez. Ambas cepas contribuyen 

en la producción del aroma frutal del producto. 

2. La actividad amilolítica de las bacterias lácticas no es indispensable para su 

crecimiento en Ja masa de nixtamal y para Ja acidificación de la misma, por lo que se 

propone que: i) Ja concentración de azúcares directamente fermentables no es limitante, o 
'·' 

ii) las bacterias utilizan otro sustrato fermentable diferente de Jos anteriores. 

3. La única diferencia en el créCillliento de las tres cepas en cultivo puro y mixto fue la 
·::· ·.'. ,--.. _ 

inhibición de las cepas de L. 'múenteroides en cultivo mixto después de Jos 2 días de 
··:·· .. · -

fermentación, probableménte corriC> ~~~ultado de la acidez producida por L.plantarum . 
. _, '\ '"·· ·'· -. . '-· 

. -·. -

4. El desarrollo y propagación de las bacterias lácticas es s¡milar en un material 

nixtamalizado (pozol) que en UÍlo sujeto exclusivamente a remojo (kenkey). 
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S. La nixtamalización del maíz tiene como resultado una fermentación con ambientes 

menos inhibitorios para las bacterias (tanto las del género Leuconosloc, como las 

contaminantes), en relación a muestras sin nixtamalizar. 
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Capítulo 8 

CONCLUSIONES GENERALES Y 
RECOMENDACIONES 

Este trabajo se realizó con el fin de profundizar en el conocimiento sobre la 

microbiología del pozo!, y para esto se seleccionó como área de estudio el estado de 

Chiapas, donde el consumo de esta bebida es generalizado. Antes de llevar a cabo el 

estudio microbiano, se investigaron su método de elaboración y las variaciones en el 

mismo en la zona Altos de Chiapas. La producción de este alimento es a nivel casero y 

para el consumo familiar, pero en ocasiones se obtiene en mayor cantidad, para 

comercializarlo. Después de observar los procesos de productores familiares y 

comerciales de la ciudad de San Cristóbal de las Casas y alrededores, se concluyó que, 

aunque existen variaciones en cada una de las diferentes etapas de la elaboración, la más 

importante es la que distingue al pozo! indígena del mestizo. Ésta, que es probablemente 

una modificación de los mestizos para disminuir el residuo fibroso de la bebida, consiste 

en una cocción adicional de los granos de maíz después de la nixtamalización y resulta en 

una masa de apariencia diferente a la producida con el método indígena. 

Durante el proceso no se inocula la masa, ni se añade una porción de alimento de una 

fermentación anterior. Debido a esto, la modificación del sustrato depende de los 

microorganismos que se encuentren naturalmente en él, y por esta razón se estudió la 

microbiología de las masas recién preparadas. Al encontrar cuentas muy similares de 

cada uno de los diferentes grupos microbianos en diferentes lotes de masa del mismo 

productor, en masas de diferentes productores de la misma región y de dos regiones 

diferentes, se concluyó que la microbiota inicial de la masa de nixtamal para producir 

pozo! es estable. Esto confirma hallazgos previos de que en las fermentaciones antiguas 
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con cultivos mixtos, aunque sean preparadas por individuos sin conocimientos de 

microbiología, se encuentran siempre las mismas (o casi las mismas) mezclas de 

microorganismos. 

Por otra parte, y debido a que se cuenta con poca información al respecto, se estudió la 

bacteriología de estas masas. Se realizó wia caracterización fisiológica de las bacterias 

lácticas presentes, detectando algunas cepas capaces de hidrolizar el almidón, que es el 

principal carbohidrato de las masas, y una predominancia de cepas heterofermentativas. 

Se aislaron bacterias de los géneros Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacil/us y 

Pediococcus, en orden decreciente de predominancia numérica. Además de e~tas 

bacterias, cuyo papel en la fermentación debe ser el más importante, debido a la 

naturaleza ácida del mismo, se detectaron otros dos grupos, las enterobacterias y las del 

género Bacillus. Dentro de las primeras, que se identificaron hasta especie, se aislaron 

algunas asociadas con la producción de vitaminas en otros alimentos y con la fijación de 

nitrógeno en el pozo!, pero no se encontraron los patógenos más comúnmente asociados 

con enfermedades gastrointestinales transmitidas a través de alimentos. 

Los números iniciales de bacterias lácticas en las masas fueron ."}UY alt~s, pero los 

números de los grupos de enterobacterias y de mesófilos no lá~tic~~ (~a~i/¡~;), cuya 

presencia en la fermentación se considera indeseable, por poder incluir patógenos; 

también fueron altos. Debido a esto se realizó un estudio para identificar las fuentes· de 

inóculo de estos grupos. La fuente de inóculo más importante de todos los ~pos 

microbianos fue la molienda, con contribuciones menores del remojo, de la superficie 

sobre la que se amasa y del aire. Se demostró que observando ciertas medidas higiénicas 

simples es posible obtener una masa libre de los grupos microbianos indeseables; sin 

embargo, estas medidas reducen también los números de bacterias lácticas necesarias para 
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la fermentación. Debido a esto seria necesaria la inoculación de un cultivo iniciador o 

una porción de masa de una fermentación previa. 

Se estudió la dinámica del crecimiento microbiano en masas indígenas y mestizas y se 

observó el crecimiento de todos los grupos microbianos que estaban presentes en la masa 

recién preparada. A diferencia de la mayoría de las fermentaciones lácticas, en las que 

tanto las bacterias del género Baci/lus como las enterobacterias detienen su crecimiento 

cuando el sustrato se acidifica, en el pozo) estos dos grupos microbianos permanecieron 

en la masa aún después de 9 días de fermentación. El desarrollo de las bacterias lácticas y 

de las enterobacterias fue similar en el interior y en la superficie de la masa, donde se 

supone que existe mayor aireación, pero los grupos más aerobios de mohos, levaduras y 

bacterias mesófilas aerobias crecieron más en la superficie. Esto sugiere que el ataque a 

la masa nixtamalizada es compartimentalizado y distinto entre las zonas que lo 

constituyen. 

A pesar de que se espera que exista una mayor pérdida de azúcares fermentables en el 

pozol mestizo, debido a la etapa adicional de cocción de este método, el desarrollo de 

bacterias lácticas fue similar en este tipo de masas y en las indígenas; sin embargo las 

últimas se acidificaron hasta niveles máS bajos que las primeras. 

Las fermentaciones naturales, como la del pozol, son dificiles de controlar y con 

frecuencia su calidad es variable; para controlarlas es necesario comprender el proceso de 

fermentación. La complejidad de esta fermentación, debida a la composición química del 

sustrato, su estado fisico, la heterogeneidad en las condiciones de aireación y la variedad 

de microorganismos involucrados en el cultivo mixto, la convierte en un modelo 

interesante para el estudio de interacciones microbianas. Debido a esta complejidad, es 

dificil interpretar los cambios que ocurren durante el desarrollo del consorcio microbiano. 
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integrante del cultivo mixto. Se desarrolló entonces una fermentación modelo con 

cultivos puros de bacterias lácticas, con masa esterilizada por radiaciones y con 

condiciones anaeróbicas homogéneas. Se demostró que las bacterias lácticas no necesitan 

de otro microorganismo para desarrollarse favorablemente en la masa de nixtamal y que 

pueden desarrollarse aunque no cuenten con la capacidad de hidrolizar almidón. Ésta les 

confiere a las cepas de Leuconostoc una ventaja de crecimiento y mayor acidificación del 

sustrato sobre aquéllas sin este fenotipo. La sinergia entre estas cepas parece estar clara: 

la actividad de las cepas de Leuconostoc es importante para acidificar rápidamente la 

masa al principio de la fermentación y para producir una textura esponjosa en la masa, 

mientras que Lactobacillus permite alcanzar niveles altos de acidez. Con un cultivo 

mixto que incluyó a ambas, la masa se acidificó rápidamente al principio y alcanzó 

niveles altos de acidez, aunque las cepas de Leuconostoc se inhibieron después de dos 

días de fermentación. Otra contribución importante de ambas bacterias fue la producción 

de un aroma frutal. 

Se estudió el efecto de la nixtarnalización (vs. tratamiento de remojo no alcalino) en el 

desarrollo de las bacterias lácticas, haciendo uso del mismo modelo. Para esto se 

comparó la fermentación del pozol con la del kenkey, alimento africano que se prepara por 

fermentación de una masa de maíz sin nixtamalizar. El crecimiento de las bacterias 

lácticas fue similar en ambas masas, pero la inhibición tanto de estas bacterias como de 

las del género Bacil/us presentes en las masas no esterilizadas fue más marcada en la masa 

sin nixtarnalizar. Esto permite concluir que la nixtarnalización le confiere a la masa un 

ambiente menos inhibitorio que influye en la viabilidad prolongada de las bacterias. Este 

aspecto es de suma importancia, ya que implica que los ácidos producidos no confieren la 

misma protección contra microorganismos indeseables en el pozo! que en otros alimentos 

fermentados. Como consecuencia de ésto, el establecimiento de prácticas higiénicas 

durante su elaboración es esencial; asimismo, sería importante la participación en la . 
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fennentaéión de bacterias lácticas, que además de los ácidos produzcan otras sustancias 

antimicrobianas. 

El hecho de que las bacterias lácticas se desarrollen por igual en las masas indígenas y en 

las mestizas junto con el resto de la microbiota natural, en las masas de nixtamal 

esterilizado en cultivo puro y en las preparadas con maíz remojado y molido (sin 

nixtamalizar) sugiere que la concentración del sustrato fermentable no es limitante en 

ningún caso. Queda por determinar si este sustrato es el conjunto de azúcares simples, 

cuya concentración en el nixtamal es baja, o si las bacterias lácticas están utilizando algún 

otro componente de la masa. 

Con este trabajo se logró un avance en la comprensión de algunos de los eventos 

ecológicos que ocurren durante la fermentación del pozol. Se estudió principalmente la 

bacteriología, profundizando en la fermentación láctica, que es esencial en esta 

fermentación natural. Con el objetivo de seguir avanzando en la comprensión de la 

fermentación del pozo!, se propone estudiar los siguientes aspectos de la misma: 

1. Determinar la concentración de azúcares simples en los diferentes tipos de masas 

recién preparadas y en fermentación, así como la concentración de los principales 

metabolitos finales asociados a la fermentación (ácido láctico, ácido acético, etanol, 

diacetilo ). 

2. Establecer cuál es el sustrato que sustenta el crecimiento de las bacterias lácticas 

durante la fermentación. Para ésto deberá determinarse si la concentración de azúcares 

simples presentes en la masa es suficiente para su acidificación, así como la posibÚidad de 

fermentación de otros sustratos no tan evidentes. 

155 



3. Estudiar las bacterias lácticas amilolíticas del pozo!. Existe poca información sobre las 

bacterias lácticas que poseen esta propiedad, por lo que sería de interés determinar cómo 

degradan el almidón, las propiedades de sus amilasas y la genética involucrada. Aunque 

existen reportes, es poco común esta propiedad en el género Leuconostoc, aislado en este 

trabajo. Sería importante investigar la capacidad de Lactobacil/us amilolíticos para 

producir mayor acidez en el pozo!, comparándolos con Lactobacillus no amilolíticos. 

4. Estudiar los factores que afectan la sobrevivencia de patógenos, mediante pruebas de 

reto al inocular en las masas cepas de microorganismos causantes de enfermedades 

gastrointestinales, incluyendo el efecto de la capacidad amortiguadora del sustrato y de la 

difusión de los ácidos en su eliminación. 

5. Seleccionar cepas que produzcan sustancias antimicrobianas, además de los ácidos, 

que actúen contra microorganismos patógenos y estudiar de su acción en las masas de. 

nixtamal. 

6 .. Buscar actividades enzimáticas en las bacteríaslácticas~ue puJier~ con~bl1i~ en la 
",· .• <_ ,.,, ·' ·-·!•;¡ "·'·· ;. ,,_ 

modificación del sustrato (ti política, proteoHtica, pectin6frti'~~),'~~Í~ri01ri I~ ~r6d~°6ción de 

aromas y sabores. 

Debido a la complejidad de la ferm-entación-, y _para protUDdfziirº en el estudio de su 

ecología, sería importante mejorar algllllas metodologías, por ejemplo, mediante el uso de 

métodos moleculares sería posible realizar· una caracterización más precisa de los 

microorganismos participantes. 
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APÉNDICEl 

CARACTERÍSTICAS DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS DE LOS 
POZOLESDETAPACHULA© 

Núm. de Morfolo- Gas de Produc- Hidrólisis Hidrólisis Género 
cepa gía glucosa ción de de de almidón, tentativo 

microscó- de1trana almidón, con d. 
pica cood. aoaeróbi-

aeróbicas cas 
IT Diplococos + + Leuconosloc 

y cadenas 
5T Diplococos + + leuconostoc 

y cadenas 
6T Diplococos + + leuconosloc 
8T Diplococos + + "Leuconosloc 
13T Diplococos + Leuconostoc 

y cadenas 
16T Diplococos + 

y cadenas 
IST Diplococos + 
22T Diplococos + 

alargados 
23T Diplococos +-

y cadenas 
25T Diplococos + 
27T Diplococos + 
49T Diplococos + 
60T Cocos + .Leuconostoc 
62T Cocos + 

alargados 
63T Diplococos + 
66T Cocos + 

alargados 
2T Diplococos lactococcus 

y cadenas 
7T Diplococos lactococcus 

y cadenas '(;.>-

14T Diplococos :_ lactococcus : 
20T Diplococos lactococcus, 
30T Diplococos 
43T Diplococos 
47T Diplococos 
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Continuación Apéndice 1 

Núm. de Moñolo- Gas de Produc- Hidrólisis Hidrólisis Género 
cepa gia glucosa ción de de de almidón, tentativo 

mi e roscó- dextrana almidón, cond. 
pica cond. anaeróbicu 

aeróbicas 
SOT Cocos - + - - Lactococcus 
SIT Diplococos - - + + Lactococcus 
64T Diplococos - + - - Lactococcus 
68T Diplococos - - + + Lactococcus 

y cadenas 
4T Bacilos + :!: - - Lactobacillus 

conos 
IST Bacilos + :!: - - Lactobaci/lus 

conos 
24T Bacilos - + - - Lactobacillus 
35T Bacilos + - - - Lactobacillus 

Todas las cepas son Gram positivas, catalasa negativa. 

®Símbolos: +,reacción positiva;-, reacción negativa;±, reacción débil. 
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APÉNDICE2 
CARACTERÍSTICAS DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS DE LOS POZOLES DE SAN CRISTÓBAL DE LAS CASAS® 

POZOL MESTIZO 

Nu .. Morfole>- Gudt Produc- llidr6Ji5isde Hidrólisil dt 
d• gil glucos1 c:iónde almidón, almidón, 

crpa micros- dextr.a1 con d. rond. 
cópir1* atróbicas anuróbkH 

4SM Co + + - -
lSM Ca + + - -
6SM Co + + - -
7SM Ca + + -
SSM D + + -
9SM Ca + + - -
llSM Co + + - + 
12SM Co + + -
IJSM Ca + + + + 
llSM Co + + - -
16SM Co + + - -
17SM Co + * ' .. -
lOSM Ca + ± . - -
llSM Co + ± :: " '''• - -
24SM Co + * .. :. ; .. - -
14SM D - *. + + 
18SM Co - O; - -
19SM Co - + + 
IOSM u + + - + 

Todas las cepas son Gram positivas, catalasa negativa. 
• Co, cocos; D, diplococos; B, bacilos; T, tétrades. 

Gfntro 
ttnhltivo 

Leuco11ostoc 
leuconostoc 
Leuconostoc 
LeuconosttJC 
Leuconostoc 
l.euconosroc 
Leuconostoc 
Leuconostoc 
Leuconostoc 
Leuconostoc 
leuconostoc 
Leuconostoc 
leucono!toc 
leuconostoc 

Leuconostoc 
lactococcus 
laclococcus 
lactococcus 

Lactobaci/lus 

0 Símbolos: +, reacción positiva;-, reacción negativa,±, reacción débil. 

POZOL INDIGENA 

Núa. Moñole>- G11d• Produc- Hldrólisl• dt Hldr61Uil dt Gútro 
de &1• t11acos1 ci6nde almidón, almidón, t•alativo 

.. pa micros-- dutr1a1 con d. coa d. 
cópica• 1tróbicH anacróbirH 

9SI Co + + Leuconostoc 
llSI Co + + leuconosloc 
1351 Ca + + - leuconostoc 
14SI Ca + + + + Leuconostoc 
15SI Co + + - - Leuconostoc 
16SI Co + + leuconostoc 
1751 Co + + - - leuconostoc 
1951 Ca + + - - leuconostoc 
llSI Co + + - - leuconOJtoc 
2JSI Co + + - - Leuc011ostoc 
2451 Ca + + - leuconostoc 
lSI Co - - - lactococcus 
lSI Co - - - l.actococcus 
7Sl Co - - - lactococcus 
8SI Co - - - - l.ac10coccus 
!OSI Ca - ± - - laC/OCOCCUJ 

llSI Co - - - - lactocuccus 
18SI Co - - - Lactococcw 
lJSI Co - - - + lactococcus 
26SI Ca - - ·; ·;.·;· - - lactococcm 
JSI T - - '''·'' - Pediococcus 
4SI T - - - - Pediococcus 
6SI T - - ;;.:, - - Pediococcus 
lOSI T - - ' ; - - Pediccoccw 
llSJ T - ; ;· - - Pediococcw 
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APÉNDICE3 
PRUEBAS BIOQUÍMICAS DE LAS ENTEROBACTERIAS AISLADAS DEL POZOL, REALIZADAS CON EL 

KIT APUOE*® 

N.._ -ON-J ADH!LDCf1lliCTCIT 1 H~ j IOO:ITllAllND 1 VP 1 GEL 1 GLU 1MAN1 INO 1 SOR 1 RllA r-5.\C:IMEL-r-AMY--.ARATOX 
dt PG 

upa 

1 + - + - - - - - - + - + + + + + + + + + 
9 + - - - - + - - - - - + + - + + + + + + 
11 + - + - - - + - - + - + + + + + + + + + 
12 + - - - + - - - - - + + - + + + + + + 
22 + - - - + - - - - - + + - + + + + + + 
23 + - + + + - - - - + + + + - + - + - + + 
24 + + - + - + - - - + - + + - + + - + - + 
27 + + + + - - - - + + + + + + - + - + + 
JO + + - + - + - - - - - + + - + + - + - + 
31 + + + + - - - + - + + + + - + - + + 
32 + - - - - + - - - - - + + - + + + - + + 
33 + + - + - + - - - - - + + - + + - + - + 
40 + + - - - + - - + + - + + - + - + 
41 + + + + - - + + + + + + - + - + + 
42 + - + + + - - - - + + + + + + - + - + + 
45 + + + + - - - - + + + + + + - + + + + 
55 + - + + - - - - + + + + + + - + - + + 
16 + - - - - + - + + - - + + - - + 

Pruebas bioquímicas: ONPG, p-galactosidasa; ADH, arginina dihidrolasa; LDC, lisina descarboxilasa; ODC, omitina descarboxilasa; CIT, citrato de Simmons; 
H2S, producción de ácido sulfhídrico; URE, ureasa; TDA, triptofano desaminasa; IND, indol; VP, Voges Proskauer; GEL, proteólisis de gelatina; Fermentación 
de: GLU, glucosa; MAN, manito!; !NO, inositol; SOR, sorbitol; RHA, rarnnosa; SAC, sacarosa; MEL, melibiosa; AMY, amigdalina; ARA, L(+} arabinosa; OX, 
citocromo oxidasa. 

•con este sistema es posible identificar 108 géneros y 104 especies de enterobacterias. 
®Símbolos: +,reacción positiva;-, reacción negativa. 
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APÉNDICE4 
IDENTIFICACIÓN DE LAS ENTEROBACTERIAS AISLADAS DEL POZOL, MEDIANTE EL KIT APilOE 

Niím.DE NUMERO DE MICROORGANISMO PROBABILIDAD TIPO DE 
CEPA* IDENTIFICACIÓN IDENTIFICACIÓN 

l 5005773 Klebsiella pneumoniae 1117 Muy buena 
9 1404573 Citrobacter freundii l/56 Excelente 
11 5015773 Klebsiella pneumoniae 1/12 Excelente 
12 1404573 Citrobacter freundii 1/56 Excelente 
22 1404573 Citrobacter freundii 1/56 Excelente 
23 5307723 Serratia marcescens 1/100 Muy buena 
24 3504552 Citrobacter freundii 11171 Buena 

.. 27 5307723 Serratia marcescens 1/100 Muy buena 
30 3504552 Citrohacter freundii 11226 Excelente 

•:31 5307723 Serratia marcescens 1/100 Muy buena 
.. >32 1404533 Citrobacter freundii 1/226 Excelente 

,: .. 33' ,;:. J .. 3504552 Citrobacter freundii 1/l71 Buena 
•> 40/.l'( /, J,•é 5044552 E:;cherichia co/i 1127 Excelente 
.·. 41.•;. : ;•: .. : 5307723 Serratia marcescens 1/100 Muy buena 
.: .42:: ;:, ¡ ¡¡ ' ,. 5307723 Serratia marcescens 1/100 Muy buena 

.45 :,;, ,i •. :¡ •; . 5307763 Serratia marcescens 1/58 Excelente 
: 55. 'j :: ::.: 5107723 Serratia marcescens 1/277 Muy buena 

16 ·;1:;·:-1005132 Enterobacter 1/100 Muy buena 
''"·····'- •¡,i .. '"····' 

aglomerans 4 '· .. ·: . ': .: . " ... •· · ... ,·. •,, 

* Cepru; dé ios·;()z~les de San Cristóbal de las Casas; las de los pozoles de Tapachula coincidieron todas con las de 
Klebsiel/4pneu'11imiae. 
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APÉNDICES 

CARACTERÍSTICAS DE LAS CEPAS DE BACTERIAS LÁCTICAS 
SELECCIONADAS, AISLADAS DEL POZOL E IDENTIFICADAS POR 

NURAIDA (1988)® 

Núm Morfo- Creci- Acidifi Hidrólisis de 
de logia Producción de: Crecimiento a: míen- cación almidón 
cepa toen leche 

C02 NH3 dextrana JOºC 15ºC 45ºC 6.5% torna- con d. 
NaCI soleada aeróbicas 

Coco + + + + 
20 Cocos + + + + 

alarga-
dos 

9 Bacilo +: +:' 

® Símbolos: +,reacción o crecimiento positivo;-, reacción crcreí:imie~to'~egati\lo; ±, re~cción 
o crecimiento débil. · · .· · ·· ·· · ·•. · · · · 

La cepa 20 fue identificada como Leuconostoc sp.; la 1 como Leuconostoc 
mesenteroides y la cepa 9 como Lactobaci/lus plantarum. 

Identificación usando el sistema API SO CH (Dio Mérieux) 

Para la cepa 1 se obtuvo un coeficiente de similaridad de 84% con respecto al de la cepa 
de Leuconostoc mesenteroides NCIB 8023, y de 89% con respecto al patrón de 
fermentación para esta especie reportado en d Manual Bergey (Sneath y col., 1986). 

Para la cepa 9 se obtuvo un coeficiénte de similaridad de 90% .con respecto al patrón de 
fermentación de la cepa Lactobacillus plantarum NCFB 82, y de 9.1 % con respecto al 
patrón reportado en el Manual Bergey (Sneath y col., 1986), para la misma especie. 

con d. 
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