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RESUMEN

El maiz representa cerca de la mitad del volumen total de alimentos que se
consumen en México cada afio, proporcionando la mitad de las calorias
requeridas por la poblacidn. Los alimentos fermentados son una forma importante
de consumo de este cereal y la acidificacién producida por la accién de bacterias
lacticas ocurre comiinmente durante |a fermentacion del malz, La importancia del
proceso de fermentacion radica en la produccién de aromas y sabores, asi como
el efecto antimicrobiano contra bacterias patogenas, donde los acidos juegan un
papel importante,

El aimid6n es el principal carbohidrato del maiz y contiene ademas una baja
concentracion de aztcares. Con la hipétesis de que los tratamientos previos que
suffe el maiz antes de su fermentacién (germinacién, remaojo, nixtamalizacién,
adicion de sustancias amiloliticas), aumentan la proporcién de azucares simples, a
partir de los cuales las bacterias lacticas realizan una buena acidificacién, se
plantearon como objetivos: conocer el tipo y la concentracién de azdcares que se
producen en el maiz con cada uno de los tipos de pretratamientos previos a ia
fermentacién, y comparar el crecimiento de una bacteria lactica y el grado de
acidificacion producido por la misma en estos sustratos.

Se observo que el tratamiento previo del maiz afecta el tipo y concentracion
de azicares producidos. En el maiz germinado, el remojado y al maiz que se le
afadi6 harina de trigo como fuente de amilasas, la concentracién de azlcares
aumento, mientras que en el nixtamal disminuyé. La mayor concentracién de
azucares y oligosacaridos se encontré en el maiz germinado (15.8% de glucosa,
4.3% de fructosa, 29.3% de sacarosa y 20.9% de maltosa, como 1.0% de
maltotriosa y 1.6% de maltotetrosa en peso seco) seguido del remojado (5.9% de
glucosa, 0.9% de fructosa, 9.7% de sacarosa, 7.4% de maltosa, 0.6% de
maltotriosa y 1.5% de maltotetrosa en peso seco), de! maiz + amilasas (0.4% de
glucosa, 0.08% de fructosa, 1.2% de sacarosa y 11% de maltosa en peso seco) y
el maiz nixtamalizado (0.05% de glucosa, 0.06% de fructosa, 1.3% de sacarosa y

0.9% de maltosa en peso seco).




El crecimiento de L. plantarum estuvo limitado por el bajo pH alcanzado
debido a la produccién de acidos mas que por la concentracién de azGcares. En
contraposicion, la concentracién de acidos producidos (lactico y acético) dependié
de la concentracitn inicial de azdcares, con la excepcidn del maiz nixtamalizado
en la que se obtuvieron concentraciones similares a las de! maiz + amilasas, a
pesar de su menor concentracidén de azucares. El crecimiento de Lactobacillus
plantarum se inhibid en el maiz gemminado durante las primeras horas de
fermentacion posiblemente debido a la alta concentracién de aziicares. Se cbtuvo
la mayor velocidad de acidificacion con el maiz remojado. Se produjeron
diferentes concentraciones de dacido acético y lactico a partir de los azicares
presentes, teniendo muy diferentes relaciones lactico/acético dependiendo del
pretratamiento. remojo 7.7, adicibn de amilasas 12, germinacién 16 vy
hixtamalizacion 2.3.




INTRODUCCION

El maiz es originario del continente americano. La importancia de este
cereal ha sido tan grande que representa cerca de la mitad de! volumen total de
alimentos que se consumen en México y proporciona aproximadamente la mitad
de las calorlas requeridas, sobre todo entre la poblacién de bajos ingresos (Museo
Nacional de Culturas Populares, 1987). La importancia del maiz no se restringe a
su uso alimentario; para nuestras culturas indigenas es sagrado y se le atribuye
un papel importante en el origen de la vida. Para asegurar y mejorar el uso del
maiz se ha transmitido de generacién en generacién el conocimiento popular
sobre la practica de su cultivo, su importancia cultural, social y su uso en la
alimentacién.

La acidificacion debida a la accién de las bacterias lacticas es el fendmeno
que mas comunmente ocurre durante fa fermentacién natural det maiz. Uno de los
baneficios principales de esta fermentacion es la produccién de aromas y sabores,
en los que contribuyen significativamente la concentracién y el tipo de acidos
producidos. Por otro lado, se ha reportado que los acidos son en gran parte
responsables de una accibn antimicrobiana, que elimina microorganismos
indeseables, como son las bacterias patogenas. Se ha demostrado que estos
alimentos pueden jugar un papel importante para contrarrestar infecciones
bacterianas, sobre todo diarreas infantiles en paises en vias de desarrolio. En
condiciones de higiene deficiente, estos productos son por lo tanto sustitutos de
alimentos de destete mas seguros que los basados en la leche de animales
domésticos (Mensah et al., 1991; Nout et af., 1989).

Para lograr la produccién de aromas y el efecto antimicrobiano
mencionado, debe asegurarse una acidificacion eficiente del maiz por las
bactenias lacticas. Las bacterias lacticas producen 4cidos a partir de sustratos que
son generalmente carbohidratos simples (monosacaridos y disacaridos). También
se ha demostrado que algunas son capaces de hidrolizar el almidon {Pompeyo et

al., 1993; Giraud et al., 1991). Estas Gltimas utilizan los carbohidratos simples

wd




antes que el almiddon y es comuin que requieran de un umbral de concentracién de

azucares simples para utilizarlo. La disponibilidad de monosacaridos y disacaridos

es entonces importante para efectuar o iniciar la fermentacién lactica.

El almidén es el carbohidrato mas abundante en el maiz. La concentracion
de azdicares simples es baja (Boyer y Shannon, 1987) y probablemente
insuficiente para el desarrollo de las bacterias lacticas. Se postula entonces que el
tratamiento del maiz previo a la fermentacion es de vital importancia para la
produccidn de azucares fermentables a partir de los cuales pueda ocurrir una
acidificacién adecuada.

Los tratamientos que tradicionalmente se dan al maiz pueden clasificarse
en 4 tipos;

» Remojo de los granos de maiz o del malz crudo molido. Debido a que no se da
ningldn tratamiento que pudiera inactivar las enzimas enddgenas, como las
amilasas, éstas podrian actuar durante el remojo, liberando azicares faciimente
fermentables.

+ La adicién de sustancias que aportan enzimas amiloliticas exégenas(a y B-
amilasa).

¢ La germminacion de los granos de maiz, durante la cual existen y se producen
enzimas amiloliticas.

s lLa nixtamalizacién o tratamiento térmico alcalino, que es exclusivo de
Mescamérica. A diferencia de los tratamientos anteriores, durante la coccion y
los lavados de los granos se pierden azdcares fermentables; de hecho se ha
demostrado que el nixtamal no cuenta con una cantidad suficiente de azicares
simples (Santillana, 1995; Wacher, 1995), pero es posible que durante la
nixtamalizacion se degrade el almidén produciendo compuestos de hidrélisis de
peso molecular mas baje al mismo {Jackson ef al, 1988). También se ha
reportado que las bacterias lacticas pueden utilizar oligosacaridos (Olympia,
1992; Olympia ef af., 1992), por lo que se sugiere que pudieran ser usados

como sustratos para la acidificacion.




A la fecha, no se ha demostrado la importancia de estos pretratamientos
del maiz para su acidificacion durante la fermentacion, por fo tanto, en base a lo

expuesto anteriormente, se desarroll6 el siguiente tema de tesis.




ANTECEDENTES .
EL MAiz

El maiz, Zea mays L. es el segundo cereal que se cosecha en mayor
abundancia en el mundo. Crece en cada continente excepto en la Antartida:
Norteamérica produce armiba del 50% de la cosecha mundial. Otros productores
son China (14%), los Balcanes {8%), oeste de Europa (5%), sur de Brasil (5%),
México, Argentina y Suddfrica con 2% cada uno (Watson y Ramstad, 1987). La
facilidad con la cual el maiz puede ser secado, aimacenado y transportado ha
hecho que sea la mayor fuente de energia para la alimentacién animal y es
ademéas una materia prima estable para la produccién de almidén (es la fuente
mas econdmica de almidédn) y productos industriales basados en €l, como son los
jarabes de glucosa. El malz es también una fuente primaria de alimento en
muchas 4reas del mundo, incluyendo Sudamérica, América Central y Africa,
donde es convertido directamente en alimento, via proceso alcalino, hervido,
cocido o fermentado.

ESTRUCTURA DEL GRANO

El grano de maiz posee 3 estructuras importantes que se muestran en la
Figura 1: el germen o embrién, que constituye del 8 al 10% del grano en peso
seco y esta compuesto por el eje embrionario, el escutelo y un cotiledén; el
endospermo, que tiene una proporcion del 82% del grano en peso seco,
constituye la reserva nutritiva para el desarrollo y crecimiento del embrién, tiene

un contenido de almidén de aproximadamente 73% (Kent-Jones y Amos, 1967:




Inglett, 1970) y el pericarpio que constituye un 6 al 9% del peso seco del grano, es
de gran importancia por su composicién y permeabilidad y de ella depende la -
interaccion con el medio para el desarrollo de la semilla (Gémez, 1997). El eje
embrionario se compone de la radicula, raiz rudimentaria de un hipocotilo, al que
se encuentra unido un cotiledon. Contiene todas las enzimas esenciales,
nutrientes y material genético para producir una nueva pianta de maiz. El escutelo
forma cerca del 90% del germen y tiene nutrientes que son movilizados durante la
germinacion. En fa aleurona, que forma parté del pericarpio, tejido de afta
actividad metabélica y respiratoria, se sintetizan una gran cantidad de enzimas

utiles para la germinacion del grano.

Pericarpio

Endospermo corneo (cristalinop
Endospermo amilaceo (opace)

Aleurona Cotiledon

3 / Plimuia Embridn

0 germen

Fig. 1. Corte longitudinal de un grano de maiz,




COMPOSICION DEL GRANO

El maiz es una planta que pertenece a las gramineas y sus granos
contienen 10.3% de proteinas, 4.5% de grasa, 83.8% de carbohidratos totales,
2.3% de fibra cruda y 1.4% de cenizas, es deficiente en lisina y triptofano; en
estado natural sus proteinas son las menos nutritivas de los cereales (Badui,
1993). De hecho la deficiencia de triptofano, el cual nuestro cuerpo puede
convertir a Acido nicotinico, produce la enfermedad llamada pelagra, que
prevalece en paises con un alto consumo de maiz (Fox y Cameron, 1982).

EL ALMIDON DE MAIZ

El almidén es el carbohidrato mas abundante del grano de maiz. Este se
encuentra encerrado por una matriz proteica en forma de granulos.

En el reino vegetal, los granulos de almidén ejercen una presion osmética
muy baja, con la que ia planta almacena grandes cantidades de glucosa en forma
de almidén de una manera muy accesible sin romper el balance interior de agua.
La estructura rigida de los granulos esta integrada por capas concéntricas de
amilosa y de amilopectina distribuidas radialmente. Estos cuerpos son
birrefringentes, es decir, tienen 2 indices de refraccién, por lo cual cuando se
irradian con luz potarizada desarrollan la tipica “cruz de malta”. Esto se debe a
que dentro del granulo se localizan zonas cristalinas de moléculas de amilosa
ordenadas paralelamente a través de puentes de hidrégeno, asi como zonas
amorfas causadas principalmente por la amilopectina, que no tienen posibilidad de

asociarse entre si 0 con la amilosa. Por esta razdn, los granulos que contienen




una proporcién grande de la fraccion ramificada no presentan birrefringencia; esta
caracteristica, al igual que su espectro de rayos X, se pier&e cuando los granulos
alcanzan la gelatinizacion. Este fendmeno ocurre si una suspension de almidédn en
agua se calienta, provocando que el agua se difunda a través de las paredes de
los granulos y cause su hinchamiento. Este proceso inicia a una temperatura de
alrededor de fos 60°C; cerca de los 85°C el volumen de los granulos se
incrementa alrededor de 5 veces y la solucidn de almiddn se vuelve viscosa. Este
proceso se llama gelatinizacion (Badul, 1993).

Los gréanulos de almidén tienen estructuras microscépicas (nicas y la
fuente de un almidén puede ser.determinada por un cbservador entrenado. La
forma y el tamafio de los granulos de almidén difieren de acuerdo a la fuente
botanica y a las condiciones ambientates donde el cereal haya crecido. En la
Figura 2 se presenia la apariencia microscopica de los granos de almidén de

varios cereales {Pearson, 1976).
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Fig. 2. Apariencia microscopica de granulos de aimidén de varios cereales.




Los granulos de almidén de maiz estadn constituidos por 26 al 28% de
amilosa y 72 al 74% de amilopectina, aungue hay variedadés vitreas que llegan a
tener desde un 75 hasta cerca del 100% de amilopectina. Tipicamente el almidén
de maiz tiene granulos angulares (polihédricos, Fig. 2), con un didmetro promedio

de 35um. En la Figura 3 se muestran los granulos de almidén de maiz observados

con diferentes aumentos.

Fig. 3. Granulos de almidon de maiz observados con un aumento de 350x (A);
con luz polarizada mostrando la “cruz de malta” con un aumento de 700x {B);
vistos con un aumento de 1500x (C); asi como un almidén de maiz expuesto al
ataque de una amilasa {D) (Whistler ef al., 1984),




CARBOHIDRATOS DEL MAIZ

Los principales constituyentes quimicos del grano de maiz son los
carbohidratos, las proteinas y los lipidos. Estan presentes también cantidades
mucho menores de fibra, minerales y diversas sustancias organicas, incluyendo
vitaminas.

El carbohidrato mas abundante del grano es el almidén, constituyendo 72%
de su peso seco. La mayoria del almidén se localiza en el endospermo, pero se
encuentran niveles significativos en las otras fracciones del grano. Los azGcares
simples se encuentran distribuidos en todo el grano, pero la mayor cantidad se
encuentra en el embrion. Los azlcares totales del grano de maiz varian entre 1 y
3%. Los monosacaridos del endospermo como la fructosa y la glucosa se
encuentran en proporciones semejantes. Se han reportado concentraciones de
1.8 mg de glucosa y 1.6 mg de fructosa en los granos. Otros azlicares (xilosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa, manosa) se encuentran en forma de nucleétido-
azucar. Estos son continuamente usados como sustrato para la biosintesis de
polimeros, encontrandose solo bajos niveles de ellos en el grano. La sacarosa es
el disacarido mas importante del grano de maiz, donde tres cuartas partes de ella
se encuentran en el embrion y la cuarta parte restante en el endospermo; sus
concentraciones llegan a ser del 4 al 8% del peso seco del grano. El grano
también contiene bajos niveles de maltosa (0.4% del peso seco del grano); sin
embargo en algunas variedades dulces se han encontrado niveles tan altos como

1%. Las concentraciones de trisacaridos, como la rafinosa, y oligosacaridos




mayores son muy bajas (Inglett, 1970). La presencia de maltotriosa y
maltooligosacaridos sdlo ha sido encontrada en una variedad (Watson y Ramstad,
1987).

El fitato, forma fosforilada del myo-inositol, era el unico azdcar-alcoho!
reportado en los granos de mafz; sin embargo estudios m4s recientes muestran la
presencia de sorbitol. El fitato se deposita en los cuerpos proteicos de la aleurona
{10%) y del escutelo (90%) del maiz. En granos maduros, el fitato puede constituir
el 0.9% de! peso seco del grano.

Los granos contienen del 2.1 al 2.3% de fibra cruda. El pericarpio tiene una
proporcion del 41 al 46% de hemicelulosas y por medio de una extraccion alcalina
de ésta se han obtenido productos muy ramificados con una composicién de 54%
de xilosa, 33% de arabinosa, 11% de galactosa y 3% de 4cido glucurénico (Inglett,
1970). Los azicares que contiene el malz se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales azlcares constituyentes del grano de maiz, en peso seco
{Boyer y Shannon, 1987).

glucosa y fructosa (1-3%).
sacarosa (4-8%), maltosa
(0.4%), rafinosa, maltotricsa.
sorbitol,  myo-inositol,  fitato
{0.9%).

almidén (61-78%), hemicelulosa
(6.7%), celulosa (3%) y lignina
(0.2%).




GERMINACION

Se denomina colectivamente como germinacién a un proceso complejo que
ocurre desde el momento en que el embribn del grano reinicia su crecimiento
hasta que la plantula se forma y emerge del suelo (Goémez, 1997).

La germinacién comienza con la absorcién de agua del grano, llamada
imbibicién, y termina con el inicio de la elongacién del eje embrionario, que
usualmente constituye la radicula (Bewley y Black, 1994). Se ha estudiado en
otros cereales, pero en el caso del maiz existe poca informacién. Es un proceso
exotérmico, promovido por la imbibicidn y por ciertas condiciones ambientales,
como luz, humedad, temperatura y presencia de oxigeno. Se sabe que estos
factores activan en primera instancia a las células del meristemo (tejido nuevo) del
maiz y a las células de [a coleorriza (Gémez, 1997).

El metabolismo del grano es anfibélico, es decir que involucra catabolismo
de reservas y anabolismo de nuevos compuestos para la sintesis de nuevas
células y estructuras. E| proceso de germinacién es el resultado de la imbibicion
del grano, la reactivacion de organelos y macromoléculas preexistentes, como
ARN, ribosomas, mitocondrias y enzimas y subsecuentes procesos que tratan de
restablecer el metabolismo de la planta, con el fin de lograr el desarrollo y
crecimiento de la misma.

Los eventos tempranos en la germinacion son: la hidratacién de la pared
celular y de los coloides citoplasmaticos, que depende del grado de humedad y de

la dureza del pericarpio; la sintesis de ATP inmediatamente después de la




irnbibicitn, como metabolito necesario para proporcionar energia y para la sintesis
de acidos nucleicos; la sintesis de ARN a ia par de la sintesis de ATP durante los
primeros 40 min después de la imbibicidn. Eventos subsecuentes son ia
expansion celular, la replicacion del ADN y la movilizacién de reservas (Osborne,
1983).

Un fendmeno previo a la germinacion, que se activa por medio de algo a la
fecha irreconocible (Osborne, 1983), provoca que el grano se seque, llegando su
contenido de humedad a ser tan bajo comc 10%. A pesar de este cambio tan
drastico en el transcurso de pocos dias, todas las células del embrion y de la
aleurona permanecen vivas. Debido a este cambio, se incrementan en el grano
las concentraciones de ciertos azdcares y oligosacaridos, como son la sacarosa,
la rafinosa y la estaquiosa, que llegan a ser relativamente abundantes, con el fin
de proteger sus estructuras. £l embrion contiene azlicares de bajo peso molecutar
que probablemente usa el grano en las primeras horas de la germinacion,
mientras se obtienen los productos de hidrélisis del almidén a partir det
endospermo. Las concentraciones de sacarosa y rafinosa declinan hasta niveles
imperceptibles durante los primeros 2 dias desde el comienzo de la imbibicién.
Posteriormente ocurre un reabastecimiento de carbohidratos, como la sacarosa
del endospemmo, a partir del tercer dia (Bewley y Black, 1994).

El primer cambio en el endospermo es la digestién de fas paredes celulares
de la membrana intermedia del escutelo, de la cual son responsables las p-

glucanasas, las cuales son capaces de romper glucanos de las hemicelulosas, es




decir, uniones p(1—+3) vy f{1—-4). Los granulos de almidon del endospermo se
degradan a glucosa por la accién de 4 enzimas: a-amilasa, p-amilasa, enzima
desramificante y a-glucosidasa. La produccidn de a-amilasa inicia en la region del
escutelo-aleurona (Kigel y Galili, 1995). La p-amilasa esta presente en el
endospermo de los granos donde se asocia a los granulos de almidon (Kigel y
Galili, 1995). Se piensa que esta enzima se activa cuando empieza la hidr6lisis
por la a-amilasa y por ataque de proteinasas secretadas por la aleurona ylo
escutelo, ya que esta enzima esta unida a las proteinas por enlaces disulfuro.

La amilosa puede ser degradada por las a y p-amilasas, pero la digestién
de la amilopectina cesa con la produccién de dextrinas limite. Se conoce poco
acerca del lugar y el modo de produccién de las enzimas desramificantes.
Después de que se ha producido la hidrélisis del almidon, los productos de su
degradacién como es principalmente la glucosa, se movilizan hacia el escutelo,
donde existe una sintesis de sacarosa, por medio de ia enzima sacarosa-fosfato
sintetasa (Cantliffe et al.,1986), que se transporta al eje embrionario, la cual dara
origen a la estructura de la nueva planta.

LAS AMILASAS

Se llamar: amilasas a las enzimas que son capaces de catalizar la hidrélisis
de los enlaces «-D-(1,4) y son ampliamente producidas por plantas, bacterias y
animales.

Las amilasas han sido clasificadas bajo diferentes criterios: (a) la

configuracion del carbono anomérico de sus productos; (b) la fuente bioldgica; (c)




el tipe de ataque al sustrato, endo o exo; (d) si producen una caida rapida de Ia
viscosidad del sustrato (licuante) o una caida lenta (sacarificante); {e) el tipo de
producte formado; vy (f} la naturaleza proteica de su estructura. La mas comin de
las clasificaciones es la designacién de o y B, la cual estd basada en la
configuracion anomeérica de sus productos (Whistler et al., 1984).

El sustrato de las amilasas es el almidén. Este es una mezcla de dos
polimeros de glucosa llamados amilosa y amilopectina. Estos polimeros estan
inicialmente rodeados dentro de un granulo sémicristalino sintetizado por los
organelos de las plantas. La amilosa (Fig. 4) estd constituida por largas cadenas
lineales con 200-2500 unidades, y pesos moleculares hasta de un millon de
daltons unidas por enlaces a-(1,4) glucosidicos. En cambio, la amilopectina (Fig.
5) tiene un peso molecular muy alto, ya que algunas fracciones llegan a alcanzar
hasta 200 millones de daltons, las cuales se encuentran unidas por enlaces o-
{1,4) y a-(1,8) glucosidicos.

Ademas de la amilosa y la amilopectina, el almiddn contiene pequedias
cantidades de material de otro‘origen, tales como fosfatos y grasas. La cantidad y
la composicion de este material extrafio depende de la fuente de almidén de que

se trate (Fox y Cameron, 1982). uniones a-(1, 4)
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Fig. 4. Porcidn de una molécula de amilosa mostrando las unidades de a-D-
glucosa unidas por enlaces a-{1,4}.




CH,OH HOCH, HDCH, HOCH, punto de unién a-(1, §;

uniones a-(1 4)

HOC HOCH, f HOCH, ocn,

Fig. 5. Porcion de una molécula de amilopectina.

Las principales enzimas que rompen los enlaces del almidén son la o-
amilasa y la B-amilasa, las cuales rompen las uniones o-1,4 presentes en la
amilosa y en las partes no ramificadas de la amilopectina. Ninguna de las dos
enzimas pueden romper los enlaces a-1,6.

El almidon granutar no es susceptible a la hidrélisis por amilasas, pero la
harina normalmente contiene una proporcion (usualmente de 9-10%) de granulos
de almidén que han sido mecanicamente dafiados durante la molienda y provee
de “almiddn disponible” para la actividad de las amilasas.

a-AMILASA

La a-amilasa es una endohidrolasa que actda al azar en los enlaces
internos «-(1,4) de la amilosa y de la amilopectina, con lo cual se producen
dextrinas. Se le da el nombre de enzima licuante debido a que su presencia
~rowoca la rapida reduccion de la viscosidad de las soluciones de almidén. Las o-

amilasas también producen varios tipos de oligosacaridos, caracteristicos de cada



una de ellas. Las a-amilasas son probablemente las mas ampliamente
distribuidas, ya que son producidas por diferentes tipos de bacterias, hongos,
animales y algunas plantas. La mayoria de las c-amilasas tienen pesos
moleculares alrededor de 50,000 daltons. Todas las a-amilasas investigadas son
dependientes de calcic y su temperatura éptima es de 65-67°C. Los iones calcio
aparentemente son quelados por varios grupos de la enzima y esto contribuye a la
estabilidad de la estructura terciaria de las mismas. El calcio les imparte
resistencia contra los efectos del pH, temperatura y protedlisis (Whistler ef al.,
1984).
B-AMILASA

La B-amilasa estsd presente en los cereales. La accion de la fB-amilasa
produce p-maltosa por hidrélisis de los enlaces o-(1,4) a partir de los extremos no
reductores de la amilosa y de la amilopectina, asi como fa produccion de dextrinas
de alto peso molecular. Estas dextrinas se forman cuando la p-amilasa llega a un
punto ramificado en la amilopectina. De hecho, solo el 55% de la amilopectina es
converdida a p-maltosa (Whistler et al., 1984). Esta actividad la clasifica
consecuentemente como una exoenzima. Ninguna de las dos enzimas (a y B)
pueden romper enlaces «-(1,6). La mayoria de las p-amilasas tienen su origen en
las plantas. Su temperatura éptima es de 50-60°C.

OTRAS AMILASAS
Otra exo-enzima es la glucoamilasa, la cual produce B-D-glucosa, cuando

actia en los extremos no reductores de las cadenas de almidon. Estas enzimas



difieren de las p-amilasas en que no producen dextrinas limite y catalizan la
hidrélisis de ambos enlaces, los a-D-(1,4) y los «-D-(1,6). Ademas de las
amitasas, existen otras llamadas isoamilasas o enzimas desramificantes que
hidrolizan los enlaces a-D-(1,8) de la amilopectina. La enzima R fue la primera en
reconocerse dentro de las de este tipo. Otra es la pululanasa, ia cual es elaborada
por Aerobacter aerogenes. Las isoamilasas también han sido obtenidas de
levaduras y de bacterias como Pseudomonas (Whistler et al., 1984).
NIXTAMALIZACION

El malfz representa en muchos paises de Latinoamérica el principal
alimento para gran parte de la poblacion, sobre todo la de escasos recursos
econodmicos. Se consume en formas muy variadas, tales como tortillas, tamales,
atole, pinole, etc.

En Mesoamérica el maiz se somete a un proceso térmico alcalino conocido
como nixtamalizacién. Este consiste de los siguientes pasos: primero el maiz se
hierve en agua en una proporcién maiz:agua de 1:3 (peso:volumen) a la cual se le
aftade de 1 a 3% de cal, con lo cual se alcanza un pH que varia de 11 a 13. El
tiempo de coccién requerido depende de las variedades del maiz, de Ila
composicion y espesor del pericarpio, de la temperatura y de la concentracion de
la cal en el agua. Después de esta coccién, se deja reposar de 10 a 14 horas
{toda la noche), alcanzando la temperatura ambiente. El agua de coccion, lamada
nexayote, se elimina. El maiz ya lavado (nixtama!) se muele en un molino de

piedras en el que, por la friccion, se genera una gran cantidad de energia que



incrementa considerablemente la temperatura de la masa que se obtiene.
Finalmente esta masa sirve para preparar un gran numero de alimentos (Badui,
1993, Watson y Ramstad, 1987; Trejo- Gonzalez et al., 1982).

Durante las distintas etapas del proceso de nixtamalizacion, y debido a los
multiples factores que intervienen en ella, pueden ocurrir una gran variedad de
reacciones fisicas y quimicas. Ya se han estudiado diversos aspectos, como es la
influencia de los tiempos, la concentracién de alcali, etc., en la medificacion de los
hidratos de carbono, en las proteinas y en algunos otros componentes.

Se conoce que algunos de los cambios que trae consigo la nixtamalizacién
son la gelatinizacién y la destruccion parcial de los granulos de almidén, asi como
el hinchamiento de las protefnas en el endospermo comeo del grano (Gomez et
al., 1989). La hidrdlisis de la hemicelulosa, que facilita la remocidn del pericarpio,
es el cambio estructural mas importante (Paredes-Lopez y Saharopulos, 1982) y
es promovido por la presencia de la cal y el pH que se alcanza (Trejo-Gonzalez ef
al.,, 1982);, el debilitamiento y solubilizacibn de las paredes celulares del
endospermo y la modificacién de la apariencia fisica de los cuerpos proteicos del
mismo {Gomez &t al., 1989), asi como la destruccién de algunos aminodcidos y
vitaminas. Estos cambios estructurales y quimicos del grano durante el proceso
afecta sus propiedades funcionales como son la textura, et color, el sabor y la vida
de anaquel del producto final.

Se ha reportado que la nixtamalizacién del maiz mejora su valor nutritivo,

ya que incrementa la disponibilidad de la lisina de la parte proteica (Trejo-



Gonzélez et al., 1982). También se ha visto que después del tratamiento térmico-
alcalino, la aleurona permanece pegada al endospermo, la cual mantiene
encerrados a los granulos de almidén y contribuye a la reduccién de pérdidas
proteicas {Paredes-L6pez y Sahardpulos, 1982), lo cual tiene repercusién en el
valor nutritive del grano nixtamalizado.

Por otra parte, con la eliminacién del nexayote, donde se solubilizan
minerales, grasas, azlucares, vitaminas y algunas proteinas, como las albiminas y
las globulinas, las pérdidas de constituyentes durante el paso del maiz a nixtamal
varian de 5 a 14%. Se ha reportado una pérdida total de azdcares de 14.5 gl en
estas aguas {Bressani ef al., 1958).

Se ha visto que la magnitud y composicién de las pérdidas durante la
nixtamalizacién depende de las caracteristicas det grano y de las condiciones del
proceso. Estas pérdidas se pueden incrementar si se utilizan granos muy suaves
o danados (Pflugfelder et al., 1958).

ALIMENTOS FERMENTADOS DE MAIZ

En forma general, los alimentos fermentados son aquéllos en cuyo proceso
de manufactura intervienen microorganismos, La integracion de métodos
fermentativos en la conservacion de alimentos ha tenide como base ciertas
ventajas: la reduccion en el tiempo de coccién, el aumente en la digestibilidad del
sustrato, el incremento en el valor nutricional, la inhibicion del desarrolio de
microorganismos patdgenos y sus toxinas, o la eliminacién de sabores y texturas

desagradables en los alimentos (Hesseltine y Wang, 1979).
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Dentro de la gran variedad de procedimientos culinarios del maiz, destaca
la fermentacion. Existe una variedad de alimentos fermentados preparados con
base en este cereal, algunos de los cuales se presentan en la Tabla 2. Estos son
considerados alimentos fermentados tradicionales, ya que su produccion es
regional, formando parte importante de la dieta de muchos grupos étnicos. Sus
métodos de produccidbn son sencillos, econdmicos, no requieren equipo
complicado, utilizan materias primas disponibles y de bajo costo. Es importante
mencionar que mediante |a fermentacion se producen sabores, aromas y texturas
agradables que proporcionan variedad a la dieta a partir del mismo maiz, lo
conservan y en ocasiones mejora su valor nutrftivo, se producen vitaminas,
haciendo mas disponibles algunos nutrimentos, aumentando la concentracién de
proteina y mejorando su calidad (Cravicto ef al., 1955).

ALIMENTOS FERMENTADOS DE MAIZ DE OTRAS PARTES DEL MUNDO

A partir de Mesoamérica, el maiz se extendid a casi todo el continente
Americano y después de la conquista los europeos lo llevaron a sus paises de
origen y a otros territorios colonizados por ellos. Asi ilegd a Africa, Europa y Asia,
adquiriendo especial importancia en ltalia, Los Balcanes, Filipinas, China,
Indochina y en la India (Museo Nacional de Culturas Populares, 1987). En algunos
de estos paises, especialmente en el continente africano, se desarrollaron
alimentos fermentados de maiz, algunos de los cuales se presentan en ta Tabla 3.
Existen entre ellos algunos, como la cerveza kaffir y el ogi, que han sido inciuso

industrializados (Steinkraus, 1989).
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Tabla 2. Algunos alimentos fermentados de maiz mexicanos.

Bebida no embria-

Se muele el maiz y se

San Luis Potosi,

gante preparada con | remoja con agua, Veracruz, Hidalgo,
Atole agriojmaiz negre hecho Puebla, Guerrero, Distrito
(a,d) masa y fermentado Federal, Tlaxcala,

durante 4 6 5 dias. Michoacan, Jalisco,

QOaxaca.

Bebida acida no|Nixtamalizacién y Tabasco, Chiapas,

embriagante, prepa-|molienda de los granos. | Yucatan, Qaxaca,
Pozol (a, d) rada diluyendo en Veracruz, Guerrero,

agua masa fermen- Quintana Roo.

tada de maiz

nixtamalizado.

Bebida semejante a{Germinacion de los|Sonora, Chihuahua,

la cerveza, prepa-|granos. Nayarit, Zacatecas,

rada al fermentar un Jalisco.

Tesgliino (a)

atole de maiz
germinado, molido y
cocido con cata-
lizadores que son
fragmentos de plan-
tas existentes en la
regién.

Tamal agrio
(b, d)

Tamales elaborados
con masa fermen-
tada. El xokotamal,
que contiene (nica-
mente masa y el
etixtamal, que con-
tiene frijol negro, se
envuelven en hojas
de maijz.

Nixtamalizacion.

Puebla: Cuetzalan.

Torilla
{c.d)

agria

Se cuece el maiz
con cal y se deja
toda 1a noche sobre
la candela. Ya frio
se lava y se muele.
La masa se reposa
de medio a un dia y
con la masa aceda
se hacen las tortillas.

Nixtamalizacion.

Quintana Roo, Yucatan.

(a) Cruz Ulloa y Ulloa, 1973; (b) Valderrama y Ramirez, 1993; (c) Nieto y Vazquez,
1993; (d) Escamilla ef al., 1991.



Tabla 3. Alimentos fermentados de maiz de diferentes paises del mundo (Steinkraus, 1996)

Chicha

Bebida alcohélica de
maiz, clara, -eferves-
cente, amarillenta,

Adicion de saliva o
germinacion del malz.

Ecuador, Brasil, Boli-

via, Peri, Colombia,

Argentina.

Cagi

Papilla de sabor Acido,
parecido al del yoghurt.

Remojo de los granos de
maiz.

Nigeria

Uji

Sopa cremosa  pre-
parada a parir de una
suspensién de malz
fermentado antes o
después de la coccidn,

Preparacion de una pasta
mezclando ef cereal
crudo molido con agua.

Kenya

Togwa

Bebida  Acida para
adultos y nifios.

Preparacion de una pasta
mezclando el cereal
crudo molido con agua,
se hierve y se aflade
harina de granos
germinados.

Tanzania

Mahewu

Bebida acida
alcohdlica de malz.

nQ

Preparacibn de una
suspensién de maiz
molido con agua, a la que
se le agrega harina o
pasta de trigo.

Sudafrica

Kenkey

Masa agria de maiz que
se consume cocida con
caldos de came o
pescado

Remojo de los granos de
malz en agua.

Kenya

Cerveza Kaffir

Bebida alcohdlica,
efervescente, con sabor
acido parecido al del
yoghurt.

Remojo y germinacion de
una parte de los granos
de malz, la otra parte se
muele, se mezcla con
agua y se cuece,

Sudafrica

Pito

Bebida alcohdlica de
color ligeramente café,
ligeramente amarga,
agriduice, sabor
frutal.

con

Remojo y germinacidn

Nigeria

Busaa

Bebida alcohdlica y acida
de malz y mio, de
consistencia pastosa y
color café claro.

Molienda de! granc de
maiz y mezclade con
agua para formar una
masa. Remojo y
germinacion del mijo.

Kenya

Munkoyo

Bebida Acida,
mente alcohélica.

ligera-

Se prepara con el maiz
una pasta y se cuece. Se
le agrega una extracto de
la ralz de munkoyo.

Zambia




BACTERIAS LACTICAS

En la mayoria de los alimentos mencionados en las Tablas 2 y 3 ocurre una
fermentacién lactica, resultado de la accién de bacterias lacticas. Estas son un
grupo heterogéneo de microorganismos que incluye varios géneros {Lacfobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus,  Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus,
Vagococcus, Camobacterium, Aerococcus, Alloiococcus, Telragenococcus,
Atopobium y Bifidobacterium). El acido lactico, principal producto final de la
fermentacion de carbohidratos, ha caracterizado a este grupo de bactenas. En
general se aceptan 2 tipos de bacterias lacticas: homofermentativas vy
heterofermentativas, con base en los productos finales de fermentacion. Las
homofermentativas  producen  acide  lactico  principalmente y las
heterofermentativas producen una mezcla de acido l&ctico, acido acético, etanal y
CO,.

Existe otra clasificaciéon, la cual se basa en la presencia o ausencia de
ciertas enzimas: a) homofermentativas obligadas: aquéllas que tienen fructosa-
bifosfato aldolasa pero no glucosa-6-P deshidrogenasa; b) heterofermentativas
obligadas: tienen la deshidrogenasa pero no fructosa-bifosfato aldolasa; c¢)
homofermentativas facultativas: tienen las 2 enzimas y son capaces de utilizar
cualquiera de las dos rutas. Los géneros Pediococcus y Streptococcus son cepas
homofermentativas, mientras que las cepas de Leuconostoc son
heterofermentativas y las de Lactobacillus pueden llegar a ser homo o

heterofermentativas (Wood y Holzapfel, 1995).
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La actividad fundamental de las bacterias lacticas en las fermentaciones del
maiz es ia acidificacibn a partir de los azl(cares simples (Tabla 1) que lo

constituyen.

Se puede observar en las Tablas 2 y 3, cuatro tipos de tratamiento del malz
previo a su fermentacion: remojo (ogi, kenkey, cerveza kaffir, pito), adicion de
sustancias con enzimas amiloliticas (mahewu, togwa, munkoyo), germinacidn
{tesgiino, bussa, chicha) y nixtamalizacién (pozol, tortilla agria). El efecto de estos

pretratamientos en la acidificacion del maiz es el motivo del presente estudio.



OBJETIVOS

Determinar el efecto de tratamiento previo a la fermentacién de los granos

en |a acidificacidn por bacterias lacticas de alimentos fermentados de maiz.

Obietivos Particul .

1.- Conocer el tipo y la concentracion de hidratos de carbono gque se
producen en el maiz con cada uno de los fratamientos a los que cominmente se
somete antes de su fermentacidn (remojo, adicion de una fuente externa de

amilasas, germinacion y nixtamalizacion).

2.- Comparar el crecimiento de una bacteria lactica y el grado de

acidificacién producido por la misma en sustratos de maiz con cada uno de los

tratamientos mencionados.
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MATERIALES Y METODOS:
1. Fermentacién de maiz con diferentes tipos de tratamiento.
1.1. Preparacién de sustratos.

1.1.1. Tratamientos del maiz.

1.1.1.1. Maiz con remojo (kenkey).

Se pesé un kilogramo de granos de maiz, se tavé con agua corriente y se
puso a remojar en una tina con agua durante 18 h a 30°C. Se escurri6 el agua y
se molieron los granos en finas particulas en un molino para cereales (San Bar,
México) (Figura 6).

Maiz

l

Lavar

l

Remojar 18 h / 30°C

1

Moler en finas particulas

Fig.6. Preparacion del maiz con remojo.
1.1.1.2. Maiz con la adicion de harina de trigo como fuente de
amilasas, (mahewu).
Se molieron los granos de maiz en seco en un molino para cereales (San
Bar, Mexico) para producir una harina. Se pesaron 100 g de la harina obtenida y
se agregd agua hasta formar una mezcla al 10% de sdlidos. Esta mezcla se hirvio

ail Kgm’cm2 por 15 minutos. Se dejo enfriar y se afiadio harina de trigo al 5% del



peso de la harina de maiz (Figura 7). Este tratamiento serd denominado maiz +
amilasas.

Mezclar harina de maiz y agua(8-10% sdlidos)

!

Calentar a 15 psi / 15 min

l

Enfriar

l

Anadir harina de trigo (5% del peso de la harina de maiz)

Fig. 7. Preparacién del maiz con la adicion de amilasas.
1.1.1.3. Maiz germinado (tesgilino).
Se pesé un kilogramo de granos de maiz y se remojd en agua durante 48 h
a 30°C. Se drenaron los granos y se germinaron durante 5 dias a 30°C en una
tina en la obscuridad. Se molieron los granos germinados en finas particulas en
un molino para cereales (San Bar, México) (Figura 8).

Granos de maiz

l

Remojar con agua tibia 48 h/ 30°C

l

Drenar los granos

|

Colocar en canasta en la ebscuridad a germinar 5 dias / 30°C

l

Moler los granos germinados

Fig. 8. Preparacién del maiz germinado.

.

29



1.1.1.4. Maiz nixtamalizado {pozol).

Se peso un kilogramo de granos de maiz y se les agregd 1% (p/p) de cal
comercial. Se afadieron dos litros de agua y se hirvieron durante una hora. Los
granos se drenaron, lavaron y frotaron para eliminar las cascarillas. Se pusieron a
remojar en agua durante 18 h a 30°C. Se drenaron y molieron los granos en finas
particulas en un molino para cereales (Figura 9).

Granos de maiz (1 Kg)

l

Agregar 1% de cal comercial

|

Hervir con 2 L de agua por 1-2 h

l

Lavar, drenar y frotar los granos de maiz
Remojar 18 h/ 30°C

Moler los granos
Fig. 9. Preparacion del maiz nixtamalizado
1.1.2. Ajuste de humedad.
$e determind el porcentaje de humedad de cada uno de los tratamientos
por secado a 100°C. £n la Tabla 4 se presenta el porcentaje de humedad del
maiz después de cada tratamiento y el volumen de agua a afadir a cada uno por

cada 250 g de maiz para ajustar la humedad a 80%.



Tabla 4. Porcentaje de humedad y volumen de agua afiadido a las masas.

Tratamiento Porcentajo de | Agua de:ﬁlag:o est:rll
agregada a g de
Humedad malz tratado {ml)
Remojo 38.0 100
Adicion de amilasas 79.08 23
Germinacion 55.8 55.3
Nixtamalizacién 48.2 74.5

1.1.3. Esterilizaci6n de los sustratos.

Una vez preparadas y molidas las muestras, se pesaron porciones de 250 g
de maiz obtenido con cada unc de los tratamientos y se colocaron en 4 bolsas de
plastico que se sellaron con calor procurando sacar el mayor volumen de aire
antes de sellartas. Se irradiaron en el Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares (ININ) con radiacidn gamma del Cobalto®™ en el Irradiador JS-6500 a
una dosis final de 2.5 Mrads (25 KGy).

1.2. Determinacion de la actividad amilolitica de ta harina de trigo utilizada
comeo fuente de amilasas.

La actividad amilolitica se determiné midiendo la liberacion de azicares
reductores de almidén soluble por el método del DNS.

Se realizé una curva patrén de glucosa con concentraciones de 0.2 a 2 g/l.
Las lecturas de absorbancia leidas a 540 nm correspondientes a cada

concentracién se muestran en la Tabla 5.



Yabla 5. Curva patrén de glucosa por el método de DNS.

tubo concentracion de |  Absorbancia (Y}
glucosa (X} {a/l) (ensayol/ensayo2)
1 0.2 0.089/0.070
2 04 0.177/0.168
3 0.6 0.362/0.344
4 08 0.413/0.445
5 1.0 0.598/0.605
6 1.2 0.720/0.700
7 1.4 0.802/0.843
8 1.6 0.976/0.976
9 1.8 1.053/1.053
10 2.0 1.120/1.120

De estos datos se calcularon la ordenada al origen y la pendiente. La

ecuacién de la recta obtenida es la siguiente:
Y = 0.604 X - 0.0327

El ensayo se llevd a cabo a 30°C (temperatura de fermentaci6n). Para extraer la
enzima se pesaron 5g de harina de trigo, se afadieron 7.5 ml de regulador de
acetatos pH=5.6. La mezcla se macer6 por 5 min en un mortero. La mezcla se
centrifugéd a 15000 rpm por 12 min. Se recolecté el sobrenadante (extracto
enzimatico) y se acondicioné a 30°C. La mezcla de ensayo contenia 2 ml de una
solucion al 2% de aimidon y un mililitro del extracto enzimatico. Después de 0, 5,
10, 15, 20, 25 y 30 minutos de incubacién a la temperatura mencionada, se
tomaron 100 pul de ta mezcla, se vaciaron en tubos eppendorf que contenian 100
ui de la solucion de DNS, se agitaron a manera de detener la reaccion enzimatica,
se calentaron a 100°C por 5 min, se enfriaron y la absorbancia fue determinada a

540 nm en el espectrofotémetro (Spectronic Genesis 5 de Milton Roy). Una unidad
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de amilasa libera 1 pg glucosa g”' min™'. En base a la ecuacién de la curva patrén
se calcul6 la concentracion de azicares reductores (expresados como glucosa) en
ug de glucosa mi” liberados en cada tiempo. Si se grafica la concentracién de
azucares reductores liberados con respecto al tiempo, [a pendiente de esta recta
nos da las unidades de amilasa presentes en los 5 gramos de harina de trigo
(Tabla 6).

Tabla 6. Datos de absorbancia y concentracién de glucosa obtenidos para la
reaccidn enzimatica con respecto al tiempo.

Tiempo (min) Absorbancia Concentracion de
glucosa {ug/mi)

0 0 0

5 0.358 184
10 0.363 187
15 0.372 192
20 0.385 200
25 0.401 210
30 0.418 220

1.3. Microorganismo utilizado.

Se seleccion6 una bacteria lactica no amilolitica aislada del pozol, que
comresponde a Lactobacillus plantarum (cepa 42 L) y cuyos resultados del patron
de fermentacitn de azlicares por medio del sistema APIS0CH (BioMérieux) se

muestran en la Tabla 7.
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Tabia 7. Patrén de fermentacién de azicares por medio del sistema APIS0CH
(BioMérieux) de L. plantarum a las 24 h de incubacién a 29°C (Flores, 1996).

Azlcar Grado de Azlcar Grade de
fermentacitén fermentacién
esculina 3 glicerot 0
salicina 2 erithritol 0
celobiosa 2 D-arabinosa 0
maltosa 3 L-arabinosa 3
lactosa 0 ribosa 0
melibiosa 0 D-xilosa 0
sacarosa 3 L-xilosa 0
trehatosa 3 adonitol 0
inulina 0 Bmetil-xilosida 0
melezitosa 0 galactosa 0
D-rafinosa 0 D-glucosa 3
almidén 0 D-fructosa 3
glucégeno 0 D-manosa 3
xilitol 1] L-sorbosa 0
B gentobiosa 1 ramnosa 0
D- turanosa 3 dulcitol 0
D-lyxosa 0 inositol 0
D-tagatosa 0 manitol 2
D-fucosa 0 sorbitol 0
L-fucosa 1] ametil-D-mandsido 0
L-arabitol 0 ametil-D-glucésido 0
D-arabitol 0 Nacetilglucosamina 2
gluconato 1 amigdalina 0
2 ceto gluconato 0 arbutina 2
5 ceto gluconato 0

Nota: Los nimeros indican el grado de fermentacién por la produccion de acidos
que se reflejan en las siguientes tonalidades: sin cambio de color como (0),verde
hoja como (1)}, verde claro y verde limén como (2) y amarilio como (3).

1.4. Conservacién del microorganismo.
El microorganismo se conservd a corto plazo en viales con 3.5 ml de caldo

APT (Apéndice 1) semisolido (0.3% de agar bacteriologico No. 1 Oxoid L11) y una

punta de espatula de CaCO,. El microorganismo se sembré por picadura y se
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incubé a 30°C durante 48 h. Posteriormente se almacené a 4°C. Para su
conservacién a largo plazo, se prepararon y esterilizaron tubos de centrifuga con
10 ml de Caldo Nutritivo (apéndice 1) en los cuales se inoculd una asada del
microorganismo. Se incubaron a 30°C por 24 h. Se centrifugaron a 5000 rpm por
15 min, se descarté el sobrenadante y el cultivo se resuspendié en 2 mi de agua
destilada estéril. Por otro lado, se prepararon viales de plastico con 1 ml de Caldo
Nutritivo con glicerol al 15% y 15 a 20 perlas de vidrio perforadas. Se esterilizaron
a 121°C por 15 min. Se vacié un mililitro del cultivo obtenido en los tubos de
centrifuga en estos viales de plastico. Se agitd el cultivo para homogeneizar y
procurando que las perlas se impregnaran del microorganismo. Después se
extrajo con pipeta estéril la mayor parte del Caldo Nutritivo/glicerol contenido en el
vial y se almacenaron en ultracongelacién a -70°C.

1.5. Preparacién del inéculo.

Se inoculd la cepa 42 L en un tubo de centrifuga con 10 ml de Caldo APT
(Apéndice 1) y se incubd a 30° por 24 h. Se centrifugé a 5000 rpm por 13 min, se
anadieron 10 mi de agua destilada estéril para lavar las celulas y se centrifugd
nuevamente. Se elimind el sobrenadante, se suspendi6 la biomasa en 10 ml de
agua estéril y se diluyd 10/90 con agua peptonada estéril al 0.1%. Se agregaron 5
mi de esta dilucion a cada bolsa de 250 g de masa preparada con cada uno de los

métodos.
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1.6. Inoculacién del microorganismo.

Se cortaron las bolsas por la parte superior con tijeras flameadas con
alcohol. Se les agregé la cantidad de agua estéril calculada (Tabla 4) para ajustar
la humedad a cada una de las muestras, la cual ya contenia los 5 ml del indculo.
1.7. Sistema de fermentacién,

Se amasé cada una de las muestras dentro de la bolsa y se procedié a
repartir 50 g de masa en frascos Gerber esterilizados previamente, con la ayuda
de una espatula flameada, compactando la masa para eliminar la mayor cantidad
de aire y se taparon con papel aluminio sujeto con una liga. Se incubaron a 30°C y
se tomaron muestras a las 0, 5, 11, 24, 48 y 72 horas, sacrificando 3 frascos a
cada tiempo de muestreo.

1.8. Muestreo.

Primero se tomaron los 10 g de masa correspondientes al anslisis
microbiologico y se procedié a realizarlo de acuerdo al punto 1.9.1.1. Después se
tomaron los 10 g de masa para hacer la determinacién de pH, la cual serviria
también para determinar la acidez titulable de la muestra, de acuerdo a los puntos
1.9.2.1. y 1.9.2.2. Se procedié a tomar 5 g de muestra para llevar a cabo la
cuantificacion dc carbohidratos, oligosacaridos y de acidos de acuerdo a los

puntos 1.9.2.3.,1.9.2.4. y 1.9.2.5. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
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1.9. Analisis realizados a todas las muestras de maiz.

1.9.1. Anéfisis microbioldgicos.

1.9.1.1. Determinacién del crecimiento microbiano.

Se tomaron 10 g de masa de! centro del frasco con esp"étula flameada
previamente en alcohol y se depositaron en una bolsa de Stomacher. Se
anadieron 90 mi de agua peptonada al 0.1% (peptona bacterioldgica Oxoid L37) y
se homogeneizaron en Stomacher (Seward 400) a velocidad normal por 30
segundos. Se hicieron diluciones decimales en el mismo diluyente e inccularon
para la determinacién de cuenta en placa. Se inocularon 0.1 ml de la dilucidén
correspondiente en las cajas Petri con el método de extension por superficie
empleando una varilla de vidrio doblada en L y flameada. Se incubaron a 30°C
durante 24 h y se contaron las colonias correspondientes al término de este
periodo,

Se utilizé6 el Agar MRS (Apéndice 1) para contar bacterias lacticas y el Agar
Cuenta en Placa (Apéndice 1) para detectar posibles contaminantes.

1.9.2. Andlisis fisicoquimicos.

1.9.2.1. Determinacion de pH.

Se tomaron 10 g de la muestra y se dispersaron en 50 mi{ de agua

destilada. Se determind el pH en un potenciémetro (Jenway 3020), calibrado con

anterioridad con soluciones reguladoras de pH4 y 7.



1.9.2.2. Acidez titulable.

Se tomd una alicuota de 10 ml de la suspensién preparada para la
determinacion de pH. Se colocé en un matraz Edenmeyer de 125 ml y se
adicionaron 0.1 mi de fenolftaleina (solucién al 0.1% en etanol como indicador).
Se titulé con una solucién valorada de NaOH 0.1 N, hasta la persistencia de un
color rosado durante 30 segundos. Se calculé el contenido de acidez y se expresé
como &cido lactico por 100 g de muestra seca, utilizando el valor de 0.09 que

representa los miliequivalentes del acido lactico.

% de acido lactico = ml gastados X N(NaOQH) X 0.00 X 100

g muestra

1.9.2.3. Cuantificacion de hidratos de carbono.
1.9.2.3.1. Procedimiento de extraccion y clarificacion.

El proceso de extraccidn y clarificacion de las muestras se realizdé en base
al método desarrollado por Santillana (1995), que se presenta en la Figura 10y el
cual se explica a continuacidn. Se tomaron 5 gramos de masa del centro del
frasco y se colocaron en tubos de centrifuga. Se adicionaron 20 ml de agua
destilada a 65°C. Se mezcld a velocidad maxima en un homogeneizador (Glas-Col
NOm.Cat. 099C K44) durante 3 min. Se centrifugaron los tubos en una centrifuga
(Beckman J2-21M/E) a 10,000 rpm por 15 min. Se separé el sobrenadante y éste
se aford a 25 mb Los 25 ml se pusieron en bolsas de plastico, debidamente
marcadas y selladas y se almacenaron en congelacion a -20°C durante 4 dias. Al

final de este periodo se descongelaron las muestras, se homogeneizaron y se
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tomé una alicuota de 6 ml, los cuales se centrifugaron en una microcentrifuga
(Tomy Kogyo HF-130} a 6,000 rpm durante 2 min. El sobrenadante se filtré a
través de prefiltro (Millipore AP2501000) y membrana de 0.45um (Millipore
HVLP(01300) obteniéndose 1a muestra clara y lista para la cuantificacion.
5g masa + 20 mi agua destilada a 65°C. Mezclar
a velocidad maxima en homogeneizador por 3 min

Centrifugar a 10,000 mm / 15 min

Separar sobrenadante y aforar a 25 ml

|

Congelar 4 dias a -20°C (para clarificar)

|

Tomar alicuota (6 ml} y centrifugar a 6,000 rpm / 2 min

!

Filtrar a través de prefiltro y membrana de 0.45 pm

l

Muestra clara

Fig.10. Procedimiento de extraccitn y clarificacion.

1.9.2.3.2. Cuantificacién enziméatica de carbohidratos
simples,

Para determinar la cantidad de hidratos de carbono, se utilizaron dos
sistemas enzimaticos comerciales: D-Glucosa/D-Fructosa (Boehringer 139 108) y
Mattosa/Sacarosa/D-Glucosa {Boehringer 1 113 950), cuyo principio se explica en

el Apéndice 2, utilizando un volumen total de prueba de 1 mi,
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1.9.2.4. Cuantificacién de oligosacaridos por HPLC.
1.9.2.4.1. Preparacién de los estindares de oligosacaridos
Se prepararon disoluciones de estdndares de: maltotriosa, maltotetrosa,
maltopentosa, maltohexosa y maltoheptaosa (M3-M7), usando reactives de
Sigma, de 0.1 a 0.8%, excepto para la maltohexosa (0.1 a 1.0%)}, con los que se
hicieron las curvas de calibracion.
A partir de estas areas se calcularon la ordenada al origen y la pendiente

para cada oligosacarido. La ecuacién de la recta obtenida en cada caso es la

siguiente;
M3 Y = 11421111 X + 53368
M4 Y = 10580078 X + 833899
M5 Y = 11461566 X - 95735
M6 Y = 13014034 X + 615445
M7 Y = 11799429 X - 266075

donde y = area de respuesta; x = concentracion

Se utilizaron estas ecuaciones para calcular la concentracion de

oligosacaridos en muestras.

1.9.2.4.2. Preparacioén y anilisis de oligosacaridos de
muestras.

Las muestras de cada fermentacién se extrajeron y clarificaron segun e!

método sefialado en la Figura 10.
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Se utilizé un cromatégrafo de liquidos series 250 con bomba isocratica LC
250 ¥ un loop de 20 pi, utiizando una columna PL Hi-Plex Ag 1171-8150. Se usé
un detector de indice de refraccion LC-30 RI con un integrador personal modelo
10208. Se mantuvo la temperatura de la columna en 85°C, con horno (LC-Oven
101) con una temperatura de 85°C para cada corrida, Todo el equipo utilizado fue
de Perkin Eimer.

La fase moévil utilizada fue agua desionizada, la cual se desgasificé
utilizando un sonicador (Bransonic Ulirasonic Cieaners modelo 2210). Este
eluyente se usé6 con un fluje de 0.3 ml/min.

Antes de inyectar las muestras, se inyectd una solucién estandar con el fin
de determinar los tiempos de retencién y el buen funcionamiento del equipo. La
concentracién de los oligosacéridos se reportdé como g/100g de masa en base
seca.

1.9.2.5. Cuantificacién de acidos por HPLC.
1.8.2.5.1. Preparacién de los estiandares de acidos.

Se prepararon disoluciones de estdndares de lactato de litio y acetato de
sodio, usando reactivos de Sigma, de 0.1 a 1.0 % con los que se hicieron las
curvas de calibracion.

A partir de las areas obtenidas se calcularon la ordenada al origen y la
pendiente para cada acido. La ecuacién de la recta obtenida en cada caso es la
siguiente:

acido lactico Y = 23783541 X + 54542
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acido acético Y = 11388582 X + 26495
donde Y = area de respuesta; X = concentracion
1.9.2.5.2. Preparacién y anilisis de acidos de muestras.

La muestra se prepar6 de la misma manera que en el punto 1.9.2.4.2.

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos series 250 con una bomba isocratica
LC 250 y un loop de 100 pl, utilizando una columna Aminex lon Exclusion
HPX87H (Biorad Labs.) de 30 cm. Se us6 un detector de indice de refraccion LC-
30 RI con un integrador personal modelo 1020S. Todo e! equipo utilizado fue de
Perkin Elmer.

La fase movil utilizada fue &cido sulfarico 0.01N, que se desgasifico
utilizando un sonicador (Bransonic Ultrasonic Cleaners modelo 2210). Esta fase
se usd con un flujo de 0.6 mi/min.

Antes de inyectar las muestras, se inyecté una solucién estandar con el fin
de verificar los tiempos de retencién y el buen funcionamiento del equipo. La

concentracién de los 4cidos se reporté como g/100g de masa en base seca.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Fermentacién de maiz con diferentes tipos de tratamiento.

1.1 Contenido y diferencias de azicares y oligosaciridos en el maiz
después de los tratamientos.

En la Tabla 8 se muestran los datos de los azGcares encontrados en los
sustratos antes y después de su fermentacién. Se muestran los contenidos de
azicares en el maiz y en el trigo, de los cuales se partib para someterios a los
diferentes tratamientos. La sacarosa y [a maltosa fueron los principales azicares,
con concentraciones menores de glucesa y fructosa. La concentracién de glucosa
en el maiz fue de 0.16 g/100g y las de fructosa, sacarosa y maltosa 0.08, 1.1y 1.1
g/100g respectivamente (Tabla 8). Estos datos concuerdan con los de la literatura,
donde se reporta que se pueden encontrar concentraciones de 1 al 3% de
azucares simples en el grano de maiz (Inglett, 1970) (la suma de ias
concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa fue 1.34%). Sin embargo
también se ha reportado que la sacarosa se puede encontrar en concentraciones
de 4 a 8% (Watson y Ramstad, 1987) (Tabla 1). En el caso del trigo, se obtuvieron
concentraciones de 0.07, 0.04, 1.3 y 1.5 g/100g de glucosa, fructosa, sacarosa y
maltosa respectivamente. El porcentaje de humedad fue de 10.1% para el maiz y
de 15% para el trigo.

Se observaron diferencias marcadas en ei contenido de aziicares después
de los diferentes tratamientos (Tabla 8). El maiz germinado fue el sustrato con
mayor cantidad de azlcares. La mayor concentracién de azGcares en este

sustrato es el resultado de la alta actividad enzimatica que sufre el grano durante



la germinacion (Gomez, 1997). Durante la germinacién, la concentracién de
glucosa aumentd de 0.16 a 15.8 g, la de fructosa de 0.08 a 4.3 g, la de sacarosa
de 1.1 a 29.3 g y la de maltosa de 1.1 a 20.9 g/100g de masa con respecto al
grano de maiz sin tratamiento. La bacteria utilizada es capaz de fermentar los
azdcares presentes en el maiz (Tabla 7), pero no se observé una disminucion en
la concentracién de estos azGcares como resultado del crecimiento del
microorganismo durante la fermentacion (Tabla 8). Contrariamente se observé un
aumento, ya que la dosis de irradiacién aplicada no es suficiente para inactivar
enzimas. La fructosa, sin embargo se consumié totalmente, y pudo haber sido
aprovechada por el microorganismo para crecer o para la sintesis de sacarosa,
por las enzimas producidas durante la germinacion.

En el caso del maiz remojado, la concentracién de glucosa aumentd 0.16 a
5.9 g, la de fructosa de 0.08 a 0.9g, la de sacarosa de 1.1 a 8.7 g y la de maltosa
de 1.1 a 7.4 g/100g de masa con respecto al grano de maiz sin tratamiento (Tabla
8) y ademas se produjeron maltotriosa y maltotetrosa (Tabla 9). Esto confirma que
actuaron enzimas « y f-amilasas end6genas durante el remojo, que constituye el
inicio del proceso de germinacién del mismo. Como en el caso del maiz
germinado, se osperaria que continuara esta actividad enzimatica durante la
fermentacion, pero atn asi se observa el consumo parcial de fructosa, glucosa,
sacarosa y maltesa por el microorganismo.

En el caso del maiz + amilasas, la concentracion de glucosa y maltosa

aumenté de 0.16 a 04 g y de 1.1 a 11 g/100g de masa respectivamente,
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comparando con el grano de maiz sin tratamiento y no se produjeron fructosa ni
sacarosa. Al hacer |a determinacion de la actividad amilolitica de la harina de trigo,
se comprobé que ésta si constitufa una fuente de amilasas en el medio mixto
(malz + trigo), ya que se obtuvo una actividad de 7.74 ug de glucosa min” g de
harina, que equivaldrian a 7.74 unidades de amilasa presentes en la misma. La
cantidad de azlicares afiadida con la harina de trigo fue insignificante (0.004g de
glucosa, 0.002g de fructosa, 0.085g de sacarosa y 0.078g maltosa por 100g de
maliz). En este caso si fue posible observar el consumo de estos azlcares por el
microorganismo (Tabla 8).

No existen muchos datos en la literatura sobre la concentracion de
azucares en alimentos fermentados de maiz. En el caso del uji (maiz + fuente de
amilasas), se han reportado concentraciones de 0.42 a 0.67% p/p de sacarosa
(Steinkraus, 1996), concentracién del azicar que esta por debajo de 1.2 % que se
obtuvo en este estudio para el maiz + amilasas.

En el caso del maiz nixtamalizado, donde era de esperarse que se
encontrara la menor concentracién de azucares debido a los lavados a que se
sujetan los granos, se observaron pérdidas de azucares a diferencia de los otros
tratamientos. La concentracién de glucosa disminuyd de .16 a 0.05 g/100g de
masa, la de fructosa de 0.08 a 0.08 g/100g de masa, la de maltosa de 1.1 a 0.9
g/100g de masa y la concentracién de sacarosa fue similar, de 1.1 a 1.3 g/100g de

masa. El microorganismo consumié casi en su totalidad estos azlicares.
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En el caso del maiz remojado, el germinado y el maiz + amilasas aumentd
la concentracién de azicares simples con respecto al grano sin tratamiento, en
cambio, en el caso de la nixtamalizacion, el tratamiento térmico alcalino
seguramente inactiva las enzimas, por lo que no se produjeron azicares y
ademas las cantidades iniciales en el granc se perdieron durante e! proceso.

Tabla 8. Concentraciones de los azicares encontrados al inicio y al final de las
fermentaciones con maiz sometido a diferentes tratamientos.

g/100g de masa en base seca

Glucosa Fructosa Sacarosa Maltosa
Maiz 0.16 0.08 1.1 1.1
Tiempo de
fermentacién | Oh 72 h 0h { 72h Oh 72h Oh 72h
Malz 59 52 0.9 0 9.7 8.5 7.4 49
remojado | £0.276 | £1.02 | +0.07 +1.406 |+0.556| £0.366 | +0.38
Maiz + 0.4 0 0.08 0 1.2 0.2 11.0 93
amilasas' 0.027 +0.05 +0.117] £0.11 | £0.528 | £0.337
Maiz 15.8 35.3 4.3 0 29.3 | 614 | 209 38.4
germinado | +0.64 | +0.23 | 10.19 +1.674|15.876| +1.45 | £5.488
Maiz 0.05 0.008 | 0.06 [0.007£]| 1.3 0] 09 0.2
nixtamalizado | +0.03 | £0.002 | £0.01 | 0.002 |+£0.105 +0.076 | £0.011

(1. Trigo: Glucosa 0.07%; Fructosa 0.04%; Sacarosa 1.3%; Maltosa 1.5%)

Se encontraron oligosacaridos dnicamente en las muestras de maiz
remojado y de maiz germinado (Tabla 9). En el maiz remojado por accién de sus
enzimas enddgenas, se produjeron 0.6 y 1.5 ¢/100g de maltotriosa y maltotetrosa
respectivamente. Ambos oligosacaridos desaparecieron del medio durante fa
fermentacion, por lo que el microrganismo los pudo haber consumido, o pudieron
haber sido degradados hasta glucosa por enzimas como la a-glucosidasa (Steup,

1988), lo cual ha sido confirmado en estudios hechos en polisacaridos del
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endospermo de maiz dulce, maiz waxy y maiz con alto contenido de amilosa por
Pagano y Krisman, 1993. En el maiz germinado se produjeron los dos
oligosacaridos (M3 y M4) en concentraciones de 1.6 y 1.5 g/100g de maltotriosa y
maltotetrosa a las 72 h. En el maiz + amilasas, posiblemente por el efecto
retardado de alguna amilasa se produjeron sélo hasta las 72 horas, 0.4 g/100g de
maltotriosa,

En el maiz nixtamalizado no se detectaron oligosacdridos, ya que las
amilasas seguramente se inactivan durante la nixtamalizacion. Se ha reportado la
formacién de oligosacaridos con tratamiento térmico alcalino de almidén (Jackson
et al,1988), donde disminuye el peso molecular del mismo en presencia de
concentraciones tan bajas como 0.005% de CaQ, sin embargo en el maiz
nixtamalizado no se detectaron.

Tabla 9. Concentraciones de los oligosacaridos encontrados al inicio y al final de
las fermentaciones con maiz sometido a diferentes tratamientos.

g/100g de masa en base seca
Maltotriosa (M3) [ Maltotetrosa (M4)
Tiempo de Oh 72h Oh 72h
fermentacion
Maiz 0.610.13 0 1.5+0.19 0
remojado
Maziz + 0 0.4:0.06 0 0
amilasas
Maiz 1.03+0.12 }1.6+0.25(1.610.02 | 1.5+0.02
germinado
Maiz 0 0 0 0
nixtamalizado
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1.2 Diferencias en el crecimiento microbiano y acidificacion de las
fermentaciones en maiz con diferentes tratamientos,

El crecimiento microbiano para las fermentaciones en maiz con diferentes
tratamientos de L. plantarum incubadas a 30°C se muestran en la Figura 11. En
ninguna de estas fermentaciones se encontraron microorganismos contaminantes
al sembrar en agar cuenta en placa.

A pesar de que las concentraciones de azitcares en las masas (Tabla 8) al
inicio de la fermentacion fueron muy diferentes entre si, el crecimiento de L.
plantarum fue muy parecido en las primeras 11 horas de fermentacion,
alcanzando valores de alrededor de 10° ufc/mi en el caso de las fermentaciones
en maiz remojado, maiz + amitasas y maiz nixtamalizado (Figura 11). La
fermentacion del maiz germinado no mostro este comportamiento, ya que empezé
con una cuenta inicial mas baja (10° ufc/ml) en comparacién con las otras (a pesar
de haber sido inoculada con la misma suspensién microbiana que las otras), y su
cuenta se mantiene alrededor de 10° ufc/ml hasta las 11 horas. Este retraso en el
crecimiento de L. plantarum en el sustrato, podria deberse al acostumbramiento
del microorganismo a la gran cantidad de azicares existentes, a diferencia de los
ofros tratamientos o a la presencia de alguna sustancia producida durante la
germinacidn, que estuviera inhibiendo su crecimiento. A partir de las 11 horas, sin
embargo, inicid el crecimiento microbiano en la fermentacién de maiz germinado
para llegar a una cuenta de casi 10° ufe/m!, que es muy semejante a las de las

demas fermentaciones a las 24 h.
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Crecimiento microbiano [log ufc/ml]

.’\
4 —@— maiz germinado '\-

—-- maiz + amilasas ‘\

---&-- maiz nixtamalizado K
3 —& - maiz remojado \-.

QO «1e? \_
\
2 I ' @
0 24 48 72 .

Tiempo de fermentacién [horas]

Figura 11. Crecimiento microbiano de L. planfarum en maiz con diferentes
tratamientos incubados a 30°C.
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A partir de las 48 horas de fermentacion, ocurrié un decremento en las
cuentas de L. plantarum, en las fermentaciones de maiz remojado, maiz +
amilasas y maiz germinado, pero no en la de maiz nixtamalizado (Fig. 11). EI
crecimiento se detuvo cuando el pH de los sustratos alcanzé un valor cercano a
4.5 (Figura 12). En el caso de la masa nixtamalizada, en la que el valor de pH
disminuy6 solamente a 5, las cuentas se redujeron ligeramente. Se sabe que las
bacterias lacticas crecen hasta que se alcanza un cierto grado de acidificacion
(presencia de acidos y pH bajo), resultando en la inhibicidén de las actividades
microbianas (Holzapfel, 1989).

El maiz remojado fue el que mostré la mayor velocidad de acidificacion
(Figura 12) y con el que L. plantarum alcanzé la mayor cuenta (Fig. 11). Después
del maiz germinado, el maiz remojado fue el sustrato en el que se produjo la
mayor concentracion de azdcares simples (Tabla 8) y de oligosacéridos (Tabla 9).
Se observo en él también la inhibicién mas drastica de L. plantarum, el cual ya no
se detectd a las 72 horas. En el maiz germinado y el maiz remojado se obtuvieron
las mayores concentraciones de acidos (Tabla 10); se obtuvieron concentraciones
semejantes de acido lactico (2.3 y 2.4 g/100g en base seca respectivamente),
pero una mayor concentracion de acido acético en el maiz germinado (1.5 g/100g
de masa en peso seco) que en el remojado (0.3 g/100g de masa). Esto coincidid
con la mayor inhibicion de L. plantarum obtenida para ambas, comparando con el
maiz nixtamalizado y el maiz + amilasas; sin embargo en ei caso del maiz

germinado, el microorganismo no se eliminé completamente como en el caso del
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maiz remojado. Se sabe que durante la germinacion hay produccién y
degradacién de muchos compuestos, entre ellos las proteinas, asi que
posiblemente estas sustancias pueden estar contrarrestando el efecto de la
acidificacién del medio en esta fermentacion, permitiendo la sobrevivencia del
microorganismo hasta las 72 horas. De hecho, a pesar de haberse obtenido la
mayor acidez titulable (Fig. 13) y la mayor concentracién de acidos en el maijz
germinado (Tabla 10), sus valores de pH fueron en todo momento mayores que
los del maiz remojado y malz + amilasas (Fig. 12).

Se han reportado porcentajes de acido lactico para otros alimentos
fermentados de maiz, que involucran fa germinacion y/o el remojo del grano en su
elaboracién (Steinkraus, 1996). En el ogi (remojo), se han encontrado
concentraciones de d4cido lactico de 1.06% al finat de ia fermentacién: en el caso
del tesgilinoe (geminacion} de 0.41%: en la cerveza kaffir y en el busaa
(germinacion) de 0.3 a 0.6% y 0.99% de &cido lactico respectivamente. Estas
concentraciones son menores a las encontradas en este estudio {Fig. 13 y Tabla
10), pero se trata de fermentaciones naturales en las que participan bacterias
lacticas homo y heterofermentativas, asi como otros microorganismos que

compiten por los azicares y que consumen acidos.
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"_ —8— maiz germinado

6.0 —% - - maiz + amiiasas
i .| & maiz nixtamalizado
\ . —& - maiz remojado

pH

Tiempo de fermentacion [horas)

Figura 12, Cambios de pH durante las fermentaciones de L. plantarum en maiz con
diferentes tratamientos incubados a 30°C.
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Tabla 10. Concentraciones de acidos encontrados al inicio y al final de las
fermentaciones de maiz sometido a diferentes tratamientos.

| 9/100g de masa en base seca
Acido Lactico Acido Acético Relaci6n
lactico/acético
Tiempo de Ch 72h Oh 72h 72 h
fermentacion
Maiz remojado 0.3t 2.3+ 0.06% 0.3t 1.7
0.05 0.29 0.01 0.02
Maiz + amilasas 0 0.6+ 0 0.05+ 12
: 0.06 0.002
Maiz germinado 0.5+ 241 0.03+ 1.46+ 16
0.05 0.004 0.007 0.06
Maiz 0.09+ 0.7t 0.05¢ 0.3t 23
nixtamalizado 0.005 0.10 0.01 0.02

Con el maiz + amilasas se obtuvo la menor velocidad de acidificacién inicial
del medio (Fig. 12), los menores valores de acidez titulable (Fig. 13) y las menores
concentraciones de éacido lactico y acético (Tabla 10); sin embargo, se obtuvo el
menor valor de pH final. Es posible que la menor capacidad amortiguadora de
este medio se deba a que a diferencia de los anteriores, estén menos disponibles
sustancias como las proteinas o desde un pn’ncipiq, como se destruye la
integridad de los granos (malz y trigo), ya que se muelen antes del remojo, estas
sustancias no se lleguen a formar. Se han reportado valores semejantes al 0.36%
de 4Acido lactico obtenido para el maiz + fuente de amilasas de este estudio: 0.4 a
0.5% de 4cido lactico para el mahewu (maiz + amilasas) y 0.3 a 0.5% para .el uji
(maiz + amilasas) a 40 horas de fermentacion (Steinkraus, 1996) (Fig. 13 y Tabla

11y 18).
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Figura 13. Acidez titulable durante las fermentaciones de L. pfantarum en maiz
con diferentes tratamientos incubados a 30°C.



A pesar de que la concentracion de azucares en el nixtamal fue la menor
(Tabla 8), la velocidad de crecimiento de L. plantarum fue similar a la de! maiz
remojado y mayor que la del maiz + amilasas (Fig. 11). Es posible que L.
plantarum tenga oportunidad de crecer mas en este sustrato al neutralizar el
hidroxido de calcio remanente en la masa los Acidos producidos asi como
aprovechar la disponibilidad de otros nutrientes presentes en e malz ya
nixtamalizado.

Se obtuvieron valores de pH finales de 4.0, 3.8, 4.1 y 4.9 en el caso del
maiz remojado, maiz + amilasas, malz gemminado y maiz nixtamalizado
respectivamente. Segun los datos reportados en ia literatura para alimentos de
maiz {Tabla 11) no existe un efecto del tipo de tratamiento en su pH final, aunque
es dificil compararios entre si, ya que seguramente su microbiota es diferente, asi
como su tiempo de fermentacion. Los valores de pH finales para los alimentos
fermentados fueron similares o ligeramente menores a los que se obtuvieron en

este estudio.
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Tabla 11. Datos reportados de contenido de azucares, acidez titulable y pH para

algunos alimentos fermentados de maiz (Steinkraus, 1996).

Tipo de

alimento azlcares acidez titutable pH/
tratamiento fermentado (% p/p en base (% de &cido tiempo de
seca) lacticoftiempo de fermentacion
fermentacitn [horas]
[horas])
Remojo ogi NR 1.08/72 3.6/72
kenkey NR NR 3.5/72
este estudio glucosa 5.2 1.44/72 4.072
fructosa 0
sacarosa 8.5
matiosa 4.9
Malz + amilasas mahewu NR 0.4-0.5/36 3.5/36
uji »0.42-0.67 % de 0.3-0.5/40 3.5/40
sacarosa
togwa NR NR 3.8/24
este estudio glucosa 0 0.36/72 3.8m2
fructosa 0
sacarosa 0,2
mattosa 9.3
Germinacién pito NR NR 4.4/12-24
bussa NR 0.88/72 3.5/72
C. kaffir NR 0.3-0.6/40 3.3-3.5/40
tesgdino NR 0.41/72 NR
este estudio glucosa 35.3 2.85/72 4.1/72
fructosa 0
sacarosa 61.4
maltosa 38.4
Nixtamalizacidn pozol NR NR 3.9/192
pozol ladinoa glucosa 0.04 0.79/48 NR
pozol indigena & | sacarosa 0.04 0.96/48 NR
este estudio glucosa 0.008 0.54/72 4.9/72
fructosa 0.007
sacarosa 0
maltosa 0.2

NR = no reportado *base himeda 4(Santillana, 1995)

Para el caso del maiz nixtamalizado, que es el unico en el que se aseguro
la eliminacién de la actividad enzimética del grano, se calcularon ios rendimientos
de biomasa y de productos. A las 72 h de fermentacién se obtuvo una cuenta de

6.3 x 10° ufc/ml, sabiendo que el peso de un sdlo microorganismo es de afrededor



de 1 x 10" g (Bailey y Ollis, 1977), la cantidad de biomasa seria de 6.3 x 10* g
células/g de masa en base himeda 6 3.15x 10° g células/g masa en base seca.
Sustituyendo este valor en la definicién de rendimiento (Y=g células/g azlcares),
se necesitarian 6.3 x 10° g 6 3.5 x 10”7 mmoles de giucosa para formar esta
biomasa. El microorganismo utiliza los azicares para crecer {produccién de
biomasa), para formar productos de fermentacion (acido tactico, acido acético o
etanol y CO, segln el tipo de fermentaci6n) asi como para el mantenimiento de
las células. Si se convieten todos los azicares de la masa
{glucosa+fructosa+sacarosa+maltosa) que el microorganismo consumié a
equivalentes de glucosa, tendriamos 2.1 g de glucosa/100g de masa 6 16.8
mmoles

de glucosa en base seca. En una fermentacién heterolactica se producen 1 mol
de 4cido lactico y 1 mol de 4cido acético por cada mol de glucosa (Gottschalk,
1986). En este estudio se produjeron 7.7 mmoles (0.7 g) de 4cido lactico y la
concentracion de glucosa requeridas para la produccion de biomasa es
desprzciable.

Como la concentracion de azicares consumidos fue de 16.8 mmoles,
quedarian 9.1 mmoles para mantenimiento. Se considera que la concentracion de
azucares consumidos si justifica la concentracion de 4cidos producidos, tomando
en cuenta que exister‘1 errores en los calculos, al considerar que todos los

azlcares eran glucosa,
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En general, el pretratamiento del maiz previo a la fermentacién a excepcién
de ia gemminacion, no tuvo efectos muy marcados en el crecimiento del
microorganismo, ya que todas las fermentaciones tuvieron cuentas microbianas
parecidas; afecté la velocidad de creqimiento y las cuentas maximas alcanzadas
no dependieron de la concentracién inicial de azicares. Sin embargo la
sobrevivencia de L. plantarum si dependié del tipo de pretratamiento, siendo
mayor en los medios mas amortiguados.

En cambio, la acidificacién: acidez titulable (Fig. 13) y la concentracién de
acidos (Tabla 10) si fue proporcional a la concentracion inicial de aztcares, con la
excepcion del maiz nixtamalizado.

Se observé que L. plantarum continud acidificando el medio ain cuando
sus nimeros ya no aumentaban. Este desacoplamiento entre el crecimiento yla
acidificacion ya se ha reportado (Thompson y Gentry-Weers, 1994).

A pesar de que en el maiz + amilasas las enzimas pudieron haber seguido
actuando durante la fermentacién para aumentar la concentracién de glucosa y
maltosa, se observé el consumo total o parcial de todos los azlcares por L.
plantarum durante la fermentacién, aunque éste puede ser subestimado. El
consumo de az(cares en el maiz + amilasas fue mayor al consumo de azicares
en el maiz nixtamalizado (donde no cabia la posibilidad de que actuaran las
enzimas endogenas). Sin embargo, la produccion de acidos fue mayor en el maiz
nixtamalizado (0.7% de acido lactico y 0.3% de acido acético) que en el maiz +

amilasas (0.6% de acido lactico y 0.05% de acido acético). Esto sugiere que L.
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plantarum pudiera estar utilizando otro sustrato para acidificar en el malz
nixtamalizado. Las hemicelulosas del grano constituyen una posibifidad, ya que
por una parte se sabe que se solubilizan con el tratamiento alcalino (lllescas,
1943) y por otra se ha detectado que una proporcién importante de bacterias
lacticas del pozol son capaces de degradar un polimero de pentosas (xitano) y de
fermentar las pentosas.

Como puede observarse en la Tabla 10, los tratamientos de! maiz no
solamente afectaron en el grado de acidificacién, sino en e! tipo de metabolismo
de la cepa, ya que la relacion lactico/acético fue diferente en cada caso. Como
resultado de los diferentes tratamientos, los sustratos contenian diferentes
proporciones de azucares y en todos los casos (con la excepcidn del maiz
gemminado, donde se observé un aumento en su concentracion) se confirmd que

L. plantarum los consumia (Tabla 8).
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CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados el pretratamiento del maiz previo a la
fermentacién:

¢ Afecta la formacion y concentracién de azicares. La germinacién, el remojo y la
adicion de una fuente externa de amilasas, aumenta la concentracion de azlicares
en el grano con respecto al granc sin pretratamiento, mientras gque la
hixtamalizacion los disminuye. La mayor concentracién de azicares se encontrd
en el malz germinado y la de oligosacaridos en las muestras de maiz germinado y
de maiz remojado.

+ Afecta la velocidad de crecimiento de L. plantarum; se encontrd la mayor
velocidad en maiz nixtamalizado y remojado, la menor en maiz + amilasas y se
inhibid en las primeras horas en el maiz germinado. Sin embargo a las 48 h las
cuentas microbianas fueron muy semejantes, no habiendo diferencia de
crecimiento microbiano entre los pretratamientos. El crecimiento parece estar
limitado por el pH més que por la concentracién de azicares.

+ Afecta la acidificacidn del sustrato; la mayor se observé en maiz germinado que
tenia la mayor concentracioén de azlucares; sin embargo existié mayor acidificacién
en el maiz nixtamalizado que en el maiz + amilasas, a pesar de las diferencias en
las concentraciones iniciales de los azidcares en cada pretratamiento.

+ Afecta el tipo y la concentracién de acidos producidos (lactico y acético).
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RECOMENDACIONES

=>Hacer un control de las fermentaciones de maiz con los diferentes
pretratamientos para conocer la concentracion de azhcares producidos durante
la fermentacién por accibn de las enzimas exégenas y asi determinar el
consumo de azicar por el microorganismo asi como sus rendimientos de

biomasa y de productos.
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APENDICES

APENDICE 1. Medios de cultivo

|. Caldo MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) g/l. (OXOID CM 359)

Caldo Agar
Peptona 10 10
Polvo “Lab-Lemco” 8 8
Extracto de levadura 4 4
Glucosa 20 20
Almidén - -
Tween 80 1mi 1mi
KHPO, 2 2
Acetato de Na-3H,0 5 5
Citrato triaménico 2 2
MgSQO,7TH,O 0.2 0.2
MnS0O,-4H,0 0.05 0.05
Agar bacteriolégico - 10
Agua destilada 1000 mi 1000 ml

Il. Agar Cuenta en Placa g/l (OXOID CM325)

Agar
Triptona 5
Extracto de levadura 25
Glucosa 1
Agar 9
Agua destilada 1000 mi

iil. Caldo APT g/l (DIFCO 0655-17-9)

Caldo
Extracto de levadura 7.5
Triptona 12.5
Dextrosa 10
Citrato de sodio 5
Hidrocloruro de tiamina 0.001
Cloruro de sodio 5

Fosfato dipotasico 5

Modificado

10
8

4
0.5
10

1 mi
2

5

2
02
0.05

1000 ml



Cloruro de manganeso 0.14

Sulfato de magnesio 0.8
Sulfato ferroso 0.04
Complejo monooleato de “sorbitan” 0.2
Agua destilada 1000 ml

IV. Caldo Nutritivo g/l (BIOXON 103-1)

Caldo
Peptona de gelatina 5.0
Extracto de came de res 30

Agua destilada 1000 mi
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APENDICE 2. Principio de los sistomas enzimaticos para la cuantificacién de
Glucosa, Fructosa, Sacarosa y Maltosa.
El sistema se basa en la cuantificacién espectrofotométrica a 340nm del
NADPH formado a partir de la glucosa-6-P mediante la siguiente reaccion:

Glucosa-6-P + NADP* Scosa& destidmgenssa 1y gluconato-6-P + NADPH + H'

La glucosa y la fructosa se convierten en glucosa-8-P mediante las
siguientes reacciones:
D-glucosa + ATP "2 ohyecosa-6-P + ADP

D-fructosa + ATP _P®0dnsa | £nictosa-6-P + ADP

Fructosa-6-p _festogucosaisomerasa )\ ~nga-6-P

La maltosa y la sacarosa se hidrolizan primero mediante las reacciones:
Maltosa + H,0 =2Sv®8kd3sa 5 1 glucosa

a-giucosidasa

Sacarosa + H,0 D-glucosa + D-fructosa

Sacarosa + H,Q  Ffuctosidasa

D-glucosa + D-fructosa

Posteriormente la glucosa formada se transforma en glucosa-6-P. De esta
manera, se pueden cuantificar los hidratos de carbono, ya que se forma un mal de
NADPH por cada mol de glucosa, fructosa, sacarosa y por cada medio mol de
maltosa.

Ef orden de adicion de los reactivos para la cuantificacion de los azicares

se muestran en las tablas 12 y 13, sequn el caso:
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Tabla 12. Orden de adicién de los reactivos para la cuantificacién de D-glucosa/D-

fructosa.
Pipetear en las Blanco Muestra
celdas
Solucién 1+ 0.333ml 0.333 ml
Muestra 0.033 mi 0.033 ml
|Agua desionizada 0.666 ml 0.633 m|

Mezclar, leer las absorbancias de las soluciones (A,)
aproximadamente después de 3 min. Y empezar la
reaccion por la adicion de:

Suspension2« | 0007 ml | 0.007 ml
Mezclar, esperar el final de la reaccién (10-15 min.), leer
lag absorbancias de las soluciones (A,). Ahadir:

Suspensién 3+ |  0.007ml | 0.007 ml
Mezclar, leer las absorbancias de las soluciones después
de 10-15 min{A;).

*Solucién 1: Buffer trietanolamina, pH=7 .6/NADP/ATP.
Suspencién 2: Hexocinasa/Glucosa-6-P deshidrogenasa.
Suspencién 3: Fosfoglucosa isomerasa.

Tabla 13. Orden de adicién de los reactivos para la cuantificacion de
Maltosa/Sacarosa/D-glucosa.

Pipetearen | Blanco Muestra | Blanco | Muestra Blanco | Muestra
las celdas maltosa | maltosa | sacarosa | sacarosa | glucosa glucosa
Solucién 1+ | 0.066 ml | 0.066 ml - - -
Solucién 2+ - - 0.068 ml | 0.086 mi - -
Muestra - 0.033 ml - 0.033 ml - 0.033 ml
Mezclar e incubar a 20-25°C por 20 min.. Anadir:
Solucién 3+ | 0.333ml | 0.333ml | 0.333ml | 0.333m!i | 0.333ml | 0.333mi
Agua
dgsionizada 0.600ml | 0.567ml | 0.600ml | 0.567 ml| | 0.667 ml | 0.633 ml
Mezclar, leer las absorbancias de las solucionesdespués de 3 min. (A,)
Empezar ia reaccién por ka adicidn de:
Suspension | 0.007 ml | 0.007 ml | 0.007 mt | 0.007 ml | 0.007 mI | 0.007 ml
4=
Mezclar, esperar el finai de la reaccién (10-15 min.) y leer las absorbancias de las
soluciones (A;).




*Solucion 1: Buffer de acetatos, pH=6.6/a-glucosidasa.
Solucion 2: Buffer de acetatos, pH=4.6/p-fructosidasa.
Solucién 3: Buffer trietanolamina, pH=7 6/NADP/ATP.
Suspencion 4: Hexocinasa/Glucosa-6-P deshidrogenasa.

El analisis se realizd con celdas desechables de metacrilato de 1.5 ml con
un paso de luz de 1 cm. El equipo utilizado (Spectronic Genesis 5 de Milton Roy)
se calibrd contra agua. Las determinaciones se llevaron a cabo entre 20 a 25°C a

340 nm.

Para calcular la concentracion de los az(cares se tiene la siguiente

ecuacion:
C= VY x PM x AA, [gfl]
exdxvx 1000(x2a)
4 Solo cuando se analiza maltosa.
Donde:

V = volumen finat [mil]
v = volumen de fa muestra [mi]
PM = peso molecular de la sustancia a ser analizada {g/mol]
d = paso de luz fcm]
g= coeﬂci_?nte de extincion del NADPH a 340 nm = 6.3 [I x mmol™ x
Y AA,, se det(e:err':ni]na a partir de las diferencias de las absorbancias en base‘
a io siguiente:
Mgucosa = (A2 = Atdmira gt = (A2 — Atdplanco giu

AA'Hudosa = (AS - Az)mtra frug = (A3 - Az)blanco fruc
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Miratosa = (A2 = Ar)mre mait = (A2 = At)mtra sac

AAgpcarcsa = (A2 — Avdua sse — (A2 = Avdmura gie

Si 1a muestra ha sido diluida durante la preparacién, el resultado de la
ecuacién debe ser multiplicado por el factor de dilucién F.

Cuando se analicen muestras sélidas o semi-sélidas que necesiten pesarse
para la preparacién de la muestra, el resultado debe calcularse a partir de la
cantidad pesada.

Segln la metodologia descrita en los 2 sistemas enziméticos comerciales
empleados (Boehringer 139 106 y Boehringer 1 113 9509), los limites de
deteccion para la glucosa y la fructosa expresados en g/100g de masa es de

0.001 y para la sacarosa y la maltosa es de 0.005.
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APENDICE 3. Datos de las fermentaciones en maiz con diferentes
tratamientos.

Tabla 14, Cambios de pH y crecimiento microbiano de L. plantarum amilasa -
durante la fermentacién en maiz remojado incubada a 30°C

Tiempo de Crecimiento
fermentacidn | Valores de pH | microbiano
{horas) (log ufc/ml)

0 6.0 6.8

5 5.4 B.5

11 4.3 9.5

24 4.0 9.3

48 4.0 7.5

72 4.0 <2

Tabla 18. Cambios de pH y crecimiento microbiano de L. plantarum amilasa -
durante la fermentacion en maiz + fuente de amilasas incubada a 30°C.

Tiempo de Crecimiento
fermentacion | Valores de pH | microbiano
(horas) (log ufc/ml)

0 586 6.9

5 5.1 7.8

1 45 8.6

24 4.0 8.7

48 3.8 8.2

72 3.8 7.4
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Tabla 16. Cambios de pH y crecimiento microbiano de L. plantarum amilasa -
durante ta fermentacién en maiz germinado incubada a 30°C.

Tiempo de Crecimiento
fermentacioén | Valores de pH | microbiano
{horas) {log ufc/mi)

0 5.4 6.0

5 54 6.1

11 54 6.2

24 4.4 8.8

48 42 7.5

72 4.1 6.3

Tabla 17. Cambios de pH y crecimiento microbiano de L. pfantarum amilasa -
durante fa fermentacién en maiz nixtamalizado incubada a 30°C.

Tiempo de Crecimiento
fermentacién | Valores de pH | microbiano
(horas) (log ufc/ml)

0 6.2 6.9

5 54 8.8

11 5.1 9.1

24 5.1 9.3

438 50 9.1

72 49 8.8

Tabla 18. Cambios en la acidez titulable de L. plantarum amilasa - durante las
fermentaciones en maiz con diferentes tratamientos incubadas a 30°C

Acidez titulable (acido lactice/100g mtra seca)
Tiempo de Maiz + Maiz Maiz Maiz
fermentacién | amilasas remojado germinado | nixtamalizado
{horas)
0 0.08 0.36 1.35 0.18
5 0.16 0.63 1.41 (.39
11 0.25 1.00 162 0.45
24 0.30 1.41 273 0.60
48 0.39 1.32 2.52 0.51
72 0.36 1.44 2.85 0.54
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