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1.- RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo el estudio de la poblacién microbiana en muestras de
masa de pozol elaborada bajo diferentes condiciones higiénicas. Para ello, se seleccionaron 2
pozolerias de la ciudad de Villahermosa, Tabasco en las cuales se sigue basicamente el |
mismo proceso de elaboracién de la masa de pozol pero cuyas condiciones higiénicas difieren
basicamente en 4 aspectos: limpieza del lugar, calidad del agua utilizada, exposicion a
corrientes de aire y utilizacion de redes para el cabello y guantes por parte del personal.

Se investigé la influencia del grado de aireacion de la masa en el desarrollo de la microbiota
mediante el monitoreo de los cambios en las cuentas totales {bacterias lacticas, bacterias
mesdfilas no lacticas, enterobacterias y hongos y levaduras), de la variacién en los parametros
fisicoquimicos (pH, acidez titulable, humedad y actividad acuosa) y del cambio en la
concentracién de diversos compuestos, resuftado del metabolismo microbiano (almidon
soluble, disacaridos, glucosa, fructosa, acido lactico, acido acético y 4cido formico).

Se encontraron presentes en la masa de pozol bacterias lacticas, bacterias mesdfilas totales,
enterobacterias, hongos y levaduras en un estudio seguido durante 74 h de fermentacion.

No se presentaron diferencias entre niveles de poblacién alcanzados por cada grupo durante el
tiempo de fermentacidén muestreado para cada tipo de muesfra.

Se determind que las condiciones de proceso menos higiénicas repercuten en una mayor
variabilidad del comportamiento metabolico de los integrantes constituyentes de cada grupo.

La masa elaborada en las condiciones menos higiénicas sufrié una mayor pérdida de humedad
durante {a fermentacion, un descenso mas rapido del pH y presenté una mayor disponibilidad
de almidén soluble al inicio de 1a fermentacion,

Las zonas aerobias de las masas de pozol perdieron mas humedad que las zonas
microaerobias durante ta fermentacion.

En las condiciones de proceso menos higiénicas se presentaron los mayores valores de acidez
titulable.

Las zonas aerobias de Jas masas muestreadas presentaron mayores valores de acidez titulable
al final de las 74 h de fermentacion, siendo que Ia de la masa elaborada en las condiciones
menos higiénicas registré un valor mayor. El aumento en los valores de acidez titulable estuvo

relacionado con el crecimiento de las bacterias Jacticas, mientras que no afectd el nimero de
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bacterias mesofilas totales y estuvo acompafiado de la disminucién de la poblacion de
enterobacterias, sin embargo, no se observo la desaparicion de este grupo durante las 74 h de
fermentacion de 1a masa.

Se detectd mayor produccion de acido lactico y acético en la zona aerobia de la muestra
elaborada en las condiciones menos higiénicas hacia el final de {a fermentacién.

Se registro actividad amilolitica extracelular y asociada a la célula en ambas muestras y zonas
de la masa, ademas de que se detecté un efecto inhibitorio en presencia de concentraciones

elevadas de disacaridos y glucosa.



2.- INTRODUCCION

El pozol (del ndhuatl pozoelli;, espumoso) es una bebida de masa de maiz fermentada
que suspendida en agua es consumida como bebida ceremonial y alimento basico por
poblaciones indigenas del sureste de Meéxico y como bebida refrescante por los mestizos
de 1a misma regitn del pais (Ulloa y Herrera, 1976 - 1982).

La fermentacion del pozol se lleva a cabo en estado solido y de forma espontanea, es decir,
no se adiciona inéculo alguno, lo que involucra el desarrollo de una microbiota mixta en un
sustrato complejo compuesto de carbohidratos, lipidos y proteinas.

El proceso de la fermentacién del pozol ha sido objeto de diversos estudios cuya finalidad
ba sido el avanzar en su comprension.

Herrera, Ulloa, Taboada y colaboradores han realizado estudios extensos sobre la micologia
de la fermentacion (Wacher, 1995), mientras que Wacher y colaboradores se han enfocado al
estudio de la microbiologia del pozol en sus tres principales aspectos: la ecologia microbiana,
la fisiologia y la taxonomia.

El propdsito de este trabajo es estudiar el proceso de fermentacion de la masa de pozol
elaborada bajo 2 condiciones higiénicas distintas en cuanto al comportamiento de Ios
principales grupos de microorganismos, de los pardmetros fisicoquimicos, de la concentracion
de los metabohtos y almidon soluble generados en dicho proceso y de la actividad
amilolitica extracelular y asociada a la célula. Debido al hecho de que la fermentacion se
realiza en estado sdlido, no existe homogeneidad en toda la masa en cuanto al grado de
aweacion, lo que lleva también a investigar en el presente estudio la existencia de

microambientes y sus efectos en cada uno de los aspectos sefialados.



3.- ANTECEDENTES

El pozol es un alimento resultado de la fermentacion sucesiva de bacterias, levaduras y
hongos de masa de maiz (Zea mays L) nixtamalizada.

Las bacterias del pozol han sido poco estudiadas. Steinkrauss (1983) infiere que durante las
primeras horas de fermentacion predominan las bacterias lacticas, que quizas son las
responsables de la produccién del 4cido lactico durante las primeras horas de fermentacion, lo
que fue confirmado posteriormente por Silva-Villarreal (1984), Mosqueda-Gonzilez y
Escamilla Hurtado (1988), Ramirez (1987) y Nuraida (1988), al concluir que las bacterias
lacticas son predominantes y que son las causantes de la acidificacién durante las primeras
horas de fermentacion.

El estudio sobre la microbiologia del pozol realizado por Wacher (1995) confirma lo
anterior, y recomienda la determinacién de la concentracién de azucares simples para saber si
el conjunto de estos constituye el sustrato fermentable o si las bacterias lacticas utilizan algin
ofro componente de la masa. Debido a que se trata de una fermentacion ldctica, también
recomienda la cuantificaciéon de los principales metabolitos finales asociados a este proceso
fermentativo (4cido lactico, dcido acético, etanol y diacetilo) en los diferentes tipos de masas
recién preparadas y en fermentacion, También sefiala la posibilidad de la formacion de
microambientes debido a que la fermentacién se lleva a cabo en estado sélido, lo que da
origen a una heterogeneidad en cuanto al grado de aireacién y a la composicién quimica
(zonas aerobia y microaerobia de la masa).

Diaz (1996) realizé un estudio del metabolismo de los principales carbohidratos solubles
presentes en ¢l maiz nixtamalizado (glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa) por una bacteria
lactica que predomina al inicio de fa fermentacién del pozol (Leuconostoc Pz 12) y encontré
que dicha bacteria consumié inmediatamente la glucosa y utilizé parte de la fructosa como
aceptor y parte como donador de electrones, sin agotarla. También demostré que existe un
efecto de la presencia del oxigeno en Ia fermentacién de sacarosa, produciéndose mayores
concentraciones de acido acético en condiciones aerdbicas.

En 1998, Sainz estudi6 la presencia y sobrevivencia de bacterias patogenas en muestras de

masa de pozol elaboradas y expendidas en diversos mercados y pozolerias de la ciudad de



Villahermosa, Tabasco, encontrando cuentas altas al inicio de la fermentacién que se reducian
sin llegar a la desaparicién a las 48 h.

En 1999, Ampe y colaboradores utilizando un método de cuantificacion de ARN,
caracterizaron y cuantificaron los grupos microbianos participantes en la fermentacion de la
masa de pozol proveniente de Tabasco. Este estudio confirma la presencia de Leuconostoc spp |
y Lactococcus spp al inicio de la fermentacién y de Lactobacillus spp al final, asi como la

disminucion de la cuenta de enterobacterias.

FERMENTACION ACIDOLACTICA EN ALIMENTOS

Un alimento fermentado es el resultado de 1a transformacion de un sustrato (comestible o no)
por la actividad metabolica de microorganismos que, bajo condiciones adecuadas, lleva a la
obtencion de un producto apto para el consumo, con caracteristicas sensoriales, nutrimentales
y en algunos casos toxicologicas distintas a las del sustrato micial.
Los alimentos fermentados juegan un papel muy importante en la alimentacion mundial. Estin
presentes en cada continente (Steinkrauss, 1983).
La fermentacién de alimentos presenta muchas ventajas, algunas de las cuales son:
» Es un método barato de conservacion de los alimentos (Cooke, 1987; Nout &
Motarjemi, 1997).
» Las caracteristicas sensoriales de los productos fermentados (sabor, aroma, apariencia
y consistencia) los hace mas atractivos para el consumidor que los ingredientes no
fermentados (Steinkraus, 1971).
¢ En muchos casos el producto fermentado final es una importante fuente de proteinas,
calorias y ciertas vitaminas (Wang, 1981)
¢ Reduce tiempos de coccion.
s En el caso de las leguminosas, mejora su digestibilidad para humanos (Van Veen &
Steinkrauss, 1970) y mejoran la calidad del producto. En estos alimentos existen
ciertos oligosacaridos, como la rafinosa, la estaguiosa y la verbascosa, que se asocian a
la distension abdominal y a 1a flatulencia. La fermentacion reduce estos factores.
e Tanto los cereales como las leguminosas presentan una restringida biodisponibilidad

de los nutrientes debido a la presencia de factores antinutricionales como lo son los




fitatos y los polifenoles (taninos). La fermentacion permite disminuir los niveles de
estos compuestos, y se ha visto que lleva a una mejor biodisponibilidad de los
minerales y el almidon, asi como a un incremento en el valor de eficiencia proteica
(PER) (Nout, 1999).

e FEliminacion de algunos compuestos potencialmente toxicos como lo son, por ejemplo,
los glucosidos cianogénicos (linamarina principalmente) (Nout et al, 1999).

Sin embargo, la fermentacién de alimentos presenta ciertas desventajas:

e No todos los factores antinutricionales pueden ser degradados por los
microorganismos, como lo son, por ejemplo, las lectinas y los inhibidores de proteasas,
que se encuentran presentes en las leguminosas y solo pueden ser inactivados por
tratamiento térmico (Nout et al, 1999);

e El riesgo de contaminacién por micotoxinas se incrementa debido al hecho de que
muchos de los alimentos fermentados requieren de la participaciéon de hongos,
principalmente Aspergillus spp, Penicillium spp 'y Fusarium spp. La fermentacion
puede eliminar una parte pero no todos, por lo que es necesario un tratamiento
adecuado del sustrato antes de la fermentacién para eliminar por completo dichas
toxinas (Steinkrauss et al, 1983).

Existen dos tipos generales de fermentacitn de alimentos:

a) En estado liquido: Llevadas a cabo en sustratos con un minimo de 80% de humedad

b) En estado solido: Definida como “el crecimiento de microorganismos en materiales

solidos en ausencia de liquido libre” (Canel, 1980).

Segun Paredes & Harry (1988) los alimentos producidos por fermentacion en estado solido se
pueden clasificar en:
1- Alimentos producidos por fermentacion fungal en estado solido seguida de una
fermentacién en salmuera que puede o no lievarse a cabo en estado solido.
2 - Alimentos producidos por fermentacion en estado solido llevada a cabo principalmente por
bacterias.
3.- Alimentos producidos por una fermentacién acidoléctica seguida de una fermentacion
fungal.

4 - Alimentos preparados de masas fermentadas.



5.- Alimentos producidos por fermentacién alcohdlica.

6.- Ingredientes de alimentos fermentados.

Como se puede observar en la tabla I, existe una gran diversidad de alimentos fermentados en
estado solido cuyo substrato principal es un cereal o fruto con elevado contenido de almidon,
también cabe destacar la gran variedad de microorganismos que participan en dichas

fermentaciones

TablaI Ejemplos de productos amildceos fermentados en estado s6lido®

TIPODE SUBSTRATO |PRODUCTO |MICROORGANISMOS ORIGEN
FERMENTACION GEOGRAFICO
2 Soyay trigo Shoyu Aspergillus oryzae, bacterias Malasia
y levaduras
2 Soya y arroz Miso Aspergillus oryzae, China, Japon
Saccharomyces rouxii
3 Maiz Kaanga Bacterias y levaduras Nueva Zelanda
5 Arroz 1dli Lactobacillus mesenteroides India
5 Sorgo Kisra Lactobacillus Sudin
spp.Acetobacter
spp.Saccharomyces
cerevisiae
5 Maiz Pozol Bacterias, levaduras y Meéxico
hongos
5 Maiz Chicha Aspergillus spp, Penicillium Peri
spp., hongos y levaduras
5 Maiz Kenkey Lactobacillus spp., hongos y Africa
levaduras
5 Trigo Kishk Bacillus spp. Medio Oeste
Trigo Jalebies Saccharomyces spp. India
5 Trigo Pan agrio Torulopsis spp. Laciobacitlus Egipto
spp. posiblemente
Saccharomyces spp.
6 Cassava Tapé ketelia Amylomyces rouxii Sureste de Asia
6 Arroz Lao-chao Rhizopus chinensis, Rhizopus China
oryzae, Aspergillus rouxii
6 Maiz Tapé jagung Aspergillus rouxii Indonesia
Endomycopsis burtoni
7 Cassava Gari Candida spp. Oeste de Africa
{Manihot Leuconostoc spp.
esculenia)
7 Arroz Arroz Aspergillus Ecuador
requemado candidusAspergillus
flavus,Bacillus subtilis

*Recopilado por Paredes & Harry (1988).
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Los principales cambios en la composicién nutrimental que sufren los alimentos como
resultado de la fermentacion en estado sélido se dan en:

La composicién proximal

La congcentracién de los componentes solubles

La composicion de aminodcidos de los alimentos

La composicion de vitaminas

LAS BACTERIAS LACTICAS:

Se ha demostrado que las responsables mas importantes de la fermentacién acidolactica en
los alimentos son las bacterias lacticas.

Estas bacterias se caracterizan por ser Gram positivas, catalasa negativas, no esporuladas,
microaerofilicas y por obtener como producto principal de su metabolismo fermentativo a
partir de carbohidratos al lactate (Kandler, 1983). Otras de sus caracteristicas son el ser
mesofilas, pero pueden crecer en un rango de 5-45°C, su pH optimo es de 4-4.5, aunque se han
encontrado cepas que crecen a pHs de 3.2 y 9.6; poseen poca actividad proteolitica y lipolitica,
requieren de aminodcidos preformados, bases ptricas y pirimidicas y vitamina B para crecer
(Stamer, 1976; Cogan & Hill, 1993; Jay, 1996).

Algunas de las bacterias lacticas que con mayor frecuencia se encuentran en los productos

fermentados son (Stiles,1997):

Homofermentadoras: Lb. lactis, Lb. acidophilus, Lb. amyiophilus, Lb. delbrueckii subsp.
delbrueckii, bulgaricus, v lactis, Pedicoccus spp, Streptococcus spp y
Lactococcus spp.

Heterofermentadoras : Lb. casei, Lb, arabinosis, Lb. plantarum. Lb. fermentum,

Facultativas Lb. brevis, P. acidilacti,, Leuconostoc spp
Heterofermentadoras : L. mesenteroides, L. lactis, P. pentosaceus, Lb. buchner,

Obligadas Lb. reuteri, Lb. sanfrancisco, weisella

11



Giu(fosa

I 1
Homol4ctica Heterolactica
Glucosa-6-P Glucosa-6-P
Fructosa-6-P 6-Fosf0$uconato
Fructosa-1,6-DP Ribulosa-5-P
Gliceraldehido-3-P—Dihidroxicetona-P Gliceraldehido-3-P —# Acetil-P
<+ <4
2 Piruvatos Piruvato Acetaldehido
2 Lactatos Lactto Etanol

Figura 1. Esquema general de la fermentacion de glucosa en las bacterias lacticas (Caplice &
Fitzgerald, 1999).

Bajo condiciones normales de fermentacion, el producto del metabolismo homofermentativo
(ej. Lb. plantarum) obtenido en mayores cantidades es el acido lactico, pero también se
forman otros productos, tales como el acido acético, el acetaldehido, el etanol y el diacetilo (en
lacteos), todos ellos forman parte o confribuyen con el sabor especifico o caracteristico del
producto fermentado (Figura 1).

La principal funcién de este metabolismo de aziicares es generar la energia necesaria para
fograr un rapido crecimiento y mantenimiento del pH intracelular durante la acidificacién del
medio ambiente. Este metabolismo se caracteriza por elevadas velocidades metabolicas y no
por una eficiencia maxima de conservacion de energia. Las reaccion catalizada por la enzima
lactato deshidrogenasa protege a las células de la acumulacidn de equivalentes reductores
(NADH) que se forman durante la glicolisis v pueden causar inhibicion directa en varios sitios
de control metabdlicos.

El resultado de estas actividades tan elevadas es el dominio de la poblacién en ambientes con

muchos nutrientes debido a la enorme ventaja competitiva sobre otros microorganismos que
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también utilizan azicares, y por ofra parte, la rdpida acidificacién que inactiva a diversos
MICroorganismos.

Se sabe que bajo condiciones inusuales, en especial bajo condiciones de baja concentracion
de azicares y/o elevada aireacion, se pueden formar otros metabolitos como €l acido acético,
formico, acetoina y acetaldehido como resultado de la fermentacion por bacterias lacticas
(Hugenholtz & Kleerebezem, 1999).

La interferencia general microbiana es un mecanismo de control no especifico comiin en todas
las poblaciones y ambientes incluyendo los alimentos. Esto representa la inhibicion del
crecimiento de ciertos microorganismos por otros miembros del habitat (Shinefield, 1971).
Con objeto de operar eficientemente, la flora que inferfiere con el crecimiento y desarrollo de
las demas requiere aumentar su numero muchas veces. Los mecanismos involucrados incluyen
la competencia por nutrientes, la generacién de un ambiente desfavorable y la competencia por
los sitios de ataque/adhesion (Caplice & Fitzgerald, 1999).

Los mecanismos de antibiosis mediados por bacterias lacticas son:

a) Produccion de 4cidos organicos, acetaldehido y etanol- Se cree que es debido a la
accién de los 4cidos en la membrana citoplasmética bacterial que interfieren con el
mantenimiento del potencial de membrana por lo que se inhibe el transporte activo (De
Vuyst & Vandamme, 1994 a)

b} Produccion de perdxido de hidrégeno.- Debido a su efecto fuertemente oxidante en la
membrana lipidica y en las células proteicas (Lindgren & Dobrogosz, 1990).

¢) Produccion de diacetilo.- El cual es un producto del metabolismo del citrato, y se cree
que actia interfiriendo con la utilizacién de la arginina (Jay, 1986).

d) Formaciéon de CO; durante la fermentacidn heterolictica.- Crea un ambiente
anaerébico y téxico para algunos microorganismos debido a su accién en las
membranas celulares y a su capacidad de reducir el pH interno y externo (De Vuyst &
Vandamme et al, 1994 a).

¢) Bacteriocinas.- Productos extracelulares primarios o modificados de la sintesis
ribosomal bacteriana (Jack, 1995). Su sitio de accion es la membrana citoplasmatica, y
debido a la barrera de lipopolisacaridos de la que estan provistos los microorganismos
Gram negativo, generalmente solo son activos contra Gram + (Ray, 1993; Abee 1995).

La ventaja que presentan las bacteriocinas con respecto a los clasicos antibidticos es la
13




de poder ser destruidas ficilmente por las enzimas digestivas (Caplice & Fitzgerald et
al, 1999),

ALIMENTOS FERMENTADOS MEXICANOQS DE MAIZ

Debido a su composicién, el maiz resulta un buen sustrato para el desarrollo de
microorganismos, por lo que su fermentacién es un procedimiento muy popular en diversas
partes del mundo y particularmente en nuestro pais, donde existe una gran variedad de
alimentos fermentados de maiz, en especial, de bebidas tanto alcohdlicas como refrescantes
cuyo consumo es habitual entre la poblacion de las distintas regiones de México (Tabla II).

Tabla I1. Algunos alimentos fermentados mexicanos de maiz °

NOMBRE DESCRIPCION ESTADOS DONDE SE
CONSUME
Agua agria (a) Bebida no embriagante San Luis Potosi, Veracruz,
preparada con maiz molido, Hidalgo, Puebla, Guerrero,
mezclado con aguay Distrito Federal, Tlaxcala,
fermentado. Michoacén, Jalisco y Oaxaca.
Atole (a) Bebida no embriagante San Luis Potosi, Veracruz,
(del azteca atl, agua; olli, | preparada con masa de maizo | Hidalgo, Puebla, Guerrero,
liquido viscoso o hule (e, f) tortillas y mazorcas. Distrito Federal, Tlaxcala,
Michoacan, Jalisco, Oaxaca.
Atole agrio (a, d) Bebida no embriagante San Luis Potosi, Veracruz,
preparada con maiz negro Hidalgo, Puebla, Guerrero,
hecho masa y fermentado Distrito Federal, Tlaxcala,
durante 4 o 5 dias, Michoacén, Jalisco, Qaxaca.
Pozol (a, d) Bebida 4cida no embriagante, | Tabasco, Chiapas, Yucatan,
(del azteca pozolli, espumoso | preparada diluyendo en agua | Oaxaca, Veracruz, Guerrero,
(2) masa fermentada de maiz Quintana Roo.
nixtamalizado.
Sendecho (a) Bebida alcohdlica (especie de Estado de México.
cerveza), preparada a partir de
maiz germinado, secado,
molido con “chiles
colorados”. La harina se
mezcia con agua para formar
un atole, que se hierve, se
cuela, se enfria, se le afiade el
fermento y se deja fermentar.
El fermento se prepara a partir
de un sendecho anterior.
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Veracruz, Puebla, Guerrero,

Tepache (a) Bebida no alcohélica
(del azteca tepiatl, bebida de | preparada con granos de maiz Oaxaca, Chiapas.
maiz (f)) y piloncillo o panela,
dejandose fermentar con
cierta cantidad de agua.
Tesgiiino (a) Bebida semejante a la Sonora, Chihuahua, Nayarit,

(del azteca tecuin, latir del
corazon (f, g))

cerveza, preparada al
fermentar un atole de maiz
germinado, molido y cocido
con “catalizadores”, que son

Zacatecas, Jalisco.

fragmentos de plantas
existentes en la region donde
s¢ elabora.
Tamal agrio (b, d) Tamales elaborados con masa Puebla: Cuetzalan.
(del azteca tamalli, etimologia fermentada durante
desconocida) aproximadamente 20 horas. El
(e, D xokotamal, que contiene

unicamente masa y el
etixtamal, que contiene frijol
negro se envuelven en hojas
de maiz y el xokotamal piksa
se cocina con frijol gordo
tierno y se envuelve en hoja
de moxte.

Tortilla agria (c, d)

Se cuece el maiz con cal y se
deja toda la noche sobre la
candela. Ya frio se lava y se
muele. La masa se reposa
medio dia y con la masa aceda

se hacen tortillas.

Quintana Roo, Yucatan.

? Datos recopilados por Wacher (1995).

(a) De Cruz Ulloa y Ulloa, 1973
(b) De Valderrama y Ramirez, 1993
(¢) De Nieto y Vazquez, 1993

(d) Escamilla y col., 1991
(e) Robelo, 1904

(f) Santamaria, 1978

{g) Robelo, 1948
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EL MAIZ

El maiz (Zea mays L) es el cereal de mayor consumo en México y en general en todo ¢l

continente americano del cual es originario.

COMPOSICION DEL MAIZ:

Los carbohidratos del maiz estan distribuidos entre muchos tejidos del grano. El carbohidrato
mas abundante del grano es el almidén y constituye entre el 61-78% de su peso seco. El
almidén es una mezcla de dos polimeros de glucosa llamados amilosa y amilopectina. La
amilosa estd constituida por largas cadenas lineales con 200-2500 unidades, y pesos
moleculares hasta de un millén de daltons unidas por enlaces a~(1-4) glucosidicos. En cambio,
la amilopectina 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 a-(1,4) y a-(1,6)
glucosidicos. Las variedades habituales de maiz en el comercio tienen un maximo del 65% de
amilosa. Las moléculas de amilosa, que son lineales y menos voluminosas que las ramificadas
de amilopectina, pueden, en la fase inicial del proceso de gelatinizacion, difundir hacia y a
través de la membrana superficial y pasar asi a la solucién extragranular (Fennema,1993).

Muchos polisacaridos diferentes juegan un papel importante en la estructura de los granos de
maiz, éstos pueden clasificarse como sustancias pécticas, hemicelulosas y celulosas. Se ha
encontrado que el pericarpio de maiz estd compuesto de 70% de hemicelulosa, 23% de
celulosa y 0.1% de lignina con base a peso seco.

Las pentosas xilosa y arabinosa son constituyentes muy importantes de los xilanos de la
pared celular, los cuales constituyen del 90 al 95% de la hemicelulosa de ia semilla de maiz.
La hemicelulosa del pericarpio de maiz contiene 54% de xilosa, 33% de arabinosa, 11% de
galactosa y 3% de 4cido glucoronico (Boyer,1987).

Cravioto y col. (1955) analizaron el pozol y los granos de maiz utilizados en su preparacion y
encontraron que el pozol tiene mayor contenido de niacina, riboflavina, lisina y triptofano que
el maiz. La concentracién de proteina es mayor y ésta es de mejor calidad en el pozol que en
el maiz.
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Ramirez (1987) detecté un aumento en las concentraciones de lisina, triptofano y miacina
después de 10 dias de fermentacidn.

Segin lo establecido por Flores Espinoza (1996), las bacterias lacticas aisladas del pozol son
capaces de fermentar una gran cantidad de aziicares, incluyendo los que se encuentran en el
nixtamal. Son capaces de degradar el almid6n y la actividad amilolitica se ve favorecida en
presencia de calcio. También se sefiala que dichas bacterias poseen wna propiedad |
considerable que es la de hidrolizar un polimero de pentosas: el xilano, lo que sugiere que

también podrian utilizar 1a hemicelulosa del maiz

NIXTAMALIZACION:

El término nixtamal viene del ndhuatl “nextli” cenizas de cal y “tamalli” masa de maiz; la
nixtarnalizacién es un proceso prehispanico de lixiviacion del grano de maiz, precedido de un
tratamiento térmico alcalino que produce importantes cambios fisicos y quimicos en el grano y
da como resultado una masa apta para la elaboracion de tortillas y otros productos
tradicionales (Watson & Ramstad, 1987).

Como se muestra en la tabla III, la nixtamalizaciéon disminuye la concentracion de los
azicares debido a los lavados, remojo y coccién a que se sujetan los granos de maiz. En la
masa de maiz nixtamalizado, los monosacéaridos glucosa y fructosa se encuentran en

concentraciones bajas en comparacion con las de la sacarosa y la glucosa.

Tabla III. Concentracion de azicares en granos de maiz sin tratamiento y en maiz
nixtamalizado.

% en base seca
Glucosa Fructosa Sacarosa Maltosa
Sin
tratamiento® 0.2-0.5 0.1-0.4 4-8 04-1
Nixtamalizado® 0.05 0.06 13 0.9

“Fuente: Boyer, 1987.
®Fuente: Flores Pifia, 1998
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La nixtamalizacién no solo trae como consecuencia la disminucion de la concentracién de los
aziicares, sino que también disminuye la de los carbohidratos en general y las de las grasas,
proteina, vitaminas y minerales debido a las pérdidas durante el remojo, ¢l lavado y la coccidn

en presencia de cal (Tabla IV).

Los factores de control de la nixtamalizacién de maiz se encuentran a través de todo el
proceso incluyendo:
a) el perfil de tiempo-temperatura empleado durante el cocimiento y 1¢poso
b) el tipo de lavado de nixtamal

¢) las condiciones de molienda

COCIMIENTO Y REPOSO

El cocimiento de los granos de maiz ocurre durante el calentamiento y el enfriamiento de la
mezcla de maiz, cal y agua. Existen varias alternativas de adicién del grano al agua para su
cocimiento que se emplean actualmente. El grano se adiciona al agua caliente o el agua se
calienta con el grano adentro para después sostener la temperatura de la mezcla, eliminar la
fuente de calor y entonces dejar reposar. En ocasiones, principalmente para la elaboracion de
productos fritos, se adiciona agua fresca a la mezcla caliente para detener el cocimiento.

El cocimiento aplicado al maiz tiene la funcién de hidratar el grano, suavizar el pericarpio,
desnaturalizar proteinas y gelatinizar parcialmente el almidon. Estos cambios fisicos y
quimicos aumentan en la medida que los granos son mas pequefios, estdn mas quebrados y/o
fracturados, la cal es mas activa y soluble, y se aplican temperaturas de aproximadamente 60-
70°C por un periodo de tiempo mas largo. El periodo del reposo (o descanso) debe permitir la
difusion de la humedad dentro del grano para producir granos de nixtamal hidratados
homogéneamente. En estas condiciones, el nixtamal es blando y pricticamente esta libre de
pericarpio. Parte de la cal es absorbida principalmente en el germen del grano.

Los granos se hinchan debido al efecto combinado de la gelatinizacion del almidon,
degradacion parcial de la estructura del endospermo, degradacion/solubilizacion parcial de la

pared celular y la solubilizacién parcial de la matriz proteica.
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LAVADO

El lavado tiene las funciones de eliminar el pericarpio ya suavizado, el exceso de cal y el
agua de cocimiento 0 “nejayote”, y de enfriar el nixtamal dependiendo del tipo de cocimiento
empleado. Se puede aplicar un mezclado o agitacion mecanica para mejorar la transferencia de
Jos materiales y aumentar la eficiencia del lavado. El lavado debe ser lo méas uniforme posible
y llevar e} nixtamal a una temperatura aproximada de menos de 35°C con en minimo uso de
agua.

Como consecuencia del lavado el pH disminuye (hasta pH 7.5 £ 0.5), se pierde materia seca,
y puede mejorarse el color del producto. En ocasiones se disminuye o elimina el lavado con el
propdsito de conservar las gomas naturales del maiz (hemicelulosa y otras fibras solubles) y
no reducir los rendimientos. Las gomas del maiz ayudan a retener el agua ¢ imparten
flexibilidad y suavidad a la masa. Por ofro lado, cuando se retiene el exceso de cal existe un

mayor riesgo de oscurecimiento del producto.

MOLIENDA

La molienda de nixtamal produce una masa de maiz compuesta por varios tipos de particulas
que incluyen fragmentos del grano, pericarpio y germen, as como almidén, proteinas y fibras
hidratadas, y grasa en mezcla con alrededor de 50-60% de humedad. La condicién del
nixtamal, el tipo de piedra, la separacion entre las piedras y el agua adicionada son factores 2
controlar durante la molienda. Con la adicion de agua durante la molienda, 1a masa resultante
puede tener hasta 60% de humedad. E} tamafio, el tipo y estado del labrado y la separacion
entre las piedras afectan el tamafio de las particulas de 1a masa (finas o gruesas), la eficiencia,
la friccion y el calentamiento desarrollados durante la molienda. Canales profundos en el
labrado producen masa mas gruesa. La adicion de agua durante la molienda disminuye la
friccion, evita el sobrecalentamiento y produce masa mas suave. El rango de temperatura de la
masa fresca comen cuando sale del molino s de 50-75°C. La separacion entre piedras debe
ser adecuada para obtener masa con la consistencia requerida. La molienda de nixfamal
sobrecocido, con alto contenido de humedad, entre piedras cerradas, sin adicién de agua

penera exceso de calory tiende a producir masa pegajosa que se seca rapidamente
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MEZCILADO ¥ FORMADO DE LA MASA
Es en esta etapa donde se reflcjan gran parte de los efectos del cocimiento y molienda
previos. Desafortunadamente, en caso de observarse efectos indeseables, en muchos casos, es

demasiado tarde para corregir las caracteristicas del nixtamal o la masa (Helbertd, Almedia &
Lloyd, 1997).

Tabla IV Valor nuiritivo del maiz blanco (Zea mays L) y de la masa de majz nixtamalizada.

MASA DE MAIZ
MA[Z BLANCO
BLANCO NIXTAMALIZADA
Porcién comestible (%) 0.92 1.0
Humedad (%) 10.6 62.2
Fibra (g) 12.20 340
Energia (Kcal) 362 154
Hidratos de carbono (g) 73.0 31.8
Proteinas totales (g) 7.9 35
Grasas Totales (g) 4.7 19
, Colesterol (mg) 0 0
_ Acidos grasos saturados totales (g) 0.60 0.20
Acidos grasos monoinsaturados (Oléico) (g) 1.30 0.50
Acidos gasos poliinsaturados (Linoléico) (g} 2.50 1.00
Calcio (mg) 159 70
Hierro (mg) 2.3 1.6
Magnesio (mg) 147 -
Sodio (mg) 1 -
Potasio (mg) 284 --
Zinc (mg) -—- -
Retino! (mcg) 1 0
Acido ascérbico (mg) 0 0
Tiamina (mg) 0.36 0.13
Riboflavina (mg) 0.06 0.04
Niacina (mg) 1.9 0.6
Piridoxina (mg) - -
Acido folico (mcg) o ---

* En 100 g de alimento crudo en peso neto

* Valores de masa promedio
FUENTE: Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran “Tablas de uso practico del

Valor Nutritivo de los alimentos de mayor consumo en México”. 2°. Edicion revisada,
noviembre (1992).

20




EL POZOL

El pozol (del ndhuatl pozolli; espumoso) es una bebida de masa de maiz nixtamalizada
y fermentada que suspendida en agua es consumida como bebida ceremonial y alimento
basico por poblaciones indigenas del sureste de México, y como bebida refrescante por

los mestizos de la misma regién del pais (Ulloa y Herrera, 1976 - 1982).

MICROBIOLOGIA DEL POZOL:
Hongos y Levaduras:

Los estudios realizados por Ulloa (1974) en muestras de pozol de Tabasco, determinaron la
presencia Geotrichum candidum, Trichosporon cutaneum 'y varias especies de Candida
(Candida guilliermondii var. guilliermondii, Candida kruses, Candida parapsilopsis, Candida
tropicalis) en pozol con pocas horas de fermentacion. A medida que la superficie va perdiendo
humedad y el pH va disminuyendo aparecen Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
herbarum, Monilia sitophila, Mucor rouxianus o Mucor racemosis.

Las levaduras aisladas fueron Hansenula fibirianti, Klyveromyces fragilis y Saccharomyces
cereviciae mientras que los mohos detectados fueron Alternaria tenuis, Aspergillus flavus,
Aureobasidium pullulans, Epicoccum sp, Penicillium claviforme, Penicillium cyclopium,
Penicillium expansum, Penicillium italicum 'y Penicillium lanosoviride, Phialophora

richardsiae. Rhizopus nigricans y Trichoderma viride .

Bacterias mesofilas no lacticas:
Salinas (1958) aislé Bacillus cereus. Wacher (1995) confirm6 la existencia del género
Bacillus en muestras de pozol de los Altos de Chiapas.

Enterobacterias:

Salinas (1958), detect6 la presencia de Paracolobactrum (Citrobacter) aerogenvide. Ulloa y
Herrera (1972) aislaron del pozol Agrobacterium azotophilum y Achromobacter {Alcaligenes)
pozolis. Fuentes Herrera y Ulloa (1971) aislaron Pseudomonas mexicana y Escherichia coli
var. neapolitana. En 1995, Wacher aislo Klebsiella pneumoniae de muestras de Tapachula,

Chiapas, y Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter aglomerans y Escherichia
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coli. En 1999, Ampe y colaboradores detectaron Ila presencia de las enterobacterias y
determinaron que su nimero se incrementaba durante la preparacion del pozol procedente de
Tabasco.

Escamilla Hurtado (1988) detectd que después de las 48 h de fermentacion, las bacterias
Gram negativas practicamentc habian desaparecido mientras que las bacterias l4cticas
(lactobacilos y estreptococos) empezaban a aumentar su nimero después de 60 h, esto
asociado a un incremento de la acidez y la concomitante disminucion del pH.

Sainz Espufies (1998) analizé muestras de pozol elaborado en pozolerias de la ciudad de
Villahermosa, Tabasco y concluyé que las enterobacterias estin presentes y las cuentas totales
iniciales son muy altas, aunque se reducen con la fermentacion, no se eliminan totalmente.
Ademas encontrd que a pesar de que hay sobrevivencia a la fermentacion tanto de cepas
patégenas como no patdgenas, la acidificacién en conjunto con el tiempo confiere seguridad

en la eliminaciéon de microorganismos como Escherichia coli.

Bacterias L4cticas:

Silva-Villarreal  (1984) aislé  Lactobacillus  brevis, 'y Lactobacillus fermentum.
Posteriormente Nuraida (1988) caracterizé bacterias de los géneros Lactobactlus spp,
Leuconostoc spp y Streptococcus spp que fueron aisladas por Owens y Wacher en 1987 de
pozoles de Chiapas. Las especies aisladas fueron Lactobacillus plantarum. Leuconostoc
mesenteroides, Streptococcus  (Lactococcus) lactis 'y  Streptococcus (Lactococcus)
raffinolactis.

En 1995, Wacher encontré bacterias lacticas homo y heterofermentativas y detectd el
predominio de las heterofermentativas. También determind que algunas de las bacterias
lacticas caracterizadas posefan actividad amilolitica y confirmé la presencia de los géneros
Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus y Pediococcus.

Ampe y colaboradores (1999} determinaron que Lactococcus y Leuconostoc son los géneros
dominantes a las 12 h de fermentacion, mientras que después de 5 dias de fermentacion la
proporcion de bacterias lacticas era aproximadamente del 93%. Indican también que los
géneros Lactococcus 'y Leuconostoc son probablemente los dominantes al inicio de la

fermentacion mientras que Lactobacillus cobra importancia al final del proceso. Esto
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concuerda con lo dicho por Wacher (1995) acerca de que la actividad de las cepas de
Leuconostoc es importante para acidificar rapidamente la masa al principio de la fermentacion
y para producir una textura esponjosa en la masa, mientras que Lactobacillus permite alcanzar
niveles altos de acidez.

Silva-Villarreal (1984) detecté el aumento de la acidez durante las primeras 48 h de
fermentacion y aislé Lactobacillus brevis y Lactobacillus fermentum en las primeras etapas de
fermentacion.

Diaz (1996) estudi6 el metabolismo de los principales carbohidratos solubles presentes en el
maiz nixtamalizado por parte de una bacteria lictica que predomina al inicio de la
fermentacion del pozol (Leuconostoc Pz 12) y sefialé la importancia de la presencia de
sacarosa en la masa de nixtamal para su acidificacion rapida por cepas de Leuconostoc y
concluyé que existe un efecto marcado de la presencia o ausencia del oxigeno sobre el
metabolismo de la sacarosa, tal como ¢l reportado anteriormente para la giucosa: en
condiciones de aerobiosis se produce mas acetato y no se afecta ta produccién de lactato.
Wacher (1995) reportd que:

“Los nimeros iniciales de bacterias lacticas en las masas son altos, al igual que los de las
enterobacterias y los de los mesofilos no lacticos (Bacillus), cuya presencia se considera
indeseable debido a la posibilidad de incluir patégenos. Ninguno de los dos grupos
microbianos desaparecen de la masa aun después de 9 dias de fermentacion.

La fuente de inoculo mas importante de todos los grupos microbianos es la moiienda, con

contribuciones menores del remojo, de la superficie sobre la que se amasa y del aire.
El desarrollo de las bacterias lacticas y de las enterobacterias fue similar en el interior y en la
superficie de la masa, donde se supone que existe mayor aireacién, pero los grupos mas
aerobios de mohos, levaduras y bacterias mesofilas aerobias crecieron mas en la superficie.
Esto sugiere que el ataque a la masa nixtamalizada es compartimentalizado y distinto entre las
zonas que lo constituyen.”

Wacher (1995) también sugirio que:

“Las bacterias lacticas no necesitan de otros microorganismos para desarrollarse -
favorablemente en la masa de mixtamal y que pueden desarrollarse aungue no cuenten con la
capacidad de hidrolizar almidén. Esta les confiere a las cepas de Leuconostoc una ventaja de

crecimiento y mayor acidificacion del sustrato sobre aquéllas sin este fenotipo.”
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Wacher (1995), sefiala que a partir del proceso de elaboracion, se dan principalmente dos
tipos de pozol en el Estado de Chiapas: el indigena y el mestizo. En ambos se detectaron
diferencias en cuanto a las condiciones higiénicas tanto de los lugares de elaboracién como de .
los productores en las distintas regiones visitadas (Altos de Chiapas, San Cristobal de las
Casas, Chiapa de Corzo, Tuxtla Gutiérrez, Palenque y Comitén).

En el estudio realizado por Sainz (1998) en la ciudad de Villahermosa, Tabasco, se indica
que el pozol se elabora y se vende en los mercados y en pozolerias ubicadas fuera de los
mismos. En dicho estudio se seleccionaron muestras de pozol que se venden en los mercados y
se detecté que las cuentas de enterobacterias iniciales y a las 48 h de fermentacién de las
masas procedentes del mercado eran diferentes entre si. Sainz (1998) también sugirié que un
mayor indice de contaminacion puede estar relacionado con las condiciones higiénicas de
elaboracion, la forma y lugar en que se expende la masa de pozol y el recorrido que realiza el
prcg;ctor desde su lugar de origen hasta el mercado.

Con base enr lo anterior se¢ realizd un estudio de campo en la ciudad de Villahermosa,
Tabasco, en el que se determiné que ¢l proceso de elaboracion de la masa de pozol en todas
las pozolerias es basicamente el mismo, sin embargo, se observo que las pozolerias del interior
de los mercados en general presentan condiciones higiénicas diferentes a las de las pozolerias
ubicadas fuera de dichos mercados. De aqui surge la hipdtesis que lleva a la realizacion del
presente estudio: “Condiciones higiénicas de elaboracion diferentes repercutiran en diferencias
en microbiota, caracteristicas fisicoquimicas y metabolitos generados durante la fermentacion
de masa de pozol”.

Debido a que la ciudad de Villahermosa, Tabasco, es una zona de consumo masivo de pozol
y que la venta del mismo generalmente se realiza en locales establecidos se pretende, a la

larga, poder incidir en recomendaciones para los productores.
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4.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el comportamiento de la poblacién microbiana durante la fermentacion de la masa de

pozol elaborada en dos condiciones higiénicas distintas.

QOBJETIVOS PARTICULARES:

1. Establecer la presencia de los siguientes grupos microbianos: bacterias lacticas,
bacterias mesodfilas totales, enterobacterias, hongos y levaduras durante 74 horas de
fermentacion de la masa de pozol.

2. Determinar si las diferencias en la higiene del proceso de elaboracién de la masa de
pozol repercuten en diferencias entre microbiota.

3. Evaluar las diferencias en nimero y tipo de microorganismos de acuerdo al grado de
aireacion de la masa (zonas aerobia y microaerobia de la masa).

4. Relacionar éstas diferencias con los siguientes pardmetros fisicoquimicos: acidez
titulable, pH y humedad.

5. Evaluar las diferencias en el metabolismo de la microbiota presente mediantc la
cuantificacion de! almidén soluble y de los siguientes productos metabdlicos: glucosa,
sacarosa, fructosa, 4cido lactico, cido formico y acido acético.

6. Determinar la existencia de actividad amilolitica extracelular y asociada a la célula

durante la fermentacion.
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5.- MATERIALES Y METODOS GENERALES

Seleccion de lugares de muestreo

En el estudio de campo realizado, se realizé una inspeccion visual de diversas pozolerias de
entre las cuales se eligieron las siguientes de acuerdo a las condiciones higiénicas que

presentaban:

¢ Local 801 del mercado José Marfa Pino Suarez

Ubicada dentro del mercado en un pasillo muy transitado, con poca ventilacién, cercano al
area de venta de animales. Las superficies, paredes y aparatos se encontraban sucios. Limpieza
ocasional de los utensilios con agua. Personal sin guantes ni redes o gorras para sujetar et

cabello.
¢ Pozoleria “Tabasco” ubicada en Via Méndez # 118

Lugar poco transitado. Superficies, paredes y aparatos aparentemente limpios. Limpieza

constante con desinfectante. Personal con delantales, guantes y redes para sujetar el cabelio.

Descripcion de 1as muestras

Se recolectaron 18 bolas de masa de cada pozoleria inmediatamente después de terminada la
molienda y formada la bola. Las muestras, que se encontraban envueltas en bolsas de plastico
abiertas, se depositaron en hieleras térmicas y fueron llevadas al laboratorio donde se
practicaron los andlisis microbioldgicos y fisicoquimicos.

Las bolas de masa pesaban aproximadamente 500 g en promedio y tenian las siguientes

dimensiones:

15cm
zona aerobia | l
\

zona microaerebia 8 cm
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Los muestreos se realizaron a las 2, 8, 11, 26, 50 y 74 h de fermentacion de la masa y se
sacrificé una bola de masa por cada muestreo. En cada hora de muestreo se congelaron 2 bolas
de masa destinadas para las determinaciones de almidon soluble, actividad amilolitica y
metabolitos generados de los procesos fermentativos, las cuales se realizaron en Ia ciudad de
Meéxico.

La fermentacion se llevd a cabo a temperatura ambiente (35°C) en las bolsas plasticas |

abiertas en las que fueron adquiridas las muestras.

Para la obtencion de las muestras de las zonas aerobia y microaerobia de la masa, se realizo el
siguiente procedimiento:

Para obtener las muestras de la zona acrobia, se separé la masa de la superficie (0.5 cm de
profundidad como maximo) de la bola con guantes y espitula estériles y se homogenizé
mezclando manualmente. Se tomaron muestras para los andlisis microbiologicos y
fisicoquimicos y se¢ procedid a realizarlos.

Posteriormente, para obtener las muestras de la zona microaerobia, la misma bola de masa se
abrié por la mitad separando con ambas manos, con guantes estériles se tomé la porcién
central de la bola y se homogenizé manualmente. Se realizaron los andlisis microbiologicos y

fisicoquimicos tomando muestras de esta masa homogénea.

ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Preparacion de la muestra:

Se tomaron muestras homogéneas de las zonas aerobia y microaerobia de cada bola de masa
y se procedié de la siguiente manera con cada una;

Se pesé sobre papel aluminio estéril 1g de muestra en balanza analitica (OHAUS Analytical
Plus) y se disolvid en 9 ml de peptona estéril (DIFCO 0118-01-8) al 1% contenidos en un
tubo de ensaye con tapa-rosca con capacidad para 20 ml; se homogenizd en voértex durante 5

minutos. Se realizaron diluciones decimales en el mismo diluyente estéril.

27



Cuenta viable de bacterias lacticas.

Se depositaron por duplicado 0.1 ml de las diluciones apropiadas de las muestras en cajas
Petri con Agar MRS (¥) y se cubrieron con una capa del mismo medio estéril. Se incubaron
aerobicamente a 35°C durante 12 h y al término de éste periode s¢ contaron directamente las
colonias pequefias blancas redondas y ovaladas. Se consideré un rango de 30-300 colonias

por caja para el conteo.

Cuenta viable de bacterias meséfilas.

Se sembraron por duplicado 0.1 ml de las diluciones apropiadas sobre placas preparadas con
Agar para Cuenta en Placa (ACP, ¥). Se incubaron a 35°C durante 12 h. Se realizaron cuentas
de las colonias mayores de 1 mm de diametro. Se consider6 un rango de 30-300 colonias por

caja petri.

Cuenta viable de enterobacterias.

Se inocularon por duplicado 0.1 ml de las diluciones correspondientes en cajas Petri con
medio Agar Bilis Rojo Violeta con Glucosa (ABRVG, Merck 10275). Una vez solidificado el
medio se cubrié con medio estéril y se incubaron a 35°C durante 12 h. Se contaron las
colonias rojas rodeadas de un precipitado rojo. Se consider6 un rango de 30-300 colonias por

caja petri.

Cuenta viable de hongos y levaduras.

Se inocularon 0.1 m! de las diluciones correspondientes por duplicado sobre la superficie de
cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (APD, BIOXON 119) acidificado con 4cido tartarico ( 1.4
m! de una solucién estéril de dcido tartarico al 10% (p/v) en 100 ml de medio esterilizado y
enfriado a 50°C) y pH=3.5. Se incubaron a 35°C durante 3 dias. Se consideraron las colonias

mucosas, filamentosas y opacas. Se considerd un fango de 30-300 colonias por caja petri).

*Formulado seglin se muestra en el apéndice 1.
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ANALISIS FISICOQUIMICOS

Para todos los anilisis se tomaron muestras de las masas homogéneas de las zonas aerobia y

microaerobia de la masa como se indica al inicio de éste capitulo.

Determinacién de humedad.

Se determiné el contenido de humedad por duplicado. Se pesaron 5 g de masa en balanza
analitica (OHAUS Analytical Plus) sobre papel aluminio previamente pesado. La muestra se
secd en estufa a 100°C hasta peso constante. Se determiné el porcentaje de humedad por

diferencia de peso de la siguiente forma:

9% Humedad= (Peso muestra hiimeda-Peso muestra seca) x 100
Peso muestra himeda

Determinacion de pH.

Se homogenizaron 10 g de muestra pesados en balanza analitica (OHAUS Analytical Plus)
con 20 ml de agua destilada durante 1 minuto, con agitador de vidrio en un vaso de
precipitado de 100 ml.. Se dejé sedimentar la muestra durante 15 segundos y se determiné el
pH en la fase acuosa con un pHmetro (HANNA Instruments, woonsocket, R102895, con
electrodo de vidrio)

Determinacién de la acidez titulable

Se adicionaron 30 ml de agua destilada a la suspension a la cual se le determiné el pH y se
homogenizé con agitador de vidrio. Se tomaron 10 ml de la suspensién con pipeta volumétrica

y se le afiadieron 3 gotas de indicador de fenolftaleina, se titularon con NaOH 0.1 N hasta un
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vire de color a rosa palido. Se calculo la acidez titulable como el porcentaje de 4cido lactico en

la muestra himeda de acuerdo a la siguiente formula;

%Acido Lactico= (ml NaOH gastados)(0.1 meq/ml)(0.9008 meq)(50 ml) x 100 g
(10 ml) (peso de la muestra seca en g)

CUANTIFICACION DEL ALMIDON SOLUBLE (OTENG-GYANGK 1981)

Elaboracién de la curva estdndar

e Solucién de almidén soluble: Se pesaron 0.2533g de almidéon soluble de papa
(BAKER 4006-01) y se disolvieron y aforaron a 25 ml con agua destilada. De aqui se
tomé una alicuota de 1ml y se aford a 25 mi con agua destilada. La concentracion final
de la solucion fue de 0.40528 mg/ml.

¢ Solucion stock de lugol: Se pesaron 3 g de KIy 0.3 g de I, y se disolvieron en 100 ml
de agua destilada. Cada vez que se hacia una determinacién, se preparaba una solucién
fresca al 4% a partir de Ia solucidén stock diluyendo con agua destilada. -

Se realizaron las diluciones correspondientes y se leyé la absorbancia a 620 nm
(Espectrofotémetro Marca Baush & Lomb spectronic 21). La curva estandar y la ecuacion de

la recta correspondiente se encuentran en el apéndice 2.

Tratamiento de la muestra

Se tomaron muestras del centro (abriendo la masa por la mitad) y superficie (0.5 cm de
profundidad como maximo mediante un raspado) de la masa.
Se pesaron 11.25 g de muestra y se disolvieron y aforaron a 100 m! con agua destilada; se

calentd la disolucién a 60°C y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se tomo una alicuota

30



de 5 mi y se aforé a 100 mil con agua destilada. Se tom6 una alicuota de 0.1 ml y se le
adicionaron 2.4 ml de la solucion de lugol al 4%; se agitd en vortex por 30 segundos.

Se leyd la absorbancia a 620 nm (Espectrofotometro Marca Baush & Lomb spectronic 21) y
se interpolé de la curva estindar la concentracion de almidén soluble. Se calculd la

concentracidén de almidén soluble en base seca mediante la siguiente formula:

% Almiddn soluble base seca = (yalor interpolado mg/ml)(2.5 mi)(100 mi)(100 ml) (1g) x 100
(0.1ml)(5ml)(peso de muestra seca)(1000 mg)

CUANTIFICACION DE _DISACARIDOS, GLUCOSA, FRUCTOSA, ACIDO

r

LACTICO, ACIDO FORMICO ¥ ACIDO ACETICO POR HPLC

Elaboraci6n de las curvas patrén

* Solucién stock de sacarosa (Sigma), glucosa (Sigma), lactato de litio(Sigma), formiato
de sodio (Sigma) y acetato de sodio (Sigma)(SGLFA) al 1%: Se pesaron 1 g de cada
uno de los reactivos en balanza analitica (Sartorius L-2200 P) y juntos se disolvieron y
aforaron a 100 ml con agua desionizada. Las concentraciones finales de los analitos
fueron: sacarosa 0.01g/mi, glucosa 0.01 g/ml, 4cido acético 0.007317 g/mi, &cido
lactico 0.00938 g/ml y acido formico 0.006764 g/ml.

e Solucién stock de fructosa (Sigma): Se pesaron 0.5333 g de fructosa en balanza
analitica (Sartorius L-2200 P) y se disolvieron y aforaron a 50 ml con agua

desionizada. La solucién final tuvo una concentracion de 0.0106 g/ml.

Se realizaron las diluciones correspondientes y cada una se inyecté en un cromatégrafo de

liquidos programable marca Thermoseparation Products, modelo Constrametric 3200, con
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inyector automatico marca ESA modelo 545 con loop de 50 pL, utilizando una columna
Aminex Ion Exclusién HPX-87H (Biorad Labs.) de 30 cm.

Se usé un detector de indice de refraccion marca Refractomonitor Mod. IV, con un
integrador marca LDC Analytical. Se utilizo un desgasificador de membrana marca Sp
Thermoseparation products.

La fase mévil utilizada fue acido sulfirico 0.1 N filtrado con prefiltro de vidrio Millipore y |
papel Whatman No. 4, y se us6 con un flujo de 0.6 ml/min.

Las areas obtenidas se graficaron en el eje de las ordenadas y las concentraciones en el eje de
las abcisas. Las ecuaciones de la recta obtenidas se encuentran en el apéndice 3. Los

cromatogramas correspondientes a las curvas estandar se localizan en el apéndice 4.

Debido a que la columna Aminex lon Exclusion HPX-87H (Biorad Labs.) no separa la
maltosa de la sacarosa, no pudieron diferenciarse estos disacéridos, por lo que se cuantifico la

mezcla de ambos.

Procedimiento de extraccion y clarificacion de las muestras

El proceso de extraccion y clarificacion de las muestras se realizd con base al método
desarrollado por Santillana (1995). Las muesiras procesadas fueron tomadas del centro
(abriendo la masa por la mitad) y de la superficie (0.5 cm de profundidad como méximo
mediante un raspado) de la masa. El procedimiento realizado fue el siguiente:

Se pesaron 5 g de masa en balanza analitica (Sartorius 1.-200 P) y se disolvieron en 20 ml de
agua desionizada a 65°C. Se mezclé a velocidad media en ultraturrax por 5 min y se
centrifugd (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) a 15000 rpm durante 15 min
a 4°C (tubos Beckman JA-17) . Se separ6 el sobrenadante y se aforé a 25 ml en matraz
volumétrico. Esta disolucién se congeld durante 4 dias a —20°C; transcurrido este tiempo se
tomd una alicuota y se centrifugd a 15000 rpm durante 30 min a temperatura ambiente en
microcentrifuga (Du Pont Lstrgent G5). Se filtr¢ el sobrenadante con prefiltro (Millipore
AP2501000) y membrana de 0.45 um (Millipore HVLP01300). Nuevamente se congelo la

muestra durante 4 dias a —20°C. Después de este periodo se centrifugé a 15000 rpm durante
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30 minutos a temperatura ambiente en microcentrifuga. Se tomd el sobrenadante y se filtro
con prefiltro y membrana de 0.45 pm obteniéndose una muestra clara lista para ser inyectada

en el HPLC.

Se calculd el porcentaje de los metabolitos en la muestra seca de acuerdo a la siguiente

formula:

%metabolito=(valor interpolado de la curva g/L) (1L/1000 ml)(25 ml/ g de muestra seca)x100
g de masa seca

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA EXTRACELULAR
Y ASOCIADA A LA CELULA

Obtencion de la muestra liofilizada:

Se disolvieron 150g de masa en 250 ml de buffer de fosfatos 0.1 M pH=7 mediante agitacién
constante con magneto durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugo (Sorvall
RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) a 15,000 rpm durante 5 minutos a 0°C y se
separd el sobrenadante el cual se congelé inmediatamente con una mezcla de hielo seco-
acetona y se procedi6 a liofilizarlo (Liofilizadora marca Labconco Mod. Freezer Dry System).
Las muestras liofilizadas se mantuvieron en congelacion a -4°C en bolsas plasticas con cierre

hermétco.
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Cuantificacién de la proteina total por el método de Lowry modificado

(Peterson G. L. 1977)

Elaboracién de la curva patrén:

e Solucién stock de albiimina (Albéimina bovina con 98-99% de albimina, 15.8% -
Nitrégeno, marca SIGMA): se pesaron 0.0258g de albumina y se llevaron a 25 ml en
matraz aforado con agua destilada. De aqui se tomaron 2.5 ml y se aforaron a 25 mi
con agua destilada. La concenfracién final de la solucion stock de albimma fue de
0.1032 mg/ml.

¢ Solucion A: Mezcla de volimenes iguales de solucion de CTC (Carbonato de sodio
(MERCK) al 10%, tartrato de potasio(BAKER) al 0.2% y sulfato de cobre.5 H;0
(BAKER) al 0.1%), NaOH (BAKER) 0.8N y SDS (SIGMA) al 10%. Esta solucion se
preparaba antes de iniciar la técnica.

e Solucién B: Dilucién 1:6 del Reactivo Folin-Ciocalteu-Fenol (SIGMA) con agua

destilada preparada momentos antes de desarrollar la determinacién.

Se realizaron las diluciones correspondientes en el intervalo de 0 — 37.152 pug proteina / ml y
se llevo a cabo la reaccion como se describe posteriormente. Se leyo la absorbancia a 750 nm
en espectrofotémetro (Perkin Elmer Modelo Lambda Bio 4335).

La curva patrén correspondiente asi como la ecuacion de la recta se muestran en el apéndice 5.

Cuantificacion de la proteina total en las muestras:

Se pes6 1 g de muestra y se disolvid y aforé con agua destilada a 10 ml. Se mezclé con 10 ml
de TCA (BAKER) al 10% y se homogeniz6 en vortex durante 15 minutos en un fubo plastico
para centrifuga (JA 20.1). Se congelé por 12 h para lograr una mejor precipitacién de las
proteinas. Se dejo descongelar a temperatura ambiente y se separd la pastilla por
centrifugacion (Beckmann Modelo J2-MC) a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se

resuspendié en 10 mi de NAOH 0.1N homogenizando en vortex durante 15 min. De aqui se
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tom¢é una alicuota de 0.1 ml y se Hevo a 10 ml con agua destilada en matraz aforado. A ésta
solucion problema final se aplico la siguiente técnica por triplicado: Se tomé 1 ml de dicha
solucién y con agitacion continua (Vortex) se le agregd 1 ml de la solucién A. Se dejé reposar
por 10 minutos a temperatura ambiente y al cabo de este fiempo se agregaron 0.5 ml de la
solucion B con agitacion continua. Se dejo desarrollar la reaccion durante 30 minutos y se leyd

la absorbancia a 750 nm.
Se calculé el contenido de proteina total en las muestras de la siguiente forma:

g proteina total = (valor interpolado pg)(2.5 m)(10 mi)( 10 mi W 1g )
g muestra liofilizada ml ( 1 mi)(0.1 mI)(g muestra liofilizada)(1x10%ug)

Determinacién de la actividad amilolitica

Elaboracion de la curva patrén de azicares reductores:
¢ Solucién stock de glucosa (Baker 1916-01): Se pesaron 0.0500 g de glucosa y se
aforaron con agua destilada en matraz aforado a 50 ml. La concentracién final de ésta
solucion fue de | mg/mi.
¢ Soucion de DNS: NaOH (BAKER) al 1.4%, DNS (SIGMA) al 0.75%, tartrato doble de
sodio y potasio (BAKER) al 21.6%, fenol (BAKER) al 0.56% y metabisulfito de sodio
(BAKER) al 0.59%. Todos los reactivos se disolvieron en agua destilada.

Se realizaron las diluciones correspondientes en el intervalo de 0 — 0.175 mg glucosa/ml, se
realizo la reacciéon como se explica posteriormente y se leyd la absorbancia a 540 nm en
espectrofotometro (Perkin Elmer Modelo L.ambda Bio 4335).

La curva patron y ecuacion de la recta se muestran en el apéndice 5.
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Determinacion de la actividad amilolitica en las muestras:

Se pesaron y aforaron 0.25 g de muestra a 2.5 ml con solucion inhibidora de proteasas

(Complete # 1697498, marca Boehringer Mannheim). Se homogenizé en vortex durante 15

minutos y posteriormente se centrifugé (Beckmann Modelo J2-MC) a 10,000 rpm durante 15

minutos a 4°C. Se separaron el sobrenadante y el precipitado y se realizaron los siguientes

procedimientos:

Determinacion de la actividad amilolitica extracetular: Se tomaron 0.5 ml de
sobrenadante (por cuadruplicado) y tres de ellas se colocaron en tubos con 0.5 ml de
buffer de citratos 0.15 M pH=5 y 0.5 ml de solucién de almidon (BAKER 4006-01) al
1%, la cuarta alicuota se adicioné a un tubo que ademds de las soluciones antes
mencionadas contenia 2 ml de solucién de DNS (Blanco). Se procedi6 a la incubacion

y reaccién como se indica mas adelante.

Determinacion de la actividad amilolitica asociada a la célula: Se resuspendid el
precipitado en 2 ml de solucion inhibidora de proteasas y se tomaron 0.5 ml (por
cuadruplicado) de ésta suspension. Tres de ellas se colocaron en tubos con 0.5 ml de
buffer de citratos 0.15 M pH=5 y 0.5 ml de solucién de almidéon (BAKER 4006-01) al
1%, la cuarta alicuota se adicioné a un tubo que ademas de las soluciones antes

mencionadas contenia 2 ml de solucion de DNS (Blanco).

Incubacion y reaccion:

Los tubos se incubaron en bafio de agua a 35°C durante 4 horas. Inmediatamente después

se adicionaron 2 ml de solucién de DNS a todos los tubos excepto al blanco y se

sometieron a bafio de agua en ebullicion durante 5 minutos. Se dejaron enfriar a

temperatura ambiente y se leyo la absorbancia en espectrofotometro (Perkin Elmer Modelo
Lambda Bio 4335) a 540 nm.

- Se calculd la actividad amilolitica extracelular como la cantidad de azicares

reductores producidos por gramo de proteina total de la siguiente forma:
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mg aziicares reductores = (valor interpolado mg)(2.5 ml)( 2.5ml )
g muestra liofilizada mi (0.5 ml )(g muestra liofilizada)

mg azicares reductores = (mg azicares reductores / g muestra liofilizada)

g proteina total (g proteina total / g muestra liofilizada)

- Se calculd la actividad amilolitica asociada a la célula como la cantidad de azicares

reductores preducidos por gramo de proteina total de la siguiente forma:

mg azticares reductores = (valor interpolado mg)(2.5 mi)( 2 ml )
g muestra liofilizada ml (0.5 mi Xg muestra liofilizada)

mg aziicares reductores = (mg azicares reductores / g muestra liofilizada)

g proteina total (g proteina total / g muestra liofilizada)
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de Campo

Se realizé un estudio de campo en la ciudad de Villahermosa, Tabasco con la finalidad de .
conocer el proceso local de elaboracion del pozol, asi como también los diferentes tipos de
pozolerias que existen en dicho lugar con el fin de seleccionar las mas adecuadas para obtener
de ellas las muestras para el presente estudio. En el caso particular del estado de Tabasco, et
pozol goza de gran popularidad entre sus habitantes y su consumo es un habito muy arraigado
entre la poblacion. Se acuerdo a la informacién proporcionada por productores de masa de

pozol, un adulto consume en promedio entre medio y un litro de la bebida diariamente.

Existen 2 tipos de pozol: el pozol blanco y el de cacao o “chorote”, para el cual el cacao se
tuesta y muele hasta que suelte la grasa para después ser incorporado a la masa de maiz. En
algunas regiones se prepara pozol con pixte, que es la semilla del zapote colorado previamente
secada, tostada y molida o con pataste que es una variedad del cacao. La masa se bate con
agua y azucar al gusto para servirse. El proceso general de elaboracion de la masa de pozol se

muestra en la figura 2.

El pozol se consume en diferentes estados de fermentacion. Estos pueden ir desde el inicio de
la misma hasta periodos de 3 dias e incluso hasta de 15 dias o més, dependiendo del gusto del
consumidor.  El responsable del grado de fermentacién en el que se encuentre el pozol al
momento de ser ingerido es, en la mayoria de los casos, el mismo consumidor, ya que tras
adquirirlo 1o envuelve en hojas de platano o en bolsas de plastico y lo deja fermentando a
temperatura ambiente (la cual varia de los 30 a los 40°C dependiendo de la época) el tiempo
que desee. El pozol también se consume licuado con diversos ingredientes como lo son la

leche, la horchata, el azlicar y el rompope.
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(Pozol Agrio) (Pozol Agrio)

* Para la elaboracién de pozol de cacao o “chorote”

Figura 2. Diagrama de elaboracién de masa de pozol

En Villahermosa se pueden encontrar 2 tipos de pozolerias: las que se¢ encuentran en los
mercados y las que se encuentran en locales establecidos en diversas zonas de la ciudad. El
proceso de elaboracién del pozol en todas éstas pozolerias es basicamente el mismo. Sin
embargo, existen algunos aspectos del mismo en los que se encuentran pequefias variantes.

Existe ademas las pozolerias rurales que se localizan en las afueras de las ciudades.

Algunas de las diferencias que se pueden apreciar en los procesos empleados en las diferentes

pozolerias son:
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e Coccién del maiz: En las pozolerias ubicadas fuera del mercado la coccién se lleva a cabo
en grandes ollas de cobre con lefia de un arbol llamado “tinto” (la cual, segin el productor,
tiene la caracteristica de que al quemarse casi no produce humo y confiere un sabor muy
agradable al producto) mientras que en las pozolerias de los mercados se cuecen en botes o
recipientes de aluminio en cantidades menores. En el caso de las pozolerias de zonas
rurales, las ollas son de barro y las cantidades de maiz son mucho menores.

¢ Molienda: Esta se realiza en molinos manuales y con motor siendo los primeros los mas
utilizados, sin embargo, e uso del metate sigue siendo muy comun en las zonas rurales.

e Fermentacion: Esta etapa, como se dijo anteriormente depende en la mayoria de los casos
del consumidor. Sin embargo, la masa que es fermentada por los productores del mercado
se deja al aire libre o envuelta en plastico y a temperatura ambiente. En el caso de algunas
pozolerfas de la ciudad la masa es depositada en recipientes de pldstico cerrados, mientras

que la elaborada en las zonas rurales es fermentada envuelta en tela o en hojas de platano,

En lo referente a las condiciones higiénicas existen diferencias basicamente en los siguientes
aspectos:

e Limpieza del lugar de elaboracion: Las pozolerias que se localizan dentro de un mercado
presentan paredes, pisos y utensilios de trabajo sucios, mientras que las localizadas en el
exterior del mercado dan un aspecto de mayor limpieza.

e Agua utilizada en el lavado de los granos y en la formacion de la bola de masa: mientras
que en las pozolerias del mercado se utiliza el agua corriente que sale de la liave, en las de
fuera del mercado utilizan agua filtrada o de garrafén , principalmente en el ltimo lavado y
en el amasado.

e Exposicion a corrientes de aire: Las pozolerias de dentro del mercado se encuentran
expuestas a muchas corrientes de aire las cuales podrian ser fuente de contaminacion e
incluso muchas de eflas estin cercanas a zonas donde se expenden animales. A diferencia
de éstas, las ubicadas fuera del mercado son generalmente locales cerrados, menos
expuestos a corrientes de aire. '

» Utilizacion de redes para el cabello y guantes: estas medidas se llevan a cabo en algunas

pozolerias de fuera del mercado y en ninguna de las ubicadas dentro del mismo.
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Las pozolerias de zonas rurales en general son las cocinas mismas de los productores, las

cuales en la mayoria de los casos estan expuestas a varias fuentes de contaminacién, las

corrientes de atre las mas mmportantes. En la mayoria de los casos utilizan agna de pozo.

Tabla V. Cuadro comparative de las condiciones higiénicas de las pozolerias ubicadas en
la ciudad de Villahermosa, Tabasco de las coales se obtuvieron las muestras analizadas

en el presente estudio.

Pozoleria del Interior del
Mercado

Pozoleria del Exterior del
Mercado

Limpieza del lugar

Pisos, paredes, techos y
superficies sucios, molino y

Pisos, paredes y techos
limpios, superficies de

bascula con restos de masa trabajo que se limpiaban
seca. constantemente, molino y
bascula limpios.
Agua utilizada en el lavado
de los granos y en la Procedente de la llave Garrafén plastico

formacién de la bola de masa

Exposicién a corrientes de

Local ubicado a aprox. 10 m

Local semicerrado ubicado

aire de la zona de venta de en una avenida con poco
animales, con muchas trafico vehicular
entradas de aire al rededor
Utilizacion de redes para el
cabello y guantes por parte No Si

del personal
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Anglisis microbiologico:

Comportamiento de las bacterias lacticas durante Ia fermentacién de la masa de pozol.

En la figura 5 se observa el comportamiento de la flora lactica. La cuenta inicial de la misma
fue ligeramente mayor que las de bacterias mesofilas y de enterobacterias. La mayor
velocidad* de crecimiento se registré durante las primeras 26 horas (m= (.44 log UFC/hora,
r=0.98), tras lo cual la velocidad disminuy6 (m=0.0153, =0.99). En el caso de la masa de la
pozoleria ubicada dentro del mercado (MKD) no se observaron diferencias en el crecimiento
de las bactenas lacticas entre las zonas aerobia y microaerobia de las masa. En contraste, en
la masa elaborada fuera del mercado(FMKD), al final de la fermentaciéon las de la zona
microaerobia siguieron creciendo hasta alcanzar a las 74 h un nimero significativamente
mayor que las que se encontraban en el interior de la masa, cuyo crecimiento se detuvo varias

horas antes.

Comportamiento de las bacterias meséfilas durante la fermentacion de la masa de pozol.

Las bacterias mesdfilas presentaron un comportamiento similar al de las lacticas. A partir de
las 11 horas no se observd diferencia entre las cuentas de estos dos grupos debido a que existe
la posibilidad de que un porcentaje de bacterias cuantificadas como mesoéfilas corresponda a
lacticas. Aunado a esto, se sabe que muchas bacterias lacticas son mesdfilas y aerotolerantes.
La composicion de los medios de cultivo utfilizados también es similar, ya que todos los
componentes del medio ACP se encuentran en el medio MRS (el casitone, al ser caseina
digerida por pancreatina, sustituirfa a la peptona y al polvo Lab-Lemco como fuente de
nitrégeno). La principal diferencia radica en la concentracion de glucosa, en la presencia de las
sales en el medio MRS y en el valor mas bajo de pH, por lo que éstas serfan las posibles

limitantes del crecimiento de las lacticas en ACP.

En las primeras 26 horas se presenté la mayor velocidad de crecimiento para el grupo de
mesofilas (m=0.75 log UFCrhora, 1=0.96), que ademas fue mayor a la velocidad que

presentaron las bacterias lacticas en este periodo de la fermentacion. De las 50 horas en
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adelante disminuyeron su velocidad* de crecimiento (m=0.0149, r=0.99) y fue practicamente
la misma que presentaron las lacticas hasta el final de la fermentacién (Figura 6). No se
observé diferencia en el comportamiento de las bacterias mesdfilas de ambas muestras (MKD
y FMKD), excepto a las 74 h, cuando se observd un mayor crecimiento en la zona microerobia

de la masa de FMKD, al igual que ocurri6 con las bacterias lcticas.

* Velocidad promedio = (cuenta MKD/micro + cuenta MKD/aero + cuenta FMKD/micro +
cuenta FMKD/aero) / 4
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Figura 5 Crecimiento de bacterias |acticas avaluado en Agar MRS.
Los valores graficados son el promedio del duplicado del analisis de las muestras.
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Figura 6. Crecimiento de bacterias mesdfilas evaluado en Agar para Cuenta en Placa (ACP).
l.os valores graficados son el promedio dsl duplicade del andlisis de las muestras

Comportamiento de las enterobacterias durante la fermentacién de Ia masa de pozol.

La poblacion de enterobacterias disminuyé durante las primeras 26 h de fermentacion y a
partir de este momento las cuentas se mantuvieron constantes hasta las 74 horas (Figura 7),
excepto en la zona aerobia de la masa MKD donde se observé una disminuciéon de la
poblacion entre las 50 y 74 h de fermentacion. Todas las cuentas llegaron a valores semejantes
al final de la fermentacién. Esta disminucién concuerda con lo encontrado por Mensah y col.
(1990), quicnes sefialan una reduccion de la poblacién de bacterias G- en muestras de maiz
fermentadas. Wacher (1995) observo una disminucion de la poblacién de enterobacterias en
muestras de masa de pozol fermentada proveniente de Chiapas durante las primeras 72 h de
muestreo. El descenso de la poblacién de enterobacterias pudo ser debido a la disminucion del
pH y al aumento de la acidez de la masa, producidos por Ia actividad metabélica de bacterias
lacticas, asi como a la produccién de sustancias inhibidoras como 4acidos organicos, peroxido
de hidrogeno, bacteriocinas y antibidticos (Law y Kalstad, 1983) por parte de la flora lactica.

La no desaparicion de las enterobacterias pudo deberse a la presencia de cepas
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acidorresistentes como las reportadas por Sainz (1998), quien detectd sobrevivencia de
enterobacterias a valores de pH por debajo de 4 después de 48 h de fermentacién en muestras
de masa de pozol procedentes de Villahermosa, Tabasco. También en muestras de masa de
pozol de Villahermosa, Tabasco, Ampe (1999) registré la presencia de enterobacterias en
masas con 5 dias de fermentacion.

No se detectaron diferencias en comportamiento y niveles de Ia poblacién microbiana entre
las zonas aerobia y microerobia de la masa FMKD. En el caso de la masa MKD, las
poblaciones de ambas zonas se comportaron de la misma manera durante las primeras 8 h de
fermentacion. A partir de este momento, el crecimiento en la zona aerobia fue mayor, lo que
sugiere la presencia de un porcentaje mayor de cepas acidorresistentes en esta zona hasta las
50 h. El hecho de que no haya habido diferencia en las cuentas iniciales de las masas MKD y
FMKD sugiere que la diferencia no radica en el niimero, sino en las caracteristicas particulares

del grupo de enterobacterias en cada masa.

CINETICA DE CRECIMIENTO DE ENTEROBACTERIAS

—HM— FMKD, Microaercbia
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Figura 7 Crecimiento de entercbactarias evaluado en Agar Bilis Rop Vieleta con Gilucosa.
Los valores graficados son €l promaedio dal duplicado det analisis de las muestras,
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Los hongos y levaduras (Tabla VI) incrementaron en nimero al cabo de las 72 h de
fermentacién. No se observaron diferencias entre las dos muestras ni entre las zonas aerobia y
microaerobia de la masa. Tampoco se encontraron diferencias entre las cuentas de las
muestras MKD y FMKD, lo que plantea la posibilidad de que las diferencias radiquen en las

caracteristicas de los integrantes del grupo en cada muestra.

Contra lo que se esperaba, no se detecté predominio de levaduras y hongos en alguna de las
zonas de las masas, lo que se debi6 probablemente a que la heterogeneidad de las mismas
permitié la existencia de canales y zonas con alto grado de aireacion, incluso en la parie

interna de las masas, por lo que ningin grupo logra predominar.

Tabla VI Crecimiento de hongos y levaduras en Agar APD.

Los valores presentados son el promedio del duplicado del andlisis de las muestras.

Tiempo Log UFC/g de muestra seca
(h) MKD/micro MKD/aero FMKD/micro | FMKD/aero
2 2.9 2.9 3 3
74 6.7 6.9 6.6 7

El comportamiento general de la microbiota de estas muestras de Tabasco coincide con el
reportado por la Dra. Wacher para muestras de masa de pozol procedentes de Chiapas, lo que
indica que no hay una variacién considerable en los grupos microbianos participantes en la

fermentacion con respecto a la zona geografica de elaboracion.
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Andlisis fisicoquimicos:

a) Humedad

La humedad que se encontré en la masa FMKD fue mayor que en la muestra MKD y se -
mantuvo asi durante todo el tiempo de muestreo de la fermentacion. En esta muestra la
humedad se mantuvo constante a partir de las 11 h (Figura 8), mientras que en la propveniente
de la masa MKD se presentd una disminucién a partir del mismo momento. Esta diferencia
en el comportamiento de la humedad de las dos muestras pudo deberse a la influencia del
tamafio del grano en la pérdida de agua. La masa elaborada dentro del mercado (MKD)
presentd una apariencia mas homogénea, con pequefios fragmentos de maiz que se integraban
a la masa. La elaborada fuera del mercado (FMKD) contaba con fragmentos de grano mas

grandes y con mayor dureza.

Cuando se compara ¢l comportamiento de este parametro en las zonas aerobia y anaerobia se
encuentra que en la masa MKD inicialmente Ia humedad fue mayor en la zona aerobia de la
masa, pero a partir de las 26 h esta zona de la masa fue la que presenté menor porcentaje de
humedad debido al efecto de la desecacion causada por el aire. En la masa FMKD los valores
fueron menores en la zona aerobia durante las primeras 24 h pero al final no se observéd

diferencia entre ambas zonas de la masa.

El incremento en humedad registrado en las primeras horas de fermentacion en los dos tipos
de muestra puede tener varias causas. Entre ellas, la presencia de una mayor cantidad de
compuestos volatiles (dcido acético, formico, etc.) durante las primeras horas, por lo que al
secar las muestras se evaporaron junto con el agua. Otra posibilidad serian los cambios en Ia

humedad ambiental, la cual era muy alta y variable en la zona de incubacion de las muestras.

b) pH

El pH inicial promedio de la masa MKD (7.72) fue mayor que el de la masa FMKD (7.30), lo

que pudo deberse a un lavado menos eficiente del nixtamal para remover el hidréxido de
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calcio remanente. Los valores de pH de 1a masa MKD disminuyeron mas rapidamente que los
de la masa FMKD a pesar de que la concentracién inicial de sustratos fermentables, como
disacaridos, glucosa y fructosa, fue menor en esta masa que en la FMKD (Figura 9). Sin
embargo, como se dijo anteriormente, ¢l aspecto de la masa MKD indica que sufrié una
molienda mas severa, ya que los granos de mafz estaban mas fragmentados, por lo que el
almidon posiblemente estaba mas accesible para los microorganismos, los que crecerian a
expensas de esta fuente de carbono y explicaria los resultados mostrados en la grafica de
consumo de almidon soluble (Figura 19), en la que se aprecian diferencias claras en consumo

del polimero entre los dos tipos de masa, independientemente de las condiciones de aerobiosis.

La disminucion del pH fue gradual en el caso de la masa FMKD aunque a partir de las 50 h se
observo un ligero incremento. El pH promedio final de ambas masas es pricticamente el
mismo (MKD=4.15, FMKD=4.13). Los valores de pH tanto iniciales como finales son muy
stmilares a los reportados por Sainz (1998) para muestras de masa de pozolerias ubicadas en la
ciudad de Villahermosa y en la ciudad de Nacajuca, ambas en el Estado de Tabasco, quien
reportd 7.15 como pH inicial y 4.1 alas 48 h.

En la masa elaborada dentro del mercado no se observé diferencia entre los valores de pH de
las zonas aerobia y microaerobia. En la masa FMKD, la zona aerobia presenté durante todo el
tiempo de muestreo de la fermentacion un pH ligeramente mayor que el de la zona

microaerobia.

¢) Acidez titulable

El comportamiento de la acidez titulable es el mismo en todas las muesiras durante 50 h de
fermentaciéon. La mayor velocidad de acidificacién se presenté durante las primeras 11 h de
fermentacién (Figura 10). En la masa MKD se observo una mayor acidez titulable en la zona
microaerobia entre las 11 y 32 h aprox. A partir de este momento la zona aerobia presentd
porcentajes de acidez mayores. En la masa FMKD se tuvo el mismo comportamiento: la
zona microaerobia registré valores mas altos de acidez titulable entre las 11 y 50 h. y después
de este periodo la zona aerobia alcanzé valores de acidez titulable ligeramente mayores. En

ambas muestras (MKD y FMKD) al inicio de Ia fermentacion la acidez fue mayor en la zona
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% Humedad (g agua/100 g de muestra)

pH

CAMBIOS EN LOS VALORES DE HUMEDAD DURANTE LA FERMENTACION

59 -
58
57 -
56
55 ]
54
53
52
51
50
49
48 4
47 -}
46

—#l— FMKD, Microaerobia
~-#—FMKD, Aearobia

-~ &--MKD, Microaerobia
~9—-MKD, Aerobla

45

Tiempo (h}

Figum 8 Los valores graficados son el promedio de duplicades del andlisis de las muestras.
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microaerobia y al final en la zona aerobia. Este comportamiento puede ser debido a una
sustitucién de bacterias homofermentadoras presentes en las primeras fases de la fermentacion
por otros grupos. El aumento de la acidez al final de la fermentacion en la zona aerobia de la
masa MKD no se refleja en los valores de pH (Figura 11), lo que podria deberse a un efecto
amortiguador de otros compuestos presentes en el medio, como podrian ser los productos de
un metabolismo proteolitico con péptidos con grupos amino libres resultantes o incluso a un

remanente del hidréxido de calcio de la nixtamalizacion,

ACIDEZ TITULABLE
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Fig. 10 Los valores graficados son el premedio dsl duplicado del anslisis de las muestras

% Acide Lactico (g 4cido lactico /100 g de muestra seca)

Al analizar la relacién de la cinética de crecimiento de los grupos microbianos con la acidez
titulable y el pH se observé una relacion directa entre el crecimiento de las bacterias lacticas y
el aumento de la acidez durante las primeras 50 horas (Figura 12). Este comportamiento es
congruente con ¢l hecho de que la produccion de 4cido lactico estd intimamente relacionada
con el crecimiento de estas bacterias. A partir de las 50 horas estas bacterias fueron tolerantes
a valores de acidez titulable entre 1.3-2.98 %y de pH entre 4-4.5. El crecimiento no fue

mayor en la zona aerobia de la masa MKD donde la acidez se incrementé al final de la

fermentacién. Por ofra parte, no hubo relacion entre el comportamiento de la acidez titulable y
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CAMBIOS EN LOS VALORES DE ACIDEZ TITULABLE Y pH
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Figura 11. Los valores graflcados son el pramadio de duplicados del anélisis de las muestras.
el del pH para el caso del crecimiento de las bacterias mesofilas. Se presentd el mismo
comportamiento del crecimiento, la acidez y el pH durante las primeras 50 h de fermentacién
que ¢! observado en las bacterias ldcticas (Figura 13). A partir de las 50 h se observo una
ligera intolerancia de las bacterias mesofilas a la elevada acidez y bajo pH. El caso mas claro
es el de la zona aerobia de la masa MKD, donde de las 50 a las 74 h un aumento de 68% de la
acidez provoco una disminucién de la poblacion en un 6.32%. En este mismo lapso de tiempo,
en la zona microaerobia de la masa FMKD al disminuir la acidez en un 18.18% la poblacion

aumenté en un 24.28%.

La poblacion de enterobacterias disminuye, como se observa en la figura 14. Durante las
primeras 26 h se registré la mayor velocidad de desaparicion (m=-0.046 log UFC/h), cuando el
pH promedio bajé de 7.5 a 4.4 y la acidez aument6 de 0.10 a 0.98%. En la zona aerobia de la
masa MKD, a porcentajes de acidez titulable mayores de 1.2% desaparecié el 14.55% de la
poblacion presente a las 50 h, mas no se registré su desaparicién, lo que indica una gran

resistencia a valores de acidez elevados.
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Cuenta de Bacterias Mesdfilas

Cuenta de Bacterias Lacticas

(Log UFC/g de muestra seca)
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Figura 12. Cuenta de baclerias HMcticas evaluada en Agar MRS y variacién de la acide2 titulable.
Los valores graficados son el promedio del duplicado del andlisis de las muestras.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE LAS ENTEROBACTERIAS
EN RELACION CON LA VARIACION DE LA ACIDEZ TITULABLE
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Figura 14. Los valores graficados son el promedio del duplicade del andlisis de las muestras.

Acidos generados durante la fermentacion

¢ Acide Lactico:

El acido lactico es el principal producto del metabolismo de las bacterias lacticas y se detectd
en ambas muestras (Figura 15). La mayor velocidad de produccion se tuvo durante las
primeras 11 h de la fermentacion, lo que coincide con la maxima velocidad de crecimiento. A
partir de ese momento la concentracién del mismo permanecié constante hasta las 50 h,
momento en el que se registra un nuevo aumento en la concentracion. Esto probablemente se
debi6é a una sustitucién de bacterias menos resistentes a las condiciones de acidez elevada y
bajo pH presentes entonces por oifras con mayor resistencia a estas condiciones las que,

ademas, produjeron mayores cantidades de acido Jactico.
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VARIACION DE LA CONCENTRACION
DEL ACIDO LACTICO DURANTE LA FERMENTACION
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Figura 15. El 4cido lactico fue cuartificado por HPLC en columna Aminex

En todos o8 casos se obtuvo una ds menor a 0 001

e Acido Acético:

El periodo de mayor crecimiento y actividad metabolica representa también el periodo de
mayor produccion de 4cido acético. Tal y como ocurrié con el 4cido lactico, entre las 11 y las
50 h en las muestras FMKD y en la zona aerobia de la masa MKD, la concentracion
permanecié constante (Figura 16), con un nuevo incremento al final de la fermentacion. De
acuerdo a la explicacién anterior, esto pudo deberse a la sustitucion de bactenas
homofermentadoras presentes al inicio de la fermentacién por bacterias heterofermentadoras.
En tanto, en la zona microaerobia de la masa MKD la velocidad de produccion aumento a
partir de las 26 h. Esta velocidad fue menor a las observadas en las otras 3 muestras, lo que
sugiere una menor proporcion de bacterias heterofermentadoras o una capacidad de

produccién de 4cido acético menor de las bacterias presentes en esta muestra.

N
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o Acido Férmico

Se detectdé la presencia de acido lactico y acético, productos de un metabolismo

heterofermentativo, pero no del acido formico que también es un producto de este tipo de

metabolismo.

Las posibles causas que evitaron el registro de este acido pudieron radicar en

que se produjese en concentraciones menores al limite minimo de deteccion, a que se

evaporase durante el fratamiento de la muestra o a su ausencia real.
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VARIAGION DE LA CONCENTRACION DEL
ACIDO ACETICO DURANTE LA FERMENTACION
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Figura 16. El 4cido acético fue cuantificado por HPLC en columna Aminex
En fodos los casos sa obtuvo una ds msnor a 0.001
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En ambas muestras (MKD y FMKD) el acido lactico fue el predominante durante toda la

fermentacion, tanto en la zona aerobia como en la microaerobia (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Los dcidos se cuantficaron por HPLC en columna Aminex
En todos los casos se obiuvo una ds menora 0.001

VARIACION DE LA CONCENTRACION DE LOS ACIDOS EN LA
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Figura 18. Los dcidos se cuantificarcn por HPLC en columna Aminex.
En todos 105 casos se obtuve una ds menora 0.001
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Cuantificacion del almidon soluble

Se sabe que durante la nixtamalizacion se pierde un 0.6% del almidon del maiz (Pfulgfelder y
col., 1988), y también se ha estimado el contenido de almidén de los granos en un 61-78%
(59.5% en promedio). Se conoce el porcentaje aproximado de amilosa (fraccion mas soluble)
en el almidon, que es del 65% (Fennema, 1993). Con base en esto, el porcentaje aproximado
de amilosa al inicio de la fermentacion seria aproximadamente 32.44%. Los porcentajes
iniciales de almiddn soluble en ambas masas son relativamente cercanos a este intervalo de
valores (Figura 19) tomando en cuenta que hay variaciones de acuerdo al tipo de maiz, al
estado de maduracion, a las operaciones en el proceso de elaboracion y a la presencia de la

amilopectina.

La masa del mercado contaba con una mayor concentraciéon de almidon soluble al inicio de la
fermentacion, lo que posiblemente se debié a una molienda mas fina y a un proceso de
coccidn con temperaturas y tiempos mayores. Estos posiblemente provocaron tanto la
gelatinizacién como la hidrolisis del almiddn, dando origen a una mayor cantidad de almiddn
soluble facilmente accesible para las enzimas. Se registr6 un mayor consumo del almidén
soluble micial en la masa MKD ya que se consumid en promedio ef 62.3% del almidén inicial.
En contraste, en la masa FMKD solo se consumid el 41.71% en promedio y ¢l consumo se
detuvo desde las 11h. Esto sugiere una mayor proporcién de microorganismos amiloliticos en
la masa MKD. Los microorganismos amiloliticos parecen encontrarse en mayor proporcion en
la zona aerobia de la masa, independientemente de su origen, puesto que el almidon soluble es

mas alto en la zona microaerobia de la masa FMKD y a partir de las 11 h en la masa MKD.

Actividad amilolitica extracelular v asociada a la célula

Se determinaron las actividades amiloliticas extracelular y asociada a la célula debido a que no
se sabe con certeza la ubicacion de las enzimas amiloliticas presentes en el pozol. En la masa
MKD ocurre una disminucion de la actividad amilolitica extracelular y asociada a la célula
durante las primeras 8 h de fermentacion. Después ya no se detect6 actividad extracelular en la

zona microaerobia (Figura 20). En la zona aerobia se registrd incremento de la actividad
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CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DEL ALMIDON SOLUBLE
DURANTE LA FERMENTACION
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Figura 19. Cuantficacion del almidén saluble con lugol por ef método de Oteng-Gyank.
Los valorss graficados son el promadio de friplicados del andlisis de las muestras

extracelular a partir de las 11 h mientras que la actividad asociada a la célula fue
disminuyendo durante la misma aunque no llegd a anularse. En la zona microaerobia se
registré aumenté de la actividad a las 26 h y posteriormente disminuyd. Esto sugiere
diferencias en el efecto que la acidez ejercid sobre las amilasas presentes. Las amilasas
extracelulares presentes en la zona aerobia después de las 11 h de fermentacion aumentaron su
actividad a medida que la acidez aumentd, mientras que dismmuyo la de las amilasas

asociadas a la ¢élula de las zonas aerobia y microaerobia.

La actividad extracelular de la zona microaerobia en la masa FMKD presenté un maximo a las
8 h y posteriormente disminuy6 hasta desaparecer a las 50 h de fermentacién (Figura 21). A
las 8 h el pH fue de 4.86 y la acidez de 0.77% (base seca), condiciones posiblemente optimas
para este tipo de amilasa. Las amilasas extracelulares de la zona aerobia disminuyeron su
actividad desde el inicio de la fermentacién y ya no se detectaron a las 50 h, cuando el pH era
de 4.32 y la acidez de 1.32% (base seca). Las asociadas a la célula registraron aumentos de
actividad a las 50h para las de la zona aerobia y a las 74 h para las de la zona microaerobia. Lo

anterior sugiere la aparicién de amilasas distintas a lo largo de la fermentacion, de acuerdo a
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las condiciones de acidez y pH durante la misma. Las diferencias en el comportamiento de la
actividad amilolitica en ambas muestras indican gque existe un mayor numero de cepas
amiloliticas en la muestra del MKD, que a la vez son diferentes 2 las presentes en la muestra
FMKD, con maximos de actividad que se presentaron a diferentes tiempos de fermentacion

(Tabla VII) bajo condiciones distintas de pH y acidez.

Tabla VII. Tiempos en los que se alcanzaron las actividades amiloliticas miximas en las

masas MKD y FMKD
Zona microaerobia Zona aerobia
Actividad | Actividad asociada | Actividad Actividad
extracelular ala célula extracelular asociadaala
célula
MKD 2h 2y26h 74 h 8h
EMKD 8h 2h 2h 2h

A pesar de que en la masa MKD se dio un mayor consumo de almidén soluble, se tuvo una
menor produccion de azucares reductores en relacion a la cantidad de proteina, lo que indica
que posiblemente una gran parte del almidon se hidrolizé a oligosacéridos sin poder reductor,
como la trehalosa y las dextrinas, las cuales se producen a partir de la hidrélisis del almidén a
pHde25a4.

Variacion de la concentracion de los azicares solubles

¢ Disacadridos

Los disacaridos presentes se habian agotado a las 8 h (Figura 22). Después se aprecia un
incremento lo que puede deberse a la presencia de cierto tipo de actividad amilasa que genera
maltosa a partir del almidon. Cabe sefialar que en la zona microaerobia de la masa MKD se
tuvo la mayor concentracién de almidon soluble y fue en esta misma zona donde se registr6 un
aumento de disacaridos, lo que sugiere que debido a la actividad amilolitica parte del

almidén insoluble se solubilizd por hidrélisis y se produjeron mono y disacéridos. Al final de
la fermentacion, la concentracion de disacaridos en esta zona disminuy6, lo que posiblemente

se debio a un aumento en ¢l consumo por parte de los microorganismos presentes. En la zona
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Actividad amilolitica (mg azicares reductores producidos/g proteina total)

Actividad amilolitca (mg azicares reductores producidos / g proteina total)

ACTIVIDADES AMILOLITICAS EXTRACELULAR Y ASOCIADA A
LA CELULA REGISTRADAS EN LA MASA PROVENIENTE
DEL MERCADO A LO LARGO DE LA FERMENTACION
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Figura 20. Los az(cares reductores se cuantificaron con DNS.
Losg vakres graficados son el promedio dal sextuplicado del andlisis de [as muesiras.

ACTIVIDADES AMILOLITICAS EXTRACELULAR Y ASOCIADA A
LA CELULA REGISTRADAS EN LA MASA PROVENIENTE DE
FUERA DEL MERCADO A LO LARGO DE LA FERMENTACION

—Hl— Microaerobio, actividad extracelular
—&— Micreaerobio, asociada a la ¢élula
--A— Aerobio,actividad extracelular
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Figura 21. Los azacares reductores se cuantificaron con DNS.

Los valores graficados son el promedio de! sextuplicado del analisis de las muestras
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aerobia no hay disacéridos a partir de las 8 h lo que sugiere la posibilidad de que las amilasas

extracelulares presentes hidrolicen el almidon en oligosacaridos de mayor tamatlo.

Para la masa FMKD, la mayor concentracién de disacéridos se tuvo en la zona aerobia a pesar
de que fue en la zona microaerobia donde se detectd mayor concentracion de almidon soluble,
Cabe recordar que en la zona aerobia de esta masa, a las 50 h se tuvo la méxima actividad
amilolitica asociada a la célula, lo que sugiere que dichas amilasas producen maltosa a partir
de la hidrdlisis del almidén. A partir de las 50 h la concentraciéon de disacaridos se¢ mantuvo
constante, lo que pudo deberse a que las enzimas dejaron de actuar por las condiciones de

acidez y pH ,o bien, a que la velocidad de produccién y consumo de azicares es la misma.

CAMBIOS EN LAS CONCENTRACIONES DE LOS DISACARIDOS
DURANTE LA FERMENTACION

~#— FMKD, Microagrotia
—@— FMKD, Aerobla
—-A&-- MKD, Microaerobia
—¥— MKD, Aerobla
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Figura 22. Los disardridos se cuantificaron por HPLC en columna Aminex.
En todos los casos se obtuvo una ds menor a 0 001

¢ Glucosa

La concentracion de glucosa aumento a partir de las 26 h en la zona microaerobia de la masa
MKD, mientras que en la zona aerobia la concentracion fue practicamente nula durante toda la
fermentacion (Figura 23). A pesar de que hubo mayor concentracion del almidon soluble en la
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zona aerobia, fue en la zoma microaerobia donde se registré la mayor concentracion de
glucosa. Esto quiere decir que la hidrolisis del almidén soluble en la zona aerobia no solo
produjo glucosa y maltosa, sino que posiblementc también se generaron dextrinas y
oligosacaridos, como la maltotriosa y maltotetrosa. En la zona microaerobia hubo
produccion de glucosa y disacaridos, aunado a una hidrélisis de los disacéridos a partir de las
50 h, lo que dio como resultado un aumento en la concentracion de glucosa. Esto sugiere dos
posibilidades: que en la zona microaerobia de la masa MKD se contara con una mayor
proporcién de maltasas y/o glucoamilasas o que en esta zona se tuviera una mayor actividad

de las mismas favorecida por las condiciones en el medio.

En la masa FMKD la concentracién de glucosa en la zona microaerobia durante toda la
fermentacién fue practicamente nula, lo que pudo deberse a un consumo casi inmediato por
parte de los microorganismos presentes o bien a la hidrolisis del almidén en diversos
oligosacéaridos. En la zona aerobia se registré un aumento de la concentracién de glucosa a
partir de las 11 h y hasta las 50 h de fermentacién, seguido de una disminucion. Este
comportamiento pudo deberse a una elevada actividad glucoamilolitica que a las 50 h fue

afectada negativamente por las condiciones del medio.

VARIACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA
DURANTE LA FERMENTACION
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Figura 23 La glucosa se cuantificd por HPLGC en columha Aminex

En todos los casos se obluve una ds menor a 0.001
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¢ Fructosa

En la masa FMKD se observé un aumento en la concentracion de fructosa en ambas zonas de
la masa hasta las 52 h aproximadamente. En tanto, las concentraciones del monosacdrido en
zona microaerobia continuaron incrementindose mientras que las de las zona aerobia
disminuyeron hacia el final de las 74 h de fermentacion (Figura 24). La masa MKD presenté
concentraciones mayores en la zona microaerobia a partir de las 8 h de fermentacion. De las
50 h en adelante se increment6 la produccién de la fructosa en la zona microaerobia. Al final
de la fermentacion se tuvieron concentraciones y velocidades de produccion de fructosa

mayores en las zonas microaerobias, siendo mayores las de la masa FMKD.

La concentracion de fructosa podria variar debido, entre otras cosas,a factores relacionados al
consumo y disponibilidad de sacarosa. Esta se encuentra presemte practicamente durante todo
el tiempo de fermentacién. . A pesar de que los resultados mostraron que en las primeras 8 h
se consumieron todos los disacéridos iniciales, cabe la posibilidad que la sacarosa en particular
haya sido retenida en la red formada por el almidon y la fibra del maiz, haciéndose insoluble
y, por consiguiente, incuantificable. Sin embargo, al degradarse la red por la hidrotisis
continua del almidén, el disacarido quedaba liberado y se hidrolizaba continua e
inmediatamente en glucosa y fructosa. Esto podria explicarse por la presencia de actividad
invertasa en alguno o algunos de los microorganismos presentes. Una segunda explicacion
podria ser la sintesis de novo. En la via homolactica de la fermentacion de la glucosa en las
bacterias lacticas se produce fructosa-6-P y fruciosa-1,6-DP, las cuales son solubles y se
cuantifican como fructosa.

Los valores de los monosacaridos y disacaridos encontrados en este trabajo no concuerdan con
los datos reportados por Flores Pifia (1998) para masa de maiz nixtamalizada y fermentada, en
la cual las concentraciones de los monosacaridos (Tabla VIII) tanto al inicio como a las 72 h

de fermentacion en general son inferiores a las registradas en el presente estudio.

Al comparar el comportamiento de los azucares solubles ilustrado en las figuras 25 y 26
solamente se observo una disminucion de disacaridos acompafiada de un aumento de fructosa
en la zona aerobia de la masa MKD. La falta de relacion en las zonas restantes puede deberse a
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Figura 24. La fructosa se cuantificd por HPLC en columna Aminex
En todos fos ¢asos se obtuve una ds menor a 0 001

Tabla VIII. Concentracion de los aziicares encontrados en masa de maiz nixtamalizada y

fermentada.”
[ Tiempo de ¢/100 g de masa base seca
fermentacion (h) Glucosa Fructosa Sacarosa Maltosa
0 0.05+0.03 0.0610.01 1.3+0.105 0.9+0.076
72 0.008+0.002 0.007+0.002 0 0.2+0.011

*Fuente: Flores Pifia, 1998.

la complejidad del medio y a la cantidad de interacciones y factores que intervienen como lo

es el consumo diferencial de los microorganismos y la hidrélisis del almiddén en una gran

variedad de compuestos.

La disminucion de la glucosa, la fructosa y de los disacaridos durante las primeras 8 h de

fermentacion sefiala que dichos azicares simples constituyen el sustrato fermentable en este

primer intervalo de tiempo, para posteriormente ser sustituidas por el almidén como principal

sustrato.
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Figura 25. La glucosa, fructosa y sacarosa se cuantificaron por HRPLC en columna Aminex.
£n todos los casos se obtuvo una ds menor a 0.001

VARIACION DE LA CONCENTRACION DE LOS AZUCARES
DURANTE LA FERMENTACION DE LA MASA
PROVENIENTE DE FUERA DEL MERCADO
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Figura 26. La glucosa, fructosa y sacarosa se¢ cuantificaron por HPLC en columna Aminex
En todos los casos se obtuvo una ds menor a 0.001



7.- CONCLUSIONES

1§ COMPORTAMIENTO DE LOS GRUPOS MICROBIANOS
Los grupos microbianos presentes fueron  bacterias l4cticas, meséfilos aerobios,
enterobacterias, asi como hongos y levaduras.

Los grupos presentes variaron en sus niveles iniciales y finales de la siguiente manera:

GRUPO Log UFC/g de muestra seca
INICTAL FINAL
Bacterias lacticas 6 7.8
Bacterias Mesdfilas 53 7.8
Enterobacterias 54 4
Hongos y Levaduras 3 6.8
I Las diferencias en la higiene del proceso de elaboracién de la masa de pozol no

repercutieron en el comportamiento general de los grupos de bacterias lacticas, bacterias

mesofilas, enterobacterias, hongos y levaduras.

Ill. Las condiciones de aerobiosis y microaerobiosis afectan en forma diferenciada el

crecimiento de los grupos microbianos de acuerdo al origen de las muestras.

¢ QOcurre una diferencia significativa en los grupos de bacterias lacticas y bacterias mesofilas,
cuyas cuentas finales en la zona microaerobia de la masa elaborada en las condiciones mas

higiénicas son ligeramente mayores que el promedio (8.7 vs. 7.4 log UFC/g muestra seca).

o Las cuentas de enterobacterias de la zona aerobia de la masa elaborada en las condiciones
menos higiénicas fueron mayores que las de la zona microaerobia en ¢l intervalo entre las
11y las 50 h de fermentacion, con diferencias entre 0.5 y 0.9 log UFC/g de muestra

seca.
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e No se registro diferencia entre las cuentas de enterobacterias de las zonas aerobia y

microaerobia de a masa elaborada en las condiciones mas higiénicas.

e No hubo diferencia entre las cuentas de hongos y levaduras de la zona erobia y

microaerobia de ninguna de las masas.

IV.  Se detectaron las siguientes relaciones entre los cambios fisicoquimicos ocurridos en

las masas analizadas y el comportamiento de los diferentes grupos microbianos:

e La poblacién de bacterias lacticas se incremento conforme se registré un aumento en la
acidez. La mayor velocidad de crecimiento (0.0447 log UFC/h) estuvo acompaiiada de la
mayor velocidad de acidificacién del medio (0.2407 g de acido lactico/h) y la mayor
disminucion del pH (de 7.5 a 4.4).

e La poblacién de bacterias mesdfilas presentd crecimiento ain cuando se preentd descenso

en el pH y un incremento en la acidez .

o La poblacién de enterobacterias disminuyé a medida que aumento la acidez durante la
fermentacién. La mayor disminucion de la poblacion se presenté durante las primeras 26 h
(de 5.4 a 4.3 log UFC/g de muestra seca) cuando la acidez titulable promedio aumentd de
0.1 20.98% y el pH disminuyé de 7.5 a 4.4.

¢ No se puede concluir, por la naturaleza de la experimentacion llevada a cabo, que existen

diferencias en las microbiotas presentes en cada muestra.

V. Se encontraron las siguientes relaciones entre el comportamiento de metabolitos y las

diferencias en el comportamiento de la flora microbiana en cada muestra:

o En virtud de que la flora lactica es la dominante, el acido organico mas abundante es el

acido lactico. La mayor velocidad de produccion se presenta durante Jas primeras 11 h de
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fermentacién. Posiblemente por la naturaleza de la flora presente, en el intervalo de las 26
a las 50 h la produccién es mayor en la zona aerobia de la masa elaborada en las

condiciones menos higiénicas.

» La mayor produccién de acido acético se presenta a partir de las 50 h de fermentacién, con
concentraciones significativamente mayores en las zonas aerobias al final de Ia

fermentacion.

s No se detectd la presencia de acido formico en las muestras.

e El consumo de almidén soluble inicial fue mayor en la masa elaborada en las condiciones
menos higiénicas, en donde se redujo en un 62.3% comparado con el 41.7% registrado en

la otra masa. El mayor consumo se presentd en las zonas aerobias,

¢ Los disacéridos, 1a glucosa y la fructosa presentes al inicio de la fermentacion se agotan a
las 8 h de fermentacién. Tanto los disacaridos como la glucosa registraron incrementos de
concentracion a partir de las 26 h de fermentacién en la zona aerobia de la masa elaborada
en las condiciones mas higiénicas y en la zona microaerobia de la otra muestra de masa. En

las dos muestras restantes no se detectaron concentraciones significativas de estos azficares.

o La concentracién de fructosa se incrementa a partir de las 26 h en la muestra elaborada en
las condiciones mas higiénicas y a partir de las 50 h en la zona microaerobia de la masa

elaborada en las condiciones menos higiénicas.
VI Se encontré actividas amiloliticas extracelular y asociada a la célula en ambas

muestras de masa, cuyo comportamiento varia en respuesta a los niveles de acidez de las

masas.
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8.- RECOMENDACIONES

Los estudios microbiologicos son susceptibles al efecto de condiciones ambientales. Debido
a que el muestreo se realizé a finales del mes de septiembre, la humedad ambiental era elevada
por las continuas precipitaciones y las elevadas temperaturas que privaban en la ciudad de
Villahermosa, Tab. Esto pudo haber generado variaciones en el proceso de fermentacion por
lo que se sugiere que, para futuros estudios, se realicen de preferencia en épocas de poca

precipitacién y temperatura ambiental baja.

Para confirmar las diferencias en la naturaleza de Ia microbiota seria conveniente determinar la
diversidad de Ios microorganismos presentes durante la fermentacién. Ante la complejidad
presente en las muestras detectada simplemente por diferencias morfoldgicas en los medios de
cultivo que sirvieron para contabilizar a la poblacién, asi como por las diferencias metabélicas
encontradas entre las muestras, se considera que la caractenizcién deberia realizarse por

métodos moleculares

En el presente estudié se determiné actividad amilolitica total, con lo cual se determiné la
ubicacién general de las enzimas en el interior de la masa. Sin embargo, no se sabe atn si estas
actividades son endo-amiloliticas y/o exo-amiloliticas, asi como tampoco se conocen a los
microorganismos responsables, por lo que el estudio de las mismas asi como la caracterizacion
ya sea global o particular de dichos microorganismos resulta de gran interés. Aunado a lo
anterior, el estudio de las actividades invertasa y maltasa durante la fermentacién de la masa
de pozol permitira en un futuro comprender mejor la forma mediante la cual se estan

consumiendo los carbohidratos de importancia durante la fermentacion de la masa de pozol.
Cabe sefialar que no se pudieron cuantificar por separado la maltosa y la sacarosa por falta de

disponibilidad del equipo necesario, sin embargo, su cuantificacién es posible y necesaria para

futuros estudios relacionados.
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9.- APENDICES

APENDICE 1. COMPOSICION DE LOS MEDIOS MRS Y ACP

Agar MRS (De Man,Rogosa, Sharpe)
Versién solidificada del Caldo MRS para el cultivo de lactobacilos.

FORMULA g/l
Peptona (BIOXON) 10.0
Polvo “Lab-Lemco” (DIFCO) 8.0
Extracto de levadura (DIFCO) 4.0
Glucosa (BAKER) 20.0
Sorbitan mono-oleato (SIGMA) 1 mi
Fosfato Dipotasico (BAKER) 2.0
Acetato sodico 3H,O (MERCK) 5.0
Citrato triaménico (BAKER) 2.0
Sulfato de Mg 7H,0O (MERCK) 0.2
Sulfato de Mn 4H,0 (BAKER) 0.05
Agar (OXOID) 10.0

pH6.2+0.2

Agar ACP (Agar recuento placa estindar)
Medio estandar correspondiente a la férmula APHA, para alimentos.

FORMULA g/l
Extracto de levadura (DIFCO) 2.5
Casitone (DIFCO) 5.0
Glucosa (BAKER) 1.0
Agar (OXOID) 15.0

pH 7.0 £ 0.2
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APENDICE 2. CURVA PATRON PARA LA CUANTIFICACION

DEL ALMIDON SOLUBLE
Tubo ml. Soln. aimidén ml de solucidn de [aimidén soluble]
soluble lugol al 4% {mg/mi)
(0.40528mg/ml)

Blanco 0 3 0
1 0.075 2.925 0.0101
2 0.15 2.85 0.0202
3 0.225 2776 0.0303
4 0.3 2.7 0.0406
5 0.375 2.625 0.0506
6 0.45 2.55 0.0607
7 0.525 2.475 0.0709
8 0.6 2.4 0.0810
9 0.675 2.325 0.0911

En la figura 27se muestra la curva patron de almidén soluble asi como la ecuacion de la recta

corespondiente:

o8

oe

Absorbancia

G4

[}

y =11.539x + 0.0107

R2 = 0.9992

ool ooz 053 o004

0.05 003 oo a8

[Almidén Soluble} {ma/ml)

0.08 o1

Fig, 27 Curva de calibracién de Almidén Soluble en espectrofotémetro Baush &
Lomb Spectronic 21, A =620 nm

72



APENDICE 3. CURVAS DE CALIBRACION PARA LA

CUANTIFICACION DE SACAROSA, GLUCOSA, FRUCTOSA,

ACIDO LACTICO, ACIDO FORMICO Y ACIDO ACETICO POR

HPLC
a) Curva patron de sacarosa, glucosa, acido lactico, 4cido acético y acido formico,
mide Scin.| mide agua | [Glucosa] | [Sacarosa] | [Acido | [Acido [Acido
stock de desionizada (g/L) {g/L) Acético] | Lactico] | Férmico]
SGLFA al {g/L) {a/L) {g/L)
1% o
10 g/l
C 0.187 9.813 0.187 0.187 0.1368 | 01754 | 0.1264
D 0.375 9.625 0.375 0.375 0.2743 | 0.3517 | 0.2536
F 1.5 8.5 1.5 1.6 1.0975 | 1.4070 | 0.0146
H 6 4 6 6 4,3002 | 56280 ; 4.0584

Todas las diluciones se guardaron en congelacién a -20°C

b) Curva pafrén de fructosa

m de soln. stock de fructosa

ml de agua desionizada

[Fructosa] (g/L)

al 1.06% o
10.6 g/i

25 0 10.6
2 0.5 8.48
1.5 1 6.36
L 15 4.24
0.5 2 2.12
0.25 2.25 1.08
0.125 2.375 0.53
0.0625 2.4375 0.265

0 2.5 0

Todas las diluciones se guardaron en congelacion a -20°C

En las figuras 28, 29, 30, 31, 32 y 33 se muestran las curvas de calibracién empleadas asi como [as

ecuaciones de la recta comespondientes.
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Fig. 28 Curva de calibracion de glucosa encolumna Aminex (Bio-Rad)
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Fig. 29 Curve dc calibracidn de sacarosa en columna Aminex (Bio-Rad)
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Fig. 30 Curva de calibracién de fructosa en columna Aminex (Bio-Rad)

y= 184807x + 1664.8
R = 0.9999

1 b 3 1

{Acido Lactleo} (g/L)
Fig.31 Curva de calibracién de Acido Léstico en columna A minex (Bio-Rad)
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APENDICE 4. CROMATOGRAMAS DE LAS MUES TRAS

ACETIC

SACAR

4.}

LACTIC
ACETIC
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Fig. 3¢ Cromatogramas correspondientes a la zona microaercbia de la masa proveniente de la

pozoleria ubicada fuera dei mercado. Las horas de fermentacidn correspondientes son: a) 2, b) 8,

c)11, d)26, e)50 y )74.
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Fig. 36 Cromatogramas comespondientes a la zona aerobia de la masa proveniente de la pozoleria
ubicada fuera del mercado. Las horas de fermentacion correspondientes son: a) 2, b) 8, c}i1, d)26,
e)50y 74
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pozoleria ubicada dentro del mercado. Las horas de fermentacion correspondientes son: a) 2, b) 8,
c)11, d)26, e)50 y )74,
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Fig. 37 Cromatogramas corespondientes a la zona aerobia de la masa proveniente de la pozoleria
ubicada dentro del mercado. Las horas de fermentacion comespondientes son. a) 2, b) 8, ¢)11, d)26,

e)50 y )74.
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APENDICE
DETERMINACION DE LA _ACTIVIDAD AMILOLITICA

5.

CURVAS

PATRON

PARA

LA

EXTRACELULAR Y ASOCIADA A LA CELULA

Curva patrén de proteina

Tubo Agua Solucién de Soin. A| Soln. | Absorbancia [Proteina]
destilada Alblimina de {mt) B (ng/mt)
(ml) Suero Bovino [ {ml)
0.1032 mg/mij (ml)
1 1.0 0.0 1 0.5 0 0
2 0.9 0.1 1 0.5 0.076 4.128
3 0.8 0.2 1 0.5 0.1326 8.256
4 0.7 0.3 1 0.5 0.2086 12.384
5 0.6 0.4 1 0.5 0.253 16.512
6 0.5 0.5 1 0.5 0.316 20.64
7 0.4 0.6 1 0.5 0.369 24.768
8 0.3 0.7 1 0.5 0.411 28.896
9 0.2 0.8 1 0.5 0.489 33.024
10 0.1 0.9 1 0.5 0.570 37.152
y =0.0148x + 0.C108 4
R’ = 0.0978
o *
a
<.

- n

{Proteinaj {mg/mi)

Fig. 38 Curva patron de proteina cn espectrofotoémetro marea Perkin Elmer Modelo

Lambda Bio 4335
& =750 nm
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Curva patrén de azlcares reductores

Soln. de glucosa | Agua destilada Scin. de DNS [Glucosa) Absorbancia
(1 mg/ml) {mi) {ml) {mg/mi)
(ml)

0 8 2 0 0
0.256 1.756 2 0.025 0.032
0.500 7.5 2 0.05 0.146
0.750 7.25 2 0.075 0.318

1 7 2 0.1 0.5026
1.25 6.75 2 0.125 0.665

1.5 6.5 2 0.1 0.849
1.75 6.25 2 0.175 1.045

y=8.8488x-0.1789

R =0.9881

Absorbancla

/"’ [ i .
o

[Glucosal (maimi)

Fig. 39 Curva patron de azicares reductores en espectrofotémetro Perkin Elmer
Modelo Lambda Bio 4335
L =540 m
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