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1. RESUMEN

El pozol es una bebida producida por fermentacion lactica de masa de nixtamal. La
concenfracion de carbohidratos simples (giucosa, fructosa, maltosa y sacarosa) del
maiz nixtamalizado es baja (Santiilana, 1995) por tal motive se sugiere el estudio de la
actividad de las bacterias amilolilicas. Aungue la actividad amilolitica de las bacterias
[cticas es baja, ia masa alcanza valores de pH cercanos a 4 (Wacher et al. 1893) por
lo que se postula que miembros de la microbiota, diferentes de las bacterias lacticas,
son capaces de hidrolizar almidén aportando a éstas carbohidratos simples necesarnos
para su desarrollo.

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la presencia de un microcorganismo
amilolifico en el crecimiento de una bacteria lactica no amilolitica durante la
fermentacion del nixtamal.

Se aislaron bacterias no lacticas amiioliticas del pozol en Agar Cuentia en Placa-
Almidon y se identificaron por medio del sistema API 50 CHB (BioMérieux). Las
hacterias no lacticas amiloliticas aisladas del pozol se identificaron como Bacilfus
fentus, Bacillus cereus y Bacillus mycoides, siendo B. lenfus la que mostrd mayor
actividad.

Se realizaron fermentaciones con cultivos puros y mixtos de Lactobacillus plantarum no
amilolitico y de Bacillus lenius en masas de maiz nixtamalizado (MASECA, México)
esterilizadas por radiacion gamma. Se determinaron durante las fermentaciones las
cuentas viables de ambos microorganismos, ia concentracion de sacarosa, maltosa y
glucosa por métodos enzimaticos, el pH, ia acidez titulabie y ia actividad amilolitica

En cultivo puro, B. lentus crecid en la masa hasta alcanzar una cuenia de 10° UFC/yg,
sin modificar el pH del medio. A partir de las 24 horas, cuando se agotaron los
azucares simples del medio, se detectd actividad amilolitica, que alcanzéd un valor
maximo de 1 4 Unidades a ias 168 horas. En cultive mixto L. plantarum crecio de igual

forma que en el cultivo puro, disminuyendo el valaor de pH de 7 a 5. B. lentus no se

1



desarrolld considerabiemente en las primeras horas y ta actividad amilofitica detectada
fue baja (0.1 unidades a las 48 horas) durante toda la fermentacion.

En la fermentacidn mixta de la masa de maiz nixtamalizada, el crecimiento de B. lenfus
se ve inhibido por los acidos producidos por L. plantarum, por lo que B. fentus no

aporta azicares simples para la bacteria lactica.

2. INTRODUCCION.

Existen una enorme variedad de productos fermentados tradicionales muy localizados
que se producen y consumen en pequefias regiones del mundo. Sin embargo, forman
parte esencial de Ia dieta de grandes nicleos de poblacion en el Lejano Oriente, Asia,
india, Medio Oriente, Africa y América Latina,

Cada culiura esta intimamente ligada a ciertos alimentos gue forman parte de su dieta
{Vargas, 1984). México cuenta con cerca de 56 grupos étnicos (Leyva, 1980), muchos
de los cuales han consumide alimentos fermentados desde épocas prehispanicas. De
hecho, el uso de los alimentos no se restifnige a la nulricion sino gque también son
empleados con fines medicinales v religiosos.

El pozol es una bebida dcida que se consume en el sureste de México y que se
prepara a partir de masa de nixtamal fermentada. No se conoce la importancia de fa
hidrélisis del almidon durante la fermentacion, aunque no se excluye la posibilidad de
gque un bajo nivel de aclividad amilolitica sea suficiente para un maximo crecimiento
microbianoe vy la acidificacion de la masa. Por [o tanto, es importante evaluar el efecio
de fa interaccion de los micreorganismas amtiloliticos con las bacterias lacticas para la

acidificacién de [a masa.



La siguiente investigacidn se hace con la finalidad de conocer si existen en el pozol
microorganismos con actividad amilolitica y si son capaces de proveer a las bacterias

lacticas de azdcares simples.

2. ANTECEDENTES

3.1 MAlZ

3.1.1. Carbohidratos simples.

Los carbohidratos juegan un roi esencial en el metabolismo intermediario de todos los
tejidos de la planta del maiz. Polimeros estructurales, de almacenamiento y una gran
variedad de carbohidratos simples (azl(icares) se sintetizan en el desarrollo del grano
de maiz. En la maduracién, cuando la sintesis estd completa, los azdcares llegan a ser
sblo el 2% del peso seco del grano. Aunque los azicares simples generalmente
aparecen en bajos niveles éstos son importantes en procesos de transferencia de

energia y sintesis de componentes del maiz (Pomeranz, 1987)

Los monosacaridos simples que estan libres en el endospermo, D-fructosa y D-
glucosa, se encuentran aproximadamente en proporciones iguales. Se han reporiado
concentraciones de 1.8 mg de glucosa y 1.6 mg de fructosa en los granos Otros
azicares {xilosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, manosa) se encuentran en forma de
nuclettidos. Estos son continuamente usados para la biosiniesis de poiimeros,

encontrandase solo bajos niveles de ellos en el grano (Watson y Ramstad, 1987).

La sacarosa es el disacarido mas abundante en los granos de maiz. Después de la
sacarosa, los granes de maiz contienen también bajos niveles de maltosa ia cual se

encuentra generalmente en menos del 0.4% del peso seco dei grano. Los trisacaridos,
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como la rafinosa, y los oiigosacaridos son constituyentes minoritarios e
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cereal (Watson, 1987).

3.1.2. Carbohidratos complejos

Almidon

El almidon es el carbohidrato de almacenamiento mas abundante en el mundo. El
granule de almiddn se compone por dos polimeros de glucano, amilosa y amilopectina.
La amitosa, la cual constituye del 25-30% del aimidén es esencialmente una molécula
lineal de glucesa con uniones o-(1->4). La amilopectina constituye 70-75 % del

almidon, es una molécula ramificada con uniones a(1—6)

La amilosa y la amilopectina en la célula del endospermo estdn estructuralmente
arregladas en un granulo insoluble. El granulo de almidén se encuentra dentro dei
organelo celular llamado amiloplasto. Los granulos de maiz difieren en tamafio y en
diametro. En general los granulos de maiz son redondos, pero toman una forma
poligonal en las céfulas del endospermo convirliéndose en paquetes con los granulos
de almidon expandidos.

Aungue sélo esta compuesto por dos polimeros de glucosa, el granulo de almidon es
una estructura compleja. Esta organizado como anilios crecientes, los cuales son
claramente visualizados después de una digestion parcial Acida.

L.os grénuios de almiddn de maiz tienen una esiructura cristaline v muestran
birrefrigencia de luz polarizada. La cristalinidad de! aimidén se cree que esta dada por

la amilopectina (Watson v Ramstad 1987)



Tabla 1. Principales carbohidratos del grano de maiz, en peso seco (Boyer y Shannon,

1987)

t
Monosacaridos glucesa y fructosa (1-3%)
Disacaridos v trisacaridos sacarosa  (4-8%), maltosa (0.4%),

rafinosa, maltotriosa

Azlicar-alcohol sorbitol, fitato (0.9%)

{

Polisacaridos Almidén (61-78%), nemicelulusa {8-7%),

e

-

_icelulosa (3%) y lignina (0.2%)

3.2 ENZIMAS AMILOLITICAS

Las enzimas que son capaces de hidrolizar las uniones o-glucosidicas del almidon son
llamadas enzimas amiloliticas o a-glucanasas, y el susirato es llamado o-glucano.
Estas enzimas son producidas por animales, plantas y microcrganismos (Vihinen &
Mantsla 1989).

Hay esencialmente cinco grupos de enzimas relacionadas con la hidrolisis del almidén.
Endo y exvamilasas que aciian primeramente en las uniones «{1—4), mientras que
las enzimas de derivacion actian exclusivamente en las uniones o{1-+6); la a-amilasa,
fa cual hidroliza cadenas glucosidicas en el interior del sustrato, la f-amilasa, la cual
hidroliza unidades de mailtosa en el extremo terminal no reductor al final del sustrato, vy
la glucoamilasa, la cual hidroliza unidades de glucosa del extremo terminal no reductor
al final del sustrato. Un cuarto grupo, las isomerasas, actian sobre la giucosa
convirhiéndola en fructosa. Finaimenie, ias ciciodextrina-giucosiitransferasas degradan

el almidén por reacciones de catalizacion, ciclizacion y desproporcion.

Existe ofro grupo de enzimas que degradan el aimidon, las amilasas formadoras de
oligosacaridos, estas producen polisacaridos especificos tales como maltotriosa,

maltotetraosa, maltopentosa y maltohexosa, entre otros.
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Fig. 1 Accidn de las enzimas amilcliticas. A, «¢-amilasa; B, B-amilasa; D, enzima de
derivacion; G, amilogiucosidasa; O, unidades de glucosa; O-0O, uniones ¢-1,4; —0,

uniones «-1,6

3.2.1. Endoenzimas

Las enzimas que rompen las uniones o(1—4) glicosidicas en la amilosa, amilopectina y
polisacardos relacionados, pero no las uniones «(1—6} en ia amilopectina, son
amadas a-amilasas. Los productos de la hidrélisis son oligosacaridos que varian en ia
longitud de la cadena v tienen configuracion « en el C1 en la unidad de glicosa
producida. Estas actGan en las regiones internas del sustrato y por tanto causan un

rapido decremento en la viscosidad def almiddn gelatinizado.

Existen dos variedades de endoamilasas: termoestables y termolabiles. Las w-amilasas

termoestables son de origen bacteriano y derivadas de las especies Bacillus. El otro
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grupo de endoamilasas, las ¢-amilasas termoiabiles son derivadas de fuentes fingicas,
usualmente A. oryzae.

La mayoria de estas enzimas son extracelulares aunque se han encontrado algunas
intracefulares. No se explica la razdn de la produccion de a-amilasas intracelulares, ya

que el almidon no puede penetrar en ia célula.

3.2.2. Exoamilasas

Estas enzimas actiian en el mismo sustrato gue las endoamilasas pero por diferente
camino. Algunas de ellas son capaces de romper uniones «-1,6, pero el nive! de
reaccion es lento comparado con su hidrdlisis de uniones o-1,4 Las exoamilasas
actiian externamente en las cadenas del sustrato por el extrema no reductor, dando
como resultado productos de menor peso molecular.

Comunmente dos tipos de exoamilasas son importantes en la hidrélisis del almidén: las

exoamilasas glucogénicas y las maltogénicas.

La excamilasa glucogénica, amiloglucosidasa o glucosidasa es de origen fungico. Esta
enzima ataca las uniones a-1,4 del extremo no reductor liberando moléculas D-glucosa
en configuracion B. La amiloglucosidasa remueve moléculas de D-glucosa hacia el
purte de ramificacidon en la molécula de amilopectina. La hidrolisis se puede dar
también en uniones o-1,6 pero es mucho més lenta que en uniones o-1,4. El uso mas

importante de la glucoamilasa es fa produccion de jarabes de alia glucosa {96-98% de

4]

glucesa) v jarabes de alfa fructosa (55% de fructosa).

La amiloglicosidasa actia sinérgicamente con la w-amilasa en la hidrolisis del almidon

La exocamilasa maltogénica, f-amilasa onginaria de las plantas, ha sido conocida
desde hace muchos afios. Las fuentes mas comunes de estas enzimas son cebada,

trigo y camotes. La B-amilasa actia en el extremo no reductor de las cadenas externas

<



del almidén o polisacaridos relacicnados, dando como resultado unidades de maitosa
en forma B-anomérica.

La amilosa se convierte cast completamente en maltosa, mientras que la amilopectina
y otros palimeros ramificados son hidrolizades en varias extensiones dependiende del
grado de ramificacién; esta hidrolisis resulta en casi un 50-80% de conversién en

maltesa. Esto se debe a fa incapacidad de la f-amilasa en hidrolizar uniones -1,6.

La enzima glucoamilasa es una carbohidrasa extraceiular, la cuat rompe 1,6-, 1.4, y
también aigunas uniones glucosidicas 1,3- de los w-glucanos Produce [-D-Glucosa a
partir del extremo no reductor del sustrato. Es producida por muchos hongos aunque

también o producen un rigmero minimo de bacterias comc B. stearothermophilus.

Enzimas o-1,6. La presencia de uniones o-1,6 hace la produccién de derivados
amiloliticos del almidon mas dificlt de lo que podrian ser en su ausencia. ba
amiloglucosidasa puede romper uniones o-1,8 pero en niveies muy bajos. Por otro
lado, la o y B amilasa no tienen actividad en estas uniones.

La enzima pufufanasa fue descublerta en 1961, atrajo interés debido a que tiene accion
especifica en uniones ¢-1,6 en el pululano, (un polimere de D-glucosa constituide
esencialmente por unidades de maltotriosa unidas por enlaces o-1,6), almidon,
amilopectina y ofigosacaridos relacionades. la pululanasa es producida por
organismos mesdfilos como Kiebsiella aerogenes, cuya temperatura &ptima es
alrededor de 60° C. El pululano no puede ser degradade por amilasas « © B, la

isoamiiasa, que rompe uniones o-1,8 de la amilopectina tampoca hidroliza et pululano.

La enzima isoamilasa, descubierta en 1949, es producida por un gran nimero de
microorganismos como K. aerogenes y Pseudomonas sp. Esta enzima hidroliza
uniones glucosidicas «-1,6 en la amilopectina y en muy baja actividad o aula en

pulutano,



La enzima ciclodextnin glucosil transferasa, (CGT-asa) es capaz de hidrolizar aimidan
de series de maltooligosacaridos no reductores referidos como cicledextrinas. Estos
compuestos contienen seis, siete, U ocho moléculas de glucosa unidas por enlaces o-
(1,4) glucosidico para foermar un anillo, v son llamados a-ciclodextrinas, p-ciclodexirinas
y y-ciclodexirinas respectivamente. La enzima CGT-asa degrada almidén por
reacclones de cataiisis ciclizacion y desproporcion {Guzrian y Paredes 1995).

Las enzimas CGT-asas son producidas por varios géneros de bacterias tales como

Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Micrococcus, Clostridium, etc (Gawande. 1999)

3.3 ALIMENTOS FERMENTADOS

En forma muy general, los alimentos fermentados son aguélios en cuyo procesc de
manufactura intervienen los microorganismos. Estos alimenics han existide desde
tiempos muy remotos, asociados a las primeras culturas y surgiendo, probablemente,
de manera espontdnea. Entre ios que se consideran méas antiguos estan algunas
bebidas ancestrales de origen chino y se estima que aparecieron hace 6000 o 7000
afios, cuando el hombre empezd a usar los granos como alimento (Wang y Fang,

1986).

Los cereales han sido conocidos por el hombre desde tiempes muy antiguos.
Iniciatimsnte, s& consumiercn crudos, después se irituraron en superficies rocosas para
elaborar papillas (Steinkraus, 1996).

Las papillas dcidas preparadas de cereales son aun consumidas en cantidades
variables en diferentes partes del mundo, particularmente en paises en vias de

desarrollo, donde se presentan dentro de una dieta basica. El "Og” {Nigeria), "Uji"



(Kenya), "koko" (Ghana), son ejemplos de estas papillas preparadas por la

fermentacion del maiz, sorgo, mio, o cassava {Steinkraus, 1996).

3.3.1. OGH

La papilia de "ogi" tiene una textura suave, sabor dcido parecido al del yoguri Su coior
depende del cereal utilizado, crema si se trata de maiz, café rojizo si es de sorgo y gris
fuerte cuando es de mijo.

El “ogi” es consumido como papilla; éste es el alimenie tradicional mas importante para
los bebés en la etapa de destete y el cereal mayormente consumido por los adultos en
el desayunc. Como cereal de desayuno el “ogi” s& consumie con un trozo de carne y

platanc frito, ¢ pan y huevos frites.

Métodos de produccion

El grano limpio se remoja en obietos de barro ¢ plastico de uno a tres dias. Durante
este tiempo se desarrollan los microorganismos deseables responsables del proceso
de acidificacion. Generalmente 24 horas de remojo son suficientes para suavizar el
grano. Después el granc se muele en melinos y a nivel casero en un mortero. El
matertal molido se remoja con agua en un contenedor de plastico y se pasa a fravés de
un tamiz. E! filtrado se deja sedimentar v fermentar de 1 a 2 dias a {emperatura
ambiente (30-32° C), mientras e! producto que quedé en el cemidor se tira 0 se usa
como forraje. El sedimento es el ogi, el cual se hierve en agua o con et sobrenadante
(agua de ogi) para producir la papilla ogi. En la practica comercial el ogi sin coccion se
vende enviello en envases plasticos después de remover el excese de agua La vida

de anaguel es de menos de 30 horas sin refrigeracion (Steinkraus, 1996)

Microbiologia de ia fermentacidn
La fermentacion de la papilla acida tiene lugar sin la adicién intencional de algin
inéculo. Se han aisiado e dentificado los microorganismos presentes en el ogi. Los
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hongos asociados en la fermentacion del malz en la microfiora de la superficie sor:
Cephalosparium, Rhizopus, Oospora, Cercospora, Fusarivm y  Aspergiflus.
Cephalosporium predomina en la fermentacion, el resto son eliminados alrededer de
las 6 horas de remojo. Se encondraron las bacterias Corynebacterium, E. cloacae, L.
plantarum, L. brevis, y Acefobacter. Las ievaduras aisladas fueron S. cerevisiae,
Rhodotorula sp., y Candida micoderma. No todos los microorganismos mencionados
se encontraron en todas las fermentaciones con los diferentes sustratos (mijo, sorgo,
maiz), sin embargo el microorganismo que se aisld en la fermentacion de todos los
productos fue L. plantarum, responsable de la produccion del acido mayeritario, acido
lactico (Steinkraus, 1396). Los lactobacilos fueron encontrados en concentraciones de
10%-10" UFC/g. Esto, junto con el pH bajo {4.5) demuestra gue los lactobacilos
pertenecen a las bacterias dominantes en estos productos {Johansson et al., 1995).

L. ptantarum produce {a mayor cantidad de 4cido, probablemente porque es capaz de
utilizar las dexirinas del maiz después del consumo de los azicares iniCiales
fermentables. Se dice que Corynebacterium hidroliza almidon de maiz para formar
acidos organicos, mientras S. cerevisiae y C. mycoderma contribuyen a la
aceptabilidad del sabor (Steinkraus, 1996).

Johansson et al. {1995) reportan ademas de L. planfarum a L. confusus como las dos
especies dominantes de lactobacilos que pudieton ser identificadas a partir de los
productos nigetianos y sugieren que L. plantarum puede ser un excelente candidato
para ser usado como cuitivo iniciador.

Agati et al. (1998), reportaron dos nuevas cepas pertenecientes a la especie
Lactobasillus fermentum, aisladas en Benin, del ogi y mawé (productos de la
fermentacion acida de la masa de maiz). Las cepas OgiEtl y Mw2 fueron Gram
positivas, no mdviles, catalasa negativas y no formadoras de esporas. Hidrolizaron
rapidamente el almidon en las primeras horas de la fermentacion. Produjeron acido
lactico como principal acido organico, aungue también se presentd la formacién de

acido acético, etanol y gas a partir de almidén. Estos resultados indican que las cepas
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fueron bacterias acido lacticas del tipo heterofermentativas. Al final del periode de
crecimienio ambas cepas acidificaron el medic a2 pH 4.3. El maximo de actividad
amilasa se obtuvo a pH 5y 45° C con [a cepa OgiE1, y a pH 4.5 y 35° C con la cepa
Mw?2.

3.3.2. YUCA

La yuca es una raiz que crece en varias regiones del mundo, es una imporiante fuente
de afimento para mucha gente gue vive en paises tropicales y sublropicales. En
América Latina y Europa es consumida de igual manera que la papa, 0 es procesada
para obtener harina o almiddn de yuca, los cuales son usados en diferentes productos
de cocina, como elaboracidn de pan.

El atmidon de yuca acido se obtiene por una fermentacion natural, la cualtoma de 20 a
30 dias. Este producto es muy apreciado en varios paises, en Colombia es conocido
como "almidén agrio”, y como “polvillo azedo" en Brasil (Parada et al.,1996).

Al hacer un estudio de la microflora presente en la fermentacidn se enconird que
consiste mayormente de bacterias aerobias y microaerobias, levaduras y muy pocos
hongos. Estuvieron presentes microorganismos Gram positivos y levaduras en los
granulos de almidon, algunos cocos v bacilos formadores de esporas y no formadores
de esporas. Se identificaron microorganismos pertenecientes al génerc Bacillus,
Streptococcus y Enferococceus.

Una cepa de Bacillus tuvo mayor actividad o-amilasa gue los estrepiococos,
iactobacilos y levadiras aisladas. Aungue cinco de las bacterias y levaduras aisladas
fueron amiloliticas no se encontraron productos de degradacion del almidon (mailtosa o
glucosa). No se detectd actividad en las células lavadas, toda la actividad o-amilasa
parecio ser extracelular, ya que asi las enzimas pueden interactuar con la superficie de
los granulos de almidon (Parada et al., 1896).

Giraud E. et al., {1993) aislaron de la yuca una cepa de L planfarum {cepa AB) y se

examind su actividad para degradar almidén. Se encontrd que este microorganismo
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sintetiza una gran cantidad de a-amilasa extracelular y su cinética de crecimiento es
similar en medios con gluccsa o almidén. Las condiciones éptimas de pH vy
temperatura para fa enzima fueron 5.5 y 85° C respectivamente.

Guyot et al,, (1998) indican que se aislaron dos especies de una nueva bacteria acido
iactica capaz de degradar almidén, esta nueva bacteria fue zislada de un proceso
tradicional de fermentacion de yuca en Colombia para producir almidon acido. Las
células de Lacfobacilius manihotivorans (Lat. manihot yuca; Lat vorare devorar) fueron
bacterias Gram positivas, no formadoras de esporas, mesofilicas, no moviles,
homofermentadoras obligadas, formadoras de &cido L (+) lactico, anaerobias
facultativas, catalasa negativas, las cuales, por sus caracteristicas morfologicas vy
fisiologicas son consistentes con la descripcion del genero Laciobacifius. La cepa OND
32 T con capacidad amilasa extracelular y |a ofra cepa YAM 1 con capacidad amilasa
asociada a la céluia.

Es interesante notar que existen similitudes entre alimentos fermentados de regiones
geograficamente lejanas. Tanto en Africa como en América Latina predominan ios
alimentos fermentados preparados a base de sustratos amildceos (de cereales y

tuberculos ), la tabla 2 muestra algunos otros alimentos fermentados de maiz.
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Tabla 2. Algunos alimentos fermentados de maiz de diferentes paises del mundo

{Steinkraus, 1996)

il Nombre Descripcién Tratamiento del Pais donde se‘]
maiz previc a la consume
fermentacién
Chicha bebida alcohdlica | Adicién de saliva o | Ecuador, Brasil,
de maiz, clara, germinacién del Bolivia, Perq,
efervescente, maiz Colombia,
amarillenta Argentina
Pozol* Bebida 4acida no|Nixtamaiizacion y|México
embriagante .t molienda de
preparada granos
diluyendo en agua
masa fermentada
de maiz
nixtamalizado
Uji Sopa cremosa | Preparacion de una | Kenya
preparada a partir| pasta mezclando &i
de una suspension|cereal crude melido
de maiz | con agua
fermentado antes o
después de la
coccion
Cgi Papilla de sabor|Remojo de los|Nigeria
acido, parecido al|granos del maiz.
del yogurt
Mahewu Bebida acida nol|Preparacidn de unaiSudéafrica
alcohéblica de maiz |suspension de
maiz molido con
agua, alaquesele
agrega harina o
pastade frigo.
Kenkey MMasa agria de maiz|Remojo  de los|Kenya

gque se consume
cocida con caidos
de camne o pescado

granos de maiz en
agua.

Cerveza Kaffir

Bebida alcohdlica
efervescente, con
sabor acido
parecido del
yogurt.

al

Remojo Y
germinacién de una
parie de los granos
de maiz, la ofra
parte se muele, se
mezcla ¢on agua y
se cuece.

Sudafrica

*Cruz Ulloa y Ulloa, 1973
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3.3.3. POZOL

Desde tiempos anteriores a la conquista, en el sureste de México, se consume una
bebida acida y refrescante que s& conoce con el nombre de pozol, del nahuatl pozoll
que significa espumoso. Se elabora a pariir de nixtamal {maiz hervido en agua con
cal). Fara su consumo se prepara suspendiendo en agua masa de nixtamal
fermentada y se bebe adicionada de sal, azdcar, migl o chiles secos (Ulloa y Herrera,
1976-1882).

Cruz y Ulloa (1973) sefialan que el maiz $e remoja en agua con cal, se lava, se frota
con las manos para desprender 1 cascarlla y se cuece en agua hasta que reviente e
grano. Este se enfria, se machaca y se amasa, formandc boias, las cuales se
envueiven en hojas de pidtano, platanilc v hoja blanca. Se dejan fermentar par to
general durante 4 o 5 dias. La masa se suspende en agua y se bebe sola o adicionada
de sal, pimienia y chile. Algunos componentes fibrosos no se solubilizan
completamente durante la nixtamalizacion y se presenta un sedimento en la bebida
cuando la masa se suspende en agua. A la poblacidon mestiza, no le agrada este
sedimento vy ha modificado aparentemente el proceso indigena, adicionando una
segunda coccidn de los granos del nixtamal en agua, anies de la molienda para reducir

el sedimento (Canas et al., 1993).

Microbiologia dei pozol

La fermentacion de 1a masa se lleva a cabo en estado semisdlido, con la intervencion
de una microbiota compleja compuesta por diferentes grupos de bacterias, mohos y
ievaduras.

La flora microbiana esta dominada por bacterias acido 'acticas (Nuraida et al., 1995)
Wacher et al., {1993), reporta una conceniracion maxima (UFC/ g) de 10° para
bacterias &cido lacticas, 107 para bacterias mes6filas  aerobias, 10° para

enterobacterias, 10° para levaduras y 10° para hongos.
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Dentro de los microcrganismos que se han aislado (Tabla 3) es imporiante mencionar
a las bacterias Agrobacterium azotophilum vy Klebsiella pneumoniae, las cuales fijan el
nitrégeno atmosférico en la masa y se piensa que podrian estar inveolucradas en el
aumento de proteina de la misma. Agrobactenum azotophilum ademas produce
diferentes grados de antagonismo hacia diferentes microorganismos como B. subfifis,
E. coll, Salmonelia sp., S. aureus entre otros. (Herrera y Ulloa 1875). Dentro de los
mohos Geotfrichum candidum, gque estd frecueniemente asociado a alimentos
fermentados del maiz, podria estar relacionado con la produccion de sabores. Este
moho posee también la capacidad de utilizar acidos orgénicos, come el acido lactico,
come Unica fuente de carbono y no se reporta como amilolitico (Nuraida et al., 1995),

Wacher et ai,, 2000 realizd un esiudio para eiucidar si &l paso adicional de coccidn a
los granos de maiz para elaborar el pozol mestizo influia en la microbiologia de la
fermentacion. No se encontré diferencia significativa entre las microbiotas de ias masas
frescas indigenas y mestizas, y los tipos de bacterias acido lacticas, hongos y
levaduras fueron similares en ambas masas. Muchas de las cepas de hongos y

levaduras han sido reportadas anteriormente en ef pozol (Ulloa et al,, 1987).

Tabla 3. Microorganismos aislados del pozol {Ulloa vy col., 1987)

Bacterias Mohos Levaduras
|
Achromobacter pozolis \ Alternaria tenuis Candida quilliermindii _J

| Aerohacter aerogenes ‘ Aspergilius flavus Candida kruse!
|

{Kiebsiella pneumoniae)

|
t Agrobacterium azotophilum ALAureobasia?'um pullulans Candida parapsilosis j

b
Bacillus cereus ] Cladosporium herbarum Candida tropicalis

Escherichia coli  var. ( Epicoccum sp Hansenula fabiani
neapolitana

Paracolobactrum mexicana | Fusarium sp Kiuyveromyces fragilis

1
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—
! Bacterias Mohos Levaduras
Pseudomonas mexicana Geatrichum candidum Saccharomyces cerevisiae
Penicillium expasium Trichosporom cufanaum
Penicillium ffalicum

La acidificacién de las masas no inhibe a las enterobacierias. Estas crecen bien en las
primeras horas de la fermentacién y sobreviven después de que los valores de pH
bajos han sido alcanzados (Wacher et al., 2000).

Sainz (1998) enconird entercbacterias en cuentas altas en las primeras horas de
fermentacién del pozol, aunque dichas cuentas disminuyen conforme avanza el
proceso de fermentacion, éstas no desaparecen. De las enterobacierias que se
suponia que podrian estar presentes como Salmonella, Shigefla y E.coli sblo se
aislaron cepas de E.coli hallandose diversos serogrupos patogenos.

El pozol cuenta con una concentracién baja de azlcares simples (Santillana, 1995),
una alta concentraciéon de almidon y una microbicta muy compleja, por io que es
importante determinar gue microorganismos aportan, gracias a su actividad amilolitica,
azicares fermentables. Nuraida et al., (1995) menciona que se detecto actividad
amilolitica en condiciones anaerobias por parte de las bacterias lacticas, sin embargo
ésta fue baja.

Es de gran interés el estudio de las interacciones microbianas presentes y de la
indmica de! crecimientc microbiang. Un estudic amplic scbre esta fermentacion
permitira establecer recomendaciones para su produccion en condiciones controladas

a nivel rural, o inclusive para su industrializacion.
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3.4 BACILLUS

El género Bacillus esta compuesto por bacilos gram positivos, caracterizades por su
capacidad para producir endoesporas: el género es ampiio e incluye microorganismos
aercbios estrictos y anaerobios facultativos. Muchas ofras especies del genero se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y se hallan en la mayer parie de
suelos, agua y polvo. Los miembros del génere Bacillus son usualmente maviles por la
presencia de flagelos, bacilos Gram positivos, catalasa positive, crecen bien en medios
simpies que contienen azucares o acidos organicos como unica fuente de carbono,
amaonio como Gnica fuente de nitrégeno y minerales. Muchos metabolizan
polisacaridos, A&cidos nucleicos y lipidos por medio de enzimas hidroliticas
extracelulares. La mayoria de las especies son mesdfilos, pero existen también
miembros termofilicos que no crecen en temperaturas menores de 40° C (ejemplo B.

sterothermophilus) y miembros psicrétrofos (Stolp, 1988).

Se fiene reportade un amplio nimero de Bacillus amiloliticos (Vihinene y Méntsala,
1989). Achi (1990) reporta en un estudio micrebioldgico realizado al “obiolor” (bebida
no alcohédlica fermentada, obtenida a partir del maltec de sorgo, maiz o mije), la
presencia de Lactobacillus plantarum, Bacillus spp. y Strep. Laclis. También menciona
gque los microorganismos responsables de la fermentacion del obiolor son
mayoritariamente microorganismos capaces de hidrolizar almidén, v que varias cepas
de Bacilius encontradas fueron capaces de hidrolizar este susirato. Se han encontrado
a estos microorganismos en cuantas altas en la fermentacién de cassava (107 ufc/g),
asi como altas cuentas de esporas en los utensilios empleados para su produccidn (10°
ufc/g), v se ha demosirade que poseen actividad amilolitica {Amoa, 1995). Ekundayo
(1969) propone que la presencia de tales microorganismos en ambientes come ios
granos de maiz y sorge tienen un papel imporante, y explica que las enzimas

amiloliticas extracelulares de estos organismos ayudan a romper e! almidon del

18



sustrafo en productos que son utilizados para el crecimienio de ofros microorganismos
como las bacierias lacticas, sin embargo no se ha demostrado la actvidad amilolitica

directamente en ei producio.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar el efecto de la presencia de microorganismos amiioliticos en el crecimiente de

bacterias lacticas no amiloliticas durante la fermentacion del nixtamal.

Chbjetivos Especifices
-Aislar del pozol bacterias no lacticas capaces de hidrolizar almidon.
-Determinar el efecto de una bacteria amilolitica no lactica en el crecimiento de una

bacteria factica en nixtamal .
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4, MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismos utilizados

4.1.1. Bacteria {actica no amilolitica

Se utilizo una bacteria lactica no amilolitica, aislada del pozol e identificada por Fiores

{19€8), como Lactobacillus plantarum {cepa 42 L).

41.2 Bacterias no lacticas

Se aislaron de muestras de pozol blanco de Villahermosa, Tabasco, de diferentes
tiempos de fermentacidén (0,3,6,9,12,24.48,72 horas y 1 semana). Se prepararon
diluciones decimales de muestras correspoendientes a cada tiempo de fermentacion en
Peptona (OXOID L37 ) af 0.1% vy se inocularon en ACP {Agar Cuenta en Placa Oxoid
CM 325 }. Se incubaron a 30° C durante 48 horas. Se aislaron colonias de baciles
Gram positivos, catalasa positiva. Se resembraron las colonias para purificar en Agar
Cuenta en Placa-Almidon (Apéndicel). Se incubaron las cajas 24 horas a 30° C y se
observd la hidrolisis del almidén como halos incoloros en un fondo azul oscuro,
después de agregar lugol (Apéndice 1). Se seleccionaron las bacterias que

presentaron actividad amilolitica .

413 Mohos
Se contd con 2 mohos amiloliticos aislados del pozol e identificados por Lappe Py
Uilloa M. (Wacher et ai,,2000). Esios honges son: Cladosporium cladosporoides y

Phoma glomerata.

4.2, Identificacion de bacterias no lacticas.
4.2.1 Identificacion microscopica
Se realizd tincién de Gram y se observd la morfologia microscopica utilizando ias

tecnicas descritas por Harrigan y Mc Cance (1976).
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Para la observacion de esporas se prepard el medio Finley y Fields descrito en el
Manual BioMérieux (Apéndice 1). Se inoculd el microorganismo y se incubt a 30° C

durante 24 horas. Se realizo observacién en microscopio.

4.2.2 ldentificacién Biogquimica

Se verifict la pureza de cada cepa, asf como su pertenencia al género Bacillus {baciio
esporulado, aerobio, Gram positivo). Se sembraron en cajas con Agar Nutritivo
{Apéndice 1) vy se ncubaron 24 horas a 30° C. Se inocularon en tubos de centrifuga de
50 mi que contenian 10 mlL de Caido Nutritivo Oxoid . Se incubaron a 30° C durante
24 horas Y se centrifugaron en centrifuga Beckman a 15000 r.p.m. durante 15 min, a 4°
C. Se eliminé el sobrenadanie y se resuspendieron las células 2 veces, para lavailas,
en 10 mL de solucion salina al 0.85% (cloruro de sodio Baker # 3624-01). Después del
Uitimoe lavado se elimind el sobrenadante y se resuspendid el cultivo en 2 mL de
solucién salina al 0.85%. Se inoculd en una ampolleta de medio APl 50 CHB y se
procedié a la inocuiacion en la galeria e incubacion segin lo indica el instructive del
proveedor.

Se analizaron los resultados en el programa APILAB Plus (BioMérieux).

4.3, Determinacion de actividad amiloiitica

4.3.1 Bacterias

Se sembraron ias bactenas por estria en cajas de Agar Nutritive-Aimidén {Apéndice 1)
y se incubaron a 30° C durante 24 horas. Se inoculd una asada de este cultiva en
Caido Nutritivo-Aimidon y se incubd 24 horas a 30° C sin agitar. Se centrifugd ei cultivo
a 15000 r.p.m. durante 15 minutos a 4° C. Se iomo6 0.1 mlL. del sobrenadante del cultivo
centrifugado v se depositd en un tubo de ensayo que contenia 0.8 ml de una solucidn
1.2% de almidén disuelta en buffer de fosfatos 0.1M pH=6. Se incubd a diferentes

tiempos con agitacion en agitadora Bigger Bill Thermolyne, a una temperatura de
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30°C v se afiadic 0.1 mL de NaOH 5M para detener fa reaccion. Se determinaron
azucares reductores por el método de DNS (Miller, G. 1.,,195¢)

Se consideré una unidad de actividad enzimatica como la cantidad de enzima gue
libera 1 mg de reductores (glucosa) a partir de almiddn en 30 min. a 30° C {Hamilton,

19989).

Cinética de produccién enzimatica

Para determinar la cinética de ia produccién de la enzima de ias cepas en estudic, se
llevd a cabo la técnica descrita anteriormente hasta el centrfugado del cultivo, se
elimind el sobrenadante y se lavaron las células dos veces con 10 mL de solucion
salina al 0.85%. Se descartt el scbrenadante y se resuspendieron las celulas en S mlb
de Caldo Nutritivo-Almidén. Este volumen se inoculd en 95 mi de Caldo Nutritivo-
Almidén. Se incubd a 30° € durante 24 horas. Se fomaron 10 miL de medic durante
diferentes tiempos (0,3,6,9 vy 24 horas), se centrifugaron y se determiné la actividad

amilolitica como se describié anteriormente.

Determinacion de biomasa

Con la finalidad de obtener la actividad especifica de las cepas en estudic, se
determind el peso seco de la biomasa en los diferentes tiempos de la cinética.

Se transfirid una perla de vidrio del medio Caldo Nutritive + glicercl donde se conservo
el microarganismo y se incubd 24 horas a 30° C. Se inoculd 1 mL de medie con
crecimiento en 9 mL de Caldo Nutritivo (por duplicado). Se incubs a 30° C durante 24
horas. Se transfind este volumen a un matraz que contenia 80 mbL de Peplona
Bacterioldgica y se hicieron diluciones decimales en el mismo medio. Se determino e
peso seco de la biomasa {Apéndice 2) en cada dilucion filtrando con vacio en eguipo
Millipore usando una membrana Whatman de 0.45 u y se secaron en hormno FELISA a

80°C hasta peso constante de las muestras. Se determind la cuenta de
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microorganismos en a dilucion més concentrada en el medic Agar Nutritive. Se realizé

una curva estandar de peso seco vs cuenta total de microorganismes (Apéndice 3).

4.3.2 Hangos

Cinética de produccién enzimética

Se tomd una supetficie de 1 cm? del crecimiento del hongo en una caja con agar, se
coloco este en una caja con Agar Papa (Apéndice 1). Se incubd 72 horas a una
temperatura de 26-28° C. Se corté con la parte superior de una punta estéri una
circunferencia del agar con crecimiento (8mm digmetro), y se inoculd en tubos de
centrifuga que contenian 10 mi de caido EiA modificado (Apéndice1). Se incub¢ 24
horas a una temperatura de 26-28° C.

Se centrifugaron las células a 15000 r.p.m. durante 15 min. a 4° C en la centrifuga
Beckman. Se elimind el sobrenadante, se resuspendieron las ¢élulas en 10 mL de
solucidon salina isotonica {0.85%) estéril v se agitaron en vertex con la finalidad de
lavarlas. Se repitic este procedimiento 2 veces. En el uliimo javado se elimind el
sobrenadante y se resuspendieron ias ceélulas en 3 mL de caldo ELA madificado
asteéril.

Con una punta de pipeta recortada previamente de la parte inferior, se tomaron 0.5 mb
de la suspension homogenizada con agitacion, y se depositaron en matraces
Erlenmayer de 500 mL que contenian 200 ml de caldo ELA modificado. Se incubd con
agitacion a 26° C. Se sacrificaron 2 matraces en cada tiempe de fermentacion (0, 24,
48 y 72 horas). Se determing actividad amilolitica de la misma forma que para las

bacterias.

Determinacion de biomasa
Se determiné la concentracion de biomasa de las muestras en cada tiempo de la

fermentacion de la siguiente manera. Se secaron las membranas de 0.45 p y 45 mm
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de diametro (Milipore) hasta peso constante en hormo FELISA a 80°C. Las membranas
se colocaron en el equipo de filfracion Millipore vy se humedecieron uniformemente con
agua destilada. £ cultive a filtrarse {200 mL) se homogenizé agitdndolo manualmente y
se procedié a filtrar con vacio. Al {inal se adicionaron 20 mL de agua destilada para
lavar la membrana. La membrana se secd hasta peso constante en hormo FELISA a

80° C.

Cuantificacion de azticares reductores

Se utilizé la técnica de DNS (Miller, G. L., 1959) para lo cual se colocaron 0 5 mb del
medio de reaccion en un tubo de ensayo (iodas ias muestras se hicieron por
dupiicado). Se adicionaron (.5 mL del reactivo DNS, se tap6 v se colocd en un bafio de
agua hirviendo durante 5 min. exactamente. Se transfiric a un bafo da agua fria, se
agregaron 5 mlL de agua destilada v se determiné la abscrbancia a 540 nm con un
blanco de agua + reactivos en espectrofotometro (MIL.TON ROY Spectronic 21D). Se
realiz6 una curva estindar con soluciones de 0.1 a 1 mg/mL de glucosa tratadas de la

misma forma que la muesira problema (Apéndice 3)

4.4, Fermentacion

4.4.1 Preparacion del sustrato

Se pesaron 69 g de harina de maiz nixtamalizada marca Maseca en bolsas de
Stomacher, se agregé el 50% de agua estéril, se cerraron y se colocaron en bolsas de
plastico que fueron selladas con calor, procurando sacar el mayor volumen de aire

antes de cerrarias.

4.4.2 Esterilizacion del sustrafo
Las masas se irradiaron en el Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM con una

dosis de 2.5 Mrad, radiacién gamma, con una fuente de *°Co.
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4.4.3 Prueba de esterilidad de las masas

Una vez irradiada la masa, se realizd la prueba de esterilidad. La prueba consistid en
hacer una cuenta viable de microorganismos en Agar nutritivo, Agar MRS y Agar Papa
Dextrosa. Se pesaron 10 g de masa en una bolsa de Stomacher, se adicionaron 90 mL
de agua peptonada, se hemogenizd en stomacher durante 5(3 seg. a velocidad normal,
se realizaron diluciores decimales. Se tomé 0.1 mL de las tres primeras diluciones y se
inocularon en las cajas con agar, se exiendié el inéculo con varilla de vidrio doblada

en L, flameada previamente. Se incubaron las cajas a 30° C durante 24 horas.

4.4.4 Preparacion del inéculo

Se inoculé la cepa en un tubo con 10 mlL de Caldo Nutritive para el casc de Bacillus
fentus y Caldo MRS para el caso de L planfarum. Se incubaron a 30° C por 18 horas.
Se homogenizaron las muestras en vortex, se tomé 1 mi del cultivo ¥ se inoculd en un
tubo con 9 mL del caldo correspondiente, se incubd 24 horas a 30° C, se homogenizo
la muestra en vortex, se fomd 1 mbL del medio y se inoculd en un wbo de centrifuga
con 9 mlL del caldo correspondiente. Se incubaron 24 horas a 30° C. Se cenirifugaron a
15000 r.p.m. por 15 min., se elimind el sobrenadante y se lavaron dos veces las células
con solucion salina isotdnica (0.8% %). Después del tltimo lavado, se elimind el

sobrenadante y las células se resuspendieron en 10 mL de agua estérl.

4.4.5 inoculacion del microorganisimo
Se cortaron las bolsas con la masa estéril por la parte superior con tijeras flameadas
con alconoi y se adiciond el volumen de agua gue contenia el indculo necesario para

obtener cuentas de 10° UFC/g (L. plantarum), 10° UFC/g (Bacilius lenfus).

4.4.6 Sistema de fermentacion
Se amas6 cada una de las muestras dentro de la bolsa v se repartieron con la ayuda

de una espatula y/o cuchara 50 g de masa en frascos de vidrio previamente
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esterilizados. Se compactd la masa para eliminar la mayor cantidad de atre, se taparon
los frascos con papel aluminio sujete con una liga. Se incubaron a 30° C y se tomaron
muestras a las 0, 6, 12, 24, 48, 72 horas ¥ una semana, sactificando 3 frascos en cada

tiempo de muestreo,

4.4.7 Muestreo

Se tomaron de cada frasco 10 g de masa para el analisis microbiolégico y se procedia
a realizarlo de acuerdo al punio 5.1. Después se iomaron 10 g de masa para la
determinacién de pH y acidez titulable de acuerdo a los puntos 5.2.1 y 5.2.2. Todos los
anatisis se realizaron por nplicado.

£l resto de Ia masa se almacend en holsas de plastico en ultracengelador a -76° C

para posterior analisis.

5. Analisis realizados a fas muestras fermentadas.

5.1 Determinacion dei crecimiente microbiano

Se tomaron 10 g de masa del centro def frasco con espatula flameada previamente en
alcohol y se depositaron en una holsa de Stomacher. Se afiadieron 80 mL de agua
peptonada al 0.1% vy se homogenizé en Stomacher a velocidad normal durante 30
segundos. Se realizaron diluciones decimales en peptona ai 0.1%. Se lnoculd 0.1 mL
de cada dilucién en las cajas y se extendieron con una varilla de vidrio en doblada en
L, flameada previamente con alcochol. Se incubaron @ 30° C duranie 24 horas y se
contaron las colonias al término de este periodo.

Se uliizaron cajas con agar MRS para cuantificacion de bacterias lacticas. Agar
Nutritivo para Bacillus y posibles contaminantes y Agar Papa Dextrosa acidificadc con
acido tartarico al 10% para cuantificacion de hongos. Para confirmar la selectividad del

medio, se realizd Gram y prueba de catalasa a colonias representativas de cada caja.
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esterilizados. Se compacta la masa para eliminar la mayor cantidad de aire, se taparen
los frascos con papel aiuminio sujeto con una liga. Se incubaron a 30° C y se tomaron
muestras a las 0, 6, 12, 24, 48, 72 horas y una semana, sacrificando 3 frascos en cada

tiempo de muestreo.

4.4.7 Muestrec

Se tomaron de cada frasco 10 g de masa para el analisis microbiologico vy se procedid
a realizarlo de acuerde al punto 5.1 Después se tomaron 10 g de masa para la
determinacidn de pHy acidez titulable de acuerdo a los puntos 5 2.1 v 5.2.2 Todos los
analisis se realizaron peor fripiicado,

El restc de ia masa se almacent en bolsas de plastico en ultracongelador a —70° C

para posterior analisis.

5. Analisis realizados a las muestras fermentadas,

5.1 Determinacion del crecimiento microbiano

Se tomaron 10 g de masa del centro del frasco con espatula flameada previamente en
alcohol y se depositaron en una bolsa de Stomacher. Se ariadieron 80 mL de agua
peptonada al 0.1% y se homogenizé en Stomacher a velocidad nommal durante 30
segundos. Se realizaron diluciones decimales en peptona al 0.1%. Se Inoculd 0.1 mL
de cada dilucion en las cajas y se extendieron con una varilla de vidrio en doblada en

—~

L, flameada previamente con alcohol. Se incubaron a 30° C durante
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contaron las colonias al término de este periodo.

Se utilizaron cajas con agar MRS para cuantificacion de bacterias lacticas, Agar
Nutritivo para Bacillus y posibles contaminantes y Agar Papa Dexirosa acidificado con
acido tartarico al 10% para cuantificacion de hongos. Para confirmar la selectividad del

medio, se realizé Gram y prueba de catalasa a colonias representativas de cada caja.
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5.2 Analisis Fisicoquimicos

5.2.1 Beterminacion de pH

Se tomaron 10 g de la muestra y se dispersaron en 50 mL de agua destilada. Se
determind el pH en un potencidbmetro JENWAY 3020, calibrado previamente con

soluciones bufferde pH4 y 7.

5.2.2 Acidez Titulable

Se tomd una alicuota de 10 mb de la suspension preparada para la determinacion de
pH. Se colocd en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y se afiadid 0.1 mL de fenolftaleina
como indicador (salucién al 0.1% en etanol). Se fituld con una solucién valorada de
NaQH 0.1 N, hasta ia aparicién de un color rosado gue permaneciera durante 30
segundos. Se calculd el contenido de acidez y se expresé como acido lactico por 100 g
de muesira, utilizando el valor de 0.09 que representa los miliequivalentes de acido
{actico.

%de acido lactico = mL gastados X N{NaQH) X 0.09 meq de acido lacticoX100

g muestra

5.3 Determinacion de actividad amifolitica
Se tomaron 10 mbL. de la primera dilucidn y se depositaron en tubos de cenfrifuga
estériles, se centrifugd la muestra a 15000 r.p.m. durante 12 min. y se procedio a la

determinacién por el método antes mencionado.

5.4 Cuantificacién de carbohidratos y acidos organicos

5.4.1 Procedimiento de extraccion y ciarificacion

Ei proceso de extraccidn y clarificacion de las muestras se realizd en base al método
desarroliado por Santillana (1995). De las muestras de masa conservadas en

ultracongetador se pesaran 5 gramos en tubos de cenirifuga, se adicionaron 20 mL de
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agua destilada a 85° C. Se homogenizd a velgcidad maxima en un homogenizador
{Glas-Col Nim. Cat. 023C K44) durante 3 min. Se centrifugaron los tubos en centrifuga
{Beckman J2.21M/E) a 15000 rp.m, durante 15 min. a 4° C. Se separbd el
sabrenadante y se aforé este a 25 mbL con agua destilada Este volumen se fransfirié a
bolsas de plastico previamente etiquetadas y se congelaron a -20° C durante 4 dias. Al
#rmino de este tiempo se descongelaren las muesiras, se homogenizaron y se tomod
una alicuota de 6 ml. Este velumen se centrifugé en microcentrifuga HERMLE
LABNET Z320 a 8000 r.p.m. durante 5 min. Se colectd el sobrenadante en tubos
viales. Se tomaron 2 mL de este scbrenadante y se pasaron por cartuchos Sep-Pak
C18 (WAT051910) previamente activades (Santillana, 1985). El volumen fiitrado se
colectd en un matraz aforade de 10 mL y se aford a este volumen con agua destilada
Se {iltrd el liquido a través de prefittro (Millipore AP2501000) y membrana de 0.45 pm
(Millipore HVLP01300} obteniéndose la muestra cristalina y fista para la el analisis por

HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia).

5.4.2 Preparacion de los estandares de los acidos.

Se prepararon soluciones estandar de acido lactico Sigma (como Lactato de [itio)
(1.0074%) y acido acético Merck (como Acetato de Sodio){1.0046%). Se hicieron
diluciones para obtener concentraciones (0.2-1% aproximadamente), las cuales se
inyectaron por duplicado en cromatografo de liquidos.

A partir de la respuesta obtenida en el cromatograma se calcuio ia ordenada ai origen vy
la pendiente para cada compuesto. Las curvas estdndar de los 4cidos se presentan en

el Apéndice 3.

5.4.3 Cuantificacion de los acidos
Se utilizdé un Cromatografo de Liguidos Perkin Elmer series 250, bomba LC 250, un
loop de 20 ul y una columna AMINEX-HX87H de intercambio ibnico. Se usd un

detector de indice de Refraccion LC-30 Rl con un integrador personal modelo 1022S.
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Se maniuve la temperatura de ja columna a 55° C con auloiransformador "Electro
Industrias Defta" med. CH 140-10. La fase movil utilizada fue H,30, 6.1 N, la cual se
desgasificd utilizando el sonicador {Bransonic Uitrasonic Cleaners modelo 2210). Este
eluyente se usé con un flujo de 0.6 mi/min.

Antes de analizar las muesiras se inyeci¢ una solucién estandar con el fin de
determinar los tiempos de retencion y ia estabifidad del equipo. La concentracién de los

acidos se repontd como g/100 g de masa en base seca.

5.4.4 Cuantificacidon enzimatica de carbohidratos simples

Para la cuantificacion de carbohidratos se utililizé un sistema enzimatico comercial
Maliosa/Sacaresa/D-Glucosa {Boehringer 1 113 850), cuyo principio se explica en el
Apéndice 4, utiizando un volumen total de prueba de 1 mb.

La concentracidn de carbohidratos se reportt como g/100 g dem
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Aislamientoe e identificacion de bacterias no lacticas amilolificas

Se aislaron 6 cepas de bacterias Gram positivas, catalasa positivas. Cuatro de
estas presentaron halos de hidrolisis de almidon en el medio Agar Nutritivo-
Almidén. La cepa 48 HG se aislo de la masa con 48 horas de fermentacion, las
cepas 070672%, 070772* y 0890172 de la masa con 72 horas de fermentacidn.
| as caracteristicas de estas cepas, que se identifican pertenecientes al género
Bacillus se resumen en la Tabla 4.

Se realfizé la idendificacion de las cepas mediante e! sistema AP CHB, con el
medio APl 50 CHB (BioMérieux) v se analizé en el programa APILAB PLUS
{BioMérierux). Los resuliados se resumen en las Tablas 5 y 6. Las cepas 48 HG,
070772, 070672 se identificaron como Bacillus lentus, Bacillus cereus, Bacilfus
mycoides, respectivamente. No fue posible identificar la cepa 090172 con este

sisterma

*NOTA: Los primeros dos digifos del nitmero asignado a Ia cepa se refieren a i
dilucién, los siguientes dos a la colonia y los dos ultimos al tiempo de

fermentacion del que fueron ailslados.



(+) Indica que la caracteristica es positiva.
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TABLA 4 Caracteristicas de las bacterias no lacticas amiloliticas aisiadas del pozol

NUMERO TIEMFOQ DE CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS | PRESENCIA | CATALASA | GRAM
DE CEPA | FERMENTACION® MACROSCOPICAS MICRQSCQPICAS | DE ESPORAS
48 HG 48 horas Faorma circular, borde entero, Bacilos redondos + + +
elevado color blanco. Colonias
grandes. Textura viscosa i -
070872 72 horas Forma circular, borde crenado, bacilos redondos + + +
elevacidn rugosa. Colonias
blancas. Textura membranosa
070772 72 horas Faorma circular, borde crenado, bacilos redondos + + *
elevacion rugosa. Colonias
blancas., Textura membranosa
090172 72 horas Farma circular borde entero, Bacilos cortos + + +

elevacién convexa, colonias
pequefias color amarillo, textura

viscosa

*Indica el tiempo de fermentacion del que fueron aisladas




Tabla 5. Patron de fermentacidn de az(cares por medic del sistema AP SOCHRB

BiéMerieux para cada una de las cepas en estudio.

Nimero | Azdacar 48 HG 070672 070772 090172

0 Control - - - -
1 ) Glicerol - - - -
2 Eritritol - - - - |
3 D-Arabinosa - - - - !
4 L-Arabinosa - - - - ]
5 Ribosa - + + -
s] D-Xilesa - - - +

': 7 |.-Xilosa - - - -
8 Adanitol [ - i
3 B-mefi-xilosido - - - + ‘
10 | Galactosa - - - +
11 D-Glucosa + + + +

' 12 D-Fructosa + + + + |
13 D-Manosa + + - - ;
14 L-Sorbosa - - - -
15 Ramnosa - - - -

16 Dudeitol - - - -
Y inositol - - - - *{
18 Manitol - - - +
19 Sorbitol - - -

20 a-metil- D- manosido - - - -
T a-metil- D- glucosido - - - - |
22 N-Acetil-glucosamina - + + -
P23 Amigdalina - - - -

24 Arbutina - + * +
25 Esculina + + + *
26 Salicina - + + +
57 " Telobiosa ¥ * ¥ *
28 Mattosa + + + +
29 Lactosa - - - -
30 Melibiosa - - - +
3 Sacarosa + - - +
32 Trehalosa - + -
33 Inulina - - - -
34 Melesitosa - - - -
35 D-Rafinosa - - - +
28 Almidon - + + +
ff 7| Gilcogeno - + + +
38 Xilitol - - - -
39 3 Gentiobiosa - - - -
40 | D-Turancsa I - i - -
a1 1 D-Lososa [ - - | - .
42 D-Tagalosa 1 - -] - - !
43 D-Fucosa ] - - - -
44 {-Fucosa T - - - -
45 D-Arabitol - - - -
a8 L-Arabitol - - - -
47 Gluconato - - - -
48 2 ceto-gluconato - - - -
| 48 5 ceto-gluconato - - - -




Tabla 6. Resultados del analisis del perfil de fermentacion de carbohidratos con
el programa APILAR PLUS

[CEPA [IDENTIFICACION | %ID* | 1+ Pruebas dudosas

A3 HG | Bacifius fenfus 1 g4 | 83 12 (N aceti
ngucosamina,celobiosa 10%)

|48 HG | Bacillus circulans 2 | 99.9 .57 3 {galactosa 87%, lactosa

‘; 87%, xilitol 1%)

(1070772 |Bacillus cereus 1 96.9 .98 0

070672 |Bacillus mycoides 594 | 87 2 (celulosa 25%, sacarosa |

87%)

070872 |Bacillus cereus 1 405 ! .81 1 (galactosa 2%) ]

090172 | Bacillus | 4

L Jstearofhermophilus | L

*Porecentaje de identificacion Estimado de cuanto correspande el perfil obtenido al taxon
especificado en relacion al resto de los taxcnes de ta base de datos.

**Valor T. Estimado de ia proximidad def petfil al conunto de reacciones mas tipicas
para el taxon especificado

La bacteria identificada como Bacilius lenfus se ha reportado como amilolitica.
Wijbenga, et al., (1891) aislaron una bacteria perteneciente al complejo Bacillus
firmusflentus de los residuos de un equipo de una planta procesadora de
almidén de papa, observaron una completa degradacion en granuios de almidon
nativo de papa, maiz y trigo a una temperatura de 37° C. La glucosa se enconird
como el mayor producto de degradacion, aunque también se detectaron
maltosa, maltotriosa y maltotetrosa, Se concluyé que la actividad para degradar
almidén nativo proviene de enzimas o-amilasas v la actividad para degradar
almiddn soluble de enzimas glucoamilasas o o-glucosidasas. El cultivo de este
microorganismo en glucosa, maltosa o almidén soluble disminuye
cuantitativamente la actividad para degradar almidon nativo.

El-Aassar et al, (1992) purificaron y caracterizaron una enzima amilolitca
producida por B. lentus. La cromatografia en capa fina de los productos de la
hidrolisis del almidén que resultaron cen la enzima en estudio en diferentes

intervalos de tiempo mostr{o una baja concentracion de glucosa, mientras que
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se observé una mayor concentracion de oligosacaridos. Concluyen entonces
gue la enzima aislada de este microorganismo es una o-amilasa.

Sabioni y Kun {1992} reportaron una cepa de Bagillus lentus aislada de un suslo
de cultive. Este microorganismo presentd actividad extracelular de ciclodextrin
glucosiliransferasa usando medios de cultive alcalinos. Ef pH dptimo vy los
rangos de temperatura para la formacién de i{a enzima ciclodextrin glucosil
fransferasa fueron 6.5-7.5 y 45-55° C respectivamente.

Mikami, et 2i, (1989) describieron la estructura de una p-amilasa producida por

Bacillys cereus.

6.2. Actividad amilelitica

6.2.1. Bacterias

En la Fig. 2 se muestran los resulfados de la cinética de actividad enzimatica por
las cepas en estudio. Este experimento se realizd con la finalidad de seleccionar
la cepa de Bagillus con mayor actividad amilolitica. Durante las primeras 3 horas
de la fermentacion no se observd actividad considerable. A partir de las 9 horas
las cepas Bacillus cereus v Bacillus lentus presentaron un ligero aumento en la
actividad, siende mayor a las 24 horas con un valor maximo de 1.1 Unidades/mL
para Bacillus lentus y 0.41 Unidades/ mL para B. cereus. Las cepas B. mycoides
y 090172 presentaren valores mas baios de actividad a las 24 horas (0.15 vy 0.12
Unidades/ mL respectivamente).

Se puede observar en la Fig. 3 que Bagillus cereus muestra valores de actividad
especifica altos en las primeras horas de la fermentacion, que disminuyen con el
tiempo. Sin embargo a partir de las 9 horas se nota un incremento, presentando
un valor maximo de 2.3 Unidades/mg de biomasa en las 24 horas. Bacillus

lentus presentd un aumento en los valores de actividad especifica a partir de las

[
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6 horas de fermentacion, registrande el maximo valor (2.8 Unidades/mg de
biomasa) de ias cuatro bacterias a las 24 horas. Las cepas 090172 y B.
mycoides presentaron valores bajos durante toda la fermentacion, Se selecciond
la cepa Bacillus lentus para Hevar a cabo este estudio, ya que fue 1a que

presenio la mayor actividad amilolitica.

1.2J
1.0 &
_ 0.84
E _
B 064
ko]
o K
2 04 5
o J
0.2 -
00# — /4&
— 7 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

tiempo{horas)

Fig. 2. Actividad enzimatica de las cebas Bacillus fentus (#), Bacillus cereus (®),Baciflus
mycoides (&A). cepa 090172 (7). en Caldo Nutritivo-Almiddn incubadas a 30° C (Los

resultades graficadoes son el promedio de dos valores).
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Fig. 3. Actividad especifica de las cepas Bacillus lenfus (), Bacilius cereus (% ),Bacilius
mycoides (&), cepa 090172 (#), en Caldo Nuirifive-Almidon incubadas a 30° C. (Los

resultados graficados son el promedio de dos valores).

6.2.2 Hongos

La actividad amilolitica para el caso de los hongos se presentd en un mayor
tiempo de fermentacion. A partir de las 24 horas (Fig. 4) se observé aumento en
la actividad amilolitica de Phoma glomeratta, alcanzando un valor maximo de 0.3
Unidades/mL a las 72 horas. La cepa de Cladosporium sp. thongo verde café),
presemidc un aumenic en la actividad amilolitica después de las 48 horas
teniendo un valor maximo de 0.26 Unidades/mL en el tiempo 72 horas.
Cladosparium cladosporoides presentd aumento en el valor de actividad a partir
de las 24 horas, alcanzando el valor maximo de 0.18 Unidades/mL también a
las 72 horas, sin embargo este valor es bajo con respecto al obienido con las

cepas anteriores.



La cinética de actividad especifica (Fig. 5) permite observar que Phoma
glomeratta presentd valores mayores de actividad, con respecto a los otras
mohos, desde las primeras horas de fermentacion, siendo el mawximo a las 48
horas, con un valor de 0.6 Unidades/mg de biomasa. Como en €! caso de las
bacterias, este experimento se realizoé para seleccionar el moho con mayor

actividad amilolitica.
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Fig. 4. Actividad enzimatica de los mohos Phoma glomeratta (F), Cladosporium sp.
(&), Cladosporium sp (%), Cladosporium cladosporoides (H), en Caldo Almidén Extracto
de Levadura incubade a 28° C. (Los resultados graficados son el promedio de dos

valores).
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Fig. 5. Actividad especifica de los mohos Phoma glomeratta (%), Cladasporium
cladosporoides {#). Cladosporium sp (@), Cladosporium sp (&), en Caldo Almidon
Extracto de Levadura incubade a 28° C. (Los resultados graficados son el promedio de

dos valeres).

Se han encontrado reportes donde se ha identificado a algunas cepas de
Cladosporium como amiloliticas. El-Abyad, et al., {1892) estudiaron la actividad
amilolitica de 21 especies de hongos de suelo. Seis especies se seleccionaron
por producir activamente la enzima, entre ellas Cladosporium herbarum. l.as
condicionas mas favorabies para fa produccién de la enzima de itodos los
hongos estudiades fueron: un pencdo de incubacion de 8 dias a 27° C y un pH
inicial en el rango de 4-6,

Oh, et al, (1999} aislaron y estudiaron las propiedades de la enzima

extracelular p-glucosidasa de un mobo filamenioso, Cladosporium resinae,

aisiado de keroseno.
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8.3. FERMENTACIONES

6.3.1 Fermentacion de masa de maiz nixtamalizada irradiada, inoculada con
la cepa no amilolitica L. plantarum (42 Lilis).

Se comprobd que la cepa L. plantarum (42 Lilis) no presentaba actividad
amilolitica {Apéndice 2) antes de inocularse en la masa de maiz nixtamalizada
irradiada. En la masa inoculada con esie microorganismo se encaontraron
sacarosa, maltesa y glucosa (Tabla 7) en concentraciones iniciales de 1.28, 0.28
y 0.12 g/100 g muestra seca respectivamente.

L plantarum utilizd la glucosa maltosa y sacarosa disponibles en la masa en las
primeras 24 horas de farmentacién (Tabla 7); el valor de éstos a las 168 horas
fue de 0, 0.01, y 0.02 g/ 100 g de muestra seca respectivamente hasta el final

del ensayo.

Tabla 7. Concentracién de azlcares encontrados durante las fermentaciones en

masa de maiz nixtamalizada.

t L. plantarum (42 Lilis) Bacillus lentus B. lentus-L. plantarum
Maltosa** | Sacarosa* | Glucosa** | Maltesa** | Sacarosa | Glucosa™ | WMaltosa | Sacarosa | Glucosa
0 0.258 128 0.124 0.127 0.905 0.066 0.023 0.497 0,108
24 003 0.05 0.031 (.053 0031 .096 0.014 0 0.015
72 0.022 0.022 0.011 1.8 0.088 3.184 0.014 0008 0.005
168 0.014 0.02 4] 1.28 0 1.67 0.023 | 0 0.Q05
*t. tiempo en horas. *Concentracion ¢/100 g

Ocurrig una disminucion en el pH (Fig. 6) de la masa asf como un aumento en la
acidez (Fig. 7) de la misma producidos por la accion de este microorganismo.
Este aumento en la acidez se presentd durante todo el tiempo en que se llevd a
cabo la fermentacidn; sin embargo aicanzo un valor de pH de 5, que es mayor al

reportado para el pozol que es aproximadamente de 4 (Wacher et al_, 1893).
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E! microorganismo produjo los dcdos lactico y acético, por lo que ia
fermentacién fue heterolactica (Tabla 8); la concentracidn del acido lactico
aumento desde las 12 horas y del acido acético a partir de las 72 horas de
fermentacién.

El pH que se aicanza no es lo suficientemente acido como para lograr inhibir
algunas baclerias patogenas que se presentan en el pozol en forma natural.
Esto lleva a pensar que a largoe plazo v en la compleidad del medio {pozol
natural) si se requiere de actividad amiloiitica para producir mas azlcares
disponibles y asi las pacterias lacticas acidifiquen mas eficientemente el

producio.

70
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Fig 6. Valores de pH obtenidos en la fermentacion de la masa de maiz nixtamalizada
immadiada e inoculada con Bacillus lentus (B), L. plantarum (@), Bacillus lenfus-L.

plantarum. (&),
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Fig. 7. Valores de acidez titulable obtenides en la fermentacion de 1a masa de maiz
nixtamalizada irradiada e inoculada con Bacillus lentus (&), L plantarum (®), Bacifius

jentus - L. plantarum. (&),

Tabla 8. Concentracidn de acidos encontrados durante las fermentaciones en

masa de maiz nixtamalizada.

L. plantarum Bacillus lentus B. lentus-L.
plantarum
Tiempo | Ac lactico*™ | Ac Acético*™ | Ac Lactco™ | Ac Acético™ Ac. Ac. Acético™
() Lactico™
o] 0 0 0 0 0 0
5} Q C 0 0 0 0
12 0.103 0 0 ) 0214 | 0
24 0.403 G 0 0 0.224 4
48 0.233 O 0 0 0378 0
EE 0.361 0 0 0 0.319 0
168 0449 0.745 0.199 Q 0 390 i 0.320

**Caoncentracion g/100 g masa en peso seco
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La bacteria lactica preseni¢ un crecimienio acelerado alcanzandc una cuenta
total de microorganismos viabies de 10° UFClg a partir de las seis horas de
fermentacion (Fig. 8), manteniéndose en este valor hasta las 12 horas; a las 24
horas alcanzé el valor maximo de 10" UFC/g y a las 48 horas disminuyd la
cuenta a 10° UFC/g, finalizando 1a fermentacion con un valor de 107 UFC/g a las
168 horas. La bacteria lactica fue capaz de crecer satisfactorizmente en la masa

de maiz.
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Fig 8. Concentracién de microorganismos obtenidos en la fermentacién de fa masa de
majz nixtamalizada irradiada e inoculada con Bacillus lentus (cultivo puro) (HE), L.
plantarum (cultive puro) (@) Bacillus Jentus (cultive mixto) (&), L plantarum (cultivo

mixta) (¥),

Como se esperaba, L. planfarum no presento actividad amilolitica en la masa de

maiz nixtamalzada (Fig. 9) en el transcurso de la fermentacion.
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Fig. 8. Valores de actividad amilolitica obtenidos en la fermentacion de la masa de maiz
nixtamalizada iradiada e inoculada con Bacillus lentus (B), L. plantarum (®), Baciflus

lentus - L. plantarum. (A},

6.3.2 Fermeniacidn de masa de maiz nixiamalizada irradiada, inoculada con
la cepa amilolitica Bacillus lentus (48 HG}

En la masa inoculada con este microorganismo se encontré sacarosa, maltosa y
glucosa {Tabla 7) en concentraciones iniciales de 0.90, 0.13 y 0.07 g/i100 g de
muestra seca respectivamente. Se observd una disminucion en la concentracion
de eslos carbohidratos durante las primeras haoras de la fermentacidn. A partir de

las 24 horas cuando se habian agotado ios carbohidratos simples, aumentd la
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concentracion de maltosa, Hegande a un valor maxime de 1.90 g/10C g de
muestra seca a las 72 horas y la giucosa aumenté a parir de las 72 horas
alcanzande un valor maximo de 1.57 g/100 g muestra seca a las 168 horas
(Tabla 7). Esto confirma la actividad amiolitica de este microorganismo en ia
masa.

Los resultados de pH y acldez se pueden observar en las Figs. 6 y 7
respectivamente. No se detectaron variacicnes considerables en el pH de la
masa ¥ como consecuencia no se observd un aumento en la acidez. Este hecho
puede corroborarse en la Tabla 8, donde se encuentran los resuftados de los
acidos encontrados durante ésta fermentacion; éstos aparecen hasta las 168
horas, debido a una contaminacion al final de la misma, ya que se encontaron
colonias con caracteristicas macroscopicas diferentes a las de B. Jentfus.

Bacillus lenfus mosird un crecimiento rapide hasta las 12 horas de la
fermentacion, alcanzando una cuenta de 10° UFC/g (Fig. 8), y un crecimiento
menos rapido a las 24 horas (107 UFC/g). A las 48 horas se observé un aumento
en el crecimiento, obteniendo un maximo valor a las 72 horas (10° UFC/g). El
microorganismo se mantuvo viable hasta las 168 horas con una cuenta total de
10® UFClg

En la Fig. 9 se puede observar que el baciio presenta actividad amilolitica a
partir de las 24 horas de la fermentacion {0.25 Unidades/mlL), y ésta continud
aumentando durante la fermentacion, alcanzando un veler maximo de 14

Unidades/mL a ias 168 horas.



6.3.3. Fermentacién de masa de maiz nixtamalizada irradiada, inoculada
con Bacillus fentus (48 HG) y L. plantarum (42 Lilis).

En [a masa inoculada con estos dos microorganismos se encontraron sacarosa,
maltosa y glucosa (Tabla 7) en conceniraciones iniciales de 0.5, 0.02 y 0.11
g/t00 g muestra seca respectivamente. Al igual que en las fermentacicnes
anteriores estos azlcares se agotaron en la primeras 24 horas de la

fermentacion.

Les valeres de pH y acidez que se obtuvieron durante la fermentacion mixta
(Figs 6 y 7) fueron muy similares a los de la fermentacidon con cultivo de L
p!antafum puro. Esta tendencia se observé durante todo el tiempe de la
fermentacion resultando un valor de 4.96 a las 168 horas. Esto indica que L.
plantarum acidificd de igual manera en cultivo puro que en cultivo mixto con
Bacilius lenfus. Los dcidos producidos durante esta fermentacion (Tabta 8)
fueron, como en el caso de la fermentacién con el cultive de L. plantarum puro,
acido lactico vy acético, producidos por este Ultimo microorganisme. En la Figura
8 se puede observar que la cuenta de L. planfarum aumentd con la misma
tendencia que en e cultivo puro; sin embargo la cuenta de Bacillus fue muy
variable probablemente debido al pH que ya era de 5.5 a partir de las 12 horas.
A las 72 horas cuando el valor de pH era de 5.3 la cuenta viable de B. lentus
disminuy6é, obteniéndose una cuenia finai de 10° UFC/g a las 168 horas (pH
4 96). Se han reportado valores de pH optimos de 6.1 y actividad amilolitica
ligeramente alterada en un rango de pH de 5.1 a 6.6 para una cepa de B. fentus
(El-Aassar et al,, 1992). Asi mismo, Wibenga et al., (1991) reportan que para
una cepa del complejo B. lentus/firmus, el crecimiento en un medio de cultivo
que contenia almidon cesd a un pH de 6.5 y ho se observd Crecimiento a un

valorde pHde 5.7.
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En la Fig. 9 se puede observar que no se deiecté actividad amilolitica; esto pudo
deberse a que B. lentus no produjo la enzima porque no tuva oporfunidad de
crecer a consecuencia de la acidez en el medio 0 a que la enzima que pudo
haber producido en ias primeras 48 horas {Fig. 8) no estaba en el pH optime
para actuar. Asi, en cultive mixte con L. plantarum, Bacillus lenfus no es capaz

de hidrolizar el almidén de ia masa.
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7. CONCLUSIONES

-Se aislaron del pozol 4 cepas pertenecientes al género Bacillus que fueron
identificadas come B. lentus, B. mycoides y B. cereus, las cuales presentaron
actividad amilofitica. B. lentus fue la cepa que presentd mayor actividad
amilolitica.

-La cepa Bacillus lentus (48 HG) presentd actividad amiiolitica en la masa de
maiz nixtamalizada al ser inoculada individuaimente.

-No se detectd actividad amilolitica considerable en la fermentacion muxta (L
plantarum-B. lentus) en la masa de maiz nixtamalizada.

-En la fermentacién mixta de L. plantarum y B. lentus en |la masa de maiz
nixtamalizada el crecimiento de B. Jentus se ve inhibido por los acides
producides por L. planfarum, por o que B. lentus no seria capaz de aportar a la

bacteria lactica carbohidratos simples.

8. RECOMENDACIONES

Realizar una fermentacién mixta con cultivos puros de un mohe aislado del pozo!
{Phoma glomerata) y L. pfantarum, con la finalidad de detectar si el moho posee
l2 capacidad de producir enzimas amiloliticas en la masa de maiz nixtamalizada
y proveer de azlcares simples a la bacteria lactica.

Se recomienda fambién realizar una farmentacion mixta con cultivos puros de
Bacillus fentus, L. plantarum y un moho (Geofrichum candidum) con capacidad
para utilizar los acidos producidos por L. planfarum, y asi investigar si bajo estas
condiciones Bacillus lenfus es capaz de presentar actividad amilolitica en ia

masa.
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APENDICE 1. MEDIOS DE CULTIVO

[. Agar Cuenta en Placa - Almidén 2% g/b

Agar Modificado
Extracio de Levadura 258g 25g
Peptona de caseina 504g 5.0g¢g
Almiddn 2004 200¢g
Agar 15.0¢g 15.0¢g
Agua destilada 1000 mb 1000 mL

l. Lugol (g/L) Solucion stock
Yoduro de potasio 30g

Yodo 3g
Preparar antes de utilizar una solucion al 4% (viv), a partir de la solucidn stock.

11k Agar Nutritivo (Oxoid)-Almidon 2% {Merck}

Agar Medificade

Poivo Lab-Lemco 1.0g 10g
Extracto de levadura 2.0g 20¢g
Peptona 50g 50¢
Cloruro de sodio 50g 509

Agar 150g¢g 15.0¢g
Almidén — 209

Agua destilada 1000 mL 1000 mL

V. Caldo Nutritivo (BIOXON}-Almidén 2%(Merck}

aldo Modificade
Peptona de gelatina 5049 509
Extracto de camme deres 3.0g 3.0g
Almidon soluble ———- 20 g
Agua destilada 1000 mL 1000 mL
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V. Agar para test morfoiogice Finley y Fields (BioMérieux)

Agar Nutritivo 15¢g

Agar Bacteriologico 5g

Glucosa 05g

Sulfato de Manganeso  0030¢g

Agua destilada 1000 mL

VI Agar Papa

Cuadritos de papa blanca pelada 300 g
Agar bacterioldgico 39¢g
Agua destilada 1000 mL

Se cocid 1a papa durante 5 min. con el agua destilada. Se filtré por medio de una
gasa, el agua de coccidn se aford a 1000 mi Se afadié el agar bacterioldgice a

asta solucion v se esterilizd a 121 Kgf durante 15 minutos.

Vil Agar ELAA (Extracto de Levadura Agar Almidon)

Agar Caldo
Extracto de levadura 4049 40¢g
Almidén soluble 150¢ 15049
Fosfato de potasio 109 10g
Sulfato de Magnesio heptahidratado  0.5g 05¢g
Agar 1549 B
Agua destilada 1000 mL 1000 mL

Modificado
40¢g

20.0g

1049
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APENDICE 2

Tabla 9 Cuenta de microorganismos y concentracién de biomasa de las cepas de Bacilus en estudio
£l resuitado es el promedio de dos valores

Bacillus mycoides [070672) Bacillus cereus (070772)
Tiempo (h) | Cta. {log ufc/imL) Desv Est Biomasa (g/L) | Cta {log ufe/ml) ; Desv Est | Biomasa {g/L}
0 6.4 0.099 00107 84 0099 0 0029
3 71 0.099 0 0330 G 0 00194
5 77 0.35 0.1222 78 025 0.1359
g 8.6 0.09% 0 8936 81 008 (2342
24 84 04 Q.8097 8 005 01721
Cont. Tabla 9
cepa 090172 Bacillus lentus (48 HG)
TIEMPO (h}|Cta. {log ufe/mL) |Desv. Est Biomasa {g/L) | Cta. (log ufe/mL) [Desv Est Biormasa (g/L)
0 8 0.149 0 0097 64 0.08 {.0338
3 83 005 001156 64 0 099 0.0088
5] 9.4 0.05 0.0482 7.7 0 099 0 0597
9 9,1 ¢ 0.2249 7.6 0.099 0.0509
24 10 0 0.1965 8.5 0 099 0 3905

Tabla 10 Resultados de actividad amilofitica de las cepas de Baciflus en estudio (El resultado es promedic de dos valores)
Actividad Amilolitica unidades/imL

TIEMPO (h)] ©80172 Desv. Est. cepa 48 HG Desy. Est. cepa 070672 [Desv. Est cepa 070772 |Desv Est
0 0.004 0 0004 Q 0.004 ¢ 0 007 0
3 0.004 0 0.004 0 0.004 0 002 0002
6 0004 0 0.004 0 0.004 0 0077 0.003
9 0.004 Y 0.142 0.002 00822 0.0007 .12 0.002
24 0.122 0.02 1.101 0.017 0.18 0 004 0 407 0.018
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Tabla 11 Resultados de actvidad especlfica de {as cepas de Bacilfus en estudio

Actividad Especifica (Unidades/mg)

TIEMPQO (h) cepa 090172 cepa 48 HG cepa 070672 [cepa Q70772
0 0.4082 0.1172 0.3740 2.5862
3 0.3443 0.4500 0.1200 1,0309
6 6.0821 0.0663 0.0324 0.5666
9 0.0176 2.7898 0.0246 04782
24 0.6208 2.8195 01853 2 3649

Tabla 12. Aclividad amilolitica de la cepa Lt plantarum (42 llis)

Unidades/mL

TIEMPO (h) cepa 42 lilis*
0 0 004
3 0.004
6 0.004
9 0.004
24 0.004




APENDICE 2

Tabla 13 Resulltado de la concentracién de biomasa de los mohos en estudio. {(Et resultado es el promedio de dos valores)

Hongo verde Hongo café Hongo verde/café Hongo rosa
TIEMPQ (horas) | Biomasa {g/L} | Desv Est. Biomasa (g/L) Desv Est Biomasa (g/L) Desv. Est Biomasa (g/L) Desv Est
0 (.051 0.0007 0.035 0 0.035 0 0.025 0.001
24 0.164 0.0148 0.141 0 0.205 0.004 0.195 0007
48 0.4760 0 0.623 0000 (.8450 0 0070 0.3370 0.011
72 2.0380 o] 2.9230 0.1130 1.9510 01950 1.1970 0.009
Hongo verde= Cladospenum cladasporoides honge verde/café= Cladosporium sp
Hango cafe= Ciadosponum sp henge rosa= Phoma giomeratta
Tabla 14. Resultados de actividad amilolitica de los mehos en estudio, (El resuitado es promedic de dos valores)
Actividad Amilolitica (Unidades/mL})
TIEMPO (heoras) | Hongo verde Nesv, Est. H cafe Desv. Est. H verde/café Desv Est H rosa Desv, Est
0 0.004 0 0.0C04 0 0 008 0.0007 0.01 0.002
24 0.004 o 0 004 Q 0.02 0 001 0032 0028
48 (084 0.062 0 004 0 0017 0 002 0.234 0.004
72 0186 0.108 0.091 0.012 0287 0.019 0.309 0.007

Hongo verde= Cladosporium cladosporoides
Hongo cafe= Cladosponiuim sp

hongo verde/café= Cladosporiurm sp
honge rosa= Phoma glomeratta

Tabla 15 Resultados de Actividad especifica de los mohos en estudio
Actividad Especifica {Unidades/my de biomasa)

TIEMPQ) (horas Hongo verde H cafe H verde/café H rosa
0 00638 0 0845 0.1448 0 3667
24 0 0536 00199 0 0547 02078
48 0.1637 0 0048 00118 ¢ 6607
12 0 0600 Q027 0 1359 (0 2579

Heongo verde= Cladosporium cladosgoroides
Hongo cafe= Cladosponum sp

honge verdefcafé= Cladosponum sp
hongo rosa= Phoma glomeratta
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Fig. 13. Curva estandar. Cuenta total-Peso seco {Bacillus lentus/48 HG)
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Fig, 14, Curva estandar. Cuenta total-Peso seco (Bacilus mycoides/070672)
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Fig. 15. Curva esténdar. Cuenta total-Peso seco (Bacillus cersus /070772)
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APENDICE 4.

PRINCIPIO DE LOS SISTEMAS ENZIMATICOS PARA LA CUANTIFICACION DE
GLUCOSA, SACAROSA Y MALTOSA.

El sistema se basa en la cuantificacién espectofotrometrica a 340 nm del NADPH
formado a partir de {a glucesa-6-F medianie la siguiente reaccion:

Glucosa—6-P + NADP® —* D-gluccnaio-5-P + NADPH + H*

La glucosa se convierte en glucosa-6-P
hexocinasa

D-Glucosa + ATP ———— % Glucosa-8-P + ADP

La maltosa y fa sacarosa se hidrolizan primero madiante las reacciones.

a-glucosidasa
Maltosa + H2O ————* 2 D-glucosa
a-glucosidasa
Sacarosa + H2O ——® D-glucosa + D-fructosa
p-fructosidasa
Sacarosa + H2O — ¥ D-glucosa + D-fructosa

Posteriormente la glucosa formada se transforma en glucosa-6-P. De esta manera,
se pueden cuantificar los carbohidratos ya que se forma una mo! de NADPH por
cada mol de glucosa, sacarosa y por cada medio meol de maltosa.
El orden de adicidon de los reactivos para la cuantificacion de los azlcares se
muestran en la siguiente tabla..

Tabla 15. Orden de adicion de

Maltosa/Sacarosa/D-Glucosa

los reactivos para

la cuantificacion de

Pipetear en|Blanco |Muestra Blanco Muestra Blance de|Muestra

las celdas |de de maltosa|sacarosa |de glucosa de glucosa
maitosa sacarosa

Solucion 1* [0.066 mL [0.066 ml. |- - - -

Solucién 2% |- - 0.066mL |C066mL |- -

Muestra - 0033 mL - 0.033mL - 0.033 mL

Mezclar e incubar a 20-25 °C por 20 min_ Afadir:

Solucion 3* [0.333mL|{0.333mL 0333 mL |0.333mL [0.333mL 10.333mL 1

Agua ‘

desionizada |0.600 mL |0.570 mL_ [0.600 mL |0.570mL |0.660mL |0.630 mL |

Mezclar, leer las absorbancias de las soluciones después de 3 min..(Aq). Empezar la

reaccion por adiccion de:

[Solucién 4= [0.007 mL[0.007 mL ]0.007 mL_|0.007 mL_10.007 mL [0.007 mL_|

Mezclar, esperar €l final de [a reaccion (10-15 min.} y leer las absorbancias de las
soluciones (As).
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Solucion 1: Buffer de acetatos, pH=6.8/¢ glucosidasa
Sclucién 2: Buffer de acetatos, pH=4.6/p fruciosidasa
Solucién 3: Buffer frietanolamina, pH=7.6/NADP/ATP
Sotucién 4: Hexocinasa/Glucosa-6-P deshidrogenasa

El analisis se realizd en celdas desechables de metracrilato de 1.5 mL con un paso
de luz de 1 cm. E! equipo utilizado (Spectronic Genesis 5 de Milion Roy} se calibré
con la celda sin solucién.

Para calcular la concentracian de los aziicares se tiene la siguiente ecuacion:

C= V x PM x AA {g/L]
EXAXVA X

Donde :
V= volumen final {mL)
v=volumen de la muestra (mL)
PM= peso molecular del compuesto a analizar [g/maol]
d= pasc de Juz (cm)
e= coeficiente de extincién del NADPH a 340 nm (6.3 L x mmol™ x em™)
(x2*)= se multiplica por dos para el casc de maitosa

Y AR, , se determina a partir de las diferencias de las absorbancias en base a los
siguiente:

AAqucosa = (AZ - A1)rmra de giucosa ~ (AZ - A1)blanco de glucosa
APAmattosa = (Az - Ai)mtra de msitesa ~ (AZ - A1)mtra de sacaresa
AAs-acaro.«sa = (AZ = A%)mtra de sacarosa ” (AZ - A1)mtra de glucosa

Si la muestra ha sido diluida durante la preparacion, e! resultado de ia ecuacion debe
ser multiplicado por el factor de dilucion.

Cuando se analicen muestras solidas o semisdlidas que necesiten pesarse para la
preparacion de la muestra, el resultado debe calcularse a partir de la cantidad
pesada.

Segiin la metodologia descrita en el sistema enzimatico empleado (Boehringer
1113850), los limites de deteccidn para la glucosa expresados en g/100g de masa es
de 0.001 y para |a sacarosa y maltosa de 0.005.

Li
=]
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