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RESUMEN

El atole agrio de Villahermosa, Tabasco es una bebida tradicional mexica que no
ha sido objeto de ningun tipo de investigacion, asi mismo tampoco se han descrito
las etapas de su elaboracion. La materia base para elaborar este atole agrio es el
maiz, llamado localmente como maiz de dobla, debido a que el tallo de la planta
es doblado a la mitad y de esta manera, al quedar unido a la planta esta protegido
por ella, mientras pierde humedad. De otra forma se tienen pérdidas durante el
secado, ya que se separan las mazorcas y en algunas crecen microorganismos.
Su proceso de elaboracion, que incluye maiz de dobla que no se nixtamaliza
podria influir en la microbiota del atole y podria ser diferente a la de otros

productos elaborados a partir de maiz.

El objetivo de este trabajo fue conocer las etapas de su elaboracién, detectar las
concentraciones de grupos microbianos tales como: bacterias lacticas (BAL),
bacterias lacticas amiloliticas (BALA), mesofilos aerobios, mohos, levaduras y
coliformes; aislar e identificar en particular las bacterias lacticas y bacterias
lacticas amiloliticas. Finalmente comparar la microbiota encontrada con lo
reportado en otros alimentos elaborados a partir de maiz. Para cumplir los
objetivos se realizé un muestreo del atole agrio. La elaboracion de la bebida se
hizo de manera tradicional y se encontré que las etapas de elaboracién incluyen:
desgranado de las mazorcas, molienda, amasado, fermentacion sélida o liquida,

eliminacion de la cascarilla del maiz y coccion.




La investigacion incluyd el uso de métodos tradicionales de microbiologia. En el
atole agrio se detectaron y cuantificaron BAL, BALA, mesofilos aerobios,
coliformes y levaduras en diferentes tiempos de fermentacion. Dichos grupos
microbianos también han sido encontrados en otros alimentos fermentados

tradicionales de México como el pozol.

En ambos lotes de la fermentacion liquida el conteo en placa para todos los
grupos microbianos evaluados fue alto, el crecimiento fue masivo y ninguno de los
grupos microbianos fue inhibido por la reduccion del valor de pH (pH de inicio 6.5y
después de 6 horas disminuyo a 4.05).

Al finalizar 6 horas de fermentacion liquida se obtuvo una concentracion
microbiana (UFC/ml) del orden de >10° para BAL y mesdfilos, >10° para BALA vy

levaduras y >10* para coliformes. No se observo la presencia de mohos.

En la fermentacion sdlida en general todos los grupos microbianos evaluados
crecieron de forma masiva, el conteo en placa fue alto desde el inicio del estudio
en ambos lotes. Después de 12 horas de fermentacion se obtuvo una
concentracion microbiana (UFC/g) del orden de >10° para BAL y mesdéfilos, >10°
para amiloliticas y levaduras y >10* para coliformes. No se observo la presencia de
mohos. El valor de pH al inicio fue de 6.38 y descendié a 4.46 después de 12
horas de fermentacion. Solo la cuenta en placa de coliformes en ambos lotes
disminuyé después de 24 horas a 10> UFC/g cuando el valor de pH era de 4.21.

Se aislaron un total de 72 cepas de bacterias lacticas y 8 cepas de bacterias

lacticas amiloliticas Gram (+) y Catalasa (-) de los diferentes tiempos de las




fermentaciones solida y liquida. De acuerdo a las pruebas bioquimicas API 50CH
de BioMérieux se identificaron bacterias lacticas de las especies: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus delbrueckii y Lactococcus lactis ssp. lactis.

El microorganismo Lactococcus lactis ssp. lactis se identificd en diferentes etapas
de la fermentacion solida y liquida desde el inicio hasta el término de estas, de
igual forma todas las cepas identificadas como amiloliticas corresponden a
Lactococcus lactis ssp. lactis por lo anterior se asume que su presencia debe ser
relevante para el proceso fermentativo, sin embargo, no ha sido reportado como
parte de la microbiota lactica en productos fermentados similares.

La bacteria lactica Lactobacillus plantarum aislada e identificada en el atole agrio
se presenta de manera frecuente en bebidas que tienen como sustrato al maiz
como el ogi, mahewu y pozol.

Al parecer el atole agrio tiene en comun microbiota lactica con otros productos
fermentados tradicionales que tienen como base al maiz, a pesar de que en el

proceso de elaboracion se incluye maiz de dobla que no es nixtamalizado.




1.0. INTRODUCCION

Los alimentos fermentados tradicionales son aquéllos en los cuales ocurren
cambios microbiolégicos/enzimaticos en los sustratos utilizados para su
elaboracion generandose sabores, aromas y texturas aceptables para los
consumidores humanos. Se obtienen mediante fermentaciones naturales, es decir,
no se afnaden indculos sino que actuan los microorganismos naturalmente
presentes en el alimento y estan constituidos por microbiotas complejas. Se
elaboran a partir de sustratos amilaceos (maiz, sorgo, trigo, etc.) o azucarados
(frutas, savia de algunas plantas) y se consumen con diversos fines, pudiendo
ser nutricionales, estimulantes, medicinales y/o ceremoniales (Diaz y Wacher,
2003).

En el estado de Tabasco diversos grupos indigenas y mestizos consumen una
bebida regional acida, no alcohdlica preparada con una masa elaborada con maiz

de dobla, no nixtamalizado y fermentado, que se conoce como atole agrio.

Se le llama localmente maiz de dobla debido a que el tallo de la planta es doblado
a la mitad con el fin de que el maiz pierda humedad, evitando la accion de
microorganismos. El doblado del tallo se realiza alrededor de treinta dias antes de

cosechar.

Este atole se elabora unicamente en el periodo de dobla, en los meses de mayo y
septiembre. El tipo de maiz (de dobla en vez de uno maduro), sin nixtamalizar y
que se puede fermentar solido o liquido son diferencias que presenta esta bebida

con respecto a otras de maiz. Estas particularidades podrian influir en el tipo de




microbiota, por lo que resulta interesante su estudio, en el que ademas es posible
el aislamiento de microorganismos que pudieran usarse en algun proceso
biotecnoldgico. Este trabajo es el primer acercamiento para conocer con mayor
detalle las etapas de elaboracion del atole agrio asi como la microbiota

involucrada en el proceso fermentativo, en particular las bacterias lacticas.




2.0. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos fermentados.

Los microorganismos ya estaban presentes en la tierra cuando el hombre llegé al
planeta. Asi, heredd los microbios, las plantas y los procesos microbianos, aunque
no tuviera los conceptos de microbiologia, quimica o fermentaciones. Es probable
que la fermentacién empezd a jugar un papel importante en la dieta del hombre
cuando éste comenzo a recolectar alimentos y colocarlos en recipientes. El tipo de

estos, a su vez, influyé en el tipo de fermentacion que se desarrollé.

Los alimentos fermentados son aquéllos en los cuales ocurren cambios
microbiolégicos/enzimaticos en los sustratos utilizados para su elaboracién
generandose sabores, aromas y texturas aceptables para los consumidores
humanos. La leche se acidifica naturalmente produciendo leches agrias/yogurts, y
si se mantiene por periodos prolongados se convierten en quesos. Los jugos de
frutas se fermentan naturalmente y generan vinos, y estos a su vez, si se
almacenan en condiciones anaerdbicas se fermentan naturalmente para producir
vinagre (Steinkraus, 1993). El uso del mortero y pistilo fue esencial para la
produccion de algunos alimentos como atoles y pan, que requieren de molienda,

pulverizacion o descascarillado.

2.2. Alimentos fermentados tradicionales.

Los alimentos fermentados tradicionales se obtienen sin afiadir indculos, por lo

que actuan los microorganismos naturalmente presentes en el alimento y estan




constituidos por microbiotas complejas (Diaz y Wacher, 2003). El proceso
involucra mezclas de cultivos como hongos, levaduras o bacterias. Estos alimentos
son un recurso enorme de microorganismos y algunos de ellos tienen
caracteristicas probioticas. Estos alimentos se han preparado y consumido por
cientos de anos y estan fuertemente asociados a culturas y tradiciones de millones
de personas alrededor del mundo, especialmente en comunidades rurales (Tabla
2.2.1). Los alimentos fermentados son componentes importantes de la dieta como
alimento basico, complemento de la alimentacion basica, condimentos y bebidas

(Wacher y Lappe, 1993).

Algunas caracteristicas benéficas de los alimentos fermentados incluyen

(Steinkraus, 1994):

a) Conservacion de una gran cantidad de alimentos debido a la fermentacién
lactica, acética, alcohdlica y/o alcalina.

b) El crecimiento de microorganismos de descomposicidén o patégenos se inhibe y
los productos se conservan.

c) El valor nutritivo puede incrementarse, debido al enriquecimiento bioldgico del
alimento con proteinas, aminoacidos esenciales, acidos organicos, acidos
grasos esenciales y vitaminas.

d) La digestibilidad del alimento fermentado generalmente se mejora en
comparacion con el sustrato del cual se parte.

e) Detoxificacidon durante el proceso fermentativo.

f) Disminucion en los requerimientos energéticos y tiempos de coccidn.




g) Enriquecimiento de la dieta a través del desarrollo de una diversidad de

sabores, aromas y texturas en sustratos de alimentos.

La mayoria de los alimentos fermentados se producen a nivel artesanal, mientras
que un numero considerable de procesos de alimentos fermentados se han
escalado a nivel industrial con fines comerciales.

Las fermentaciones han sido utilizadas por siglos y en muchos paises para
conservar y mejorar la calidad de los alimentos basicos, pero muy pocas naciones
han llegado a producir versiones industriales de sus fermentaciones étnicas. Por
ejemplo, en Europa las fermentaciones de los productos lacteos han evolucionado
desde las recetas tradicionales hasta los procedimientos sofisticados que
requieren aislamiento y propagacion de cultivos microbianos especializados,
llamados iniciadores los cuales han sido clasificados y mejorados usando técnicas

de microbiologia y de biologia molecular (Hoschke et al., 1984).




Tabla 2.2.1. Algunos alimentos fermentados tradicionales a base de maiz.
Modificado de Nout et al., 2007

Producto

Pais (es)

y/o area (s)

Microbiota
funcional

Sustratos

Tipo de

fermentacion

Descripcién

Banku Egipto Maizoyuca  LAB, Levaduras FSS, N Bola de masa
Busaa Kenia, Maiz, mijo LAB, Levaduras SmF, N Bebida
Uganda africano alcohdlica acida
Bebida
alcohdlica acida,
Chicha Sudamérica Maiz LAB, mohos, SmF, N efervescente,
levaduras, translucida
bacterias acéticas amarillenta
Kenkey Ghana Maiz LAB, Levaduras SSF, N Bola de masa,
cocida
Mahewu Sudafrica Maiz LAB SmF, N Bebida no
alcohdlica, acida
Mawé Benin, Maiz LAB, Levaduras SSF, N Masa acida
Congo convertida en
atole o molida
Munkoyo Zambia, Maiz LAB, Levaduras SmF, N Bebida
Zaire alcoholica dulce,
acida
Ogi Nigeria, Maiz, sorgo LAB, bacterias SmF, N Hojuelas acidas
Oeste 0 mijo acéticas, mohos y
Africa levaduras
Bolas de masa
acidas
Poto-poto Congo Maiz LAB, Levaduras SSF, N convertidas en
atole u hojuelas
Bolas diluidas
con agua para
Pozol México Nixtamal LAB, otras SSF, N hacer un atole
bacterias, mohos, acido no
levaduras alcohdlico

LAB Bacterias acido lacticas; FSS Fermentacion semisélida; SmF Fermentacién sumergida; N Fermentacion

Natural




2.3. Alimentos fermentados tradicionales de México.

A pesar de que en su mayoria son poco conocidos, tienen importancia alimentaria,
social y econdmica para los grupos étnicos que regularmente los preparan y
consumen, se trata de productos locales elaborados mediante métodos de
fermentacion transmitidos de generacién en generacion hasta la actualidad. Se
elaboran a partir de sustratos amilaceos (maiz, sorgo, trigo, etc.) o azucarados
(frutas, savia de algunas plantas etc.) y se consumen con diversos fines, pudiendo
ser nutricionales, estimulantes, medicinales y/o ceremoniales. En la actualidad de
toda la variedad de bebidas y alimentos fermentados existentes en nuestro pais,
s6lo algunos han sido objeto de investigaciones étnicas, antropoldgicas, sociales,

microbiolégicas y quimicas (Herrera, 1993).

Las bebidas y los alimentos fermentados han sido de gran importancia en la vida
diaria y ceremonial de grupos indigenas de México desde la época prehispanica
de manera que la tradicién de su consumo ha continuado hasta la época actual,
no solo por los grupos étnicos, pues en mayor o en menor grado, los grupos
mestizos y en forma mas restringida, los criollos y los de inmigracion reciente
aceptan esporadicamente algunos productos fermentados, por el contrario de los
indigenas que llegan a consumir algunos de ellos como parte de su alimentacion
cotidiana (Herrera, 1993).

Las bebidas y los alimentos fermentados mexicanos pueden ser clasificados de
acuerdo con las materias primas que se utilizan en su preparacion y con base en

su composiciéon quimica. En términos generales, puede hacerse una clara




distinciéon entre los productos fermentados alcohdlicos y los no alcohdlicos;
siguiendo otro enfoque estos pueden ser divididos en dos grupos: autéctonos o
indigenas y aléctonos o de origen extranjero, aunque esta clasificacion no siempre
esta bien delimitada porque existen varias modalidades en ambos tipos, de
manera que es posible considerar bebidas y alimentos fermentados distintos a los
originales o de tipo mixto, especialmente elaborados por poblaciones mestizas, a
menudo con caracteristicas intermedias entre los tipos indigenas y los
introducidos.

Entre las bebidas y los alimentos alcohdlicos autoctonos de México los siguientes
son algunos de los mas apreciados: pulque, tepache, colonche, tesguino y balché;
por otra parte, entre los no alcohdlicos de origen prehispanico, el pozol es el mas

importante (Herrera, 1993).

En México se elaboran actualmente o se preparaban en épocas pasadas,
mediante procesos de fermentacion, numerosos alimentos bebidas, tanto
autéctonos como aléctonos, aunque solo algunos como los mencionados
anteriormente han llegado a alcanzar una gran aceptacion en zonas amplias del
pais, pues muchos de estos estan restringidos a pequefias extensiones
territoriales en relacidon a factores ecolégicos y a las predilecciones de
determinados grupos étnicos por ciertos alimentos, cuyo consumo se vuelve

rutinario y llega a ser tradicional.




2.3.1. Alimentos fermentados mexicanos elaborados a base de maiz.

Mesoameérica es una de las principales regiones para el desarrollo histérico de la
agricultura mundial. Entre las diversas plantas domesticadas en esa region, se
destaca al maiz, que ha formado parte sustancial de la dieta local desde hace
varios milenios. La tecnologia indigena del maiz ha evolucionado de un estilo
artesanal hasta una industria moderna que usa las recetas antiguas pero con
procedimientos mecanizados y de esta manera ha logrado preservar sus ventajas
de gran valor nutritivo. De primordial importancia es el uso de la llamada técnica
de elaborar el “nixtamal” 0 masa cocida de maiz, cuya etimologia nahuatl (nixte =
ceniza, tamalli = masa cocida) denota su antigiiedad y origen. Esta tecnologia
conservo el cocimiento alcalino que ha sido encontrado muy ventajoso porque
texturiza la masa, aumenta la concentracion de calcio, aumenta la digestibilidad,
mejora el balance isoleucinal/leucina, libera parte de la niacina que no esta
biodisponible inicialmente en el grano y promueve una mejor asimilacién de las

vitaminas (Viniegra, 1993).

A pesar de estas ventajas de la tecnologia del nixtamal, es muy sabido que la
proteina del maiz es deficiente en lisina y triptéfano pero afortunadamente se
puede complementar con la proteina de los frijoles comunes. Pero, otra
alternativa tradicional para mejorar la calidad de la proteina del maiz, es la
fermentacién lactica, ya que puede transformar parte de la proteina vegetal en

biomasa microbiana con alto contenido de lisina y triptéfano (Erdman et al., 1977).




Otras fermentaciones indigenas del maiz, alcohdlicas y no alcohdlicas, han sido
examinadas por Cruz-Ulloa y Ulloa (1973) su distribuciéon aproximada en México
se muestra en la Tabla 2.3.1.1. Estos autores han indicado que 24 grupos étnicos
tienen sus propios procesos de fermentacién y cerca de la mitad de los procesos
son no alcohdlicos (probablemente lacticos).

La recopilacién del Museo Nacional de las culturas Populares (1982) indica la
preservacion de una gran variedad de fermentaciones indigenas del maiz, a pesar
de la fuerte competencia de las bebidas industrializadas de origen extranjero. Se
incluyen en la lista productos con nombres tales como chicha, chilote, elisquiate,
mejengue, piznate, pozol, te rico y tesguino, se indica brevemente sus recetas
tradicionales (Tabla 2.3.1.2). Por lo tanto, a pesar de la fuerte competencia
industrial, las fermentaciones indigenas del maiz aun ofrecen la posibilidad de ser
rescatadas y convertirse en alternativas novedosas para la dieta mexicana, en
espera de ser redescubiertas y reinventadas para usos modernos en la dieta de la

poblacién urbana (Viniegra, 1993).
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Tabla 2.3.1.1 Distribucién en México de algunas bebidas fermentadas de maiz*

A. BEBIDAS ALCOHOLICAS

NOMBRE ESTADOS GRUPOS ETNICOS
Sendenché México, Michoacan Mazahuas
Tepache Sonora, Oaxaca Papagos, Triques, Mixtecos, Amuzgos,
Chinantecos
Tesguino Oaxaca, Sonora, Chihuahua, Zapotecos, Pimas, Yaquis, Tarahumaras,

Nayarit, Jalisco, Durango

Tepehuanos, Huicholes.

B. BEBIDAS NO-ALCOHOLICAS

NOMBRE ESTADOS GRUPOS ETNICOS
Agua agria San Luis Potosi, Veracruz, Nahuas
Hidalgo, Puebla, D.F.
Atole Guanajuato Chichimeca-jonaz
Atole agrio Oaxaca Mazatecos
Pozol Chiapas, Yucatan, Tabasco Zoques, Lacandones, Mayas, Tzotziles,

Tojolabales, Chontales

*Datos compilados por Cruz-Ulloa (1973).




Tabla 2.3.1.2 Breve descripcion de algunas bebidas fermentadas de México*

NOMBRE DESCRIPCION
Chicha Los granos se cuecen y fermentan. Se puede afadir azucar de cafia
Chilote Los granos de maiz se muelen con miel y azicar de cafa. La mezcla se

cuece y se fermenta.

Elisquiate Los granos de maiz se remojan, muelen y se mezclan con panela y chile.

El grano se mezcla con hojas de maiz, panela, agua y pulque. La
fermentacion dura 3 dias. Se afaden rebanadas de platano y pifias con

Mejenge  canela. Se permite otro dia de fermentacion

Piznate El maiz se tuesta, muele y se mezcla con agua, piloncillo y canela. Se
consume después de 2 o 3 dias de fermentacion.
Los granos remojados se hierven con cal hasta que se desprenden la
cuticula y se ablandan. Se muelen y la masa se deja fermentar para

Pozol después diluirse con agua y mezclarse con azucar y especias (vainilla,

canela, etc.)

Te rico Se muelen las tortillas tostadas y se mezclan con agua, azucar o miel,

canela u hojas de limén.

Tesgliino Los granos se germinan por 9 dias. La malta se muele y se hierven por
10 horas. Se consume después de fermentarse con azucar

*Datos compilados por el Museo de Culturas Populares (1982).
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2.4. Atoles agrios.

Los atoles se preparan con masa o maiz agriado y representan uno de los tantos
productos que se elaboran con masa de maiz con o sin el proceso de
nixtamalizacion. En sus diversas modalidades son muy apreciados en algunas

partes del centro y sur de México (Herrera, 1993).

Uno de los atoles agrios mexicanos que ha sido objeto de estudio es el Axocotl,
consumido por los nahuatls del municipio de Cuetzalan, Puebla. Se trata de una
bebida agria no embriagante de color verdoso, preparada con maiz hecho masa y
nixtamalizado, fermentado de 3-4 dias. El Axocotl es de color verdoso debido a
que el fermentado de maiz se mezcla con una hierba conocida como “la hierba del

axocot” la cual le da un sabor dulce al preparado (Guadarrama, 2007)

2.4.1. Atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

En el estado de Tabasco diversos grupos indigenas y mestizos consumen una
bebida regional acida, no alcohdlica preparada con masa de maiz de dobla, no
nixtamalizado y fermentado, que se conoce como atole agrio.

La materia base para elaborar este atole es el maiz, llamado localmente como
maiz de dobla. El atole agrio se elabora unicamente en el periodo de dobla, en los
meses de mayo y septiembre. Este atole se puede adicionar de azucar.
Tradicionalmente, es consumido por mujeres que acaban de dar a luz y se
encuentran en el periodo de lactancia, ya que se cree que este aumenta la
cantidad de leche que se produce, asi mismo los habitantes de la comunidad le

atribuyen una mejora a la salud cuando se padece de diarrea. También es




preparado para la celebracion del dia de Muertos para colocarlo en las ofrendas

dedicadas a los difuntos que disfrutaban de esta bebida.

2.5. Composicion quimica del maiz.

El maiz es una de las plantas mas utiles al hombre. Una de las principales
caracteristicas es su gran adaptacion en suelos y climas muy diversos. La
composicidn quimica es variable y esta relacionada con: estadio, raza, variedad,

tecnologia de cultivo y clima (Reyes, 1990).

El grano de maiz (Figura 2.5.1.) esta constituido por: pericarpio, aleurona,
endospermo, escutelo, embribn o germen y capa terminal. El endospermo

conforma el 82% del grano; el pericarpio el 6% y el germen el 12%.

Endospermo

Aleurona

Escutelo

Pericarpio

Germen

Capa terminal

Figura 2.5.1. Grano de maiz (Reyes, 1990).

La composicién quimica promedio de la materia seca del grano entero, se

presenta en la Tabla 2.5.1.




Tabla 2.5.1. Composicion promedio del grano de maiz (Reyes, 1990).

Componente Por ciento
Almidén 72.40
Grasa (aceite) 4.70
Proteina 9.60
Cenizas 1.43
AzUcares 1.94
Fibra 9.93

Durante el desarrollo del grano de maiz se sintetizan los polimeros estructurales y
de almacenamiento asi como una variedad de carbohidratos simples (Tabla
2.5.2.). Los carbohidratos del maiz estan distribuidos entre muchos tejidos del
grano. El mayor carbohidrato constituyente de todo el grano es el almidon con un
72% de peso seco, mientras que los carbohidratos sencillos como D-fructosa y D-
glucosa generalmente se encuentran en niveles bajos. La sacarosa es el
disacarido que se encuentra en mayor concentracion en el grano de maiz, seguido
por niveles bajos de maltosa. Algunos trisacaridos y oligosacaridos son
constituyentes menores del grano de maiz; se han reportado niveles bajos del
trisacarido rafinosa. El sorbitol se encuentra en algunas variedades de maiz dulce
(Boyer y Shannon, 1987).

Tabla 2.5.2. Principales azucares del grano de maiz (Boyer y Shannon, 1987).

Monosacaridos Glucosa
Fructosa
Disacaridos y Sacarosa
trisacaridos Maltosa
Rafinosa
Maltotriosa
Azucares-alcohol Sorbitol
myo-inositol
Fitato
Carbohidratos Almidoén
complejos Hemicelulosa
Celulosa
Lignina




Muchos polisacaridos tienen un papel importante en la estructura de los granos de
maiz. Estos se pueden clasificar 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 fibras
de celulosa son la unidad estructural basica de la pared celular y estan asociadas
con otros polisacaridos de la pared celular primaria y secundaria; estos polimeros
contienen varios azucares, incluyendo glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa,

ramnosa y manosa (Boyer y Shannon, 1987).

2.6. Caracteristicas generales del almidon.

El almidén se encuentra en los granos de los cereales en forma de granulos y esta
ampliamente distribuido en los mas diversos 6rganos de las plantas como
carbohidratos de reserva que se produce a través de la fotosintesis en las plantas.
Es un componente importante de diversos alimentos y la fuente mas importante de
carbohidratos de la alimentacion humana. Las fuentes mas importantes de

almidon son los cereales (40 a 90% de su peso seco) y tubérculos (65 a 85%).

El almidén es una mezcla de dos glucanos, amilosa y amilopectina. En términos
generales, los almidones contienen aproximadamente 17-27 % de amilosa vy el
resto es amilopectina. Los granulos de almidén son insolubles en agua fria debido
a que su estructura esta altamente organizada y a que presentan estabilidad
debido a las multiples interacciones que existen con sus dos moléculas
constituyentes amilosa y amilopectina (Badui, 2006; Dendy y Bogdan, 2001 vy

Hoseney, 1991).




2.6.1. Amilosa.

La amilosa es una larga cadena lineal formada por mondmeros de glucosa unidos
entre si por enlaces glucosidicos a-1,4. Tienen la facilidad de adquirir una
conformacién tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de hélice consta de
seis moléculas de glucosa; capaces de incluir a otras moléculas como acidos
grasos, asi mismo esta fraccién es la responsable de la coloracion azul que
presenta el almiddén con el yodo ya que la molécula hidratada atrapa a las
moléculas de yodo. Generalmente insolubles o poco solubles en agua y sélo se
solubilizan mediante el uso de condiciones mas o menos drasticas, por ejemplo
con altas temperaturas o por ruptura de los puentes de hidrégeno con reactivos

adecuados como bases fuertes (Badui, 2006; Dendy y Bogdan, 2001).

2.6.2. Amilopectina.

Por otra parte la amilopectina es la parte ramificada del almidén, formada por
monomeros de glucosa unidos por enlaces glusidicos a-1,4 en las partes lineales y
a-1,6 en las partes ramificadas. Como promedio existe una ramificacion cada 15-
30 restos de glucosa. Presenta color café frente a una solucién de yodo (Badui,

2006; Dendy y Bogdan, 2001).

2.7. Amilasas.

Las enzimas capaces de hidrolizar las uniones a-glucosidicas del almidén se
denominan enzimas amiloliticas o a-glucanasas y son producidas por animales,
plantas y microorganismos. Diversas enzimas amiloliticas hidrolizan el almidén o

sus productos de degradacion. Las acciones de estas enzimas pueden dividirse en




dos categorias. Las endoamilasas, que rompen uniones al azar en el interior de la
molécula de almidon y las exoenzimas, que hidrolizan a partir del extremo no
reductor, produciendo productos pequefios. Se puede distinguir otra division de las
amilasas, de acuerdo con los enlaces que las enzimas son capaces de degradar,
por ejemplo, las enzimas desramificantes pueden hidrolizar uniones a-1,6. La a-
amilasa es una endoenzima que hidroliza enlaces internos a-1,4 y que puede
saltarse las uniones-1,6. La (B-amilasa es una exoenzima que libera maltosa
hidrolizando uniones-1,4 a partir del extremo no reductor, no puede saltarse los
enlaces-1,6 por lo que siempre habra dextrinas. La glucoamilasa produce glucosa

y puede degradar tanto enlaces 1,4 como 1,6 (Vihinen y Mantsala, 1989).

Una variedad de levaduras, hongos y bacterias son capaces de degradar al
almidon por la formacion de enzimas extracelulares amiloliticas (Antranikian,
1990).

2.8. Microbiologia en los alimentos fermentados tradicionales.

La microbiologia de muchos de estos productos es complicada y no conocida. En
la mayoria de estos productos la fermentacién es natural e involucra cultivos
mixtos de levaduras, bacterias y hongos. Algunos microorganismos pueden
participar paralelamente, mientras otros actuan secuencialmente cambiando la
microbiota dominante durante el transcurso de la fermentacion. Las especies de
bacterias mas comunes de la fermentacion son Leuconostoc, Lactobacillus,
Streptococcus, Pediococcus, Micrococcus y Bacillus. Entre los hongos se

encuentran: Aspergillus, Paecilomyces, Cladosporium, Fusarium, Penicillium y




Trichothecium; las levaduras mas comunes son las especies del género

Saccharomyces. (Blandino et al., 2003).

2.8.1. Bacterias lacticas en los alimentos fermentados tradicionales.

En México una de las bebidas fermentadas tradicionales que mas se ha estudiado
es el pozol, es una bebida acida no alcohdlica, resultante de la fermentacion de la

masa de maiz nixtamalizado (Ulloa et al., 1987).

Estudios realizados (Wacher et al., 2000) demuestran que el pozol cuenta con una
microbiota compleja conformada por hongos, levaduras y bacterias de diferentes
tipos, siendo las bacterias lacticas las mas abundantes durante la fermentacién de
la masa de maiz. Mediante técnicas tradicionales de microbiologia se identificaron
a bacterias lacticas de los géneros Leuconostoc sp., Lactobacillus sp.,
Pediococcus sp. y Lactococcus sp. Posteriormente haciendo usos de técnicas
moleculares como la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion
(DGGE) Ampe et al., 1999 se corrobor6 que las bacterias lacticas constituyen la
microbiota predominante en el pozol, ya que representaron del 90 al 97% de la
microbiota activa de la masa de maiz fermentada, asi mismo se encontré que los
miembros del género Streptococcus representaron del 25 al 50% de la microbiota
y que Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum, junto con los miembros
de los géneros Leuconostoc y Weissella, fueron los organismos dominantes
durante la fermentacion.

Los estudios realizados por Ampe y Miambi (2000), en las comunidades

bacterianas de los alimentos fermentados de maiz (pozol, poto poto y ogi) de




México, Congo y Benin mediante el uso de la técnica de DGGE mostraron que, el
pozol tiene una mayor diversidad microbiana. En los tres alimentos fermentados
de maiz encontraron la presencia de especies de bacterias lacticas tales como
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus fermentum. La
omnipresencia de estas bacterias sugirio que se trata de especies importantes en
la fermentacion del maiz. La distribucién de cepas de Lactobacillus plantarum en
los alimentos vegetales fermentados ha sido bien documentada (Daeschel et al.,
1987). Por el contrario, el papel ecolégico de Lactobacillus fermentum vy
Lactobacillus delbrueckii en la fermentacion de material vegetal no se conoce.
Sus resultados sugirieron que estas especies estan muy extendidas entre las

fermentaciones tradicionales del maiz en los paises tropicales.

En el atole agrio Axocotl de Cuetzalan, Puebla (bebida agria no alcohdlica, hecha
de masa de maiz nixtamalizado, adicionada de una hierba dulce) se realiz6 un
estudio microbiolégico mediante el analisis de la restriccion del ADN ribosomal
amplificado (ARDRA) y se encontraron Lactobacillus paracasei, Pediococcus

damnosus y Lactobacillus plantarum (Guadarrama, 2007).
2.8.2. Bacterias lacticas amiloliticas en alimentos fermentados tradicionales.

Se han aislado diversas bacterias acido lacticas amiloliticas (BALA) de diferentes
alimentos fermentados tropicales elaborados con materias amilaceas,
principalmente de yuca y cereales (por ejemplo, maiz y sorgo). Cepas de
Lactobacillus plantarum han sido aisladas de productos a base de yuca

fermentada en Africa (Nwankwo et al., 1989).




Cepas amiloliticas de Lactobacillus fermentum se aislaron por primera vez en
Benin, de una masa fermentada de maiz (ogi y mawe) por Agati et al. (1998).
Sanni et al., (2002) describié cepas amiloliticas de L. plantarum y L. fermentum en
varios alimentos amilaceos fermentados tradicionales de Nigeria. La forma en
que la materia prima es procesada puede determinar la composicion de la
microbiota y, en particular, la aparicién de las bacterias lacticas amiloliticas (Guyot
et al., 2000). Debido a la capacidad de sus a-amilasas de hidrolizar parcialmente
el almidon crudo (Rodriguez-Sanoja et al., 2000), BALA pueden fermentar
diferentes tipos de material amilaceo, como el maiz (Nakamura, 1981), papa
(Chatterjee et al., 1997), o la yuca (Giraud et al., 1991) entre otros. Estudios
realizados por Diaz et al.,, 2003 determinaron que Streptococcus bovis
(actualmente Streptococcus infantarius subsp. infantarius) es la especie dominante

entre las cepas de bacterias lacticas amiloliticas aisladas del pozol.

2.9. Bacterias lacticas.

El concepto bacterias acido lacticas (BAL) como un grupo de organismos se
desarrollo a inicios del afio 1900, precedida por cientificos pioneros y la evolucién
técnica durante la ultima parte del siglo XIX. Las interacciones de las BAL en los
alimentos llamaron la atencion de los cientificos y dio lugar a la contribucién
significativa de Pasteur sobre la fermentacién acido-lactica en 1857, quién estudio
los procesos fermentativos y demostr6 que se deben a la presencia de
microorganismos. Seguido del primer aislamiento de un cultivo bacteriano puro,

Bacterium lactis, por Lister en 1873 (Stiles y Holzapfel, 1997). BAL son tipicas en




un gran numero de fermentaciones espontaneas en los alimentos, pero también
estan estrechamente asociadas con el ser humano y el ambiente (Stiles y
Holzapfel, 1997). Como resultado de su extremada especializacion fisiolégica, las
bacterias lacticas estdn confinadas a unos cuantos ambientes naturales
caracteristicos. Algunas viven en asociacion con plantas y crecen a expensas de
los nutrientes liberados tras la muerte y descomposicion de los tejidos vegetales.
Se encuentran en alimentos y bebidas preparadas a partir de materiales

vegetales: encurtidos, col acida, pienso ensilado, vino y cerveza (Stanier, 1992).

Otras bacterias lacticas constituyen parte de la microbiota normal del cuerpo de un
animal y se encuentran en un numero considerable en la nasofaringe, el tracto
intestinal y la vagina de mamiferos (Stanier et al., 1992).

Las primeras definiciones de bacterias acido lacticas como grupo se basaron en la
capacidad para fermentar y coagular la leche incluidas las bacterias coliformes. La
descripcion de Lactobacillus por Beijerinck en 1901 como bacterias Gram-positivas
separo a los coliformes de las BAL. De acuerdo con Orla-Jensen en 1919 “las
bacterias verdaderas acido lacticas” forman un grupo natural de bacterias Gram-
positivas, inméviles, no formadoras de esporas, con forma de cocos, y que
fermentan hidratos de carbono y alcoholes superiores para formar acido lactico
principalmente (Stiles y Holzaptel, 1997).

Las bacterias lacticas son un grupo de microorganismos que comparten
caracteristicas fisioldgicas, metabdlicas y morfolégicas. Histéricamente los
géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus forman el

centro del grupo; aunque también se sugieren como bacterias lacticas:




Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,
Globicatella, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella (Stiles y Holzaptel, 1997).

Las BAL forman un grupo diverso de microorganismos, las de importancia en los
alimentos pertenecen a los géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,  Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Stiles y Holzapfel, 1997).

2.9.1. Caracteristicas.

En general las bacterias lacticas cuentan con las caracteristicas que se muestran

enlatabla2.9.1.1

Tabla 2.9.1.1. Caracteristicas de las bacterias lacticas (Carr et al., 2002).
=  Gram-positivas

= Aerobias facultativas o anaerobias
= No esporuladas
= Morfologia de cocos o de bacilos

= Oxidasa, catalasa y bencidina negativo debido a la falta de
citocromos y porfirinas

= No reducen nitratos a nitritos
= No utilizan como sustrato el lactato

= Formacion de isémeros D, L y DL del &cido lactico

La clasificacion en diversos géneros de bacterias lacticas, se basa en gran medida

en la morfologia, el tipo de fermentacion de la glucosa, el crecimiento a diversas




temperaturas, la configuracién del acido lactico producido, la capacidad para
crecer a altas concentraciones de sal y la tolerancia a la acidez o alcalinidad
como se muestra en la tabla 2.9.1.2 (Carr et al., 2002). En cuanto a los nutrientes
para su crecimiento, requieren de una fuente de carbono para extraer la energia
necesaria para su metabolismo (hidratos de carbono tales como, azucares y
almidén), asi como el nitrégeno, el fésforo y el azufre, los cuales se incorporan a
las moléculas estructurales de la célula.

Los medios de cultivo para estas bacterias generalmente deben contener
nitrdgeno bajo la forma de nitrégeno proteico (extracto de levadura) los otros dos
elementos importantes se incluyen como sales de fosfato y sulfato
respectivamente, y una serie de micronutrientes (vitaminas, hierro cobalto, cobre,
zinc, etc.) (Ménckeberg, 1988). Aun creciendo en medios muy ricos, las colonias
de las bacterias del acido lactico siempre son relativamente pequehas de 2-3 mm,
casi nunca estan pigmentadas; como resultado de la ausencia de citocromos la
colonia tiene un aspecto blanco color yeso, muy caracteristico. El tamafio pequeio
de las colonias es atribuible, en primer lugar a los bajos rendimientos del
crecimiento, consecuencia de su metabolismo exclusivamente fermentativo
(Stainer et al., 1992). El crecimiento y las caracteristicas morfoldgicas se basan en
las propiedades de crecimiento en un medio sélido o liquido (color, textura y forma
de las colonias) o al ser tefidas mediante tincion de Gram. Las BAL pueden crecer
a temperaturas de 5 a 45°C, la mayoria de las cepas son capaces de crecer a un

pH de 4.4. El crecimiento es 6ptimo de 5.5-6.5 (Gopal et al., 2008).




Tabla 2.9.1.2. Caracteristicas diferenciales de bacterias acido lacticas (Carr et al., 2002).
BACILOS

Lactococ-cus

Carnobac- Lactoba- Enterococ-
terium cillus cus Vagococ-cus | Leuconostoc | Pediococ- Strepto- Tetragen- Weissella
cus coccus ococcus

CARACTERISTICAS

Oenococcus

Fermentacion Homo Homo Homo Homo Hetero Homo Homo Homo Hetero
Crecimiento + + - + +
a10°C
Crecimiento
a45°C
Crecimiento ND?
a 6.5% NacCl
Crecimiento - - - - - - - + -
a 18% NaCl
Crecimiento ND
apH44
Crecimiento - - + - - - - + -
apH9.6
Acido L D, L, DL® L L D L, DL® L L D, DL®
lactico®
Formacion - - - - - + - + -
de tétradas

+
+
+

+

H
+
1
1
H
H+
1
1

+
+
1
I+
+
1
+
I+

H+
+
H+
H+
+
'
'
I+

C

+ = positiva; - = negativa; + = varia entre especies; & = no determinado; b= configuracién del acido lactico producido por la glucosa; ~ = Produccion de

acido lactico varia entre especies.
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2.9.2. Metabolismo.

Hacia 1920, Orla-Jensen sefialé que las bacterias lacticas podian dividirse en dos
subgrupos bioquimicos, que se distinguen por los productos formados a partir de
la glucosa. Las BAL que llevan a cabo una fermentacion  homolactica
(homofermentadoras) obtienen como producto principal acido lactico a partir de la
fermentacién de la glucosa, via Embden—Meyerhof. Estas bacterias poseen la
enzima aldosa y por ello son capaces de fermentar la glucosa de manera mas

directa al acido lactico (Figura 2.9.2.1.).

Por otro lado las BAL que realizan una fermentacion heterolactica
(heterofermentadoras) no sélo producen &acido lactico sino también, didoxido de
carbono, etanol y acido acético, via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa. Las BAL
heterofermentadoras carecen de la enzima aldosa por lo que efectuan una
conversidén a la molécula de glucosa (6 carbonos) a una pentosa (5 carbonos)
(Figura 2.9.2.1.) (Stanier et al., 1992 y Carr et al., 2002).

La caracteristica esencial del metabolismo de las BAL es la fermentacion eficiente
de carbohidratos acoplada a la fosforilacion a nivel sustrato debido a la carencia
de compuestos porfirinicos (porfirinas y citocromos). ElI ATP generado es
subsecuentemente utilizado para propdsitos biosintéticos. Las bacterias acido
lacticas son un grupo que presentan una enorme capacidad de degradar
diferentes carbohidratos y compuestos relacionados, produciendo energia solo por

la fermentacion de azucares (Axelsson, 1994).




Las BAL homofermentadoras producen mas del 85% de acido lactico. Se fermenta
1 mol de glucosa a 2 moles de acido lactico, lo que genera un rendimiento neto de

2 moles de ATP por molécula de glucosa metabolizada.

Mientras que las BAL heterofermentadoras generan solo el 50% de acido lactico.
Estas fermentan 1 mol de glucosa a 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol
de CO2. Un mol de ATP se genera por un mol de glucosa, resultando en un menor
rendimiento por mol de glucosa metabolizada (Gopal et al., 2007).

Las bacterias lacticas también se han caracterizado por su capacidad de formar
isdbmeros de acido lactico a partir de la fermentacion de la glucosa, el dextrogiro

(D), el levogiro (L) y una mezcla racémica (DL) (Gopal et al., 2007).

La capacidad de las bacterias lacticas para producir y tolerar una concentracion
relativamente elevada de acido lactico tiene un gran valor selectivo, ya que les
permite eliminar la competencia de la mayoria de las otras bacterias en ambientes
que son ricos en nutrientes.

Dentro de las BAL homofermentadoras se incluyen especies de Streptococcus y
Pediococcus. Las BAL heterofermentadoras estan conformadas por especies de

Lactobacillus y Leuconostoc (Carr et al., 2002).




a)

Figura 2.9.2.1 a) Fermentacion homolactica, via Embden-Meyerhof.
b) Fermentacion heterolactica, via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa.
(Stainer et al., 1992)
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2.10. Identificacion de microorganismos.

Los alimentos fermentados contienen generalmente microbiotas complejas, que
son dificiles de describir y de estudiar experimentalmente. Una alternativa para la
determinacion de la estructura microbiana de estos alimentos es aislar
microorganismos Yy tipificarlos; otra es utilizar métodos que no dependan del
cultivo, en los que se extraen acidos nucleicos directamente del alimento (Diaz y
Wacher, 2003). El estudio de las comunidades microbianas durante mucho tiempo
estuvo basado en el uso de técnicas microbioldgicas tradicionales, sin embargo,
en afnos recientes se ha descrito que resultan insuficientes para dicho estudio ya
que se ha determinado que mas del 90% de los microorganismos de los
ambientes naturales no pueden ser cultivados usando estas metodologias
(Amann y Kuhl, 1998), sin embargo, siguen estando vigentes y se recomienda

incluirlas en los métodos de identificacion de microorganismos.

Durante el ultimo siglo se ha dependido del aislamiento y cultivo de los
microorganismos para su identificacion. Estos han sido caracterizados
tradicionalmente por su fenotipo, el conjunto de propiedades celulares
observables, como su morfologia, propiedades fisioldgicas y por la estructura de
sus componentes celulares, entre otros. Para la caracterizacion de las bacterias
acido lacticas se emplean reacciones bioquimicas tradicionales, fermentacion de
carbohidratos y pruebas de inhibicion (temperatura, pH y sal) (Salminen y Von

Wright, 1993)




2.10.1. Pruebas bioquimicas.

Las pruebas bioquimicas se basan en la actividad metabdlica de los organismos.
Sistemas de huella digital fenotipica miniaturizados y automatizados han sido
introducidos reemplazando a los clasicos analisis fenotipicos, ya que dan
resultados reproducibles obtenidos en condiciones estandarizadas, estan basados
en caracteres nutricionales y bioquimicos de los microorganismos. El
procedimiento de estos sistemas incluye la comparacién de un gran numero de
propiedades fenotipicas de un organismo con las mismas de otros considerados
como referencia y el grado de similitud respecto a las cepas tipo es calculado con
programas de computo. Los sistemas API (BioMérieux), Enterotube Il y Oxi-Ferm
Tube (Becton Dickinson Microbiological Systems), Sistema  Pasco (Difco
Laboratories), Sistema biolog (Biolog, Inc.,) entre otros, son ejemplos de sistemas
comercialmente validos de identificacion miniaturizados. Estos sistemas son
faciles de llevar a cabo y los resultados son obtenidos en corto tiempo, son
practicos en la identificacion de cepas bacterianas dentro de un contexto

quimiotaxonémico y molecular (Busse et al., 1996)

2.10.1.1. Galeria APl 50CH para la identificacién de bacterias lacticas.

La galeria APl 50CH de BioMérieux es un sistema estandarizado que esta
compuesto por 49 pozos y un control, cada uno con una cantidad definida de
sustrato deshidratado, que permite observar la fermentacién de los sustratos que
incluye la galeria, los cuales pertenecen a la familia de los hidratos de carbono y

derivados (heterésidos, polialcoholes, acidos urdnicos) y se consideran como




ensayos bioquimicos. Se adiciona una suspension bacteriana y se rehidratan los
sustratos de ensayo de fermentacion, cuando ésta se lleva a cabo, se produce un
cambio de color en el pozo, debido al catabolismo de los suatratos, dando lugar a
la produccion de acido en anaerobiosis revelada por el indicador de pH purpura de
bromocresol. El sistema APl 50CH miniaturizado es un método rapido, sencillo y
fiable que permite la identificacibn de microorganismos fermentadores de
carbohidratros como las bacterias lacticas. Esta galeria es la de mayor espectro
de aplicacion, pues identifica especies de los géneros mas comunes de BAL tales
como: Aerococcus, Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus y Weissella (Manual APl 50CH de

BioMérieux).




3.0. JUSTIFICACION.

México cuenta con una gran variedad de alimentos fermentados tradicionales, sin
embargo, solo algunos han sido objeto de investigaciones étnicas, antropoldgicas,
sociales, microbiolégicas y quimicas. Estos alimentos tienen importancia
alimentaria entre los grupos étnicos y en mayor o en menor grado por algunos
grupos mestizos que regularmente los preparan y consumen. Los productos son
elaborados mediante meétodos de fermentacion transmitidos de generacion en
generacion hasta la actualidad, es entonces importante el estudio de estos
productos porque forman parte de nuestra cultura asi como para preservarlos o
expandir el mercado de productos fermentados de bajo costo y desarrollar nuevos
productos pues hoy en dia se prefieren los productos naturales. Es importante
conocer a detalle las materias primas, el proceso de elaboracion y los
microorganismos involucrados en el proceso fermentativo, asi como investigar los
beneficios a la salud que se les atribuyen. El atole agrio, es una bebida
fermentada tradicional de México que no ha sido estudiada, no se han descrito las
materias primas, las etapas de elaboracion ni el procesos fermentativo. Su método
de elaboracion, que es diferente al de la mayoria de los alimentos fermentados de
maiz que se han reportado, podria contener una microbiota diferente debido a la
ausencia de la nixtamalizacién del maiz. Es importante entonces estudiar la
diversidad de su microbiota, para comprender el efecto del procesamiento del
maiz en el establecimiento de bacterias lacticas y por otra parte para desarrollar
en un futuro un cultivo iniciador para su produccion en condiciones controladas

con calidad constante e inocuidad.




4.0. HIPOTESIS.

La diversidad de bacterias lacticas del atole agrio de Villahermosa, Tabasco sera
diferente a la de otros alimentos fermentados elaborados a partir de maiz debido a

que su proceso de elaboracion incluye maiz de dobla que no se nixtamaliza.

5.0. OBJETIVOS.

= Conocer la microbiota lactica del atole agrio de Villahermosa, Tabasco y

describir el proceso de su elaboracion.

Objetivos particulares:

= Describir con detalle las etapas de elaboracion del atole.

» Detectar en cada una de las etapas anteriores las concentraciones de grupos
microbianos que pudieran desarrollarse: bacterias lacticas, bacterias lacticas
amiloliticas, mesofilos aerobios, mohos, levaduras y coliformes.

= Aislar e identificar bacterias lacticas y bacterias lacticas amiloliticas.

= Comparar la microbiota encontrada con la reportada para otros productos

elaborados a partir de maiz.




6.0. METODOLOGIA.

Estudio de campo en la Comunidad Cerro Blanco
Quinta Seccion Tacotalpa, Tabasco.

v

Recopilacion de datos de la materia prima y del
proceso de elaboracion del atole agrio.

v

—»  Estudio de las fermentaciones sdlida y liquida.

Estudio de pH
potenciométricamente

v

Cuantificacion de los grupos microbianos:
bacterias lacticas, amiloliticas, mesofilos,
coliformes hongos y levadura

v

Aislamiento de bacterias lacticas y

amiloliticas
Tincion de Gram y R # —
prueba de catalasa > Purificacion

v

Se conservan en glicerol/-66°C las cepas Gram (+) y catalasa (-)

v

Caracterizacion bioquimica mediante la galeria AP1 50CH

Figura 6.1. Diagrama de la metodologia de trabajo para la caracterizacion
bioguimica de las bacterias lacticas del atole agrio de Villahermosa Tabasco.
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6.1. Muestreo del atole agrio.

El muestreo del atole agrio se realizé en Septiembre de 2010 en la comunidad
Cerro Blanco Quinta Seccion Tacotalpa, Tabasco. La comunidad se encuentra
ubicada aproximadamente a dos horas de la Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco (UJAT), por ello fue necesario trasladar a la comunidad el equipo
necesario (micropipetas, balanza analitica (OHAUS Adventurer) y material estéril
como: guantes, puntas, bolsas y recipientes de plastico) para muestrear la
materia prima asi como los primeros tiempos fermentacion sdlida y liquida de la
manera mas asépticamente posible. Posteriormente el seguimiento de las
fermentaciones y el procesamiento de las muestras se realizd en la universidad,
en la tabla 6.1.1 se indica el lugar en donde se muestreo la materia prima asi
como los diferentes tiempos de las fermentaciones.

En la UJAT las muestras se procesaron inmediatamente y se trabajé en

condiciones de asepsia en campanas de flujo laminar (Veco).

El muestreo de las fermentaciones se efectud de la siguiente manera:

v" Fermentacion liquida se sigui6 al inicio y después de cada hora durante un
periodo de 6 horas.

v' Fermentacion solida se estudié al inicio y después de cada 2 horas durante 12

horas y a las 24 horas de fermentacion.

Las mediciones de pH se realizaron al mismo tiempo que los muestreos de las

fermentaciones.




Tabla 6.1.1. Lugares donde se realizaron los muestreos de la materia primaray de

los diferentes tiempos de las fermentaciones liquida y sélida.
LUGAR DONDE SE
MUESTREO MUESTRAS

Comunidad de cerro e Agua
blanco Quinta Seccion e Maiz de dobla después de la molienda (masa)
Tacotalpa, Tabasco e Tiempo 0, 1y 2 h de la fermentacion liquida.
e Tiempo 0y 2 h de la fermentacion sélida.
Universidad Juarez e Tiempo 3, 4, 5y 6 h de la fermentacion liquida
Auténoma de Tabasco e Tiempo 4,6, 8, 10, 12y 24 h de la fermentacion
sélida.

6.2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo se prepararon dos dias antes del muestreo en la
Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco. Se sometieron a prueba de esterilidad,
incubandose por 24 h a 28°C (Incubadora Carbolite). Los grupos microbianos que
se estudiaron asi como los medios de cultivos caracteristicos para su crecimiento
se muestran en la tabla 6.2.1.

Todos los medios se prepararon de a cuerdo a las instrucciones de los fabricantes
(Anexo 10.4.). Asi mismo, se preparé agua peptonada estéril al 0.1% en tubos de
ensayo y matraces Erlenmeyer de 250 ml para realizar las diluciones. Una vez
preparados los medios de cultivo se colocd una clave sobre la caja de Petri para

su identificacion las claves se muestran a continuacion:

e -1,-2,-3,-4 a-6 (ml de atole/ ml) = Dilucién

e S = Fermentacion sélida

e L =Fermentacion liquida

e 0,1,2,3,4,5,6a12 = Tiempo de fermentacién (h)
e P =Producto final

e A=Agua

e M= Masa




Tabla 6.2.1 Grupos microbianos cuantificados en el atole agrio de Villahermosa
Tabasco

Bacterias lacticas
totales

MRS
(Man, Rogosa y Sharpe
Agar MRS) (Difco)

Colonias pequefias circulares. Casi
nunca estan pigmentadas; la colonia
tiene un aspecto blanco color yeso,
muy caracteristico (Stainer, 1992).

Bacterias lacticas

Man, Rogosa y Sharpe
Agar suplementado con

Colonias pequefias circulares. Casi
nunca estan pigmentadas; la colonia

amiloliticas almidon tiene un aspecto blanco color yeso.
MRS-A (Componentes,  Tienen un halo claro alrededor de la

anexo 10.4) colonia (Stainer, 1992).
Meséfilos Agar Cuenta Estandar Recuento total, se incluyen totas las
aerobios (Difco) colonias presentes en el medio de

cultivo (Camacho et al., 2007).

Mohos y levaduras

Agar Papa Dextrosa
(Oxoid)

La forma de las colonias puede ser
desde esférica a ovoide. Son
humedas y algo mucosas. La mayoria
son blancuzcas aunque algunas
tienen un color crema o rosado. Los
mohos son aterciopelados o]
algodonosos, a veces pigmentados
(Camacho et al., 2007)

Coliformes

Agar Bilis Rojo Violeta
(Difco)

Colonias de color rojo oscuro
generalmente rodeadas de un halo de
sales biliares precipitadas, de color
rojo claro o rosa (Camacho et al.,
2007).

6.3. Materia prima.

Se emplearon 60 mazorcas de tamano mediano recién cosechadas de una

parcela familiar, del periodo de dobla de septiembre. El agua para la elaboracién

del atole agrio se tom¢ directamente de la llave al momento de la preparacion.

6.4. Instrumentos para la elaboracién del atole agrio.

Para desgranar las mazorcas se utilizé un utensilio de metal llamado desgranador.

Se empled un molino eléctrico para realizar la molienda de los granos de maiz.




Para llevar a cabo la fermentacién liquida se utilizaron botes de plastico de

aproximadamente 4 litros de capacidad.

En la fermentacion sdlida se emplearon recipientes de plastico de tamafo
mediano. Los atoles se cocieron en ollas de aluminio caseras con capacidad para
2 litros aproximadamente y para homogenizar palas de madera de tamafio

mediano.

6.5. Preparacion del atole agrio de Villahermosa Tabasco.

La pizca se realiz6 el dia 10 de Septiembre de 2010 y el atole se proceso el dia 13

de Septiembre del mismo afo.

Figura 6.5.1. Mazorcas de maiz para la elaboracion del atole agrio.

Las mazorcas se deshojaron manualmente el mismo dia de elaboracion del atole
(Figura 6.5.1.).
Posteriormente se desgranaron las mazorcas, para ello participaron cuatro

mujeres, esta operacion se realizé manualmente o con la ayuda del desgranador.




Los granos de maiz se recolectaron en recipientes de plastico y se procedio a

retirar granos danados (Figura 6.5.2.).

Figura 6.5.2. Desgranado del maiz de dobla para la preparacién del atole agrio.

Al finalizar el desgranado se molieron los granos, esta operacion se realizé con un
molino eléctrico que limpian antes de la molienda (segun declaracion del

productor) la masa solo se paso una vez por el molino (Figura 6.5.3.).

Figura 6.5.3. Molienda de los granos de maiz de dobla.




Durante la molienda no se agregdé agua, con la humedad de los granos fue
suficiente. El resultado fue una masa blanca, ligeramente granulada.
Inmediatamente después de la molienda la masa se dividié en dos partes iguales y
se coloco en recipientes de plastico y se amas6 con las manos, solo una mujer

realizé esta operacion y las consecutivas.

6.5.1. Fermentacion sdélida.

En la fermentacion sélida, se formaron bolas de masa manualmente. La forma y
el peso de las bolas de masa es variable generalmente pesan alrededor de 100 g

(Figura 6.5.1.1.).

Figura 6.5.1.1. Formacion de bolas de masa para la fermentacion sélida.

Las bolas de masa se colocaron en recipientes de plastico y se cubrieron con gasa

y se fermentaron a temperatura ambiente (31- 32 °C) por un periodo de 12 horas.




Para el estudio de la fermentacion sdlida se llevaron a cabo 4 fermentaciones
paralelas del atole agrio, las cuales se nombraron como Lote 1, Lote 2, Lote 3 y
Lote 4. Cada lote contaba con 10 bolas de masa (Figura 6.5.1.2.).

El lote 1 y 2 se emplearon para el estudio microbioldgico, el lote 3 para el
seguimiento de pH y el lote 4 como testigo, esté ultimo lote fue el que se sometid

a coccion.

Figura 6.5.1.2 Fermentacion sélida. Se muestran las bolas de masa en recipientes

cubiertos con gasa.

Al término de la fermentacién se agregd agua, la relacion masa-agua fue de

aproximadamente 1:1 (p/v).

6.5.2. Fermentacion liquida.
En la fermentacion liquida la masa se suspendié en agua disgregandola con la
mano hasta su completa incorporacion, se utilizé un recipiente de plastico (Figura

6.5.2.1.). La relacién masa-agua es aproximadamente 1:1 (p/v).




Para el estudio de la fermentacion liquida se prepararon aproximadamente 6 L de
liquido a fermentar, los cuales se dividieron en 4 lotes (A, B, C y D) cada uno

contenia 1.5 L.

Figura 6.5.2.1. Homogenizacion de la masa para la fermentacion liquida.

Los lotes A y B se emplearon para el estudio microbioldgico, el lote C para el
seguimiento de pH y el lote D como testigo. Cada recipiente se cubrié con gasa y

se fermento a temperatura ambiente (31-32°C) por 6 horas. (Figura 6.5.2.2.).

Figura 6.5.2.2. Fermentacion liquida. Se muestran los recipientes que se usaron
para realizar la fermentacion, con el sustrato.




6.5.3. Coccion del atole agrio.

Después del tiempo de fermentacion los atoles se pasaron por un colador de
plastico para retirar la cascarilla del maiz y no fue necesario agregar mas agua.
Posteriormente se hirvieron los atoles (94-96°C) hasta que se obtuvo una
consistencia mas espesa aproximadamente 10 minutos para el atole de la
fermentaciéon sdlida y 6 minutos para el atole de la fermentacion liquida, en la
comunidad utilizan el término atolar (Figura 6.5.3.1.). EI tiempo de coccién
depende de que tan espeso se desee el atole agrio. Para la coccidn se utilizaron

ollas de peltre y palas de madera limpias.

Figura 6.5.3.1. Producto terminado de la fermentacién sélida.

6.6. Muestras: agua, maiz después de la molienda, liquido y masa de
fermentacion.

Se tomaron muestras del agua, del maiz después de la molienda, de la masa y del
liquido de fermentacion asi como del producto después de la coccién.
Para el muestreo del agua, se tom6 una muestra de 100 ml directamente de la

llave en un recipiente de vidrio estéril.




En el caso de la masa después de la molienda se tomaron dos muestras de 25 g
(Balanza analitica OHAUS Adventurer) y se colocaron en bolsas de plastico
(Ziploc) inmediatamente ambas muestras se colocaron en hielo.

De las muestras a fermentar se tomaron 25 g (Balanza analitica OHAUS
Adventurer) y 25 ml segun fuera la muestra solida o liquida respectivamente, se
colocaron en bolsas de plastico (Ziploc) y de igual forma se coloraron en hielo. Las

muestras fueron procesadas en la Universidad de Juarez Autbnoma de Tabasco.

6.7. Cuantificacion de grupos microbianos en las materias primas y en el
atole agrio.

6.7.1. Inoculacion de las muestras en los medios de cultivo MRS, MRS-A
ACP, PDA y BRVA.

En el caso de la fermentacion sélida se pesaron 25 g de masa, tomando porciones
del interior y exterior de la bola de masa (Balanza analitica OHAUS Adventurer) y
se colocaron en una bolsa de plastico (Ziploc) posteriormente se adicionaron 225
ml de agua peptonada al 0.1% estéril. En la fermentacion liquida se tomé una
muestra de 25 ml y se colocé de igual forma en una bolsa de plastico (Ziploc).
Ambas muestras se homogenizaron de forma manual por un minuto (Figura
6.7.1.1).

Posteriormente se realizaron diluciones decimales como se muestra en la figura
6.7.1.2 el volumen inoculado (0.1 ml) se extendié en el medio de cultivo con una
varilla en forma de triangulo de acero inoxidable (previamente a la extension del

in6culo la varilla se sumergié en etanol y después se colocé sobre la flama del




mechero de Bunsen) para distribuir de manera homogénea se realizaron
movimientos giratorios de manera perpendicular al medio de cultivo. Se esperd
alrededor de 10 minutos para que el inoculo se absorbiera en el agar,
posteriormente las placas se invirtieron y se incubaron a 30 °C (Incubadora

Carbolite) por 24 horas.

Figura 6.7.1.1. Homogenizacion de las muestras de masa para su analisis
microbiolégico.




fermentacion tomar 25 ml.

En condiciones de asepsia pesar 25 g del
soélido de fermentacién. Del liquido de
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0.5 ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5 ml
T
Agua peptonada 4.5 ml
** 1072 l 103 10" 10°°

Inocular 0.1 ml

Por duplicado

\ 4

Incubar a 30°C y 37°C (BRVA)

\ 4
Conteo de colonias

—
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Figura 6.7.1.2. Diagrama que muestra el proceso de cuantificacion de grupos
microbianos en las muestras de atole agrio (fermentacion séliday liquida).

** Las diluciones a sembrar para el estudio microbiolégico de atole agrio se muestran en

los anexos 10.2.
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6.7.2. Cuenta en placa de los diferentes grupos microbianos.

Se consideraron representativas las cajas que tuvieran un numero de colonias
dentro del rango de 25 a 250 unidades formadoras de colonias (UFC) para
bacterias lacticas, amiloliticas y mesofilos, en el caso de los hongos y levaduras el
rango de sensibilidad fue de 10 a 150 UFC y para los coliformes fue de 15 a 150
UFC por placa (NOM- 092, 111 y 113 respectivamente). Una vez seleccionadas
las cajas y hechos los promedios correspondientes se aplicé el factor de dilucién,
que es el inverso de la dilucidn, se multiplicé por 10, para tener la cuenta por ml o
g y se redonded el numero a 2 cifras significativas y potencias de 10. Se
escogieron las placas representativas de cada medio para aislar a los
microorganismos. Las cajas Petri seleccionadas se trasladaron en refrigeracion al
laboratorio 324 del departamento de Alimentos y Biotecnologia del Conjunto E de

la Facultad de Quimica UNAM.

6.8. Medicion de pH durante la fermentacion.

Las mediciones de pH se realizaron con un potenciometro (HANNA Meter). Previo
a las mediciones el potenciometro se calibré con un amortiguador de pH 7
(solucion de fosfatos de sodio y potasio) y un amortiguador de pH 4 (solucién de
ftalato acido de potasio). Para la medicion de pH de la fermentacién sélida se
pesaron 2 g de masa y se adicionaron 5ml de agua destilada. En el caso de la

fermentacion liquida se tomo6 una muestra de 5 ml.




6.9. Aislamiento de bacterias lacticas totales y bacterias lacticas amiloliticas.

De las cajas de los medios MRS y MRS-A que tuvieron un numero de colonias
entre 25 y 250 UFC se escogieron 3 colonias que presentaban caracteristicas
morfolégicas macroscoépicas tipicas de estos grupos microbianos (colonias
pequefias de color blanco). Estas se sembraron por agotamiento (cuadrante
radial), resembrandose hasta 2 veces en el mismo medio del que provenian (MRS
y MRS-A) y se incubaron de 18-24 h a 28°C (Incubadora, VWR Scientific Inc.).
Posteriormente a las colonias aisladas se les realizé la prueba de catalasa y
tincion de Gram. Las colonias se describieron visualmente tomando en cuenta las
siguientes caracteristicas de la colonia: forma, borde, elevacion, color y textura. En
el caso de las bacterias amiloliticas otra caracteristica evaluada visualmente fue la
formacion de halos claros alrededor de la colonia debido a la actividad amilolitica.
La formacién de halos claros en el medio MRS-Almidén se hace evidente cuando
las cajas Petri después del tiempo de incubacidon (18-24 h) son colocadas en
refrigeracion ya que el almidon del medio se retrograda provocando que el medio
se opaque y con ello sea evidente la formacién de estos halos debido a la difusién

de las amilasas extracelulares al medio de cultivo.

6.10. Purificacion de bacterias lacticas y bacterias lacticas amiloliticas.

Para la certificacion de la pureza de los microorganismos se reviso la morfologia
de las colonias y la microscopica. Se consideraron puros los aislados que
mostraran caracteristicas constantes. Para confirmar que fueran bacterias lacticas
se realizo tincion de Gram, esperando obtener bacilos o cocos Gram positivos y la

prueba de catalasa, que debe ser negativa (Ver anexos 10.1) (Mac Faddin, 2003).




6.11. Conservacion de las cepas de las bacterias lacticas.

Confirmada la pureza de las cepas mediante las observaciones microscopicas y
morfoldgicas de la colonia asi como por la prueba de catalasa, se llevé a cabo la
conservacion de las cepas, para ello se hicieron crecer las cepas en caldo MRS
(Difco) de 18-24 h a 28 °C (Incubadora VWR Scientific Inc.), una vez que se
observo un crecimiento en los viales, (turbidez en el medio) se transfirieron 1,2 ml
del cultivo a microtubos de plastico (los cuales contenian 0.3 ml de glicerol y
habian sido esterilizados previamente) en condiciones de asepsia (Campana de
flujo, Veco) posteriormente se agitaron los microtubos en el vortex hasta la
completa homogenizacién del glicerol con el cultivo, finalmente se almacenaron en
el ultracongelador a -66 °C (Ultracogelador Puffer Hubbard). Cada microtubo se
marco con una clave para su identificacion (Ver anexos 10.3.).

6.12. Caracterizacion bioquimica de las bacterias lacticas mediante la galeria
API 50CH.

Para la caracterizacion bioquimica se empleo el sistema APl 50CH de BioMérieux,
en el cual se adiciona una suspensidon bacteriana a un total de 49 pozos con un
carbohidrato diferente en cada uno y un control (Tabla 6.12.1). Se modifico el
método con respecto a las especificaciones del proveedor sustituyendo la
obtencion de microorganismos puros a partir de cajas con medio solido por
microorganismos obtenidos a partir del desarrollo en medio liquido (caldo MRS),
con la finalidad de garantizar una cantidad suficiente de microorganismos para la

fermentacion de los azucares (Villegas, 1995).




El método se muestra en la figura 6.12.1. La capacidad de fermentar dichos

azucares se determind por el cambio de color del indicador purpura de

bromocresol, indicador que vira a amarillo si el microorganismo fermenta el

carbohidrato. Se analizaron

los datos obtenidos de

la fermentacion de los

carbohidratos en el programa APIWEB (BioMérieux). El programa proporciona:

porcentaje de identificacion del taxén, calidad de identificacion (excelente, muy

buena, buena, baja, aceptable, dudosa y no valida), perfil de carbohidratos, prueba

T de student, pruebas en contra y pruebas complementarias.

Tabla 6.12.1. Composicion de la galeria API 50CH de BioMérieux.

GALERIA API 50CH

Banda 0-9 Banda 10-19 Banda de 20-29 Banda de 30-39 Banda 40-49
Pozo Sustrato Pozo Sustrato Pozo Sustrato Pozo Sustrato Pozo Sustrato
0 Control 10 Galactosa 20 Metil-D- 30 Melibiosa 40 Turanosa
Mandsido
1 Glicerol 11 Glucosa 21 Metil-D- 31 Sacarosa 41 Lixosa
Glucosido
2 Eritritol 12 Fructosa 22 N-Acetil- 32 Trehalosa 42 Tagatosa
Glucosamina
3 D-arabinosa 13 Manosa 23 Amigdalina 33 Inulina 43 D-Fucosa
4 L-arabinosa 14 Sorbosa 24 Arbutina 34 Melezitosa 44 L-Fucosa
5 Ribosa 15 Ramnosa 25 Esculina 35 Rafinosa 45 D-Arabitol
6 D-xilosa 16 Dulcitol 26 Salicina 36 Almidén 46 L-Arabitol
7 L-xilosa 17 Inositol 27 Celobiosa 37 Glicogeno 47 Gluconato
8 Adonitol 18 Manitol 28 Maltosa 38 Xilitol 48 2-Ceto-
Gluconato
9 Metil-D- 19 Sorbitol 29 Lactosa 39 Gentiobiosa 49 5-Ceto-
Xilosido Gluconato




Inoculacién en 10 ml de medio APT
(Difco) Incubacion 28 °C/24 h

v
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Cubrir cada pozo con aceite mineral
estéril

v

Colocar sobre el contenedor, previa
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Figura 6.12.1. Fermentacion de carbohidratos mediante el sistema
API 50CH de BioMérieux.
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7.0. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Recopilacion de datos de materias primas y proceso de elaboracion del
atole agrio.

7.1.1. Atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

En el estado de Tabasco diversos grupos indigenas y mestizos consumen una
bebida regional acida, no alcohdlica preparada con una masa elaborada con maiz
de dobla, no nixtamalizado y fermentado, que se conoce como atole agrio. Para la
descripcion del proceso de elaboracion del producto se recurrié a la Sra. Susana
Cruz de 54 aios de edad, habitante de la comunidad Cerro Blanco Quinta Seccion

Tacotalpa, Tabasco, quien elabora y consume el atole de manera habitual.

7.1.2. Materia base: Maiz de dobla.

La materia base para elaborar este atole agrio es el maiz, llamado localmente
como maiz de dobla, debido a que tallo de la planta es doblado por la mitad, de
esta manera, al quedar unido a la planta esta protegido por ella, mientras pierde
humedad. El doblado del tallo se realiza alrededor de treinta dias antes de ser
cosechado. El maiz es blanco, criollo. Los sefiores de la comunidad seleccionan
de su cosecha las mejores mazorcas y las guardan para la siembra del siguiente
ciclo.

Generalmente, cuando el maiz se encuentra en la etapa de madurez fisiolégica se
cosecha y se deja secar, para obtener el maiz maduro. El maiz recién cosechado
contiene aproximadamente 30% de humedad, por lo que los microorganismos

presentes podrian desarrollarse facilmente. Para evitar esto, el maiz se dobla




dentro de la misma planta y se deja que pierda humedad (Figura 7.1.2.1.). La
mazorca esta protegida del ataque microbiano, ya que sigue siendo parte de la

planta, que cuenta con sistemas antimicrobianos.

Figura 7.1.2.1. Maiz de dobla

7.2. Elaboracién del atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

El atole agrio se elabora unicamente en el periodo de dobla, en los meses de
mayo y septiembre, meses en los cuales los habitantes de Cerro Blanco
cosechan el maiz de sus parcelas. El proceso de elaboracién consiste en
cosechar el maiz, deshojar las mazorcas, desgranarlas, moler los granos, formar
las bolas de masa en el caso de la fermentacion soélida o mezcla de agua y masa
si se realiza la fermentacion liquida. En la figura 7.2.1 se muestra el diagrama
general del proceso de elaboracion. En la preparacion del atole participan varias
mujeres y la mayoria de las operaciones se realizan manualmente por lo cual
durante su procesamiento pueden incorporarse microorganismos. En Cerro

Blanco Tacotalpa generalmente la fermentacion sélida es la mas empleada de




acuerdo con la persona entrevistada. La limpieza del molino eléctrico se realizé de
manera muy superficial solo se pasé un trapo mojado para retirar polvo o residuos
de las moliendas anteriores. El agua empleada para la preparacion del atole se
tomo directamente de la llave no se hirvidé previamente. De acuerdo con la sefiora
Susana Cruz, la comunidad de Cerro Blanco se abastece de agua de un manantial
cercano y solo algunas personas tienen acceso a esta zona para evitar
contaminacion. El agua esta entubada para su traslado a la comunidad y no es
tratada.

Al término de ambas fermentaciones se observaron las mismas caracteristicas en
los atoles, un color blanco, sabor acido y textura granulada, sin embargo, la
consistencia del atole de la fermentacion solida fue menos espesa, esto
posiblemente se debid a que el agua fue afadida al final de la fermentacién en
comparacion con la fermentacién liquida. Antes de cocer los atoles, estos se
pasaron por un colador de plastico para retirar la cascarilla del maiz, con lo cual se
disminuyd considerablemente la textura granulada. Ambos atoles después de la
coccion presentaron una consistencia espesa, con una textura ligeramente
granulada y un sabor acido. Este atole se puede adicionar de azucar.
Tradicionalmente, es consumido por mujeres que acaban de dar a luz y se
encuentran en el periodo de lactancia, ya que se cree que este aumenta la
cantidad de leche que se produce, asi mismo los habitantes de la comunidad le
atribuyen una mejora a la salud cuando se padece de diarrea. También es
preparado para la celebracion del dia de Muertos para colocarlo en las ofrendas

dedicadas a los difuntos que disfrutaban de esta bebida.
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Figura 7.2.1. Diagrama de la elaboracion del atole agrio de Villahermosa, Tabasco.
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7.3. Analisis microbiolégico.

7.3.1. Cuantificacién de grupos microbianos del agua de la Comunidad de
Cerro Blanco.

El agua que se utiliza en la comunidad de Cerro Blanco para uso y consumo
proviene de un manantial, los resultados del analisis microbiolégico se muestran
en la tabla 7.3.1. Se obtuvieron cuentas considerablemente altas de cada uno de
los grupos microbianos evaluados, sin embargo, no se detecto la presencia de
mohos. La cuenta para coliformes es elevada lo que indic6é que es de mala
calidad higiénica.

Tabla 7.3.1.1. Concentracion de microorganismos del agua de manantial que
abastece ala Comunidad de Cerro Blanco (UFC/mI).

Bacterias
Bacterias lacticas Mesofilos Levaduras Mohos Coliformes

lacticas* amiloliticas*
37x10 35x10 73x10 56 x 10 <10 61x 10

*Estos valores deberan confirmarse, ya que las cuentas fueron bajas y algunas colonias que se examinaron
dieron positiva la prueba de la catalasa.

Para saber si el agua era adecuada para la elaboracion del atole agrio se comparo
la concentracion de coliformes obtenida con lo que marca la NOM-127-SSA1-1994
y de acuerdo con esta el agua de la comunidad de Cerro Blanco excede el limite
permisible de organismos coliformes totales que es 2UFC/100ml. Esto indicé que
el agua aporta microorganismos no deseables a la masa de maiz durante la

elaboracién del atole agrio.




7.3.2. Cuantificacidén de grupos microbianos del maiz de dobla después de la
molienda (masa).

Después de la molienda se obtuvieron concentraciones considerablemente altas
de todos los grupos microbianos evaluados (Tabla 7.3.2.1.), esto podria deberse a
la limpieza tan superficial del molino, favoreciendo la acumulacion de residuos en
el mismo y puede constituir un foco de contaminacién.

La concentracion de mesodfilos, coliformes y bacterias lacticas amiloliticas fue
mayor a la esperada, no fueron suficientes las diluciones que se propusieron.

Tabla 7.3.2.1. Concentracién de microorganismos del maiz recién molido (UFC/g).
Bacterias
Bacterias lacticas Mesofilos Levaduras

lacticas amiloliticas

7.3.3. Cuantificaciéon de grupos microbianos en la fermentacion liquida del
atole agrio.

En las Tablas 7.3.3.1 y 7.3.3.2 se presentan los resultados obtenidos para cada
uno de los lotes de las diferentes etapas de la fermentacién liquida. Al comparar
los resultados se observa que en ambos lotes de fermentacién las
concentraciones iniciales de los microorganismos son altas para los grupos
microbianos, los mohos no se detectaron en ningun lote de la fermentacion liquida.
No hay una diferencia importante entre lotes de fermentacién, el crecimiento fue
masivo y ninguno de los grupos microbianos fue inhibido por la disminucién de
pH, en ambos lotes se comienza con un valor de pH alrededor de 6.44 después de
6 horas de fermentacioén se alcanz6 un pH de 4.05 en los 2 lotes (Figura 7.4.1.).

En el caso de las bacterias lacticas en ambos lotes al tiempo cero se comienza




con una cuenta similar del orden de 10* UFC/ml, a las 3 horas de fermentacion los
dos lotes alcanzaron una concentracion microbiana de 10® UFC/ml, a partir de las
4 horas de fermentacion el crecimiento se intensificd. El resto de los grupos
microbianos (Bacterias lacticas amiloliticas, mesoéfilos, coliformes y levaduras)
tuvieron un crecimiento superior al esperado desde el inicio de la fermentacion y
este comportamiento se observé hasta las seis horas de fermentacion. Las
diluciones propuestas no fueron suficientes para tener un conteo en placa

confiable.

Tabla 7.3.3.1 Concentracion de microorganismos en la fermentacion liquida
(UFC/mI), lote 1.

Tiempo Bacterias Bacterias Meséfilos Levaduras Mohos Coliformes
(Horas) lacticas lacticas
amiloliticas
0 91 x 10" >10 >10 >10 <10 > 10" 6.38
1 14 x 10° 82 x 10° >10° 83 x 10° <10° > 10" 6.52
2 14 x 10° >10° >10° >10° <10° > 10" 6.41
3 20 x 10° >10° 20 x 10° >10° <10° > 10" 5.42
4 43 x 10° >10° 58 x 10° >10° <10° > 10" 4.33
valor estimado valor estimado
5 42 x 10° >10° 40 x 10° >10° <10° > 10" 415
valor estimado valor estimado
6 >10° >10° >10° >10° <10° > 10" 4.05




Tabla 7.3.3.2 Concentraciéon de microorganismos en la fermentacién liquida
UFC/ml), lote 2.

Tiempo Bacterias Mesofilos Levaduras Mohos Coliformes
(Horas) lacticas
0 80 x 10° >10 >10 <10 > 10" 6.5
1 11 x 10° > 10° >10° <10° > 10" 6.49
2 58 x 10° >10° >10° <10° > 10* 6.4
3 16 x 10° 25 x 10° >10° <10° > 10* 5.42
4 40 x 10° 25 x 10° >10° <10° > 10" 4.43
valor estimado
5 50 x 10° 42 x 10° >10° <10° > 10" 414
valor estimado valor estimado
6 40 x 10° >10° >10° <10° > 10" 4.05
valor estimado

Se colocé la leyenda “valor estimado” a las placas que excedian las 250 colonias.
Se contaron las colonias en las porciones de la placa que eran representativas, en
algunas se conté una cuarta parte o una mitad del area de la caja de Petri y se
multiplico el valor obtenido por 4 6 2 respectivamente.

7.3.4. Cuantificacion de grupos microbianos en la fermentacion soélida del
atole agrio.

En las tablas 7.3.4.1 y 7.3.2 se muestran los resultados obtenidos para cada uno
de los lotes de las diferentes etapas de la fermentacién sélida. La concentracion
de bacterias lacticas al inicio de la fermentacion fue del orden de 10* UFC/g a las
4 horas el crecimiento aumentd notablemente en ambos lotes, sin embargo, la
concentracion de bacterias lacticas amiloliticas, mesdéfilos, coliformes y levaduras
fue alta desde el inicio de la fermentacion este comportamiento se mantuvo

durante las 24 horas fermentacion excepto para los coliformes pues se observo




una disminucién en la concentracion en ambos lotes de la fermentaciéon sélida
cuando el valor de pH fue de 4.15 y 4.27 lote 1 y lote 2 respectivamente. Los

mohos no fueron detectados en ninguno de los lotes.

Tabla 7.3.4.1. Concentracion de microorganismos en la fermentacion sdélida
(UFC/Qg), lote 1.

Bacterias

Tiempo Bacterias lacticas Meséfilos Levaduras Mohos Coliformes pH

(Horas) lacticas amiloliticas
0 26 x 10° >10 >10 84 x 10° <10 > 10° 6.38
2 13 x 10° >10° >10° > 10" <10° > 10" 6.17
4 >10° >10° >10° >10° <10° > 10" 5.50
6 >10° >10° >10° >10° <10° > 10" 4.92
8 16 x 10° >10° >10° >10° <10° > 10" 4.75
10 > 10° >10° >10° >10° <10° >10° 4.58
12 >10° >10° >10° >10° <10° > 10" 4.47
24 >10° >10° >10° >10° <10° 45x10°  4.15

Tabla 7.3.4.2. Concentracién de microorganismos en la fermentaciéon sdélida
(UFC/g), lote 2.

Bacterias Meséfilos Levaduras Mohos Coliformes pH
lacticas

0 >10° >10° >10° <10° > 10" 6.38
2 84 x10* >10° >10° <10° >10* 6.44
4 76X 1 220 >10° >10° <10° >10* 5.66
6 17 x 10° >10° >10° <10° > 10" 4.89
8 >10° >10° >10° <10° > 10" 4.66
10 >10° >10° >10° <10° > 10" 4.52
12 >10° >10° >10° <10° > 10" 4.45
24 >10° >10° >10° <10° 41x10° 4.27




Al comparar la fermentacién sdlida y liquida (Tablas 7.3.3.1, 7.3.3.2 7341y
7.3.2) se observa que el crecimiento de las bacterias lacticas se incrementé de
forma importante a partir de las 4 horas de fermentacién. En general los grupos
microbianos crecieron de forma masiva y su crecimiento no se ve afectado por la
disminucién de pH ni por la posible presencia de metabolitos. Las diluciones
realizadas no fueron suficientes para obtener colonias aisladas que pudieran

contarse de manera confiable.

Comparando las cuentas microbianas obtenidas en el atole agrio con el pozol se
ha reportado (Wacher et al.,, 2000) que en el pozol indigena la concentraciéon
microbiana inicial (UFC/g™") fue: BAL, 10° - 10% mesdfilos aerobios, 10* - 10°%;
enterobacterias, 10° — 10* y levaduras10®. En el producto fermentado a 28°C a las

48 h la concentracion de BAL fue de 10° UFC/g.

En otros estudios se ha reportado que en muestras de pozol se han detectado
cuentas grandes (10° UFC/g) de bacterias lacticas amiloliticas al inicio de la
fermentacion, cuando el pH era de 7.4. Estas se incrementaron a 10° UFC/g a las
24 horas y se mantuvieron sin cambio apreciable hasta las 72 horas, cuando se
alcanz6 un pH de 3.9 - 4.2. La cuenta de bacterias lacticas amiloliticas constituyo
aproximadamente el 10% del total de las bacterias lacticas a las 24 horas de
fermentacién (Diaz et al., 2003).

Comparando las concentraciones microbianas obtenidas del atole agrio con lo
reportado para el pozol, se puede decir que la microbiota del atole agrio al inicio

de la fermentacion es mayor en todos los grupos microbianos, esto puede




atribuirse a que en la elaboracion del atole agrio no se lleva a cabo el proceso de
nixtamalizacion, durante el cual se eliminan microorganismos. En el caso del pozol
la cuenta microbiana reportada al cabo de 48 y 24 horas de fermentacién para las
bacterias lacticas y amiloliticas respectivamente ha sido de 10° UFC/g, una cuenta

considerablemente alta.

El Ogi es otro alimento tradicional fermentado similar al atole agrio. Es un
desayuno popular y alimento complementario para nifios en varios paises de de
Africa a base de maiz. Para elaborarlo, los granos de maiz se remojan en agua
tibia por 1 a 3 dias, se muelen y cuelan para remover la fibra, el hollejo y la
mayoria del germen, el filtrado se fermenta, finalmente se diluye en agua y se
cuece (Nout et al., 2007). Se ha reportado que la concentraciéon de bacterias
lacticas presentes a las 48 horas de fermentacion es de 10 — 10° UFC/ml
(Oguntoyinbo y Narbad, 2012). En el atole agrio analizado a las 6 horas de
fermentacion solida las cuentas de BAL fueron superiores a 10° UFC/g (Tablas
7.3.4.1y 7.3.4.2) lo cual indica la similitud en el crecimiento de bacterias lacticas

en alimentos elaborados de forma similar.

El atole agrio Acoxotl de Cuetzalan, Puebla es una bebida agria, no alcohdlica de
color verdoso, preparada con maiz hecho masa y nixtamalizado, fermentado de 3-
4 dias. Estudios realizados por Guadarrama (2007) con técnicas tradicionales de
microbiolégica indicaron que en el Acoxotl las concentraciones microbianas
después de 48 horas de fermentacion (Logio/ml) fue: BAL 3.78, BALA 4.03 y

mesofilos 3.7.




Las concentraciones microbianas en el atole agrio de BAL, BALA y mesdfilos que
se obtuvieron en la fermentacién liquida son mayores (Tablas 7.3.3.1 y 7.3.3.2) a
las reportadas en el Acoxotl este comportamiento podria deberse a la ausencia de

la nixtamalizacion en la elaboracion del atole agrio.

En este primer estudio microbioldgico del atole agrio de Villahermosa, Tabasco no
fueron suficientes las diluciones para el conteo de los grupos microbianos, sin
embargo, sirvio de base para futuros muestreos tal es el caso del realizado por
Esquivel (2012) en el cual se detectaron después de 6 horas de fermentacion
liquida las siguientes concentraciones (UFC/ml): 10® BAL, 10" BALA, 10°
levaduras, 10® mesdfilos, 10° coliformes y 10° enterobacterias. En la fermentacion
sélida (después de 12 horas) las concentraciones microbianas (UFC/g) fueron las
siguientes: 108 BAL, 108 BALA, 10" levaduras, 10® mesdfilos, < 10° para coliformes

y enterobacterias.

La presencia de bacterias lacticas es importante en los alimentos fermentados
tradicionales a base de maiz, las concentraciones al término del proceso
fermentativo en alimentos similares al atole agrio oscilan en el orden de 10® - 10°
UFC/ml o g.

7.3.5. Cuantificacién de grupos microbianos en el atole agrio después de la
coccion.

Terminadas las fermentaciones (6 y 12 h fermentacion liquida y sélida
respectivamente) se cocieron las masas para obtener los atoles agrios. Se enfrié
el producto y se cuantificaron los grupos microbianos (Tabla 7.3.5.1.). En el atole

agrio que provenia de la fermentacion liquida estuvieron presentes todos los




grupos microbianos evaluados. Se obtuvo una concentracién del orden de 103
UFC/ml. En el caso del atole agrio de la fermentacién sélida ninguno de los grupos
microbianos se detectd, la concentracion microbiana en general fue <10? UFC/g.

Este comportamiento posiblemente se deba al tiempo de coccion, el atole agrio
de la fermentacion liquida se sometié a coccidén durante seis minutos mientras que
el atole agrio de la fermentacién solida requiri6 de 10 minutos de coccion para

alcanzar la consistencia espesa caracteristica de este atole.

Tabla 7.3.5.1. Concentracion de microorganismos en el atole agrio de las
fermentaciones liguida y solida después de la coccion (UFC/ml y UFClg
respectivamente).

Bacterias

Atole Bacterias lacticas Mesoéfilos Levaduras Mohos Coliformes pH
agrio lacticas  Amiloliticas
F.
LiQuIbA  22x10° 5x 10° 17 x 10° 13x10° <10 3 x 10
Lote 1 valor estimado valor estimado 4.42
F. 2x10°
LiQUIDA  25x10° T 22x10°  17x10°  <10?  veloresimad
Lote 2
F.SOLIDA  <10° <107 <10° <10° <10° <10’ 4.70
Lote 1y 2

7.4. Seguimiento de pH- potenciométrico.

En la figura 7.4.1 se presentan los promedios de las mediciones de pH de los lotes
de fermentacion liquida y sdlida del atole agrio. El pH de inicio es similar en ambos
tipos de fermentacion 6.44 y 6.38 liquida y solida respectivamente. El pH en la
fermentacion liquida disminuy6 con mayor rapidez y en un menor tiempo pues al
cabo de 6 horas el pH bajé hasta 4.05, en cambio para la fermentacion soélida que
duré 12 horas el pH final fue de 4.46. En la fermentacion sélida el unico grupo
microbiano que se afectd con la disminucion de pH fueron los coliformes totales,

ya que al cabo de 24 horas de fermentacion cuando el pH era de 4.21 la cuenta




microbiana de este grupo disminuyé de > 10* a 102 UFC/g, sin embargo, en la
fermentacién liquida en la cual el pH bajé hasta 4.05 no se redujo la
concentracion de coliformes, desde el inicio hasta el término de la fermentacién la
concentracion fue >10* UFC/ml. Se esperaba que los coliformes desaparecieran
en la fermentacién liquida mas facilmente que en la sdélida, ya que en la ultima los
acidos deben difundirse desde el punto en el cual se producen, de tal forma que
pueden existir microambientes de pH mayor; sin embargo no ocurrié asi. Aun con
la acidificacion de la masa los coliformes en ambas fermentaciones sobrevivieron.
Se ha reportado que los alimentos fermentados acidos se consideran mas seguros
que los no fermentados, ya que el crecimiento de bacterias patdgenas

comunmente se suprime o se reduce significativamente (Simago y Rukure, 1992).
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Figura 7.4.1. Valores de pH de las diferentes etapas de las fermentaciones sdéliday
liquida.




Se ha reportado para el pozol indigena donde se lleva a cabo una fermentacién
solida, que las enterobacterias estan presentes inclusive a un pH de 4.5 a las 48
horas de fermentacién (Wacher et al., 2000) y que esto se debe a que algunas
enterobacterias son resistentes a la acidez (Sainz et al., 2001). En otros alimentos
fermentados similares al atole agrio como el ogi y el mahewu al cabo de 24 horas

se alcanza a un pH de 4.3 y 3.5 respectivamente (Blandino et al., 2003).

7.5. Aislamiento de bacterias lacticas y amiloliticas.

Para cada tiempo de fermentacion liquida y solida se picaron 3 colonias
presuntivas de bacterias lacticas en el caso de las bacterias amiloliticas no se
picaron colonias de todos los tiempos de fermentacién debido al gran crecimiento
microbiano. A las 3 colonias elegidas de cada tiempo de fermentacion se les
realizé la prueba de catalasa y tincion de Gram para corroborar que se trataba de
bacterias lacticas. En las figuras 7.5.1 y 7.5.2 se muestran las caracteristicas
generales de la morfologia de las colonias (forma circular, borde entero, elevacion
convexa, color blanco y textura viscosa. Para bacterias lacticas amiloliticas se
observé otra caracteristica que fue la formacién de un halo claro alrededor de la

colonia a las 72 horas debido a la actividad amilolitica.

Después de las observaciones microscopicas y macroscopicas se obtuvieron un
total de 72 aislados de bacterias lacticas y 8 aislados de bacterias amiloliticas

Gram (+) y catalasa (-) (Ver anexos 10.1).




Figura 7.5.1. Colonias de Figura 7.5.2. Colonias de bacterias
bacterias lacticas aisladas de la amiloliticas, aisladas de Ila F.
F. liquida liguida

En la figura 7.5.3 se muestran las caracteristicas coloniales de las bacterias
lacticas aisladas de las fermentaciones liquida y sélida del atole agrio. En todas
las colonias se encontré una forma circular al igual que un borde entero y una
textura viscosa, sin embargo se observaron diferencias en la elevacién y el color.
Tanto en las fermentaciones liquida como sélida predominé la forma convexa en
las colonias de las cepas de BAL. En cuanto al color, las colonias de las cepas de
BAL de las fermentaciones liquida y sélida en su mayoria presentaron un color

blanco.
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Figura 7.5.3. Frecuencia de las caracteristicas morfoldégicas macroscopicas de las
colonias aisladas de la fermentacion liqguida y sélida del atole agrio de
Villahermosa, Tabasco.

En la figura 7.5.4 se muestran en conjunto las frecuencias de las morfologias

microscopicas en la fermentacion liquida como en la fermentacion solida.

En la fermentacion liquida predominé la forma de cocobacilos, continuando en
cantidad por los cocos y bacilos cortos y en menor proporcion los diplococos. En la
fermentacién sélida dominaron los cocos, se encontré6 una menor cantidad de
cocobacilos y bacilos cortos con respecto a la fermentacion liquida y en menor

proporcion se encontré a los diplococos al igual que en la fermentacion liquida.
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Figura 7.5.4 Frecuencia de la morfologia microscépica de las bacterias lacticas
aisladas de la fermentacion liquida y solida del atole agrio de Villahermosa,
Tabasco.

Los aislados de bacterias amiloliticas presentaron una morfologia macroscopica
similar en ambas fermentaciones se observé una forma circular, borde entero y
una textura viscosa. Se encontraron diferencias en el color y la elevacion, el color
que predomind fue el color blanco transparente. El tiempo requerido para que se
evidenciara la actividad amilolitica (halos claros alrededor de las colonias) oscilo
entre las 72 y 82 horas en refrigeracion. La morfologia microscopica con mayor

frecuencia observada en ambas fermentaciones fue la cocoide (Ver anexos 10.3).

7.6. Conservacion de las cepas de bacterias lacticas y bacterias lacticas
amiloliticas.

Se conservaron un total de 72 cepas de bacterias lacticas de las cuales 35 cepas
corresponden a la fermentacioén liquida y 37 cepas corresponden a la fermentacion

solida.




Se conservaron 8 cepas de bacterias lacticas amiloliticas, 4 cepas se obtuvieron
de la fermentacion liquida y las 4 cepas restantes de la fermentacion sélida.
Todas las cepas se conservaron en microtubos de plastico, se les colocd una
clave para su identificacion y se almacenaron en ultracongelacion a -66°C (Ver
anexos 10.3).

7.7. Identificacidon de las cepas lacticas y amiloliticas.

Se seleccionaron cepas de las diferentes etapas de fermentacion del atole agrio y
con diferente morfologia microscopica. De la fermentacion liquida se identificaron
3 cepas (1, 10 y 31) y de la fermentacion sélida se identificaron 4 cepas (4, 22, 26

y 33).

Los resultados de la fermentacion de carbohidratos de las cepas seleccionadas
del atole agrio mediante el sistema APl 50CH de BioMérieux se muestran en la
tabla 7.7.1 asi mismo en la tabla 7.7.2 se presentan los perfiles de fermentacion
de carbohidratos por las cepas de bacterias lacticas amiloliticas de la fermentacion

liquida (1, 2, 3 y 4) y fermentacion sdlida (5, 6, 7 y 8).




Tabla 7.7.1. Perfil de fermentacion de carbohidratos de las cepas de bacterias lacticas de la fermentacion liquida y
sdlida provenientes del atole agrio mediante el sistema APl 50CH de BioMérieux a las 48 horas de incubacion.

‘ CARBOHIDRATOS
ERY ‘ DARA LARA RIB LXYL ADO MDX GAL GLU MNE SBE DUL INO MAN

MLZ RAF GLYG XLT GEN TUR LYX TAG DFUC LFUC
10 + - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
31 + + + + - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 + + + + + + + + + - - + - - - - - - - - - -
22 + + + + + - + + - - - - - - + - - - - - - - - - -
26 + + + + - - + + - - - - - - + - - - - - - - - - -
33 + + + + - - + + - - - - - - + - - - - - - - - - -




Tabla 7.7.2. Perfil de fermentacion de carbohidratos de las cepas de bacterias lacticas amiloliticas de la fermentacidn
liquida y solida provenientes del atole agrio mediante el sistema APl 50CH de BioMérieux a las 48 horas de
incubacion.

CARBOHIDRATOS

LXYL ADO MDX

2 - - - . + + + - + + + . - - . . - . . - + . +
3 - - - - - + + - + + + + - - - - + - - - + + +
4 - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - + - -
5 - - - - + + + - + + + + - - - - - - - - + . -
6 - - - - - + + - + + + + - - - - + - - - + - +
7 - - - - + + + - - + + + - - - - - - - - + - +
8 - - - - + + + - + + + + - - - - + - - - + + +

GLYG XLT GEN TUR LYX TAG DFUC LFUC

2 + + + + + - + + - - + - - - - - - - - - -
3 + + + + + - + + + - + - - - - - - - + - -
4 + - + + - - + - - - + - - - - - - - - - -
5 + + + + + - + + - - + - - - - - - - - - -
6 + + + + + - + + - - + - - - - - - - - - -
7 + + + + - - + + - - + - - - - - - - - - -
8 + + + + + - + + - - + - - - - - - - - - -
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Todas las cepas de bacterias lacticas identificadas mediante el sistema APl 50CH
fermentaron monosacaridos sencillos como la glucosa, fructosa y manosa.
También fermentaron disacaridos como la celobiosa, maltosa, sacarosa, trehalosa,
gentiobiosa y solo las cepas 4 y 22 de BAL fermentaron la lactosa. Todas las
cepas coincidieron en la fermentacion de la N-acetilglucosamina, la esculina y la
maltosa. Otros carbohidratos en los que fue evidente la fermentacion fueron la
ribosa, D-xilosa, arbutina y salicina. Las cepas 31, 22, 26 y 33 de BAL obtuvieron
resultados en los perfiles de fermentacion muy similares.

Todas las cepas de bacterias lacticas amiloliticas fermentaron carbohidratos
sencillos tales como la glucosa, fructosa y manosa. Otros monosacaridos que se
fermentaron fueron L-arabinosa, ribosa, D-xilosa y la galactosa.

Las cepas 1 y 4 de BALA fueron las que menos carbohidratos fermentaron. El
resto coincidieron en la fermentacion de disacaridos como celobiosa, maltosa,
lactosa, sacarosa, trealosa y gentobiosa. La cepa 3 de BALA fue la unica que
fermentd al almidon y al gluconato. Los datos de los perfiles de fermentacion que
se obtuvieron se analizaron en el programa de APIWEB de BioMérieux, los
resultados de la identificacion de las cepas se presentan en las tablas 7.7.3, 7.7 4,
7.7.5y 7.7.6. Las cepas fermentaron monosacaridos presentes en el maiz como la

glucosa y fructosa y disacaridos como la sacarosa y maltosa.




Tabla 7.7.3. Identificacion de bacterias lacticas que provenian de la fermentacion
liguida del atole agrio mediante sistema API 50CH de BioMérieux.

No.de Clave Identificacién %ID Comentario

cepa

IL1£2 Lactobacillus delbrueckii 70.9 Identificacién aceptable
ssp delbruecki en género
10 IL5{2 Lactobacillus delbrueckii 93.6 Buena identificacion
31 lIL6{2 Lactococcus lactis ssp. 99.4 Muy buena identificacion
lactis

Tabla 7.7.4. ldentificacién de bacterias lacticas que provenian de la fermentacién
sdlida del atole agrio mediante el sistema APl 50CH de BioMérieux.

No.de Clave Identificacién Comentario
cepa
4 1S2{3 Lactobacillus plantarum 98.5 Buena identificacion
22 11S4£2 Lactococcus lactis ssp. 96.8 Buena identificacion
lactis
26 11S6¢3 Lactococcus lactis ssp. 74.1 Baja discriminacion
lactis
33 1151281 Lactococcus lactis ssp. 98.2 Buena identificacion
lactis

Tabla 7.7.5. Identificacion de bacterias lacticas amiloliticas que provenian de la
fermentacion liquida del atole agrio mediante el sistema API 50CH de BioMérieux.

No. de Clave Identificaciéon %ID Comentario
cepa
1 IL2A2 Lactobacillus delbrueckii 53.6 Buena identificacion en
el género.
2 IL4A2 Lactococcus lactis ssp. 96.8 Buena identificacion.
lactis
3 IL6A1 Lactococcus lactis ssp. 99.9 Excelente identificacion.
lactis
4 IL6A2 Lactobacillus delbrueckii 72.9  Muy buena identificacion
ssp delbrueckii en el género.

Tabla 7.7.6. Identificacion de bacterias lacticas amiloliticas que provenian de la
fermentacion sdlida del atole agrio mediante sistema APl 50CH de BioMérieux.

No. de Clave Identificacion %ID Comentario
cepa
5 IS6A1 Lactococcus lactis ssp. 98.9 Buena identificacion.
lactis
6 IS6A3 Lactococcus lactis ssp. 96.4  Muy buena identificacion
lactis en el género.
7 IS10A2 Lactococcus lactis ssp. 95.7 Buena identificacion.
lactis
8 IS12A1 Lactococcus lactis ssp. 91.3 Baja discriminacion.
lactis
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En ambas fermentaciones (liquida y sdlida) se identificaron los microorganismos
Lactobacillus delbrueckii y Lactococcus lactis ssp. lactis siendo este ultimo el que
se identific6 con mayor frecuencia, en la fermentacién sélida se identificé también

a Lactobacillus plantarum.

Los microorganismos Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus plantarum también
han sido reportados en las fermentaciones que utilizan maiz como sustrato, tal es
el caso del pozol, poto-poto y ogi de México, Congo y Benin respectivamente
mediante estudios de DGGE. La presencia de estas bacterias sugiere que se trata
de especies de importancia en la fermentacion de maiz (Ampe et al., 1999, Ampe
y Miambi, 2000).

El microorganismo Lactococcus lactis ssp. lactis se identificd durante el desarrollo
de la fermentacion solida y liquida desde el inicio hasta el término de éstas, de
igual forma todas las cepas identificadas como amiloliticas corresponden a
Lactococcus lactis ssp. lactis por lo anterior se asume que su presencia debe ser
relevante para el proceso fermentativo, sin embargo, su habitat mas importante
esta en leche cruda, leche fermentada y quesos. Lactococcus lactis ssp. lactis ya
sea en forma pura o asociada con otros microorganismos, es la cepa mas
comunmente usada como un cultivo iniciador de productos lacteos (Jensen y
Hammer, 1993; Salminen, y Von Wright, 1993). Las cepas de Lactococcus lactis
asociada con productos vegetales se le ha prestado menos atencion (Martinez-
Cuesta et al. 1997, Van y Hahn Hagerdal, 1999).

En el pozol se han aislado bacterias acido lacticas de los géneros Lactobacillus

sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp. y Pediococcus sp. (Wacher et al., 2000).




En el estudio de Ben Omar y Ampe (2000) se encontré la presencia de
Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii entre otros
sin embargo, la presencia de Lactococcus lactis ssp. lactis no se ha reportado en
este alimento fermentado tradicional. Las principales especies de bacterias
lacticas amiloliticas que se han encontrado en el pozol corresponden a los
géneros: Streptococcus, Lactococcus y Enterococcus (Diaz et al., 2003).

En otros alimentos fermentados elaborados a base de maiz como el kenkey (masa
cocida, de sabor acido) de Ghana, se han aislado bacterias lacticas como:
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus reuteri (Blandino, 2003).

El mahewu es una bebida tradicional acida no alcohdlica a base de maiz
producida en Sudafrica. ElI microorganismo predominante durante la fermentacion
espontanea es Streptococcus lactis (Blandino et al., 2003).

En el oeste de Africa y Nigeria se produce un alimento de complemento para nifios
elaborado a partir de maiz fermentado llamado ogi. En este alimento se han
identificado diversos Lactobacilos como: L. plantarum, L. cellobiosus, L. brevis
(Blandino et al., 2003).

Aunque diversos productos tienen como sustrato base al maiz la microbiota que
se ha reportado es diferente a la que se encontré en el atole agrio, por lo cual el
proceso de elaboracion influye en el establecimiento de las bacterias lacticas.

En México en la comunidad de Cuetzalan, Puebla se consume un atole agrio
llamado Axolotl. Estudios microbiolégicos han demostrado que este atole tiene
una microbiota compleja, compuesta por bacterias lacticas y levaduras. En el
estudio de Guadarrama (2007), para conocer la diversidad de bacterias lacticas en

Axocotl se realizé el analisis de de la restriccion del DNA ribosomal amplificado




(ARDRA) los microorganismos tipificados fueron Lactobacillus paracasei,
Pediococcus damnosus, Lactobacillus plantarum (este ultimo microorganismo
también se encontrd en el presente estudio). Se consideré como fuente de indculo
al maiz, maiz nixtamalizado y a las hierbas.

La bacteria lactica Lactobacillus plantarum aislada e identificada en el atole agrio
se presenta de manera frecuente en bebidas que tienen como sustrato al maiz ya
sea nixtamalizado o no. La presencia de Lactococcus lactis ssp. lactis no ha sido
reportada como parte de la microbiota lactica amilolitica en productos fermentados

similares al atole agrio.




8.0. CONCLUSIONES.

El atole agrio es una bebida fermentada tradicional mexicana que se elabora a
partir de maiz de dobla no nixtamalizado. Las etapas de elaboracién del atole
incluyen deshojado de las mazorcas de maiz, desgranado, molienda, amasado,
fermentacion solida o liquida, eliminacion de la cascarilla y coccion. El atole agrio
presentd una microbiota compleja ya que posee una alta concentracion de los
grupos microbianos: bacterias lacticas, bacterias lacticas amiloliticas, mesofilos
aerobios, coliformes totales y levaduras. Los anteriores grupos microbianos
también se han identificado en alimentos tradicionales elaborados a partir de maiz;
sin embargo la concentracion microbiana en el atole agrio es mayor al inicio de la
fermentacioén, posiblemente se deba a la ausencia del proceso de nixtamalizacion.
El atole agrio es una bebida acida ya que alcanzé un pH al final de las
fermentaciones de entre 4.05 y 4.46, lo cual indica que ocurrié una fermentacion
lactica. De acuerdo con los resultados de la galeria APl 50CH las bacterias
lacticas identificados fueron Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii y
Lactococcus lactis ssp. lactis los dos primeros microorganismos se han reportado
en la fermentacién del pozol y en otros alimentos similares como el ogi y mahewu.
En el atole agrio no se detectaron bacterias de los géneros Streptococcus,
Enterococcus y Weissella los cuales predominan durante la fermentacion del
pozol. Es posible entonces que la nixtamalizacion influya en el tipo de bacterias

lacticas que se desarrollan en los alimentos.




9.0. PERSPECTIVAS.

x Realizar otros muestreos del atole agrio, proponiendo diluciones mas altas
para el conteo de los grupos microbianos.

*x Realizar muestreos microbiologicos de las manos de las personas que
elaboran el atole agrio asi como del molino y de los utensilios utilizados para
su elaboracion para conocer la influencia de la concentracion microbiana en el
atole.

x Complementar la identificacion de las bacterias lacticas totales y bacterias
lacticas amiloliticas con el uso de métodos moleculares.

*x Realizar muestreos del atole agrio en el periodo de dobla de mayo para
comparar la microbiota encontrada con el atole agrio del periodo de dobla de
septiembre.

*x Realizar un estudio microbiolégico de los residuos de la cascarilla de maiz que
son eliminados durante el proceso de elaboracion del atole agrio para conocer
la microbiota presente en ellos.

* |dentificar los puntos criticos en la elaboracién del producto y proponer mejoras

con el fin de obtener un producto de mayor calidad.




10.0. ANEXOS.

10.1. Tincién de Gram y prueba de Catalasa.

10.1.1. Fundamento de la tincion de Gram.

La pared celular de Bacteria estda compuesta por una capa de peptidoglucano (o
mureina) y estd formada por fina laminas de N-acetilglucosamina y acido N-
acetilmuramico, y un pequefo grupo de aminoacidos que incluyen L-alanina, D-
alanina, D-glutamico y lisina. Estos componentes se unen entre si para formar una
estructura repetitiva que se denomina tetrapéptido de glicano.

En bacterias Gram positivas el peptidoglucano representa hasta el 90% de la
pared. En las bacterias Gram negativas, el peptidoglucano constituye alrededor
del 10% de pared, estando constituido el resto por una membrana externa
compuesta por lipopolisacarido.

Las diferencias estructurales entre las paredes de las bacterias Gram positivas y
Gram negativas son las responsables del diferente comportamiento de las células
a la tincién de Gram. En dicha tincién se forma dentro de las células un complejo
cristal insoluble violeta-yodo que en el caso de las Gram negativas puede
extraerse con alcohol, pero no en las Gram positivas. El alcohol deshidrata las
bacterias Gram positivas, que poseen paredes celulares muy gruesa (90 con
varias capas de peptidoglucano. Esto provoca el cierre de los poros de las
paredes impidiendo la salida del complejo cristal violeta-yodo. En las bacterias
Gram negativas, el alcohol penetra rapidamente en la capa externa que es rica en
lipidos y la capa fina de peptidoglucano no impide el paso del solvente, por lo que

el complejo se extrae faciimente (Mandigan et al., 2004). Para establecer el




verdadero caracter de Gram se recomienda trabajar con cultivos jovenes (18-24
h).

10.1.2. Técnica de la tinciéon de Gram.

A partir de cultivos con 18-24 h de crecimiento se realiz6 la tincion de Gram. El
procedimiento efectuado es el siguiente: extension de las células (frotis) sobre un
portaobjetos en condiciones de asepsia, fijacion por calor, se tifie de modo
sucesivo con un colorante basico, el cristal violeta y se deja actuar durante un
minuto, moviendo suavemente el portaobjetos para favorecer el contacto del
colorante con las células. Al cabo de un minuto se escurre el exceso de colorante
y se lava con agua destilada, a continuacién se cubre la preparacién con lugol y se
deja actuar durante un minuto, se escurre el exceso del reactivo y se lava con
agua destilada, posteriormente se decolora agregando una mezcla de alcohol-
acetona a la preparacion, mientras se sostiene ligeramente inclinada para que el
decolorante resbale. Tan pronto como las gotas de esta soluciéon ya no arrastren
color se procede a lavar con agua destilada, finalmente la preparacion se cubre
con safranina y se deja actuar por un minuto, de igual forma se retira el exceso de
colorante, se lava con agua destilada y se deja secar al aire. La preparacion se
observa al microscopio con el objetivo 100X y se describen los resultados.

Las bacterias Gram-positivas resisten la decoloracion y permanecen tefiidas de
color azul oscuro; las bacterias Gram-negativas son rapidamente decoloradas y se

tifen de rojo por la safranina (Pelczar et al., 1982).
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10.1.3. Fundamento de la prueba de catalasa.
Se investiga la presencia en el microorganismo de la enzima catalasa, capaz de
descomponer el peroxido de hidrogeno (H.O;) en agua y oxigeno, que se

desprende en forma de burbujas en el medio.

10.1.4 Técnica de la prueba de catalasa.

Se tiene una prueba positiva cuando se observa de inmediato burbujeo,
observado con facilidad; formacién de O,. Las bacterias lacticas presentan una
prueba de catalasa negativa es decir ausencia de burbujeo. El procedimiento
efectuado es el siguiente: en condiciones asépticas con un asa bacteriolégica se
toma una porcién del centro de una colonia pura de un cultivo de 18 a 24 h y se
coloca sobre un portaobjetos de vidrio limpio, posteriormente se adiciona una gota
de H,0; al 3% sobre los microorganismos y se observa si hay presencia o no de
burbujeo y finalmente el portaobjetos se descarga en un desinfectante (Mac

Faddin, 2003).




10.2. Diluciones para el estudio microbiolégico del atole agrio.

Tabla 10.2.1. Diluciones para el estudio microbiolégico de las materias primas,
liquido y solido de fermentacion y producto terminado.
* BLT = bacterias lacticas totales, BLAm = bacterias lacticas amiloliticas, MAT = mesodfilos

aerobios, ML = mohos y levaduras, CF = Coliformes.

** MRS, MRS-A (almidén), ACE= Agar Cuenta Estandar en placa, PDA= Agar Papa Dextrosa y
BRVA= Agar Bilis Rojo Violeta. Para las diluciones se empleo agua peptonanda al 0.1%.

TIEMPO DILUCIONES

MUESTRA MUESTREO A SEMBRAR MO’S* MEDIO**
(h)
... 0 -1,-2,-3 BLAM MRS-A
Agua inicial 123 MAT ACE
1,23 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
2,34 BLT MRS
, . 0 2,-3,-4 BLAmM MRS-A
Después de la molienda 234 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
1,23 EB BRVGA
-1,-2,-3 CF BRVA
2,34 BLT MRS
2,-3,-4 BLAmM MRS-A
0 -2,-3,-4 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
1,23 CF BRVA
3,45 BLT MRS
2,-3,-4 BLAmM MRS-A
1 34,5 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
1,23 CF BRVA
Durante la 3,45 BLT MRS
fermentacién 2 -2,-3,-4 BLAm MRS-A
oo 34,5 MAT ACE
(liquida) 2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
34,5 BLT MRS
-2,-3,-4 BLAM MRS-A
3 -3,-4,-5 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
3,45 BLT MRS
2,-3,-4 BLAmM MRS-A
4 -3,-4,-5 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
1,23 CF BRVA
3,45 BLT MRS
-2,-3,-4 BLAmM MRS-A
5 -3,-4,-5 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
1,23 CF BRVA
34,5 BLT MRS
-2,-3,-4 BLAM MRS-A
6 -3,-4,-5 MAT ACE
-2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA




Continuacién de la tabla 10.2.1. Diluciones para el estudio microbiol6gico de las
materias primas, liquido y solido de fermentacién y producto terminado.

* BLT = bacterias lacticas totales, BLAm = bacterias lacticas amiloliticas, MAT = mesdfilos
aerobios, ML = mohos y levaduras, CF = Coliformes.

** MRS, MRS-A (almidon), ACE= Agar Cuenta Estandar en placa, PDA= Agar Papa Dextrosa y
BRVA= Agar Bilis Rojo Violeta (Anexos). Para las diluciones se empleo agua peptonanda al 0.1%.
Tiempo de Diluciones

Muestra muestreo a sembrar MO’S* MEDIO**
(W)
0 -2,-3,-4 BLT MRS
2,-3,-4 BLAM MRS-A
2,-3,-4 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
2 2,-3,-4 BLT MRS
2,-3,-4 BLAM MRS-A
2,-3,-4 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
4 2,-3,-4 BLT MRS
2,-3,-4 BLAM MRS-A
2,-3,-4 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
Durante la -1,-2,-3 CF BRVA
hy 6 3,-4,5 BLT MRS
Fermentacion 2-3-4 BLAM MRS-A
(Sdolida) -3,-4,-5 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
1,-2,-3 CF BRVA
10 3,-4,5 BLT MRS
2,-3,-4 BLAM MRS-A
-3,-4,-5 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
12 3,-4,5 BLT MRS
2,-3,-4 BLAM MRS-A
-3,-4,-5 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
1,-2,-3 CF BRVA
24 3,-4,5 BLT MRS
2,-3,-4 BLAM MRS-A
-3,-4,-5 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA
. , 0 2,-3,-4 BLT MRS
Producto final después 2-3-4 BLAM MRS-A
de calentado -2,-3,-4 MAT ACE
2,-3,-4 ML PDA
-1,-2,-3 CF BRVA




10.3. Morfologia macroscoépica, microscopica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas y amiloliticas aisladas y purificadas de la

fermentacion liquida y sélida del atole agrio.

Las claves usadas para identificar cada cepa son las siguientes:

= Lote 1

lI= Lote 2

L= Fermentacion liquida.

S= Fermentacion solida.

F= Producto final después de la coccion.

0,1,23,4,5,6, 8, 10, 12 0 24 = Tiempo de fermentacion.
{= Bacteria lactica.

A= Bacteria lactica amilolitica.

1, 2 o 3= NUmero de colonia aislada del medio MRS.

Tabla 10.3.1. Morfologia macroscépica, microscépica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas aisladas y purificadas de la fermentacion liquida lote 1
del atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

Fermentacion liquida (Lote 1)

MICROSCOPICA DE

Forma | Borde | Elevacion | Color  Textura | Gram Morfologia CATALASA
C

MORFOLOGIA MACROSCOPICA MORFOLOGIA PRUEBA

1 IL142 E P V + Diplococos

2 IL221 C E P B V + Cocobacilos -
3 IL2£2 C E P B-t V + Cocos -
4 IL321 C E X B-t V + Bacilos cortos -
5 IL3{3 C E X B-t V + Cocobacilos -
6 1L411 C E P B-t V + Bacilos cortos -
7 1L4£2 C E X B-t V + Cocobacilos -
8 1L443 C E X B-t V + Bacilos cortos -
9 IL5{1 C E X B-t V + Cocos -
10 IL512 C E X B-t V + Cocobacilos -
11 IL53 C E X B V + Cocos -
12 IL6£2 C E X B \ + Bacilos cortos -
13 IL6£3 C E X B V + Cocobacilos -
14 ILF£1 C E X B V + Cocos -
15 ILF£2 C E P B V + Cocos -
16 ILF£3 C E X B-t V + Diplococos -

C= circular, E= entero, P= plana X= convexa, B= blanco, B-t= blanco transparente, V= viscosa




Tabla 10.3.2. Morfologia macroscépica, microscopica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas aisladas y purificadas de la fermentacion liquida lote 2

del atole agrio de Villahermosa Tabasco.

Fermentacion liquida (Lote 2)

MORFOLOGIA MACROSCOPICA MORFOLOGIA PRUEBA
MICROSCOPICA
|\/|0rf0|og|'a CATALASA

17 11LO£2 C E X B \Y, + Bacilos cortos

18 11L1£3 C E X B \Y, + Diplococos

19 11L2£2 C E X B vV + Cocobacilos

20 11L2£3 C E X B vV + Cocobacilos

21 11L3¢1 C E X B-t \Y + Bacilos cortos

22 11L3£2 C E X B vV + Bacilos cortos

23 11L3£3 C E X B-t vV + Bacilos cortos

24 11L421 C E X B-t vV + Cocobacilos

25 11L4£2 C E X B vV + Cocobacilos

26 11L4£3 C E X B vV + Cocobacilos

27 1IL581 C E X B \Y + Cocos

28 1IL5£2 C E X B vV + Cocobacilos

29 11L5£3 C E X B-t vV + Cocobacilos

30 11L621 C E X B vV + Cocobacilos

31 1IL6£2 C E X B \Y + Cocos

32 11L6£3 C E X B-t \Y + Cocos

33 IILF21 C E X B-t \Y + Cocos

34 lILF{2 C E X B Vv + Cocos

35 IILF£3 C E X B-t \Y + Cocos

C= circular, E= entero, P= plana X= convexa, B= blanco, B-t= blanco transparente, V= viscosa
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Tabla 10.3.3. Morfologia macroscépica, microscopica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas aisladas y purificadas de la fermentacion soélida lote 1
del atole agrio de Villahermosa, Tabasco ]

FERMENTACION SOLIDA (Lote 1)

, MORFOLOGIA
No.  Clave MORFOLOGIA MACROSCOPICA MICROSCOPICA PRUEBA

de Forma Borde Elevacion | Color Textura | Gram Morfologia DE
cepa CATALASA

1 1S0£1 C E X B-t Vv + Cocobacilos -
2 1S0£2 C E P B-t \Y + Cocos -
3 1S212 C E X B-t \Y + Cocos -
4 1S2£3 C E P B-t Y, + Bacilos cortos -
5 1S411 C E X B-t \Y + Cocos -
6 1S412 C E X B-t \Y + Cocos -
7 1S611 C E X B \Y + Cocos -
8 1S612 C E X B-t \Y + Cocos -
9 1S613 C E P B-t \Y + Cocos -
10 1S801 C E X B Vv + Bacilos cortos -
11 1S1081 C E X B \Y + Cocos -
12 1IS10£2 C E X B \Y + Cocos -
13 1IS10£3 C E X B-t \Y + Diplococos -
14 1S1281 C E P B \Y + Cocos -
15 1IS12£2 C E X B-t \Y + Cocos -
16 1IS12£3 C E X B-t \Y + Cocos -

C= circular, E= entero, P= plana X= convexa, B= blanco, B-t= blanco transparente, V= viscosa




Tabla 10.3.4. Morfologia macroscépica, microscépica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas aisladas y purificadas de la fermentacion soélida lote 2
del atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

FERMENTACION SOLIDA (Lote 2)

MORFOLOGIA MACROSCOPICA MORFOLOGIA PRUEBA
MICROSCOPICA DE
Forma | Borde ‘ Elevacion ‘ Color | Textura Gram  Morfologia ‘ CATALASA
17 11S0£2 C E X B-t \Y, + Cocos -
18 115201 C E X B \Y, + Cocos -
19 11S2£2 C E X B \Y, + Cocos -
20 11S2£3 C E P B \Y, + Cocos -
21 11S441 C E X B Y, + Cocos -
22 115442 C E X B Y, + Cocos -
23 11S413 C E P B-t \Y + Diplococos -
24 11S681 C E X B \Y + Cocobacilos -
25 11S6£2 C E P B \Y + Cocos -
26 11S613 C E X B-t \Y + Cocos -
27 11S811 C E P B-t \Y + Diplococos -
28 11S8t2 C E P B \Y + Cocos -
29 11S813 C E X B \Y + Cocos -
30 | lIS101 C E X B \Y + Cocobacilos -
31 11S10£2 C E P B \Y + Cocobacilos -
32 | lIS1043 C E X B \Y + Cocos -
33 | lIS121 C E X B \Y + Cocos -
34 | 11IS1212 C E X B-t Vv + Cocos -
35 1151243 C E X B Vv + Cocos -
36 | 11S2411 C E P B-t \Y + Diplococos -
37 | 11S2413 C E X B-t \Y + Cocos -

C=circular, E= entero, P= plana X= convexa, B= blanco, B-t= blanco transparente, V= viscosa




Tabla 10.3.5. Morfologia macroscdépica, microscoépica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas amiloliticas aisladas y purificadas de la fermentacion
liquida del atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

FERMENTACION LiQUIDA

MORFOLOGIA
No. Clave MORFOLOGIA MACROSCOPICA MICROSCOPICA PRUEBA
de Forma- DE
cepa Forma Borde = Elevacion  Color Textura cién de Gram & Morfologia CATALASA

halo (h)

E v 72 + Cocos
2 IL4A2 C E X B-t \% 72 + Cocos -
3 IL6A1 C E X B-t vV 86 + Cocos -
4 ILBA2 C E P B-t \% 86 + Cocos -
C= circular, E= entero, P= plana X= convexa, B= blanco, B-t= blanco transparente, V= viscosa

Tabla 10.3.6. Morfologia macroscépica, microscépica y prueba de catalasa de las
cepas de bacterias lacticas amiloliticas aisladas y purificadas de la fermentacion
sdélida del atole agrio de Villahermosa, Tabasco.

FERMENTACION SOLIDA

) MORFOLOGIA
MORFOLOGIA MACROSCOPICA MICROSCOPICA PRUEBA
Forma Borde Elevacion Color | Textura Forma- Gram Morfolo- DE

cion de gia CATALASA
halo (h)

5 IS6A1 C E P B-t Y, 86 + Cocos -

6 IS6A3 C E X B Vv 72 + Cocos -

7 IS10A2 C E X B \% 72 + Cocos -

8 IS12A1 C E P B-t Y, 86 + Cocos -

C= circular, E= entero, P= plana X= convexa, B= blanco, B-t= blanco transparente, V= viscosa




10.4. Medios de cultivo.
= Agar MRS (Difco)

Formula tipica (g/L)

Componente Cantidad (g)
Peptona de proteasa No. 3 10,0
Extracto de carne 10,0
Extracto de levadura 5,0
Dextrosa 20,0
Polisorbato 80 1,0
Citrato de amonio 2,0
Acetato de sodio 5,0
Sulfato de magnesio 0,1
Sulfato de manganeso 0,05
Fosfato dipotasico 2,0
Agar 15,0

pH = 6.5 + 0.2 Suspender 70 g del polvo en 1L de agua destilada disolver
completamente. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para

disolver completamente el polvo. Esterilizar a 121 °C durante15 min.

= Agar MRS- Almidén

Formula tipica (g/L)

Componente Cantidad (g) |

Peptona pancreatica de caseina (OXOID) 10,0
Extracto de carne (OXOID) 10,0
Extracto de levadura (OXOID) 5,0

Almidon (J. T. Baker) 20,0
Citrato diamoniacal (J. T. Baker) 2,17
Acetato de sodio (J. T. Baker 5,0

Sulfato de magnesio heptahidratado (SIGMA 0,207
Sulfato de manganeso (SIGMA) 0,056
Fosfato dipotasico (Mallinckrodt 2,62
Agar bacteriolégico (Bacto 15,0

pH = 6.8 + 0,2 Disolver en agua destilada. Calentar agitando frecuentemente y
hervir durante 1 minuto para disolver completamente el polvo Esterilizar a 121 °C

durante15 min.




= Caldo MRS (Difco)

Formula tipica (g/L)

Componente Cantidad (g)

Peptona de proteasa No. 3 10

Extracto de carne 10

Extracto de levadura 5,0
Dextrosa 2,0
Polisorbato 80 1,0
Citrato de amonio 2,0
Acetato de sodio 5,0
Sulfato de magnesio 0,1

Sulfato de manganeso 0,05
Fosfato dipotasico 2,0

pH = 6.5 + 0,2 Suspender 55 g del polvo en 1L de agua destilada disolver

completamente. Esterilizar a 121 °C durante15 min.

= Agar cuenta en placa (Difco)

Formula tipica (g/L)

Digerido pancreatico de caseina 5,0
Extracto de levadura 2,5
Dextrosa 1,0 g.
Agar 15,0 g.

pH = 7,0 £ 0,2 Suspender 23,5 g del polvo en 1L de agua destilada. Calentar
agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para disolver completamente el

polvo. Esterilizar a 121 °C durante15 min.
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= Agar papa dextrosa (OXOID)

Formula tipica (g/L)

Componente Cantidad (g)
Extracto de papa 4,0
Glucosa 20,0
Agar 15,0

pH = 5,6 £ 0,2 Suspender 39 g del polvo en 1L de agua destilada. Calentar
agitando frecuentemente y hervir hasta su completa disolucion. Esterilizar a 121

°C durante15 min.

= Agar bilis rojo violeta (Difco)

Componente Cantidad (g) |
Extracto de levadura 3,0
Peptona 7,0
Sales biliares No.3 1,5
Lactosa 10,0
Cloruro sodico 5,0
Agar 15,0
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,002

Suspender 41.5 g del polvo en 1L de agua. Calentar la mezcla agitandola
frecuentemente y hiérvala durante 1 minuto para disolver completamente el polvo.
Enfrie la mezcla hasta 45-50 °C y utilicela inmediatamente. No utilizar autoclave.

Se usa para el aislamiento y la diferenciacion de microorganismos entéricos.
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