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Aportacion

Con este estudio se plantea avanzar en el conocimiento sobre el uso de sustratos por las bacterias
lacticas para fermentar masas de nixtamal orientado a la elaboracién de pozol; El principal
objetivo es comprender mejor la naturaleza microbiana en ambientes complejos y contar con
informacién para proponer cultivos iniciadores para la fermentacion controlada de pozol.
Ademas, tener un mejor conocimiento de la microbiota del pozol y la posible deteccién de

enzimas con potencial comercial como xilanasas o esterasas de 4cido fertlico.

Resumen

Streptococcus infantarius ssp. infantarius 25124 (S. infantarius -25124) es una bacteria 4cido lactica
(BAL) aislada del pozol, una bebida refrescante preparada con masa nixtamalizada suspendida
en agua. En productos de cereales fermentados como las masas 4cidas consumidas en Europa y
de maiz no nixtamalizado como el ogi en Africa predominan cepas de Lactobacillus, sin embargo
la microbiota del pozol es marcadamente diferente y se han identificado diversos géneros como
Streptococcus , Lactococcus, Lactobacillus y Weissella . Esto podria deberse a la nixtamalizacion que

es un proceso térmico- alcalino que le confiere propiedades diferentes a la masa de maiz.

S. infantarius -25124 ha sido previamente identificada como la principal cepa acido lactica
amilolitica en el pozol, el almidén es la fuente primaria de aztcares en el nixtamal , ya que
monosacdaridos y disacdridos libres del maiz se pierden durante la nixtamalizacién pero se hacen
mas disponibles otros componentes como la hemicelulosa. Durante la fermentaciéon natural del
pozol se contabiliza una mayor cantidad de microorganismos no amiloliticos después de 24 h, lo
que sugiere que estos se nutren de una fuente diferente de carbono. La hemicelulosa en cereales
como el maiz estd conformada principalmente de arabinoxilano que puede ser metabolizado por
las BAL.

El objetivo de este trabajo fue determinar si algunas de las cepas encontradas con mayor
frecuencia en el pozol poseian la capacidad de utilizar otras fuentes de carbono distintas al
almidén como celulosa y arabinoxilano presentes en la masa de nixtamal. Ademas evaluar si S.
infantarius 25124 , una cepa predominante del pozol, tiene la capacidad de crecer utilizando
arabinoxilano de maiz como tnica fuente de carbono y comparar su comportamiento con el

xilano de abedul .

La actividad de xilanasa de S. infantarius 25124 en presencia de arabinoxilano de maiz (135.8 +
48.7 Ul/mg proteina) fue mayor que en xilano de abedul (62.5 +19.8 Ul/mg proteina). También

fueron detectadas y cuantificadas otras actividades enzimaticas relacionadas con la hidrélisis de



los arabinoxilanos como la arabinofuranosidasa y acetilesterasa y se observ6 crecimiento y
consumo de aztcares sugiriendo la adaptacion de la cepa a los sustratos presentes en la masa de
nixtamal. Se concluy6 que Streptococcus infantarius 25124 aislado del pozol es capaz de consumir
el arabinoxilano en la masa de maiz nixtamalizado sin depender exclusivamente para su

crecimiento de azucares libres o del almidon.

1. Antecedentes

1.1. Maiz

El maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las gramineas, es la planta mas domesticada y
evolucionada del reino vegetal, es una planta anual que se reproduce por polinizacién cruzaday
la flor femenina (mazorca) y la masculina (espiguilla) se hallan en distintos lugares de la planta.
El maiz es uno de los cereales mas importantes en el mundo y es parte fundamental de la
alimentacién de grandes sectores de la poblacién de varios paises de Latinoamérica. Tiene tres
aplicaciones posibles: alimento, materia prima para la industria ya que con él se producen
almidén, aceite y proteinas, bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios e incluso bioetanol y
forraje o para elaborar piensos y alimentos para aves de corral, cerdos y rumiantes (FAO, 1993,
Agama et al.,, 2004). Es la base de nuestra alimentacién y por lo tanto es consumido en una
variedad de productos regionales caracteristicos de nuestro pais.

Meéxico es el sexto productor de maiz a nivel internacional (24, 320,100 T/afio) siendo los Estados
Unidos el primero con cerca del 45% de la produccién total mundial (307, 142, 010 T/afo)
(Faostat, 2011).

La molienda himeda se utiliza fundamentalmente en el procesamiento industrial del maiz
porque de ella se obtiene almidén y subproductos como el germen para producir aceite y harina
de germen que se utiliza como pienso: El procedimiento de coccién en solucién alcalina
(nixtamalizacién) es una variante de la molienda himeda en la que se elimina el pericarpio y se
generan cambios fisicoquimicos que permiten la elaboracién de masa a partir de la cual se

producen una gran variedad de alimentos (Bressani, et al., 1990).
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Figura 1. Algunas razas de Maiz originarias de México (2012, CONABIO)
Las variedades cultivadas para alimentacién comprenden el maiz dulce, el reventador, dentado,
amildceo o harinoso y el cristalino que también se utiliza para pienso (Figura 1) entre muchas
otras razas disponibles en México ( CONABIO , 2012). El maiz harinoso es un grano con
endospermo blando que es utilizado como alimento en México, Guatemala y los paises andinos.
El maiz dentado tiene un endospermo calloso y vitreo a los lados y en la parte posterior del
grano, en tanto que el nicleo central es blando. El maiz de tipo cristalino posee un endospermo
grueso, duro y vitreo, que encierra un centro pequefio, granuloso y amilaceo (FAO, 1993). En
dreas rurales de México y Centroamérica el consumo de maiz representa alrededor del 70% de

las calorias totales y cerca de la mitad de las proteinas ingeridas de la dieta diaria (Paredes y

Saharopolus, 1982).

1.2 Estructura del grano de maiz

El maiz es una planta monoica, capaz de reproducirse por si sola; la inflorescencia femenina
denominada espiga puede contener de 300 a 1000 granos segin el nimero de hileras y el
didmetro y longitud de la mazorca. La masa del grano puede variar de aproximadamente 19 a 30
g por cada 100 granos.

El grano del maiz consta de varias partes anatémicas (Figura 2), la cubierta externa compuesta
por pericarpio (cascara o salvado) y aleurona, el endospermo que abarca la mayor fraccién del
grano y el germen, compuesto por embrién y escutelo, y la pilorriza o pedicelo que es la
estructura de unién entre el grano y el olote o mazorca (Katz et al., 1974). La aleurona es rica en
proteinas y minerales; forma una cubierta que encapsula al germen y al endospermo, de manera

que funge como capa semipermeable.
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Figura 2. Partes que componen el grano de mafz (maize.agron.iastate.edu).

El germen abarca 10-14% de la masa de la cariépside, estd compuesto principalmente de lipidos
y proteinas, azucares, almidon y cenizas. De sus proteinas el 60% son partes iguales de
albiminas y globulinas; la mayor parte del germen es retenido durante la elaboracion de tortillas
a diferencia de la aleurona que se pierde durante la nixtamalizacién.

El endospermo abarca alrededor del 80-84% de la masa de la cariépside o grano, estd compuesto
principalmente de almidén y gluten y la proporcion de endospermo cristalino a amildceo es de
2:1. Los granulos de almidén no cristalino estdin empacados menos densamente, pero tienen

formas mas esféricas (Paredes y Saharopulos,1982).

1.3. Composicion quimica del maiz

El grano seco de maiz presenta variaciones en su composicién de acuerdo con las condiciones de
siembra y especie, en general (Ver Tabla 1) estd compuesto de 6.8-12% de proteina, 73-74.5%
almidén, 12% humedad, 3.4% lipidos y 1% de cenizas y 12% fibra cruda (Katz et al., 1974).

Tabla 1. Composicién proximal de maices mexicanos (%o B.H.).

Maiz Maiz Blanco
amarillo
Carbohidratos 69.6 73
Humedad 13.8 10.6
Proteina 8.3 7.9
Fibra 12.2 12.2
Grasa 4.8 4.7

Tablas de composicion de alimentos del INNSZ (1996).
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El pericarpio se caracteriza por contener un porcentaje elevado de fibra cruda, que a su vez esta
formada principalmente por hemicelulosa (67 %), celulosa (23 %) y lignina (0.1%). El
endospermo contiene un nivel elevado de almidoén y grasas crudas relativamente bajas, mientras
que el germen tiene un alto contenido de lipidos y un nivel relativamente alto de proteinas y
minerales (Tabla 2).

Desde el punto de vista nutricional, los carbohidratos pueden clasificarse en simples y complejos,
los cuales a su vez pueden clasificarse como de tipo amildceo y no amiladceo (NSP). Los NSP
conforman la fibra dietética y pueden ser medidos con mayor precisién que la fibra dietética
total, incluyen celulosa, pectinas, glucanos, gomas, mucilagos, hemicelulosas, inulina y quitina

(se excluye la lignina).

Tabla 2. Composicién quimica de las pattes anatdmicas del grano de maiz en g/ 100g B.S.

Fraccion Grano Almidén Lipidos Proteinas Ceniza Aztcares E.L.N.
seco s

Endospermo 829 87.6 0.8 8 0.3 0.6 2.7

Germen 111 8.3 33.2 18.4 10.5 10.8 8.8

Pericarpio 52 7.3 1 3.7 0.8 0.3 86.7

Pedicelo 0.8 5.8 3.8 9.2 1.6 1.6 78.6

Grano entero 100 73.4 4.4 9.1 1.4 1.9 9.8

Watson (1987), E.L.N. extracto libre de nitrégeno (no incluye carbohidratos) obtenido de la diferencia de 100-
suma total de componentes.

Se ha propuesto que ninguno de los polisacdridos no amiladceos (NSP) es hidrolizado en el
intestino delgado humano y no causan respuesta glicémica; los NSP comprenden
aproximadamente el 90% de las paredes celulares de las plantas y son en gran medida
responsables de la estructura fisica de las plantas comestibles. Englyst (1996) desarroll6 un
procedimiento para la cuantificacién de NSP, el cual implica una hidrélisis enzimatica del
almidén, separacién por precipitaciéon de los NSP con etanol, su hidrélisis acida e identificacion
de los azticares constituyentes por GLC, HPLC o calorimetria; ésta técnica se complementa con

la medicién de acidos urénicos por colorimetria (Englyst y Hudson, 1996).

En un estudio del INNSZ, Sanchez-Castillo et al.,, 1999 determinaron el contenido de
polisacdridos no amildceos de la pared celular (NSP) en alimentos mexicanos elaborados con
maiz y encontraron que el procesamiento del cereal disminuye hasta cinco veces el contenido de
NSP.

Los alimentos a base de cereal entero tienen altos niveles de NSP insoluble en forma de celulosa

y arabinoxilanos, mientras que en los cereales refinados los NSP son principalmente solubles.
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Por ejemplo la harina nixtamalizada entera es una buena fuente de fibra dietética ,alrededor del
80% de sus NSP son insolubles, mientras que la harina refinada tipo Maizena © estd compuesta
principalmente de almidén y contiene pocos NSP de los cuales la mayoria son solubles.

De acuerdo con este estudio, la tortilla contiene 3.9% de NSP totales, la harina nixtamalizada 6%,

4.8 % insoluble (celulosa) y el resto es soluble (arabinoxilanos) (Sanchez- Castillo et al., 1999).

1.3.1 Polisacdridos no amildceos

Los carbohidratos representan la principal fraccién en los cereales, el contenido de carbohidratos
solubles respecto a los complejos es minimo, por ejemplo, la harina de trigo contiene 1.55-1.85%
de carbohidratos solubles. Los granos de maiz contienen carbohidratos complejos que tienen
funcién estructural; éstos se clasifican como sustancias pécticas, hemicelulosas y celulosa. Se ha
determinado que algunas especies de maiz contienen 70% de hemicelulosa, 23% de celulosa y
0.1% de lignina. Algunos de los carbohidratos solubles identificados en el maiz son los
monosacdaridos glucosa y fructosa y el disacarido sacarosa en cantidades que varfan del 1 al 3 por

ciento de la masa del grano (Corsetti y Settanni, 2007).

Los carbohidratos complejos que componen al grano de maiz se encuentran en el pericarpio,
paredes celulares del endospermo y en menor medida en germen (Bressani et al.,2001). Las
paredes celulares estan formadas principalmente de celulosa y otros polisacdridos asociados a
ella compuestos por glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, ramnosa y manosa (Boyer y Shannon,
1987, Corsetti y Settanni, 2007). La fibra de maiz contiene heteroxilanos (aprox. 50%), celulosa
(aprox. 20%), acidos fendlicos (aprox. 4%, principalmente ferdlico y difertlico), almidén (9-23%),
proteinas (10-13%), lipidos (2-3%) y cenizas (2%) (Hespell, 1998). Algunos de los carbohidratos

complejos que se han estudiado en el maiz se encuentran descritos a continuaciéon.

La celulosa. Es un homopolimero lineal de unidades de D-glucosa con enlaces B 1-4 (Figura 3),
de masa molar variable. La molécula extendida forma un liston plano que se vuelve rigido por
puentes de hidrégeno inter e intramoleculares que producen un arreglo cristalino regular que
hacen que la molécula tenga baja solubilidad. El pericarpio del maiz contiene alrededor del

23%de celulosa (Aman y Westerlung, 1996).
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CH,OH

Figura 3. Estructura quimica general de la celulosa

La hemicelulosa estd compuesta por heteroglucanos con 2 a 4 residuos de aztcares, ya sean
hexosas, pentosas o sus acidos urénicos y en el caso del pericarpio de maiz, éste se compone de
pentosanos (heteroxilanas). Los pentosanos son polimeros de pentanos como arabinosa y xilosa
que constituyen la pared celular. Se ha reportado que la fibra o goma del maiz (CFG) extraido
del mismo con peréxido de hidrégeno alcalino es un arabinoxilano, muy ramificado (Francesch,

1996).

1.3.2 Xilano

Los xilanos estan constituidos por una cadena principal de B-(1-4)-xilopiranosa (xilosa); el
arabinoxilano tiene residuos de o-l-arabinofuranosa (L-arabinosa) y de acido glucurénico en
posicion C(O)-2 y/o C(O)-3 sobre la estructura del xilano aunque también puede estar sustituido
con glucosa o galactosa y estar esterificados con acidos ferdlicos, difertlicos y p-cumaricos en
posiciéon C(O)-5 de la arabinosa (Dornez et al.,2009). La solubilidad de este polisacarido depende
de su grado de sustitucion o ramificaciones.

El arabinoxilano representa hasta 90-95% de la hemicelulosa en la semilla de maiz, Carvajal et al.
(2007) caracterizaron la goma de la fibra del maiz (MBG) obtenida del proceso de molienda seca
la cual se ha reportado que contiene D-xilosa (48-54%), L-arabinosa (33-35%), galactosa (5-11%)
y 4cido D-glucurénico (3-6%). La lignina puede formar enlaces resistentes con la hemicelulosa,
que pueden ser rotos por los tratamientos alcalinos y térmicos como la nixtamalizacién (Boyer y
Shannon, 1987, Madhav et al., 2009).

Existen dos tipos principales de arabinoxilano en el maiz; el que se encuentra en el endospermo
y el que esta en otros tejidos en ambos tipos la L-arabinosa estd unida directamente a la cadena
de xilosa, normalmente en la posicién 3, aunque también se puede encontrar en posicién 2 y
siempre estd unida en forma de furandsido. El arabinoxilano que no proviene del endospermo
contiene ademés 4cido glucurénico y/o 4-O- metil-D-glucurénico, acetilo y galactosa como

sustituyentes, enlazados en posiciéon 2 o 3 de la xilosa.
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Figura 4. Estructura quimica general de los arabinoxilanos (Nifio et al., 2009).

Los xilanos endospérmicos de los cereales son altamente sustituidos e incluso pueden estar
doblemente sustituidos en un mismo residuo de xilosa en sus posiciones 2 y 3. Raramente se ha
observado la sustitucién con acidos urénicos en el arabinoxilano endospérmico. Ambos tipos de
xilano pueden contener acido fertlico y p-cumdrico unidos a la estructura del arabinoxilano
(Tabla 3). La complejidad de la molécula puede incrementar ya que las cadenas de xilano pueden

intercruzarse unas con otras por medio de los residuos diesterificados de acido fertlico

(Paloheimo et al., 2010).

Tabla 3. Composicién de la goma de maiz (MBG) (Catvajal, et al. 2007).

Componente g/100 g MBG Componente ug/mg MBG
Arabinosa 34.00 = 0.90

Xilosa 40.00 +1.60

Glucosa 510 +£0.20 Acido Fertlico 0.34 +0.01
Galactosa 3.20+0.10 Acidos Diferdlicos 0.77 £0.01
Manosa 0.40 £ 0.02 Acido Triferdlico 0.39 +0.01
Proteina 2.50+0.10

Cenizas 410+0.11

MBG = Maize Bran Gum
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La lignina presente también en el pericarpio interfiere con la extraccién de hemicelulosa en élcali
porque retarda la disoluciéon completa y se disuelve en el mismo extracto. Una vez que se ha
eliminado la lignina con los tratamientos térmicos alcalinos se obtiene holocelulosa y su
extraccion con é&lcali y posterior acidificacion genera hemicelulosa A y se puede separar
posteriormente de la hemicelulosa B (de estructura mas ramificada), cuyos componentes son, en
el pericarpio de maiz, la xilosa (54-83%), arabinosa (33%), galactosa (11%) glucosa y acidos
urénicos (Donelly et al., 1973, Boyer y Shannon, 1987, Southgate ,1991).

Gaspar et al. (2005), demostraron que en el maiz molido, tras un tratamiento alcalino severo con
peroéxido alcalino, se obtienen mayores rendimientos de extraccién de hemicelulosa, una vez que

el producto ha sido desalmidonado enzimaticamente y deslignificado.

1.4 Proceso de nixtamalizacion

La nixtamalizacién es un tratamiento alcalino basado en técnicas prehispanicas para cocer el
grano de maiz y obtener una masa apta para la elaboraciéon de tortillas y otros productos
mexicanos tradicionales (Lopez y Segurajauregui ,1986).

La nixtamalizacién consiste en mezclar una parte de maiz con dos partes de una solucién de cal
de aproximadamente 1 g / 100 g. La mezcla se calienta a temperatura cercana a la ebullicién o en
ebullicién durante un lapso de 20 a 45 min.y luego se deja reposar toda la noche. Al dia siguiente,
se decanta el liquido de cocimiento (nejayote) y el maiz, denominado entonces nixtamal, se lava
dos o tres veces con agua para eliminar el exceso de cal, partes sueltas del pericarpio y las
impurezas del grano. En el caso de la molienda tradicional, se muele el nixtamal en metate y se

seca, obteniéndose particulas de diversos tamafios (Sahai et al.,2001).

La consecuencia mas evidente de la adicién de cal es que facilita la separacion de la cubierta
seminal durante la coccién y la maceraciéon. El pH alcalino es necesario para separar las
hemicelulosas y facilitar la remocién del pericarpio. La absorcién de calcio durante la coccién en
agua de cal depende de las caracteristicas fisicas y quimicas del maiz.Ademés con la
nixtamalizacion hay pérdida de materia seca, cambios de color, aroma y sabor, asi como un
retraso en la aparicién de acidez, lo que aumenta su tiempo de conservacion.

Existen diferencias significativas en cuanto a contenido de proteina y lipidos en diferentes
tamafios de particula de una masa, los que ademads dan ciertas caracteristicas organolépticas
especiales a la masa y los productos elaborados a partir de ella (Lépez y Segurajauregui ,1986;

Sahai et al.,2001).
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1.4.1 Cambios generados en el maiz por la nixtamalizacion

Cambios quimicos

Agua, calor e hidréxido de calcio influyen en la composicién quimica del maiz nixtamalizado,
dando lugar a modificaciones en el contenido de nutrimentos. Los cambios se deben a las
pérdidas materiales del grano y a las modificaciones quimicas, que pueden derivar en la
destruccién de algunos elementos nutritivos y de la transformacién quimica de otros, incluso
modificando su biodisponibilidad.

Existen cambios estructurales evidentes en el arreglo del almidén y la estructura de las proteinas
presentes después de la nixtamalizacién, en parte por su desnaturalizacién, la pérdida de
puentes disulfuro y no covalentes y en parte por la formacién de nuevos enlaces hidrofébicos. El
tratamiento alcalino modifica el endospermo cristalino y almidonoso, ya que modifica el arreglo
uniforme de los granulos de almidén del endospermo duro y la microestructura del endospermo

suave a un arreglo irregular (Paredes y Saharopulos, 1982).

Pérdida de materia seca

Las pérdidas de materia seca dependen de diversas variables, como el tipo de maiz (endospermo
duro o blando), la integridad del grano (granos enteros o quebrados), el método de cocciéon
(tradicional, al vapor, bajo presién o comercial), la cantidad de cal empleada, el tiempo de
cocciéon y el tiempo de remojo, asi como otras operaciones, como el tratamiento para eliminar la

cubierta seminal durante el lavado de los granos.

Segtin algunos investigadores, como Khan et al. (1991), las pérdidas de materia seca aumentan
en proporcion al aumento del tiempo de coccién. De igual modo, la integridad del grano de maiz
influye en las pérdidas, mayores en los granos quebrados (10.8 a 12.1 por ciento) que en los
enteros (6.3 a 8.9 por ciento) (FAO, 1993).

El contenido de materia seca ha sido analizado por Pflugfelder, et al. (1988a), quienes hallaron
un 64 g / 100 g de polisacéridos no amilaceos (fibra), 20 g / 100 g de almidén y 1.4 g/ 100 g de
proteinas y determinaron que hay mayor pérdida durante el remojo, principalmente de

pericarpio.

Contenido de fibras

El contenido de fibra cruda disminuye cuando se transforma el grano en tortillas.

Acevedo y Bressani (1990) reportan una disminucién de fibra insoluble en la transformacién del
maiz crudo (13 g/ 100 g), en masa (6 g/ 100 g) y un aumento en la transformacién de masa en
tortillas (7 g/ 100 g), la disminucién debida a la transformacion del maiz crudo en masa se debe a

la pérdida de la cubierta seminal.
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Durante el proceso de transformacién del maiz crudo en masa hay una disminucién del
contenido de fibra insoluble debida a la pérdida del pericarpio, mientras que la fibra soluble
aumenta de 0.88 a 1.31 g/ 100 g por la diferencia de masa debida a la pérdida de otros
componentes (Saldafia et al., 1984). A pesar de las pérdidas de fibra durante el procesamiento,
Bressani et al. (2001) determinaron en muestras de harina comercial que el contenido promedio
de fibra total es de 10.2+ 1.2 g/ 100 g y 8.1 £1.5 g/ 100 g es fibra soluble.

Algunos componentes fibrosos no se solubilizan completamente durante la nixtamalizacion,
provocando que, al dispersar la masa de nixtamal fermentada en agua para elaborar pozol, se
genere un sedimento no agradable que puede disminuir si se le da un segundo hervor al
nixtamal antes de molerlo y preparar la masa. Este procedimiento fue instaurado por la
poblacion mestiza en Los Altos de Chiapas (Wacher et al., 2000).

Si bien se realiza extraccion efectiva de hemicelulosas utilizando medios alcalinos, esto debe
ocurrir en concentraciones de 4 a 10% o mayores de sosa o potasa (Bastawde,1992). Durante la
nixtamalizacion no se utilizan concentraciones tan altas, lo que explicaria la pérdida incompleta
del pericarpio en el nejayote (Billeb y Bressani, 2001) y la conservacién de fracciones con
hemicelulosa en el nixtamal, ademés de que, por la ruptura de enlaces hidrofébicos con la
lignina, se facilita su exposicién ante el ataque enzimatico de los microorganismos durante la

fermentacion del pozol.

Grasas y acidos grasos

Se produce una pérdida minima de lipidos que puede atribuirse parcialmente a la pérdida del
pericarpio, la capa de aleurona, la pilorriza y el germen, partes del grano que contienen lipidos y

vitaminas liposolubles.

Cenizas

Segtin Pflugtelder et al. 1988b, en el contenido de calcio de la masa influyen los niveles de cal, las
temperaturas de coccién y de remojo, asi como las caracteristicas intrinsecas del maiz. Los
cambios del contenido de otros minerales varian y dependen posiblemente de la pureza de la cal
empleada y del tipo de aparato de molienda utilizado. La utilizacién de hidréxido de calcio en el
proceso de transformacion del maiz en tortillas aumenta considerablemente el contenido de
calcio del producto (hasta en un 400 por ciento) por la absorcién de cal. El calcio presente en la
masa obtenida es altamente biodisponible reduciendo los problemas 6seos asociados a su
deficiencia. Adicionalmente se ha calculado con base en su alto nivel de consumo, que la tortilla

puede aportar de 32 a 62% de los requerimientos diarios minimos de hierro (Paredes et al., 2009).

Vitaminas

Durante la transformacién del maiz en tortillas tienen lugar pérdidas significativas de tiamina,
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riboflavina, niacina y caroteno por coccién en agua de cal. Sin embargo, la biodisponibilidad de
niacina incrementa ya que durante la coccién se libera acido nicotinico, su precursor. Es por ello
que en los maices sometidos a la nixtamalizacién disminuye el factor pelagragénico a diferencia
de otros cereales.

La pelagra se debe a un desequilibrio de los aminoacidos esenciales, en particular su bajo
contenido de triptéfano, lo que aumenta los requerimientos de niacina del organismo (Paredes,

et al., 2009).

Proteinas y aminoacidos

Aunque tras la coccién del maiz en agua de cal se producen pérdidas quimicas de algunos
nutrientes, la calidad de las proteinas es ligera pero persistentemente superior en las tortillas que
en el maiz (FAO, 1993), la nixtamalizacién incrementa la disponibilidad de la mayoria de los
aminodacidos esenciales.

La digestibilidad de las proteinas puede disminuir ligeramente en la masa nixtamalizada y sus
productos derivados dependiendo del tiempo de coccién y la concentraciéon de cal empleados,
afectando sobre todo a las prolaminas.

Respecto a los aminoacidos esenciales, el maiz normal contiene en promedio 1.6 gramos de lisina
y 0.5 gramos de triptéfano por 100 gramos de proteina y su contenido no se modifica por el
tratamiento térmico- alcalino, aunque pueden presentarse algunas pérdidas; ademds la
generacion de interacciones hidrofébicas, la desnaturalizacion de las proteinas y su degradaciéon
probablemente dan lugar a cambios de la solubilidad de dichos elementos. Los aminoacidos
liberados dan lugar a péptidos como la lisinoalanina (LAL), la l-antionina y la ornitina, que
tienen efectos perjudiciales en pruebas con animales y no son biodisponibles disminuyendo el

valor nutricional de la masa al afectar la calidad de las proteinas (Paredes et al., 2009, FAO, 1993).

Cambios morfolégicos superficiales

La superficie externa de los granos tratados con 4lcali (nixtamalizados) muestra cambios
estructurales importantes, los cuales facilitan su separacién. La aleurona y algunas capas del
pericarpio son retenidas y el germen permanece unido al endospermo almidonoso (Paredes y

Saharopulos, 1982).

Utilizando microscopia electrénica de barrido se logra observar un cambio considerable de la
estructura superficial del pericarpio que se ve como una superficie corrugada, discontinua, con
perforaciones numerosas que indican la disolucién parcial de algunos de sus componentes a
diferencia del control no nixtamalizado el cual presenta una superficie cuticular continua. Tras el

tratamiento alcalino al maiz, la aleurona permanece unida al endospermo y algunas capas

18



internas del pericarpio no son removidas durante los lavados del nixtamal (Paredes, y

Saharopulos, 1982).

Almidén

El tratamiento alcalino modifica la conformacion fisica del endospermo cristalino y almidonoso,
ya que cambia el arreglo uniforme de los granulos de almidén del endospermo duro y la

microestructura del endospermo suave a un arreglo irregular.

Se crefa que durante la nixtamalizacién una gran parte de los almidones eran gelatinizados, sin
embargo, actualmente se ha demostrado que solamente se gelatiniza alrededor del 15% del
almidon total. Con la gelatinizacion, se presentan otros cambios en el almidén como la pérdida
de la birrefringencia y cristalinidad del granulo, modificacién del patrén de rayos X e

incremento en la solubilidad (Salinas et al., 2003).

1.5 Fermentacion del maiz

Un alimento fermentado es el resultado de la transformacién de un sustrato por la actividad
metabdlica de microorganismos que bajo condiciones especificas lleva a la obtencién de un
producto apto para el consumo con caracteristicas sensoriales, nutrimentales y en algunos casos
toxicolégicas distintas de las del sustrato inicial (Steinkraus, 1983b).

Los microorganismos involucrados en las fermentaciones pueden ser muy diversos por lo que
las transformaciones pueden seguir distintas rutas metabdlicas. Existen fermentaciones l4cticas,
acéticas, alcohélicas, entre otras y pueden obtenerse diferentes productos metaboélicos, tales
como los acidos lActico, acético, butirico, propiénico, férmico, etanol, butanol, acetona,
isopropanol y otros mas (Steinkraus, 1983a). La fermentacién de alimentos, que existe desde
épocas remotas, cuando no se sabia de la existencia de los microorganismos contribuy6 a darle
variedad a la dieta y su uso como método de conservacién ha sido utilizado en todas las culturas
del mundo, algunos productos fermentados son cerveza, vino, vinagre y quesos que han sido
extensamente estudiados y ahora se conocen los microorganismos y los mecanismos

involucrados.

Durante la fermentacién de un alimento se modifica su pH, actividad de agua, estructura de
proteinas y se generan diversos cambios fisicoquimicos por lo que presenta muchas ventajas,
algunas de las cuales son:

-Es un método econémico de conservaciéon de alimentos

-Se modifican algunas caracteristicas sensoriales como sabor, aroma, apariencia, textura y

consistencia, que los hacen mads atractivos para el consumidor que los ingredientes no
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fermentados (Steinkraus, 1983b).

- En muchos casos, el producto fermentado final es una mayor fuente de proteinas, calorias y
ciertas vitaminas

-Se reducen tiempos de coccion

-Disminuyen algunos compuestos anti nutricionales como fitatos y taninos mejorando la
biodisponibilidad de algunos minerales (Nout y Sarkar, 1999)

-Se eliminan algunos compuestos potencialmente téxicos como, por ejemplo, los glucédsidos
cianogénicos y linamarina (Nout y Sarkar, 1999).

- La formacién de acidos orgénicos como: acético, lactico, butirico y propionico, y de algunos
alcoholes como el etanol y el lactico, asi como la liberaciéon de algunos aminoécidos
(bacteriocinas) puede limitar el crecimiento microbiano o inhibir la presencia de ciertas cepas
patdgenas haciendo al alimento microbiol6gicamente inocuo. (Wacher, 2014).

-Se pueden obtener alimentos funcionales debido al contenido de prebiéticos o presencia de

probidticos. Por ejemplo est4 el caso de algunos yogures con bifidobacterias (EUFIC, 2006).

Antes del proceso de fermentacion de cereales como el maiz, el sorgo, el mijo o el arroz se
realizan operaciones para eliminar porciones de la cubierta seminal y el germen de los granos.
Los procesos generalmente requieren lavado, tamizado y decantacién, operaciones que
modifican la composicion quimica y el valor nutritivo del producto final. La fermentacién
natural del maiz cocido constituye una manera de mejorar las cualidades nutritivas del cereal, ya
que aumenta la concentraciéon de vitamina B y mejora su calidad proteinica, entre otros
(Steinkraus, 1983a).

Debido a su composicién, el maiz es un buen sustrato para el desarrollo de microorganismos,
por lo que su fermentacién es un procedimiento muy popular en diversas partes del mundo y
particularmente en nuestro pais, donde existe una gran variedad de alimentos fermentados de
este cereal, en especial de bebidas tanto alcohélicas como refrescantes, cuyo consumo es habitual
entre la poblaciéon de las distintas regiones de México (Gonzales-Flores y Jiménez -Ocampo,

2010).

1.6 El pozol

Entre las bebidas y los alimentos fermentados tradicionales de México de fermentacién no
alcoholica de origen prehispanico, el méas importante es el pozol hecho a base de maiz y el cual
experimenta una fermentaciéon natural y no controlada, que incluye la participacién de
levaduras, mohos y bacterias (Phister et al., 2004).

El pozol es una bebida tradicional de maiz de origen maya que forma parte de la alimentacién
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basica de muchos grupos étnicos de México: chontales, choles, mayas, lacandones, tzotziles o
chamulas, tzetzales, zoques, mames, zapotecos, asi como de la poblacién mestiza. El nombre
pozol es de origen ndhuatl, pozolli, que quiere decir espumoso (Wacher, 2014).

Se consume en los estados del sureste (Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco, Chiapas y
Oaxaca) y en algunos paises de Centroamérica (Guatemala). Es una bebida refrescante, un
medicamento y un elemento en ceremonias rituales y como provisiones en travesias largas
(Lopez et al., 1994, Jiménez et al., 2010).

Se puede consumir recién elaborado (pozol fresco) o fermentado. Tradicionalmente se consume
solo (pozol blanco), aunque también es comun agregarle cacao o coco. Actualmente son sobre
todo los miembros de los pueblos originarios los que consumen el pozol de maiz. Sin embargo,
es también ampliamente consumido por los “mestizos” quienes agregan otros ingredientes
(diversas frutas de la regién o inclusive horchata o leche) y lo licuan, o consumen el pozol de

maiz y de cacao y lo acomparian con dulces tipicos.
1.6.1 Preparacion

Los granos de maiz blanco, amarillo o negro se cocinan en agua de cal (1% p/v) en ebullicién
hasta que se hinchan los granos; se deja reposar entre 12 y 14 h en la misma solucién para
facilitar el desprendimiento de las cascaras. El maiz cocido, llamado nixtamal, se escurre y se
lava con agua limpia, frotdndolo con las manos para remover el pericarpio. El maiz
nixtamalizado se muele gruesamente en metate o en un molino y se amasa con agua formando
bolas que son envueltas en hojas del arbol de pldtano para mantener la humedad y se dejan

reposando a temperatura ambiente durante 2 a 7 dias, o hasta un mes.

Dependiendo del tiempo de reposo, variara el gusto del producto final (Steinkraus, 1983a). La
bebida se prepara suspendiendo la masa fermentada en agua. Se puede agregar a la bebida sal y
chile molido, aztcar o miel segiin el gusto. A la combinacién del pozol con cacao se le llama
“chorote” y ésta es una de las mas consumidas; en este caso el cacao se muele junto con el
nixtamal y con la mezcla se prepara la masa que luego se deja fermentar (Jiménez-Vera et al.,
2010, Ampe et al. 1999a).

Carfias et al. (1993) y Wacher et al. (2000) identificaron dos formas bésicas de preparacion del
pozol: la manera tradicional es la descrita anteriormente utilizada por la poblacién indigena
nativa y la forma de preparaciéon mestiza en que se hace una coccion adicional a los granos

descascarillados para reducir el sedimento que queda en la bebida.
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1.6.2 Microbiota del pozol

Se han aislado una gran variedad de microorganismos de la fermentacién natural del pozol, y se
ha encontrado que son las bacterias 4cido-lacticas (LAB) las que predominan desde el principio
de la fermentaciéon de la masa y estan presentes durante todo el proceso (Wacher et al., 1993,
Ampe, et al., 1999a). Nuraida et al. (1995) aislaron 46 LAB de diferentes etapas de fermentaciéon
entre las que predomind Leuconostoc spp., lactobacilos homofermentativos, lactococos y
lactobacilos heterofementativos productores de dextrano.

Utilizando técnicas moleculares modernas se ha determinado que las bacterias lacticas son
responsables del 90 al 97% de la actividad total de la microbiota. Ampe et al., (1999b) estudiaron,
mediante la técnica de hibridacién cuantitativa, usando sondas filogenéticas y el ARN total de
las masas como base para estudiar la ecologia del pozol. A las 12 h de fermentacién, las bacterias
lacticas representaron 80.4 £ 13.9 % de la microbiota activa, siendo Lactococcus y Leuconostoc los
géneros dominantes. Se detect6 la presencia de otros géneros como Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus y Weissella, con predominio de Streptococcus y Weisella y las
enterobacterias se encontraron en la superficie de las bolas. También se encontré una pequefia
proporcién de eucariotas (hongos y levaduras) y de enterobacterias en la superficie de la bola

(Ampe et al.,1999b).

Usando métodos independientes del cultivo, mediante PCR-DGGE (Electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante) se encontré que Streptococcus bovis estaba presente en toda la
fermentacién con una banda muy intensa, que indicaria su concentracién alta (aunque este
método es sélo semicuantitativo). También se han encontrado bacterias del género Lactobacillus
(L. plantarum, L. fermentum y L. pentosus) sobre todo al final de la fermentacién. Otros tipos de
LAB encontrados fueron lactococos y miembros del grupo de Leuconostoc-Weissella. Se ha
reportado la presencia de lactococos como Lactococcus lactis y Lactococcus raffinolactis en el pozol
en las primeras etapas de fermentaciéon aunque su papel no ha sido bien definido.

Otras secuencias parciales de rDNA de LAB son cercanos a Lactobacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii, L. fermentum, L. plantarum y Enterococcus saccharolyticus. Otros microorganismos
no-LAB identificados pertenecen al género Exiguobacterium (Exiguobacterium aurantiacum y

Exiguobacterium acetylicum) y Oxalophagus (Ben Omar y Ampe,2000) .
El 40% de las bacterias lacticas presentes en la masa de maiz al inicio de la fermentacién son

amiloliticas y su proporcién disminuye hasta el 3% después de 72 horas de fermentacion (Diaz et

al., 2003). El microorganismo amilolitico que predomina es Streptococcus. bovis (que fue
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identificado posteriormente como S. infantarius 25124 infantarius), lo cual confirma su
importancia en la fermentacién. También identificaron Streptococcus macedonicus, Lactococcus

lactis, y Enterococcus sulfureus dentro de las bacterias amiloliticas importantes (Diaz et al., 2003).

Usando el mismo método de PCR-DGGE para evaluar masas de pozol de diferentes
productores, se concluy6 que ain cuando al inicio de la fermentacién el tipo de LAB en las masas
de cada productor es diferente, después de 24 o 72 h de fermentacién se encuentran en cada uno
los mismos géneros: Streptococcus, Lactococcus, Weissella,y también Enterococcus y Leuconostoc

(Bolafios et al., 2004).

Se han detectado bacterias mesoéfilas no lacticas, como las del género Bacillus e incluso la
presencia y el desarrollo de enterobacterias. Se ha reportado la presencia de cepas patégenas de
Escherichia coli y su sobrevivencia cuando los valores de pH de la masa fermentada son de 4.0 o
menos.

Los hongos involucrados en la fermentacion tradicional del pozol fueron examinados en detalle
por Ulloa (1974). En los granos de maiz predominé Fusarium moniliforme, mientras que en el
nixtamal fueron Trichoderma viridae y Monilia sitophila. Las especies del género Candida se
desarrollaron hasta 10 UFC/ g de masa fresca en 8 dias; levaduras filamentosas como
Trichosporon cutaneum y Geotrichum candidum hasta 10 8 UFC/g en 8 dias; y Cladosporium
cladosporioides y Monilia sitophila hasta 10 UFC/g. Hace énfasis en algunos de los mohos
superficiales, pero ninguna levadura, era amiloliticos y no observ¢ licuefaccién de la masa por lo
que descart6é que la hidrélisis del almidén fuera significativa durante la fermentacién. Se han
aislado hongos patégenos o potencialmente patdégenos, como Candida parapsilosis, Trichosporon
cutaneum, Geotrichum candidum, Aspergillus flavus, aunque estos se encontraron solamente en
pozol con unas pocas horas de fermentacién y no en mas maduros o con un grado alto de

fermentacion (Steinkraus, 1983a, Ulloa y Herrera, 1972).

Nuraida et al. (1995) por su parte, determinaron la presencia de los hongos y levaduras durante
la fermentacién del pozol mestizo almacenado en bolsas de plastico y en hoja de platano. Wacher
et al., (2000) encontraron en pozol mestizo e indigena la presencia de BAL amiloliticos, levaduras

y mohos (Candida guillermondii var. guilliermondii, Cladosporium cladosporioides y Geotrichum

candidum).

Phister et al. (2004) encontraron Bacillus sp. cepa CS93 identificada mediante secuenciacién de
rRNA 165, la cual tiene actividad antimicrobiana termoestable, esta cepa es de las pocas
identificadas con la capacidad de sintetizar clorotetaina, bacilisina e iturina con actividad contra

Gram positivos y negativos incluyendo E.coli y mohos como Absidia sp. y pudiera ser uno de los
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microorganismos que controlan la microbiota no deseable.

Entre los microorganismos que conforman la microbiota del pozol existen algunos fijadores del
nitrégeno atmosférico que podrian ser las causantes del aumento en el contenido de nitré6geno
del pozol, comparado con el de la masa del maiz sin fermentar; como, Aerobacter aerogenes,
Achromobacter pozolis y Agrobacterium azotophilum que tiene actividad bactericida, bacteriolitica,
bacteriostética y fungistatica contra algunos microorganismos patdgenos para el hombre. Se
encuentran también levaduras que imparten aroma y sabor como Saccharomyces cerevisae,
Kazachstania exigua [antes Saccharomyces exiguus, anamorph Candida (Torulopsis) holmii], Candida

humilis y Pichia kudriavzevii (Ulloa y Herrera, 1972, De Vuyst et al., 2009).

1.6.3 Modificacion de la microbiota durante la fermentacion del pozol

La microbiota del pozol es variable y cambiante durante el proceso de fermentacién al igual que

le ocurre a sus Componentes.

En su estudio, Jiménez et al. (2010), encontraron que, durante la fermentacién natural a
temperatura ambiente, de tres tipos de pozol: blanco, con cacao y con coco; la concentracion de
bacterias coliformes disminuy6 a partir del tercer dia de fermentacion y a los 12 dias se obtuvo
una concentracién de 2.20 log UFC/g. En las bacterias lacticas se observé el mayor crecimiento;
ya que alcanzaron una concentraciéon de 8.00 log UFC/g a los 3 dias de fermentacion que se

mantuvo durante los 9 dias siguientes.

Ampe et al. (1999a) realizaron un estudio detallado sobre la distribucién espacial de la
microbiota de la masa fermentada en forma de bolas utilizada para la elaboracién del pozol. En
él demostraron que existe actividad importante en la superficie exterior de las mismas, donde se
desarrollaron una mayor diversidad de microorganismos como eucariotes, enterobacterias y
productores de exopolisacdridos mientras que en el centro de las bolas de masa crecieron sobre

todo BAL.

La evoluciéon de la fermentacion del pozol de acuerdo con Ben-Omar y Ampe (2000) se puede
dividir en tres etapas. La primera con una alta concentracién de microbiota, la mayoria de la cual
procede de la molienda y abarca géneros como Exiguobacterium, Streptococcus y Enterococcus, los
dos ultimos presentes durante todo el proceso. Los microorganismos aerobios estrictos estan
presentes en la masa durante los primeros dias de fermentacién y después disminuye su

concentracion hasta niveles indetectables.
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Durante la segunda etapa (24-48 h) se desarrollan LAB heterofementativas incluyendo especies
de Leuconostoc y Lactobacillus fermentum, que producen concentraciones de etanol, similares a las
de lactato y alcanzan actividad méxima a las 48 h.

La produccién de &cido lactico por las LAB heterofermentativas disminuye el pH (aprox 4.2) que
a su vez favorece el desarrollo de levaduras y hongos en la periferia de las bolas de pozol.

La etapa final de la fermentacién (48 a 96 h) se caracteriza por un descenso en la concentracién
de LAB heterofementativas y aumento de LAB homofermentativas (Lb plantarum, Lb casei y Lb
delbrueckii) y especies de Bifidobacterium que no habian sido detectadas en etapas previas y
disminuyen atin més el pH. Esto ocurre porque estas especies son mads resistentes a la acidez y
pueden desarrollarse atin a pH menores de 4.

En el producto final (120 h), Ampe et al. (1999b) encontraron una proporcién ain mayor de LAB
(93.4 £ 4.4% del RNA total), sin embargo, la estructura de esta comunidad es radicalmente
diferente de la poblacion a las 12 h de fermentacién, Lactococcus y Leuconostoc s6lo representan
una fracciéon minima de la poblacién (08 £ 06% y 49 £ 17% del RNA total), en cambio,

predomina Lactobacillus spp. y géneros relacionados (Pediococcus y Weissella).

1.6.4. Streptococcus infantarius ssp. infantarius

La ecologia microbiana del pozol ha sido estudiada como se mencioné previamente (apartado
1.6.2) por Ampe et al. (1999), Ben Omar y Ampe (2000), Escalante et al. (2001), y Diaz-Ruiz et al.
(2003) quienes encontraron una diversidad variable de especies a lo largo de la fermentacion del
pozol; las cuales después de 24 h se pueden agrupar en cepas pertenecientes a los géneros
Streptococcus, Weissella, Enterococcus, y Lactococcus.

Streptococcus infantarius ssp. infantarius 25124 (Sii-25124) es la principal bacteria lactica amilolitica
( BAL-A) del pozol. Comparado con otras BAL-A, muestra una baja actividad amilolitica (130.7
U/ g células peso seco /h en MRS almidén(medio De Man Rogosa Sharp), aunque tiene una tasa
de crecimiento especifica alta (n = 0.94/h) en el mismo medio; comparada con Lactobacillus
fermentum (BAL-A del pozol) que tiene actividad amilolitica de 1.890 U/g células peso seco/h y
tasa de crecimiento especifica de p =0.35/h en MRS-almidén (Diaz-Ruiz et al.,2003).

Cepas de Streptococcus infantarius ssp. infantarius han sido aisladas de productos lacteos
fermentados africanos tradicionales como el maasai y el Fene (leche de vaca fermentada)(Jans et
al.,2017).

También se han registrado cepas patoégenas y no se ha reportado actualmente un método general
para discernir entre cepas patdgenas de las no patégenas. Kaindi et al. (2018) aislaron y
estudiaron bacterias de esta subespecie de productos lacteos fermentados africanos las cuales

eran claramente diferentes de las cepas aisladas en humanos de Streptococcus infantarius ssp.
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infantarius. Al provenir de un alimento fermentado, es posible que Sii-25124 sea también distinta

a las cepas aisladas de humanos y por tanto no sea patégena.

Streptococcus infantarius ssp. infantarius (Sii) era clasificado anteriormente como Streptococcus
bovis biotipo II/1, pero fue diferenciada mediante anélisis fenotipicos y genotipicos por Schlegel
et al. (2000, 2003) y por secuenciaciéon del gen sodA (Poyart et al., 2002; Romero et al., 2011).
Streptococcus infantarius ssp. infantarius 25124 (Sii-25124) pertenece al grupo de Streptococcus
bovis/Streptococcus equinus, cuyos miembros han sido reportados como patégenos y han sido
frecuentemente relacionados con cancer colorectal; sin embargo, también han sido reportadas
cepas no patogenas dentro del mismo grupo por lo que es necesario conducir mayores estudios

respecto a la patogenicidad de éste género (Papadimitriou et al., 2014; Jans y Bolieij,2018).

1.6.5 Cambios en la composicion del maiz debidos a la fermentacion
lactica

Durante la fermentacién de la masa del pozol, se modifica su composicién, aumentando la
concentracion de algunos de sus componentes, entre ellos los aminodcidos. Se cree que este
incremento es debido a la fijacién de nitrégeno realizado por ciertos microorganismos como
Agrobacterium azotophilum (Lopez- Murguia et al. 1994). También se generan altas
concentraciones de almidén soluble, dextrinas y maltosa por la actividad amilolitica de algunas
BAL-A, aunque hay bajas concentraciones de mono y disacaridos, y solo se detectaron glucosa y
maltosa, en cambio se encontraron altas concentraciones de productos de la fermentacion,
principalmente lactato, etanol, acetato y formiato, productos de las bacterias heterofermentativas
(Ampe et al., 1999, Ben Omar y Ampe, 2000) y el formiato de las enterobacterias.

La concentracién de mono y disacaridos en el maiz es muy baja (aproximadamente 0.5 g/100 g
de masa), por lo que el almidén es la fuente mds importante de carbono y energia. Los estudios
sobre la fermentacién lactica del pozol se han realizado bajo la premisa de que las bacterias
lacticas utilizan los carbohidratos simples y posteriormente el almidén, que es el carbohidrato

que se encuentra en mayor proporcion en la masa de nixtamal.

1.6.6 Actividad metabdlica de la microbiota del pozol

Se han estudiado algunas de las actividades metabdlicas de la coleccién de los microorganismos
aislados del pozol por Nuraida et al.( 1988) y Cafas et al. (1991); Flores (1996) caracterizé la
capacidad de las cepas de la coleccién para fermentar distintos aztcares utilizando el kit API50,
encontrando que los LAB del pozol en conjunto pueden fermentar 30 azticares diferentes, el

100% de los casos fermentan glucosa, fructosa y maltosa, 96% fermentan sacarosa , manosa,
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esculina; 94% N- acetilgucosamina, 91% trehalosa.

Recientemente se ha estudiado individualmente a algunos microorganismos aislados de la masa
de pozol y se ha encontrado que ciertas cepas no amiloliticas como Weissella presentan un
crecimiento apropiado aun cuando se encuentran en las masas ausentes de otros organismos,
indicando la posible utilizacion de sustratos distintos del almidén.

Flores (1996), encontré que dentro de la coleccién de LAB aisladas del pozol existen cepas que
tienen actividad xilanolitica. Debido a la presencia de xilano en la hemicelulosa del maiz, estas
bacterias podrian contribuir en la fermentacién del pozol al fermentar dicho polisacérido.

De las 94 cepas utilizadas en dicho estudio, s6lo el 20% presentaron actividad amilolitica,
mientras que cerca del 60% pudieron hidrolizar xilano claramente y alrededor del 40% lo
fermentaron débilmente, esto indica que 80 de las 94 cepas aisladas hasta ese momento (88%)

presentaron actividad contra xilano.

Posteriormente, basdndose en los resultados anteriores, se realizé la tipificacién de las cepas
xilanoliticas, cuyo dendrograma revel6 que las bacterias con mayor actividad xilanolitica forman
parte de varios grupos; se identific6 una cepa de cada grupo con 99% de identidad siendo los
grupos V, IX y X de mediana actividad y el grupo III con alta actividad del cual se identifico a
Lactococcus lactis var lactis (12 cepas similares); Grupo V: Lactobacillus pentosus (4 cepas en el
grupo); VIL: Lactobacillus plantarum (baja actividad) (9 cepas); IX Lactococcus lactis lactis (actividad
media,6 cepas) (Flores, 2007).

Las bacterias con mayor actividad xilanolitica detectadas fueron identificadas como: Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactococcus lactis, Lactococcus
rafinolactis, Lactobacillus coprophillus, Leuconostoc citreum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus

curvatus, Lactobacillus brevis y Lactobacillus acidophillus.

Flores (2007) seleccioné algunas de las cepas previamente identificadas como xilanoliticas e
intent6 realizar las fermentaciones en caldo MRS xilano después de hacer una preseleccién con
APT-RBB xilano y tomando la cepa con mayor actividad (SnC11) determinada por el tamafio del
halo. Sin embargo, dicha cepa al ser inoculada en medio MRS xilano para evaluar su crecimiento,
no present6 cambios significativos en el pH, no hubo crecimiento aparente, posiblemente por un

falso positivo dado en el medio indicador debido a la presencia de hidrolasas no especificas.

1.7 Glucosilhidrolasas

Para realizar la hidrélisis completa de los polisacaridos complejos se requieren distintas enzimas

como glucanhidrolasas, enzimas desramificadoras y glucosidasas. La mayoria presentan
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actividad minima o nula si se enfrentan individualmente a los polisacéridos (Francesch, 1996).
Estas enzimas denominadas glucosilhidrolasas ademas, se clasifican por familias numeradas
basadas en sus actividades cataliticas primarias segtin se ha determinado por la topografia de su
sitio activo.

Previamente se dividian las enzimas en clanes marcados alfabéticamente basados en la
similaridad del plegamiento de su proteina . Las enzimas categorizadas en familias numeradas y
en clanes alfabéticos poseen actividades cataliticas similares ya que el criterio de clasificacion ya
sea el plegamiento de la enzima o la topografia del sitio activo estdin muy relacionadas entre si, al
determinar el comportamiento catalitico de las mismas (Coughlan et al., 1993, Gebler et al,,
1992).

La hidrdlisis de celulosa y xilanos hacia productos solubles requiere diversos tipos de enzimas.
La composicion de las hemicelulosas es méas compleja que la celulosa, aunque no forma
estructuras cristalinas tan densamente empacadas como en la celulosa por lo que son moléculas
mas accesibles al ataque enzimatico. Sin embargo, dada la naturaleza compleja y variabilidad
estructural de las hemicelulosas, se requiere la accién de multiples actividades para su completa
degradacién (Marais, 2008). El xilano es un componente principal de la hemicelulosa y después
de la celulosa es el polisacarido més abundante en la naturaleza. Su composicién es variable y

depende de la fuente vegetal de que provenga (Biely, 1985a).

1.7.1 Xilanasas

Las xilanasas son un grupo de enzimas extracelulares que actan sinérgicamente, son
producidas por diversos organismos como bacterias (saprofitas y fitopatégenas), micorrizas y
algunas levaduras. Ademds estdn presentes en protozoarios, insectos, crustdceos, caracoles, y
algunas semillas de plantas durante la fase de germinacién en suelo (Mohd, 2008; Ponce y Perez,
2002).

El modo de accion y los productos de hidrélisis varian de acuerdo a la fuente de la enzima
(Figura 5). Las xilanasas se cristalizan facilmente en sulfato de amonio y fosfato de sodio potasio
en pH de 3.5 a 9 y en otras sales, polimeros y solventes organicos. Su solubilidad se incrementa
con el aumento de temperatura en concentraciones moderadas de sulfato de amonio; la
solubilidad en buffer de fosfatos (pH 9) disminuye a temperaturas entre el rango de 0-10°C pero
permanece constante entre temperaturas de 10-37° C (Krengel y Dijkstra, 1996).

Las hemicelulasas o xilanasas pueden ser agrupadas de acuerdo a sus propiedades cataliticas, ya
sean glucosilhidrolasas (GHs) que hidrolizan enlaces glucosidicos o bien esterasas de
carbohidratos (CEs) que hidrolizan enlaces éster.

En la tabla siguiente se muestran algunas enzimas y su papel en la degradacion de hemicelulosas
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(Marais, 2008, Ponce y Pérez, 2002, Gilkes et al. 1991, Dornez et al., 2009, Iubmb, 2011).

Tabla 4. Enzimas degradadoras de hemicelulosa.

Enzima Modo de accion Clasificacion
catalitica

Exo- 8-(1,4)-xilanasa Hidroliza enlaces B-1,4-xilosa unida a xilooligosacéridos, libera GH

(EC 3.2.1.156) silobiosa

Endo-£-(1,4)D-xilanasa  Hidroliza enlaces B-1.4 haciendo cortes internos al azar en la GH

(E.C. 3.2.1.8) cadena principal de la molécula.

B-D-xilosidasa (E.C. Remueve residuos de xilosa de los extremos no reductores de GH

3.2.1.37) los xilooligosacéridos cortos y xilobiosa produciendo xilosa.

a-N- Remueve las cadenas laterales de arabinosa al hidrolizar el

arabinofuranosidasa enlace entre arabinofuranosa en el extremo no reductor en los GH

(EC 3.2.1.55) arabinoxilanos.

a-Glucoronidasa (E.C. Remueve las cadenas laterales de acido glucurénico al GH

3.2.1.139) hidrolizar ~ los  enlaces  a-1,2-glucosidicos  con  los
glucuronoxilanos

Acetil-xilan esterasa Libera grupos o-acetilos al hidrolizar enlaces acetil-ester en CE

(E.C. 3.1.1.72). acetil-xilanos.

Esterasa de  acido Remueve al acido ferilico y p-cumdrico de las arabinosas al CE

feralico (EC 3.1.1.73) hidrolizar enlaces feruloil-ester y p-Cumaril-ester con xilanos

Esterasa de acido

p-cumarico

Endo-B-1,4-mananasa Libera b-14 mananooligomeros asociados a xilanos GH

Exo0-B-1,4 manosidasa Hidroliza los B1,4-manooligomeros liberando manosa GH

Endo-galactanasa Hidroliza B-1,4-galactano GH

Acetil-manan-esterasa  Libera 2 6 3-O-acetilxilanos CE

GH= Glucosilhidrolasas, CE= Carbohidratoesterasas

La mayoria de las xilanasas conocidas pertenecen a las familias GH 10 (antes llamada F) y 11
(antes llamada G) aunque también existen en las familias 5, 7, 8, 26 y 43; estdn agrupadas en estas
familias segtin sus propiedades fisico-quimicas como peso molecular y punto isoeléctrico.

Si se basa en andlisis de clusters hidrofébicos y homologia de secuencias se ubican en las
familias F y G; las xilanasas de la familia F son de mayor tamafio con un peso molecular de
aproximadamente 35 KDa, mientras que las de la familia G (11) s6lo tienen un peso de 20 KDa y
corresponden a las familias 10 y 11 de la clasificacion numérica de las glucosilhidrolasas
(Krengel y Dijkstra, 1996).

Sin embargo existen diferencias cataliticas entre las familias 10 y 11, las primeras tienen menor
especificidad hacia el sustrato , y se ha encontrado que también hidrolizan el enlace glucosidico

e hidroliza los B-D- celobiésidos ya que estdn compuestas por un dominio de unién a celulosa y
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un sitio catalitico ligados mediante un péptido de unién (Henrissat et al., 1998; Biely et al., 1997;

Biely, 1993; Henrissat y Bairoch, 1993; Henrissat, 1991 ).
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Figura 5. Enzimas xilanoliticas involucradas en la degradacién de xilanos tipicos. A) Xilano de maderas

duras B) Xilano de cereales (Adaptado).

Las endoxilanasas de la familia 10 son capaces de atacar los enlaces glucosidicos cercanos a
puntos de ramificacion y hacia el extremo no reductor mientras los de la familia 11 no lo hacen
(Subramaniyan y Prema, 2003). Ademaés estas endoxilanasas requieren un espacio de 2 residuos
de xilopiranosil no sustituidos entre ramificaciones mientras los de la familia 11 requieren 3
residuos consecutivos no sustituidos (Figura 5). Segtn Biely (1993) las endoxilanasas de la
familia 10 tienen propiedades cataliticas que los hacen compatibles con las B- xilosidasas que
estdn en las familias G y H: 3, 39,43,52 y 54 de las glucosil hidrolasas y que hidrolizan
xilooligémeros por mecanismos de retenciéon o por inversion de configuracion anomérica (sélo

familia 43) (Veeresh y Jin, 2012).
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1.7.2 Uso comercial de las xilanasas

Las xilanasas representan una gran proporcion de las enzimas hidroliticas comerciales
relacionadas con la hidrélisis de materiales lignoceuldsicos y se obtienen de fuentes bacterianas
y fungicas; las enzimas de los géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus y Thermomonospora se
usan ampliamente, asi como las de P. chrysosporium, Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum y
Penicillium de origen fangico que también han sido estudiados por su produccién de
hemicelulasas (Marais, 2008).

En la actualidad la aplicacién industrial y comercial de las enzimas xilanoliticas es creciente y de
importancia en diversos ramos de produccién (Cooper, 2014) entre ellas, la industria papelera
para tratar sus residuos y el preblanqueado de la pulpa Kraft ya que se necesitan menos pasos de
blanqueado y disminuye el gasto de reactivos quimicos

Otras aplicaciones incluyen:

e Uso como aditivo en alimento de aves para mejorar el aumento de peso y mejorar la
eficiencia de conversién, porque se mejora la digestibilidad de los materiales
lignocelulésicos.

e Uso en combinacion con amilasas para mejorar el volumen especifico en panaderia
(Gobetti et al., 1999)

¢ Tratamiento de aguas de desecho

¢ Mejoramiento de propiedades nutricionales de alimentos de origen agricola

¢ Obtencion de proteinas celulares, combustibles y sustancias quimicas (Biely, 1985a)

e Aplicacion en sistemas donde no se requieren enzimas celuloliticas como en el
procesamiento de fibras como linaza y cafiamo (Biely, 1985a).

¢ Obtencion de xilitol y etanol (Beg, et.al,2001)

e Clarificacién de mostos y jugos de fruta junto con celulasas y pectinasas

1.7.3 Celulasas

Las celulasas son enzimas inducibles en los microorganismos cuando crecen en materiales
celulésicos. Son un grupo de enzimas con al menos tres actividades diferentes para completar la
hidroélisis de la celulosa y con base en similitudes de secuencias, se han descrito 85 diferentes
familias.

Las endo-f3-1,4-glucanasas (E.C. 3.2.1.4) rompen al azar los enlaces internos de la molécula en las
regiones amorfas, y producen cadenas de oligosacdridos de diferentes longitudes con un lento
incremento de grupos reductores

Las exo-8-1,4-glucanasas (E.C. 3.2.1.91) (celobiohidrolasas) remueven unidades de glucosa o
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celobiosa a partir del extremo libre no reductor de la cadena de celulosa, con un incremento
rapido en azucares reductores.
La 3-glucosidasa (E.C. 3.2.1.21) hidroliza la celobiosa producida por las actividades anteriores,

liberando glucosa.

1.7.4 Uso comercial de celulasas

Algunos de los usos que se dan a las celulasas incluyen la preparacién de arroz instantaneo,
formulaciones farmacéuticas, preparaciéon de detergentes, modificacién de telas en la industria
textil, procesamiento de alimentos , industria del papel y pulpas y preparacion de
biocombustibles.

Aunque se han estudiado celulasas de varias fuentes con diversas aplicaciones, se estian
logrando avances en la caracterizaciéon de complejos celulésicos (celulosomas) producidos por
los procariotes asi como la innovacién en sus aplicaciones. Las fuentes de celulasas fiingicas son
utilizadas predominantemente para la obtencién industrial pero tardan mucho en crecer para la
produccion de enzimas. Las celulasas bacterianas son, en comparacién con las fingicas, menos
efectivas, pero se obtienen mas rdpidamente y son mas facilmente manipuladas por la ingenieria

genética (Ponnambalam et al., 2011).

La mayoria de los microorganismos celuloliticos son capaces de producir tanto celulasas como
xilanasas; sin embargo, algunos otros sélo producen celulasas o xilanasas. Su represién es
regulada por fuentes de carbono de bajo peso molecular como glucosa y celobiosa para el caso de
las celulasas, y xilosa, arabinosa o xilobiosa para las xilanasas (Ponce y Pérez, 2002). Muchas
LAB utilizan frecuentemente los carbohidratos solubles en las harinas como maltosa, sacarosa,
fructosa y glucosa y los monosacaridos derivados de los polisacaridos de las plantas como
arabinoxilanos y arabinogalactanos lo cual puede reducir la competencia metabdlica directa con
otros LAB comunes.

Las pentosas (arabinosa y xilosa) son comtnmente utilizados por los LAB heterofermentativos
como Lb. plantarum y raramente por los LAB homofermentativos obligados y se ha reportado el
uso simultaneo de pentosas y maltosa durante la fermentacién de masas acidas para ciertas LAB

homo y heterofermentativas (de Vuyst et al., 2009).

1.7.5 Deteccion de actividad enzimdtica

Para realizar los ensayos semicuantitativos de actividad enzimatica es necesario tener xilano y
celulosa tefiidos con un colorante o de alguna manera evidenciar la actividad enzimética.
En el estudio de hidrolasas y liasas de polisacaridos se han utilizado muchos métodos entre los

cuales son comunes los reolégicos y los métodos de tamizaje en placas utilizando diferentes
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colorantes (rojo Congo, rojo rutenio, blanco calcofluor, yodo, verde directo, remazol brilliant
blue (RBB) y Oztatin brilliant blue (OBB). Estos pueden interactuar especifica o no
especificamente con polisacaridos. Asi, cuando un sustrato colorido estd embebido en una
matriz de gel, su degradacién enzimética puede ser visualizada por la formacién de un halo
claro o incoloro en el gel , donde el tamafio del halo es proporcional a la actividad enzimatica

dentro de los limites de difusion de las enzimas (Badel et al., 2011).

El uso de sustratos como el RBB-O-xilano como componentes de medios selectivos ha probado
ser util en el andlisis de xilanasas bacterianas. Los sustratos unidos a colorantes al ser
incorporados en los medios son divididos en fragmentos més pequefios que se difunden
rapidamente dejando un halo brillante alrededor de colonias positivas, este marcaje directo hace
posible la seleccion de un ntimero grande de colonias que poseen las enzimas necesarias, como
cuando se analiza una biblioteca hecha con pldsmidos o fagos lambda.

Para mantener la solubilidad de los sustratos para la reaccién de marcaje, se usan polisacaridos
parcialmente hidrolizados o sustituidos. Incluso pueden usarse estos sustratos coloridos para
determinar cinéticas de celulasas y mananasas porque la actividad enzimaética es proporcional a
la cantidad de colorante liberado durante la digestiéon enzimatica (Biely y Toman, 1988, Fulop y
Pony, 1997).

En el caso de la celulosa, aunque existen sustratos coloridos, se ha demostrado que el ensayo del
aclarado de zona (red clearing zone) del rojo Congo es adecuado para mostrar cualitativamente
la actividad celulolitica; el revelado se logra después de impregnar las placas cultivadas con
colorante y lavarlas con solucién salina, con lo que se observa una zona clara de actividad
enzimatica alrededor del crecimiento. Puede tenerse una medida semicuantitativa si se crean
pozos en las placas y se mide la zona aclarada alrededor de los pozos uniformemente formados

(Ponnambalam et al., 2011).

1.7.6 Gendomica de glucosilhidrolasas

Se conoce que los genes involucrados con el metabolismo de la lactosa, estdn organizados en
operones o estructuras con organizacién modular en la cual los genes que codifican para el
transporte de lactosa estdn muy estrechamente ligados a los de hidrdlisis de lactosa, y en algunos
casos los genes involucrados con metabolismo de galactosa estdn ligados o son cotranscritos con
los genes del metabolismo de lactosa sugiriendo una ruta evolutiva en comtn. , Es posible que
ocurra algo similar para las enzimas relacionas con la degradacién de xilano (deVos y Vaughan,

1994).
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Es de conocimiento comun que ciertas cepas de Streptococcus thermophilus fermentan los aztcares:
lactosa, sacarosa, glucosa, galactosa y fructosa y existen articulos reportados sobre transporte de
lactosa, regulacion y metabolismo en especies de este género. Algunas cepas de Streptococcus
patdégenos tienen cierta capacidad de degradar polimeros complejos como almidones o glucanos
con enzimas como dextranasas, mutanasas y levanasas. Por otro lado se cuenta con el genoma
completo de 4 especies de Streptococcus (S. pneumoniae, S. pyogenes, S. agalactiae, y S. mutans) y se
han identificado los genes que codifican para dextranasas, amilasas y pululanasas en cada

especie (Hols et al., 2005).

Recientemente se han hecho proyectos de secuenciaciéon de genomas de méas de 30 bacterias
4cido lacticas y bifidobacterias, lo cual ha permitido, a partir del contenido del genoma, predecir
el potencial de uso y degradacién de carbohidratos complejos.

Muchos de los genes que contienen glucosil hidrolasas se encuentran integrados en clusters con
genes que codifican para transportadores de oligosacaridos tipo MalEFG. Cada uno de los
clusters tiene un tipo especifico de Lacl, represor de respuesta a azticares, transportador de
oligosacaridos tipoABC MalEFG, y de uno a seis genes de varias clases de glucosil hidrolasas

(Ventura et al., 2007).

Kim et al. (2008), caracterizaron (clonaron, secuenciaron y expresaron) un gen de Lactobacillus
plantarum L137 aislada de alimentos fermentados (arroz y pescado) en Filipinas, con 6171bp de
OREF con actividad de amilasa y pululanasa la cual contenia regiones altamente conservadas que
son comunes a enzimas amiloliticas (p.e. de Streptococcus agalactiae, Bifidobacterium breve, CI.
thermohydrosulfuricum y Bacillus stearothermophilus) y generaba maltotriosa y maltotetraosa como
productos finales a partir de almidén soluble. Existen otros reportes de caracterizaciones de
enzimas amiloliticas sobre la misma cepa, entre las enzimas amiloliticas se encuentran las alfa

amilasas y pululanasas desramificadoras.

La informacion disponible actualmente sobre la actividad xilanolitica de BAL es escasa, algunos
de los esfuerzos por identificar actividad xilanolitica han detectado que incluso en presencia del
operon xyl, el cultivo lactico Lactococcus lactis 210 muestra una falta de funcionalidad de los
genes implicados en la hidrdlisis de xilanos; incluso bacterias aisladas de muestras ambientales
como L. lactis NRRL B4449 y L . lactis IO-1 mantienen la habilidad de metabolizar xilosa pero no

tienen la capacidad de crecer en presencia de xilano o xilobiosa (Erlandson et al., 2001).

S6lo se han reportado enzimas xilanoliticas putativas en BAL: Streptococcus, Lactococcus,
Lactobacillus y Enterococcus en bases de datos especializadas (tabla 5), ninguna de ellas se ha
reportado como una enzima funcional.

Algunos de los genes identificados en LAB relacionados con la hidroélisis de xilano y celulosa
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reportados en bases de datos disponibles en internet se encuentran en la tabla siguiente:

Tabla 5. Genes secuenciados para enzimas degradadoras de xilano y celulosa de LAB (UniProtKKB).

Clave enzima Nombre del | Especie longitud
gen (pb)
Q9CIS3 Endo-14-beta-xilanasa | xynD LL0283 | Lactococcus lactis subsp. lactis (cepa = 372
D 181453 IL1403) (Streptococcus lactis)
A2RI07 Endo-1,4-beta-xilanasa | xynD Ilmg 0 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | 373
D 293 (cepa MG1363)
Xilanase LACR_1595 Lactococcus lactis subsp. cremoris | 274
Q02Y76 (cepaSK11)
Q03LZ0 (Posible) xilanasa/ | STER_0504 Streptococcus  thermophilus  (cepa | 77
quitin desacetilasa ATCC BAA-491 / LMD-9)
QO03NA4 (Posible) xilanasa/ | LVIS_2270 Lactobacillus brevis (cepa ATCC 367 | 337
quitin desacetilasa / JCM 1170)
A2RMS80 Alfa-xilosidasa xylS llmg_18 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | 739
36 (cepa MG1363)
A90SS6 Beta-1,4-xilosidasa xynBLLKF_1 | Lactococcus lactis subsp. lactis (cepa | 559
625 KF147)
Q9CFH1 Beta-1,4- xilosidasa xynB LL1505 | Lactococcus lactis subsp. lactis (cepa | 559
L0234 1L1403) (Streptococcus lactis)
Beta-xilosidasa LEUM_0848 Leuconostoc  mesenteroides subsp. | 552
Q03XW6 mesenteroides (cepa ATCC 8293 /
NCDO 523)
Beta-xilosidasa LVIS_2285 Lactobacillus brevis (cepa ATCC 367 | 540
03N89 / JCM 1170)
Endoglucanasa LEUM_0847 Leuconostoc  mesenteroides subsp. | 382
QO03XW7 mesenteroides (cepa ATCC 8293 /
NCDO 523)
Endoglucanassa LACR_1290 Lactococcus lactis subsp. cremoris | 393
Q02704 (cepaSK11)
A9QS66 Endoxilanasa/endogluc = LLKF_1370 Lactococcus  lactis  subsp. lactis | 377
anasa, glucosil (strain KF147)
hidrolasa
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CIS3
http://www.uniprot.org/uniprot/A2RI07
http://www.uniprot.org/uniprot/Q02Y76
http://www.uniprot.org/uniprot/Q02Y76
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03LZ0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03NA4
http://www.uniprot.org/uniprot/A2RM80
http://www.uniprot.org/uniprot/A9QSS6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CFH1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03XW6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03XW6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03N89
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03N89
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03XW7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03XW7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q02Z04
http://www.uniprot.org/uniprot/Q02Z04
http://www.uniprot.org/uniprot/A9QS66

2. Hipaétesis

Debido a las bajas concentraciones de azicares libres en el nixtamal y a la baja proporcién de
BAL- amiloliticas, el arabinoxilano podria ser un sustrato disponible para la fermentacién lactica

del pozol y podria sostener la diversidad microbiana observada.

3. Objetivos

Determinar si la hemicelulosa (xilano) y/o la celulosa pueden ser utilizados como sustrato por
cepas aisladas del pozol y cuantificar parametros de crecimiento y actividad enzimatica en
fermentaciones de S. infantarius 25124 infantarius 25124 con arabinoxilano de maiz, para conocer

su comportamiento en la masa de maiz nixtamalizado.

Objetivos particulares

® Determinar si las cepas seleccionadas de BAL aisladas del pozol son capaces de utilizar

xilano y/o celulosa como fuente de carbono.

e  Conocer la cinética de crecimiento, consumo de xilano y/o celulosa y productos de

fermentacion de las cepas seleccionadas.
e  Obtener arabinoxilano de maiz para emular sustratos en el nixtamal. .

e Comparar paramétros de crecimiento y actividad enzimatica de S. infantarius 25124

infantarius 25124 en medio con xilano de maiz y xilano de abedul.
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Metodologia
4.Determinacion de actividad xilanolitica y celulolitica

4.1 Cepas. Reactivacion de las cepas

Se tomaron cepas de la coleccién de bacterias lacticas aisladas del pozol, las cuales fueron
seleccionadas por haber sido detectadas e identificadas con mayor frecuencia en los estudios
previos realizados al pozol. Las cepas se encontraban conservadas en glicerol a -80°C y fueron
inoculadas en 5 mL de caldo APT ya fuera con 1 chaquira o 50 pL del cultivo en condiciones
asépticas. Se incubaron 24 horas a 28-30 °C y se resembraron individualmente por estriado por
agotamiento en placas con agar MRS (De Man Rougosa y Sharp, Oxoid) de las cuales se tomaron
colonias aisladas para su identificacién morfolégica y posterior resiembra. Las cepas utilizadas

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Cepas de trabajo.

Clave Identidad Clave Identidad

Lilis3 Lactobacillus plantarum 25124 Streptococcus infantarius
Lilis9 Weisella confusa A36202 Enterococcus sulfureus
Lilis36 Lactococcus lactis

Lilis 39 | Lactobacillus pentosus 6b No identificado
Lilis 44 | Lactobacillus plantarum 10p No identificado
Tap50 Leuconostoc argentum 6a No identificado
Amil47 | Streptococcus sp.

4.2 Actividad xilanolitica y celulolitica

Se realizo6 la evaluacién semicuantitativa de las actividades celulolitica y xilanolitica de las cepas
aisladas del pozol, en cajas Petri con medios de cultivo sélidos especificados en los apartados
421y 422, de los cuales se seleccionaron para las siguientes pruebas aquellas cepas que

presentaron un halo de actividad mayor.

4.2.1 Determinacion semicuantitativa de actividad celulolitica

Se utiliz6 el ensayo del aclarado de zona (red clearing zone) con rojo Congo (Ponnambalam et al.,
2011; Teather y Wood, 1982) para encontrar las cepas de la coleccién que presentaran actividad
enzimatica contra la celulosa. Esta técnica se fundamenta en la interaccién entre el colorante y el
polimero ya que se puede distinguir entre celulosa intacta y degradada segtin la presencia e
intensidad del color. Este ensayo es adecuado para mostrar cualitativamente la actividad

celulolitica tanto de endoglucanasa como de glucosidasa (pero no de celobiohidrolasa).
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Se tom¢ una asada del cultivo reactivado para inocular viales con 5 mL de HSH (ver preparacion
en Anexo 1) sustituyendo sacarosa por hidroxietilcelulosa (Sigma) (medio HSH-C) al 1% (w/v) y
se incubaron durante 20-24 h para inducir la actividad enzimatica. Con éste preindculo se
inoculé por picadura en una caja Petri de HSH-C por triplicado e inoculando en una caja con
MRS sin celulosa como control negativo y se incubaron a 30 °C por hasta 6 dias. Una vez que se
observé crecimiento, se tifieron las placas inundandolas con rojo Congo al 0.1% y se dejaron
reposar durante 15 min con agitacién intermitente, posteriormente se decant6 el exceso y se
enjuagé con agua destilada y NaCl 1M para eluir el colorante. Como control positivo se us6 una
cepa de Cellullomonas flavigena CDBB531 (Coleccién Nacional de Cultivos Microbianos del
CINVESTAV).

La actividad celulolitica se evaltia por el tamafio del halo amarillo o zona clara alrededor de las
colonias en las que la celulosa fue degradada a aztcares simples, se midieron al menos 4

repeticiones de cada cepa.

4.2.2 Determinacion semicuantitativa de la actividad xilanolitica

Para la deteccion de la actividad xilanolitica se utiliz6 la técnica de inundado de placa (Pointig,
1999) utilizando una solucién de yodo-yoduro (lugol de Gram) que da un color marrén al unirse
con el xilano integro. La actividad positiva se comprueba con la aparicién de un halo decolorado

alrededor de las colonias.

Se tom6 una asada de las cepas reactivadas en APT para inocular viales con 5 mL de HSH
sustituyendo sacarosa por xilano de abedul (Sigma) al 1% (p/v) (medio HSH-X) y se incubaron
durante 18-20 h o hasta presencia de turbidez. Con este preindculo se inoculé por picadura en
una caja Petri con el mismo medio (MRS-X) y se incub¢ a 28-30° C durante 3 o hasta 7 dias. Se
agrego6 tinte de yodo Gram (1> 2% y KI 1% p/v), y se dejé reposar 5 minutos, posteriormente se

decanto el exceso y se enjuagé con agua destilada.

Se midi6 el didmetro de la zona de degradacién de xilano alrededor de las colonias que se
observa como un area amarilla-opaca contra un color marrén-purptreo del xilano no degradado.
Como control positivo se us6 una cepa de Cellullomonas flavigena CDBB531 (Pérez-Avalos et

al.,1996).
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4.3 Evaluacion del crecimiento en medio liquido

4.3.1 Preindculo y cultivo en medios liquidos con celulosa o xilano como
fuente de carbohidratos

Las colonias seleccionadas que presentaron mayor actividad xilanolitica y celulolitica, después
de ser reactivadas, se inocularon al 10% v/v en medios liquidos HSH agregando la fuente de
carbono a estudiar (HEcelulosa / xilano de abedul) incubando por 18-24 h o hasta que
presentaran turbidez. Con éste preindculo se inoculé otro vial con 10 % del volumen del mismo
medio de cultivo, se incub6é bajo las mismas condiciones para medir los pardmetros de
crecimiento y se tomaron alicuotas en diferentes tiempos de muestreo que fueron almacenadas
en congelacién hasta su uso para andlisis de aztcares. Se trabaj6é al menos por triplicado con

voltimenes de 5mL, incubacién a 28-30 °C, sin agitacion.

Para todos los experimentos en xilano y arabinoxilano, se utiliz6 un preinéculo de 18 h de S.

infantarius 25124 infantarius 25124 en xilano de abedul.

4.3.2 Cinética de crecimiento en medio liquido

Se cuantifico el crecimiento microbiano por cuenta en placa haciendo las diluciones pertinentes
tomando 0.5 mL del cultivo luego de inocular y en tiempos subsecuentes en 4.5 mL de solucién
salina estéril al 0.85%. 0.1 mL de cada una de las diluciones fueron depositados en la superficie
de cajas Petri con medio MRS y sembradas por extensién del in6culo. Se incubaron a 28-30°C
durante 24-30h y se realiz6 el conteo manual de UFC.

Calculo de la velocidad especifica de crecimiento.

La velocidad de crecimiento especifica, se calcul6 de la siguiente manera:

u=Ln ( Xf - Xi)
AT
Dénde p = Vel. esp. de crecimiento en h -1; X = UFC; T= tiempo en h; a partir de los datos

obtenidos de la grafica de Ln UFC /mL contra tiempo de los datos recabados durante la fase

exponencial de crecimiento.

4.3.3 Fermentaciones usando medio definido HSH

Se evalu6 la capacidad de cuatro cepas de estudio para crecer en el medio definido HSH para

bacterias lacticas (Zaunmdiller et al., 2006; Westby et al., 1993; Nuraida et al., 1992; Owens y
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Keddie, 1969), inoculandolas con 10%v/v del cultivo reactivado en 5mL de volumen final del
medio de cultivo utilizando diferentes fuentes de carbono ( xilano de abedul, xilano de nejayote,
celulosa al 1%p/v); se consider6 la turbidez y/o presencia de precipitado como evidencia de
crecimiento incubando a 28-30°C durante 48 h, sin agitacion.

Se seleccion6 a Streptococcus infantarius (BAL-A) para continuar las pruebas en un sustrato
parecido a aquél de la cual fuera aislado (arabinoxilano de nejayote) utilizando un sustrato més
sencillo y de estructura simple (xilano de abedul) como punto de comparacién. Para demostrar
que S. infantarius 25124 infantarius creci6é a partir del sustrato provisto (diferentes xilanos), se
realizaron fermentaciones simultdneas a partir del mismo inéculo en HSH glucosa 1%, HSH
xilano de abedul 1% y como control medio de cultivo sin fuente de carbono, se incub6 a 28-30° C

48 h y se evaluo el crecimiento por cuenta en placa.

Para los experimentos con xilano y S. infantarius 25124 infantarius, se prepar6 el medio liquido de
acuerdo al procedimiento indicado y agregando xilano de abedul (HSH-X) o arabinoxilano de

maiz (HSH-AX) al 1% o 2% p/v, estableciendo un pH de 6.8.

Para los estudios comparativos entre xilanos, se realizé siempre un preinéculo en HSH-X 1%
durante 18-20h de incubacién a 28-30°C y se inoculé con éste utilizando un volumen de 10 % v/v
ya fuera en 5, 20 0 50 mL de volumen total, cada fermentacién se realizé al menos por triplicado
y se tomaron alicuotas en diferentes momentos de la fermentacion. Cada alicuota se centrifugdé a
11,180 g durante 10 min para separar las células y se conservaron los sobrenadantes obtenidos

en congelacion (-5°C) para posteriores analisis.

4.3.4 Azucares reductores

Se utiliz6 la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico DNS (Miller,1959; Chaplin y Kennedy,1987),
colocando 0.5 mL de sobrenadante en un tubo de ensayo (con duplicados), se afiadié 0.5 mL del
reactivo DNS, se tap¢ y fue colocado en un bafio de agua hirviendo durante 5 min. Transcurrido
el tiempo, se introdujo a un bafio de agua fria, se le agregaron 5 mL de agua destilada y se midi6
su absorbancia a 540 nm utilizando un blanco de agua con reactivos. La curva patrén se prepard
con soluciones de xilosa o glucosa en concentraciones de 0.1 a 1 mg/mL y el resultado se expres6

como equivalentes de xilosa o glucosa dependiendo del sustrato.

4.3.5 Azucares totales

El contenido de azucares totales fue determinado en las muestras de fermentacion, utilizando el

método de fenol sulftrico (Dubois et al., 1956) colocando 1 mL de sobrenadante, solucién patrén
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o blanco en un tubo de ensayo y agregando 0.5 mL de fenol al 5% en H,SO; y 2.5 mL de H,SO4
concentrado. La mezcla se agité cuidadosamente en un vortex y se dej6é reposar durante 10
minutos. Posteriormente se introdujo en un bafio maria a 30°C y se midi6é su absorbancia a
492nm para pentosas o 480 nm para hexosas y expresando los resultados como equivalentes de
xilosa segtin lo calculado sobre los valores de absorbancia de la curva patrén de soluciones de

xilosa de 0.01 a 0.1 mg/mL.
4.3.6 Técnicas de Analisis de productos de fermentacidn y aztcares

4.3.6.1 HPLC

Utilizando una columna Aminex-HPX-87H (300mm x7.8 mm) en un equipo: Waters AF
equipment, Waters binary pump1525, Waters Autosampler 2707, Waters dual Absorbance
detector 2487, fase movil de H>SO4 0.05N 30°C y flujo de 0.6 mL/min y el software Empower, se
analizaron los sobrenadantes de muestras tomadas en diferentes tiempos de las fermentaciones
(al menos 3 determinaciones independientes) utilizando el programa para anélisis de azticares y
acidos organicos precargado en el equipo. Se utiliz6 un detector UV para los productos de

fermentacion (acidos lactico, acético, etanol), y detector IR para los aztcares.

Los sobrenadantes fueron filtrados por membranas de 0.45 pm antes de ser inyectados en el
aparato y para confirmar su identidad se comparé el tiempo de retenciéon con aquél de los
estdndares (todos de Sigma Aldrich) de xilano de abedul, hidroxietilcelulosa, xilosa, arabinosa,
galactosa, glucosa , acidos organicos (acético, férmico, lactico) y etanol (Ampe et al., 2001; Diaz et
al.,2003; Utrilla, 2004) y sus concentraciones fueron calculadas de acuerdo al 4rea de sus picos o
sefales en correspondencia con sus respectivas curvas patrén preparadas por separado en los
siguientes rangos de concentraciones: : etanol, 0.2-1% (v/v); acido lactico, 0.2-1.2 mg/mL; acido

acético ,0.012-0.0042mg/mL

4.3.6.2 Cromatografia de capa fina (TLC)

Una alternativa al andlisis por HPLC de las muestras para detectar aztcares es el uso de
cromatograffa de capa fina (TLC) que, aunque es un método cualitativo podria indicarnos la

aparicién/desapariciéon de compuestos a lo largo de la fermentacion.

Se utilizaron placas precubiertas de silica gel 60 Alugram Xtra (0.20 mm) (Macherey-Nagel,
Dueren, Alemania), se probaron distintas condiciones de polaridad del eluyente que se
mencionan en cada resultado. Se utilizaron como estandares: xilosa, galactosa, arabinosa y acido

lactico en agua destilada con una concentracién de 1mg/mL cada uno. Una vez aplicada la
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muestra y los estdndares en un extremo de la placa, ésta se introdujo, en una camara de
saturacion de vidrio con la mezcla de eluyentes y fue secada sobre una parrilla de calentamiento.
Una vez seca se roci6 con solucién reveladora de azticares (Acetona, Fenilamina, Difenilamina y
H3POy, 5:0.1:0.1: 0.75) o de polifenoles: 2-2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) que incrementa la

fluorescencia de flavonoides.

4.3.7 Actividad enzimatica. Endo-xilanasa

Para los ensayos de actividad enzimatica, se utilizaron sobrenadantes de fermentaciones en
medio definido HSH con 1% de xilano de maiz y 1% de xilano de abedul, que se inocularon e
incubaron en las condiciones descritas previamente y se analizaron alicuotas de diferentes

tiempos de fermentacion.

Para la determinacion de la actividad de Endo-xilanasa se midi6 el incremento en los aztcares
reductores liberados a partir del sustrato de xilano. El medio de reaccién consistié en 500 pL de
xilano de abedul al 1% en agua destilada, 500 pL de sobrenadante de la fermentacién y 500 pL de
Buffer citrato-fosfato pH 6.8 (Bailey et al., 1992, IUPAC, 1987), todos los reactivos fueron
preincubados a 40 °C.

Una vez hecha la mezcla de reaccién, se incub6é durante 20 min a 40° C (Rickard y Laughlin,
1980). La reaccion se detuvo con la adicién de 1.5mL de DNS, se agité y se coloc6 en agua en
ebulliciéon durante 5 min, posteriormente se atemper6 y se midié la absorbancia a 540 nm
(Spectonic 21D, Milton Roy, USA) utilizando una curva de calibraciéon de xilosa (X3877,
Sigma -Aldrich) de 0.025 a 0.6 mg/mL para calcular la concentracion de azticares reductores
liberados. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se registraron los valores

promedio.

Una unidad enzimatica internacional (IU) se definié como 1 umol de xilosa o equivalente de
xilosa liberado por minuto bajo las condiciones del ensayo, y se consideraron el blanco de

reactivos y de enzima.

4.3.8 Actividad enzimatica. B-xilosidasa

Se utilizé un sustrato acoplado a para-Nitrofenol (tNP) y se midi6 espectrofotométricamente la
liberacion del azicar. Se midi6 esta actividad en sobrenadantes desde tiempo 0 a 12 y 24h de
fermentaciones realizadas en xilano de maiz y abedul (1%) con el fin de demostrar que el xilano
de maiz induce la produccién de algunas enzimas necesarias para su hidrélisis completa.

El sistema de reaccién consisti6 en 100 pL de 1mg/mL p-nitrofenil-B-D xilopirandsido
(PNP-xilosa, Sigma-Aldrich) en Buffer de citrato (0.1 M) y fosfato (0.2 M) pH 6.8 y 25 pL de

sobrenadante, se incubaron a 40 ° C durante 20 min. La reaccién fue detenida afiadiendo 75 pL
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de Nay,CO; 0.25 M y el pNP liberado se midi6 en un espectrofotémetro de placas (Spectonic 21D,
Milton Roy, USA) con un filtro de 405 nm. Para el calculo de la concentracién de pNP liberada, se
compard con una curva patrén de p-nitrofenol de 0 a 0.05 mM.

Una unidad de actividad se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol /
mLe min de pNP bajo las condiciones del ensayo: la actividad especifica se calculé de acuerdo al
contenido de proteina en mg, medido por el método de Bradford (1976) utilizando albamina de

suero bovino como estandar.

4.3.9 Actividad enzimatica. Enzimas complementarias

Se midieron las actividades de enzimas complementarias a la Endoxilanasa utilizando los
sustratos correspondientes unidos a pNP como sustrato, todos de Sigma Aldrich
(PNP-B-D-glucopiranosido; pNP  a-D-glucopiranésido; pNP B-arabinofuranésido, pNP
o-arabinofurandésido; pNP - D-galactopiranésido, pNP o  D-galactopirandsido,
pNPa-xilopirandsido, y pNP 4-nitrofenil-acetato) utilizando las mismas condiciones descritas

para pNP B-xilosidasa.

4.4 Extraccion de Arabinoxilano de nejayote (AX)

Para la obtencion de arabinoxilano se utilizé en todas las ocasiones nejayote proveniente de un
molino ubicado en la colonia Nifios Héroes de Chapultepec (deleg. Benito Juarez, Ciudad de
Meéxico) el cual fue producido de acuerdo a las practicas comerciales de dicho molino que
implicaron calentamiento a ebullicién del maiz en el agua (aproximadamente 95 °C) con 0.5 Kg
de cal por cada 50 Kg de maiz durante 50-60 min y posterior reposo durante 12 h. El
procedimiento de extraccién se realizé basdndose en la técnica de Carvajal et al. (2007) con
algunas modificaciones. Se procuré colectar las muestras antes de las 9 AM y procesarlas en un

lapso no mayor a 2h para evitar la degradacién del polimero.

Se filtr6 el nejayote para separar residuos de grano de maiz utilizando tela de nylon y
recuperando el filtrado, el cual fue centrifugado para eliminar residuos sélidos insolubles a 11,
180 g durante 15 min a temperatura ambiente (20°C) y se recuper¢ el sobrenadante. Se ajust6 el
pH que dependiendo del proceso puede variar entre 9 y 13, para detener la hidrdlisis alcalina
del polisacérido en suspensién utilizando HCl 3 M hasta un pH de 5 con ayuda de un

potenciometro.

Se agrego etanol al 65% (v/v) con agitacién suave y se dejé reposar toda la noche cubriendo el

recipiente en refrigeracion para precipitar el polisacarido. Una vez formado el gel, se filtr6 el

43



precipitado y se lavé in situ en el filtro con etanol y acetona (0.5 y 0.25 volimenes por cada
volumen de filtrado). El residuo se sec6 a temperatura ambiente y se pesé para calcular el
rendimiento. Para facilitar su uso, el arabinoxilano obtenido fue resolubilizado en el minimo

volumen de agua destilada para liofilizarlo.
4.4.1 Verificacion de la identidad del compuesto extraido del nejayote.

Para verificar la identidad del compuesto extraido del nejayote se analiz6 el producto liofilizado
por Infrarrojo con transformada de Fourier (FI-IR) en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigaciéon (USAI) de la Facultad de Quimica y se determinaron aztcares reductores por la

técnica de DNS.
4.5 Andlisis estadistico

Las diferencias entre fermentaciones con sustratos y microorganismos distintos se evaluaron
mediante el anélisis del drea bajo la curva y comparando los valores medios con una distribucién

T student (a =0.01).

5. Resultados y Discusidn

5.1 Etapal: Determinacion de actividad xilanolitica/ celulolitica
de cepas de la coleccion

Objetivos:

e Determinar si las cepas aisladas del pozol son capaces de utilizar xilano y celulosa como
fuente de carbono:

1) Encontrar una metodologia adecuada para detectar semicuantitativamente la actividad
xilanolitica y celulolitica de las cepas representativas de la coleccién (12 cepas).

2) Evaluar la posibilidad de utilizar medios de composicién definida para los experimentos.

3)Seleccionar a los microorganismos con mayor actividad enzimatica contra xilano y celulosa.
5.1.1 Descripcion de las cepas de trabajo

En la tabla 7 se presentan algunas caracteristicas de las cepas de la coleccién usadas durante los

experimentos en este trabajo.
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Tabla 7. Caracteristicas de las cepas de

trabajo

Identidad Clave de = Morfologia Prueba de
la cepa catalasa

Lactobacillus plantarum Lilis3 Bacilos Gram + Negativo
Weisella confusa Lilis9 Bacilos Gram + Negativo
Lactococcus lactis Lilis36 Cocos Gram + Negativo
Lactobacillus pentosus Lilis 39 Cocobacilos Gram + Negativo
Lactobacillus plantarum Lilis 44 Cocobacilos Gram + Negativo
Leuconostoc argentum Tap50 Cocos Gram + Negativo
Streptococcus sp. Amil47 Cocos Gram + Negativo
Streptococcus infantarius 25124 Cocos Gram + Negativo
Enterococcus sulfureus A36202 Cocos Gram + Negativo
No identificado 6a Bacilos Gram + Negativo
No identificado 6b Bacilos Gram + Negativo
No identificado 10p Bacilos Gram + Negativo

Se confirmé que todas las cepas estaban puras y poseian caracteristicas correspondientes a

bacterias acido lacticas.

5.1.2 Evaluacidn de actividad celulolitica por ensayo de aclarado de zona

Los resultados de la evaluacién de actividad enzimatica contra celulosa de las cepas

representativas de la coleccién después de 6 dias de incubacién se encuentran resumidos en la

tabla 8.
Tabla 8. Didmetro de los halos medidos (cm) en MRS-C con 6 dias de incubacién (promedio de al menos 4
determinaciones)
Cepa Identificacion Diametro del halo (cm).
Lactobacillus lilis3 0.16 £0.05
plantarum
Weisella confusa lilis 9 0.16% 0.05
Lactococcus lactis lilis36 0.45 £ 0.31
Lactobacillus lilis 39 0.19 £ 0.06
pentosus
Lactobacillus Lilis 44 0.20 £ 0.00
plantarum
Leuconostoc Tap 50 0.13 £0.05
argentum
Streptococcus sp. Amil47 0.25 £0.14
Streptococcus 25124 0.17 £0.06
infantarius
Enterococcus A36202 0.15 = 0.05
sulfureus
No identificado 62 0.20 0.09
No identificado 6b 0.18 £0.10
No identificado 10p 0.29 £ 0.09
Control Cellulomonas 1.33 £ 0.51
flavigena
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La actividad celulolitica fue muy baja respecto al control (Cellullomonas flavigena) para todas las
cepas, 10p y lilis 36 (Lactococcus lactis) presentaron los halos de mayor tamafio. Algunas

imagenes de las placas reveladas con Rojo Congo se observan en la Figura 6.

N

10P Lilis 36

\

Control+

Amild7
25124
Lilis 3

Figura 6. Halos formados por la actividad celulolitica de BAL del pozol en el medio HSH-C.

5.1.3 Evaluacion de actividad xilanolitica por técnica de inundado de
placa

Los resultados de la evaluacion de la actividad xilanolitica general de cepas aisladas

representativas de la fermentacion del pozol se encuentran en la Tabla 9.

Las cepas que presentaron mayor actividad de acuerdo con el tamafio de sus halos fueron: 10 p,
Enterococcus sulfureus (A36202), Streptococcus sp. (Amild7), Weissella confusa (lilis9) y S. infantarius
(25124), en orden creciente. Se observé que la mayoria de estas cepas presentaron didmetros de
halos mayores a los de la cepa de control positivo; sin embargo, es necesario aclarar que la cepa
control no se manejé bajo sus condiciones dptimas de crecimiento. Algunas imégenes de las

placas reveladas con lugol se observan en la Figura 7.
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Tabla 9. Didmetro promedio en cm. de los halos de actividad xilanolitica observados en MRS-X

Cepa Identificacion | Diametro  (cm) Diametro (cm)
después de 3 dias = después de 7 dias
de incubacion de incubacién

Lactobacillus lilis3 04 £ 017 0.43 +0.08
plantarum
Weisella confusa | lilis 9 226 £ 0.43 230 +0.14
(Weissella
confusa)
Lactococcus lactis  1ilis36 0.7+ 0.26 122 +0.14
Lactobacillus lilis 39 0.3 + 0.14 0325 *0.14
pentosus
Lactobacillus Lilis 44 0.45 £ 0.07 0.50 +£0.06
plantarum

Leuconostoc Tap 50 0 0

argentum

Streptococcus sp. | Amil47 143+ 0.21 2.23 +£0.06
Streptococcus 25124 2.66+£0.21 437 +£0.15
infantarius
Enterococcus A36202 1.53+ 0.55 223+0.74
sulfureus

No identificado 6a 0.9+0.14 0.87 +0.32
No identificado 6b 0.55+ 0.07 1.13 £0.55
No identificado 10p 1.35+ 0.07 217 £0.15

Control positivo Cellulomonas 1.2+ 0.28 22 +0.28

flavigena

Figura 7. Halos de actividad xilanolitica de LAB del pozol.
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5.1.4 Evaluacion del medio definido

Para corroborar el crecimiento a partir de un sustrato particular, es necesario disminuir al
minimo otros componentes que pudieran funcionar como fuentes de carbono, para lo cual se
prefiere el uso de medios definidos preparados a partir de compuestos simples o lo mas puro
posible. En el caso de las bacterias lacticas los medios definidos son complejos, ya que es
necesario incluir por separado cada base, vitamina o compuestos que requieren. El medio HSH
(Owens y Keddie, 1969) se disefi6 con esta idea y se ha reportado su uso para el caso de varias
bacterias lacticas (Zaunmdiller et al., 2006, Westby et al., 1993, Nuraida et al., 1992).

Se evalu¢ la capacidad para crecer en dicho medio definido de tres cepas detectadas con mayor
actividad xilanolitica y la cepa control utilizando 3 diferentes fuentes de carbono y como control
medio sin fuente de carbono, se consideré la presencia de turbidez y/o precipitado como

evidencia del crecimiento obteniendo los resultados recopilados en la Tabla 10:

Tabla 10. Crecimiento de diferentes cepas de la coleccion en medio HSH

Fuente de = Almidén | Glucosa Xilano Sin fuente de
carbono carbono

Cepa

Cellullomonas flavigena + ++ + B
Weissella confusa (L9) - ++ + }
Streptococcus ++ ++ + _
infantarius (25124)

10p - i + -

Crecimiento: Abundante (++), normal (+), ausente (-).

Se observ6 crecimiento de los diferentes microorganismos en el medio con glucosa, los
reportados como no amiloliticos, Weissella confusa (L9) y cepa 10 p, no crecieron en el medio con
almidon y en todos los casos se observé crecimiento en el medio de cultivo con xilano, lo que
corrobora lo anteriormente encontrado sobre que tenian actividad xilanolitica, ademas de que
para las cuatro cepas no hubo crecimiento ante la falta de fuente de carbono por lo que se eligi6é

el medio HSH para ser utilizado en el resto de los experimentos.

5.1.5 Crecimiento de S. infantarius 25124 en medio liquido HSH

Se seleccion6 a una de las cepas con mejores resultados en las evaluaciones previas para
demostrar que el crecimiento observado era debido a la fuente de carbono agregada y no a otros
componentes del medio de cultivo, por lo que se realizaron las cinéticas de crecimiento de S.
infantarius 25124 paralelamente en HSH-glucosa, HSH- xilano y en HSH sin fuente de carbono,

los resultados comparativos se encuentran graficados en la Figura 10.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de S. Znfantarius en diferentes medios de cultivo: HSH glucosa, HSH xilano y
HSH sin fuente de carbono incubados a 30°C sin agitacion (promedio de tres determinaciones).

El mismo microorganismo en el mismo medio de cultivo, pero sin fuente de carbono mantuvo su
poblacion constante hasta 12 h y luego comenzé la fase de muerte celular, a diferencia del
comportamiento con glucosa o xilano en los que la poblacion se fue incrementando conforme
transcurrié el tiempo de incubacién, con lo que se demuestra que es el xilano y no otros

componentes del medio de cultivo el que provoca el incremento en la biomasa.

5.1.6 Discusion de Etapa experimental 1

Todas las cepas utilizadas de la coleccion de bacterias aisladas del pozol presentan las
caracteristicas propias de las bacterias lacticas, son Gram positivas, de morfologia cocoide o
bacilar, catalasas negativas; su seleccién se basé en diversos estudios (Ampe et al. 1999, Escalante
et al., 2001) donde se expone la prevalencia de las mismas durante la fermentacion y en muestras
de diferentes productores. Debido a la variacion en el contenido de las BAL amiloliticas cuya
poblacion disminuye importantemente hacia el final de la fermentacién (Diaz et al., 2003),
mientras la cuenta de bacterias lacticas totales se mantiene alrededor de 108 UFC/mL, se
propuso que existen otras fuentes de carbono ademds del almidén que soportan tan alta

poblacion.

Siendo la hemicelulosa y la celulosa los sustratos en mayor concentracion después del almidén
(Watson, 1987; Englyst y Hudson ,1996; Hespell, 1998; Corsetti y Settanni, 2007), dichos sustratos
serian los candidatos como fuentes de carbono alternativas, de ahi la importancia de determinar
si las cepas que predominan durante la fermentaciéon de pozol poseen las herramientas
enzimaticas necesarias para su degradacién y obtencién de energia. Una vez estandarizadas las
técnicas para el tamizaje basado en actividad celulolitica y xilanolitica, se detect6 que la
mayoria de las cepas de la coleccién ensayadas presentaron una o ambas actividades enzimaticas

en algtn grado.
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Respecto a la actividad xilanolitica, se observé actividad medible desde 3 dias de incubacién en
el medio, siempre y cuando se realizara una preincubacién en el mismo medio para inducir la
actividad enzimaética, todas las cepas excepto Tap50 (Leuconostoc argentum) presentaron
actividad; las dos cepas con mayor tamafio de halo fueron Weissella confusa L9 y S. infantarius
25124, siendo el dltimo, un microorganismo detectado durante toda la fermentacién e incluso
con mayor actividad aparente respecto al control positivo (que recibié mismas condiciones que

BAL, no las ideales para su género).

En el caso de la actividad celulolitica, no se han encontrado reportes que indiquen este tipo de
actividad enzimatica para BAL aunque se han descrito secuencias putativas de celulasas en
algunos genomas de Lactococcus y Streptococcus (UniProtKB). Los halos debidos a esta actividad
fueron de mucho menor tamafio respecto al control, ademas de que se requiri6 al menos de 6
dias para poder tener halos observables. Las cepas con mejor comportamiento ante la celulosa
fueron 10p (no identificado) y lilis 36 (Lactococcus lactis), este comportamiento pudiera deberse a
la dificultad para hidrolizar el sustrato. Se seleccioné el medio definido HSH para continuar con

la experimentacién ya que permite flexibilidad en cuanto a la seleccion de fuente de carbono.

5.2 Crecimiento en medio liquido

Objetivo

e Realizar la cinética de crecimiento en medio definido con xilano o celulosa de las cepas
que presentaron mejor actividad en el tamizaje para elucidar su comportamiento
durante la fermentacién del pozol y compararlas.

5.2.1 Crecimiento en medio liquido con celulosa

Se utiliz6 medio definido HSH con 2-Hidroxietilcelulosa al 1% (p/v) y los microorganismos que
presentaron un mayor tamafio de halo en la evaluacion de actividad de las cepas de la coleccion:
Lilis36 (Lactococcus lactis) y 10 p (identificacion pendiente). Se determiné por pruebas
preliminares que la cinética de fermentacion en este medio de cultivo se tenia que seguir al

menos 72 h, los resultados de cada microorganismo se presentan por separado.

5.2.1.1 Cinética de crecimiento y analisis de carbohidratos de
Lactococcus lactis Lilis 36 en HSH-C

De acuerdo con la cinética de crecimiento de Lactococcus lactis Lilis 36 en medio con celulosa

graficado en la Figura 10, no se encontré diferencia significativa en la poblacién del
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microorganismo a lo largo de 72 h de fermentacién, por lo que el cultivo se mantiene estatico, si
bien no muere, tampoco se incrementa.

Los aztcares reductores de la misma fermentacioén (Figura 9) se encontraron en valores iniciales
de concentracién entre en un rango amplio (0.02 y 0.08 mg/mL) y durante el tiempo del
experimento no se observaron diferencias significativas en la concentracién de aztcares

reductores ni en el crecimiento del microorganismo.
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Figura 9. Cinética de crecimiento y concentracién de azucates reductores durante el desatrollo de Lactococcus
lactis Lilis 36 en en el medio definido HSH-C con 1% de Hidroxietilcelulosa como fuente de carbono, a 30°C.

5.2.1.2 Analisis de azucares y acidos por HPLC

Con el objeto de contar con un indicio sobre el posible consumo de celulosa (Hidroxietilcelulosa,
HEcelulosa), se estudiaron mediante HPLC los azticares y dcidos en los sobrenadantes del medio
definido HSH-C con hidroxietilcelulosa como tnica fuente de carbén. En todos los
cromatogramas obtenidos de los sobrenadantes durante la fermentacién de Lactococcus lactis
Lilis36 en HSH-C se detectaron los mismos compuestos: HEcelulosa , glucosa y un pico minimo

cuyo tiempo de retencién coincide con el de lactato, durante el tiempo de incubacién (Figura 10).

Se observaron cambios minimos de concentracién de glucosa, en el orden de las milésimas de
gramo, y se mantuvo en concentraciones cercanas a 6.5 ng/mL. También se detect6 la presencia
de 4cido lactico desde el inicio en concentraciones alrededor de 0.012mg/mL y hubo incremento
entre 30 y 48 h de fermentacién (0.034 mg/mL méaximo) que correspondié con un incremento en

el promedio de la cuenta de microorganismos (UFC/mL) y de azticares reductores; después de
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este tiempo la poblacién microbiana se mantuvo en estado estacionario y no se detect6 lactato en
muestras de tiempos posteriores.
Junto con los resultados de crecimiento se deduce que el microorganismo no fue capaz de usar la

celulosa como fuente de carbono. Un ejemplo de ello se muestra en la Figura 11.
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Figural 10. Cromatograma de muestra del sobrenadante del cultivo de Lactococcus lactis Lilis 36 a las 30 h después
de iniciar la fermentacion el medio definido HSH-C con 1% de Hidroxietilcelulosa como fuente de carbono, a
30°C.

5.2.1.3 Cinética de Crecimiento y analisis de carbohidratos de la cepa
10P en HSH-C

También se evalud el crecimiento de la cepa 10p (bacteria lactica no identificada, tabla 7,p45) en
HSH-HE celulosa, ésta presenté un comportamiento semejante al de Lactococcus lactis (L36); ya
que no se observaron cambios significativos en el crecimiento ni en la concentracién de azticares

reductores (Figura 11)..
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Figurall. Cinética de crecimiento de la cepa 10p y concentracion de azucares reductores en el medio HSH-C,
30°C, sin agitacion.

5.2.1.4 Analisis de azucares y acidos por HPLC

Los cromatogramas obtenidos del andlisis por HPLC de los sobrenadantes de la cinética de

crecimiento de la cepa 10 p en HSH-C fueron similares a los observados en la Figura 9. La
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glucosa se mantuvo constante durante toda la fermentacion, en concentraciones alrededor de 6.5
pg/mL. El lactato se empezé a detectar a partir de 12 h de fermentacién, alcanzando una
concentracion maxima de 0.016 mg/mL a las 24h. la concentracion del 4cido lactico producido

fue minima, lo que coincide con el crecimiento observado.

5.2.1.5 Discusion sobre el uso de celulosa por las cepas de bacterias
lacticas aisladas del pozol.

Para las pruebas en medio definido con celulosa como fuente de carbono, se seleccionaron dos
cepas que presentaron la mayor actividad enzimética de acuerdo con ensayo realizado en la
secciéon 5.1.2; Aunque los resultados no fueron muy favorables se decidi6 realizar el anlisis
completo de las muestras para verificar la poca actividad presentada y que no fuera debida a
causas aleatorias. Para ambos microorganismos, Lactococcus lactis Lilis36 y la cepa 10P, se
observé poca variacion en cantidad de microorganismos y aztcares reductores durante toda la
fermentacion; sin embargo, las mismas cepas presentaron crecimiento en HSH-glucosa.

El pH fue determinado en el sobrenadante del medio fermentado, pero no se observé ninguna
variacién a lo largo del tiempo ya que el pH del medio esté equilibrado con un buffer.

En ningtin caso se observé desarrollo significativo de los microorganismos en el medio HSH con
celulosa, pero éstas si crecieron en el mismo medio con glucosa, por lo que se concluye que, es
posible que las BAL aisladas del pozol analizadas no son capaces de usar la celulosa.

Seria necesario realizar estudios mas detallados con un mayor nimero de cepas para determinar

el papel de la celulosa durante la fermentacién del pozol.

5.2.2 Crecimiento en medio liquido con xilano

Se sigui6 la cinética de crecimiento de los microorganismos con mayor tamafio de halo en las
cajas con el medio HSH-X (Tabla 9) seleccionando uno amilolitico (S. infantarius 25124) y otro no
amilolitico (W. confusa Lilis9). Se seleccion¢ el xilano de abedul para esta etapa experimental
debido a que es un sustrato comtinmente utilizado para la deteccién de actividad xilanolitica, su
composicion sencilla y libre de ramificaciones facilita ademas su degradacién y accesibilidad a
las enzimas (Bailey et al., 1992, Biely, 1993, Sheehan, 2010, Chen et.al, 2013). Los resultados se

presentan por separado para cada microorganismo.

5.2.2.1 Crecimiento de Weissella confusa Lilis 9 en HSH-X

En la Figura 12 se observa la cinética de crecimiento y la concentracién de aztcares reductores de

la fermentacion de Weissella confusa Lilis 9 en HSH-X, el cultivo a pesar de haber sido
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preincubado en xilano, permanecié en fase Lag las primeras horas después de haber sido
inoculado en medio fresco. Se observa que la fase exponencial de crecimiento inicia a partir de
las 4.5 h, incrementando su poblacién en un ciclo logaritmico en 6h y en 2 ciclos después de 24h;

a partir de los datos se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento siendo ésta p = 0.6508 h.
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Figura 12. Cinética de crecimiento y concentracion de azucates reductores de Weissella confusa Lilis 9 en medio
HSH con xilano de abedul. 30°C, sin agitacion

En los aztcares reductores se observé un aumento en la concentracién de 96.4 a 114.20 pg/ mL
durante las primeras 6 h, luego una ligera disminucién y un incremento importante entre las 9y
12h de 94.6 a 157.6 pg/ mL cuando se ha alcanzado la fase estacionaria de crecimiento.

Estos pardmetros indican que Weissella tiene la capacidad de desarrollarse con xilano como
sustrato para el crecimiento, y ademas libera aztcares como resultado de la actividad enzimética.
El pH se mantuvo constante durante el tiempo de la fermentacién debido a que el medio minimo

utilizado contiene buffer de fosfatos.
5.2.2.2. Crecimiento de Streptococcus infantarius 25124 en HSH-X

S. infantarius 25124 inici6 su fase de crecimiento exponencial después de ser inoculado, y se
estabiliz6 el crecimiento al alcanzar la fase estacionaria alrededor de las 12 h, a partir de estos
datos se calcul6 su velocidad de crecimiento que fue p=0.1606 h -, su poblacién aument6 en una

unidad logaritmica durante las primeras 12 h (Figura 13).
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Figura 13. Cinética de crecimiento de S. znfantarins 25124 en el medio HSH-X. 30°C, sin agitacion.

Los azticares reductores expresados como equivalentes de xilosa disminuyeron a patir de las 3 h
de incubacion desde concentraciones alrededor de 95 pg/mL a 61.9 pg/mL, una disminucién de

33.4%; después de las 12 h se observaron variaciones minimas en su concentracion (Figura 14).
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Figura 14. Concentracién de azucares totales y reductores a lo largo de la fermentacion de de S. infantarins 25124
en el medio HSHS-X.

La concentracion de aztcares totales disminuy6 rapidamente entre las 4.5 y 6 h y luego hubo una

disminucién continua el resto de la fermentacion, variando desde 9.28 + 0.39 hasta 7.87 + 1.08

mg/mL; lo cual representa un consumo de 15.21% de aztcares totales a lo largo de 48 h (Figura

14).

El consumo de carbohidratos parece estar asociado al crecimiento, a partir de 3h de fermentacién

comenzo la fase exponencial y hubo una disminucién en la concentracién de aztcares reductores,
aunque éstos se mantuvieron constantes en las muestras tomadas después de 9 h. Los aztcares

totales continuaron disminuyendo a medida que aumento la poblacion.
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5.2.2.3 Discusion de la fermentacion en medio con xilano de abedul

Se obtuvieron resultados favorables en las fermentaciones de xilano con las dos cepas utilizadas,
las cuales presentaron valores altos en la evaluacién de actividad enzimatica respecto del control.
En la Figura 15 se expresan los datos de crecimiento de los 2 microorganismos; aunque Weissella
confusa Lilis 9 tardé mas en adaptarse, crecié6 mas rdpidamente, su velocidad de crecimiento se
calcul6 en p = 0.6508 h 7, aproximadamente 5 veces més rapido que el de Str inf. 25124 (1=0.1606
h ') ademas de que su poblacién se increment6 en 2 unidades logaritmicas, en tanto que S.
infantarius 25124 no presentd periodo de adaptacion, crecié con menor rapidez, pero después de

24 h siguid incrementdndose su poblacion.
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Figura 15 . Cinéticas de crecimiento de W. confusa 1.9 y S. infantarius 25124 en el medio HSH-X

Los aztcares reductores en las fermentaciones de S. infantarius 25124 disminuyeron
gradualmente a partir de 3 h de fermentacién (Figura 14) alcanzando valores minimos cercanos a
60 pg/mL al igual que los aztcares totales presentaron una disminucién constante a partir de 3 h
de fermentacién, mientras que en el cultivo de Weissella confusa, hubo un incremento a partir de
las 12 h indicando la posible liberacién de xilosa u oligosacaridos (Figura 12).

Ambos cultivos ensayados presentaron actividad enzimética de xilanasa ya que crecieron
utilizando xilano de abedul como tnica fuente de carbono. En el cultivo de Weissella confusa Lilis
9 se observo la liberaciéon de azicares reductores y su acumulacién, mientras que en el de S.
infantarius 25124 no se acumularon, posiblemente debido a su consumo inmediato.

Con estos experimentos se logré conocer un poco mejor a dos cepas frecuentemente
halladas en el pozol. A partir de este punto se decidi6 continuar trabajando tnicamente

con S. infantarius 25124 que es una cepa detectada con mucha frecuencia en muestras

de pozol.
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5.3 Extraccion y caracterizacion de arabinoxilano de maiz

Objetivo:
¢  Obtener arabinoxilano de nejayote con caracteristicas similares a las del maiz
e Verificar su pureza mediante IR

5.3.1 Extraccion de AX del nejayote

Se obtuvo como producto de la extraccion, un polimero pegajoso color café que una vez seco era
poco flexible y quebradizo. Los rendimientos de recuperacién fueron de 0.18 £ 0.23 % (W/V)
mucho menores que los reportados para la técnica (Carvajal et al.,, 2007), dicha variacion fue

dada posiblemente por la variabilidad y poca homogeneidad entre lotes de nejayote. Algunos

detalles de la extraccién se observan en la Figura 16.

Figura 16. Separacion de sedimentos del nejayote, formacion del gel, xilano filtrado, xilano seco.
5.3.2. Caracterizacion del AX aislado del nejayote por FT-IR

En la Figura 17 se muestra el espectro de FT-IR (Infrarojo por transformada de Fourier) por
reflectancia ATR del arabinoxilano de maiz extraido del nejayote, en la que se observan dos
sefiales importantes, una alrededor de 3300 que corresponde a la sefial emitida por los radicales
hidroxilos, componentes de los azticares, y otra en 1020 que corresponde al enlace C-O

encontrado frecuentemente en las hemicelulosas.
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Figura 17. Espectro FT-IR del arabinoxilano de maiz extraido de nejayote.

En la Tabla 11 se resume la interpretacion de las sefiales obtenidas en el espectro.

La sefial principal en 1022 cm ! es distintiva de las hemicelulosas y es debida al doblamiento del
enlace C-OH. La siguiente banda de importancia en el espectro es la localizada en 3316 cm ™! que
es debida al estiramiento del enlace C-OH de los alcoholes y muy asociada a los grupos
glucosidicos, las bandas alrededor de 860, 1022, 1073,1147, 1361, 1606 son frecuentemente

visibles en arabinoxilanos.

No se observa la banda que caracteriza al agua absorbida por el polimero en 1635-1637 cm'!

(Kacurakova et al., 1994) y aparentemente, la muestra no esta contaminada con proteinas ni con
lignina que darian varias sefiales distintivas en la regién 1700-1500 y proteinas: 1654 y 1539 cm ™
(Kacurakova et al., 1999); la sefial presente en 1606 podria ser atribuida al acido fertlico ya que,

ademas se observa una sefial en 1413 que podria ser asociada a enlaces tipo C=C aromaético.
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Tabla 11. Interpretacion de las sefiales del espectro FT-IR del xilano de maiz extraido de nejayote.

Sefial Interpretacion Referencia
3316.41 Estiramiento de OH caracteristico de grupos i Eleamen et al., 2010 //Sun et al.,
glucosidicos, asociado a grupos polates unidos i 1998/ /Silverstein et al..1981 //Sun
mediante puentes de hidrégeno intra e et al., 2005
intermoleculares.
2922.93 C-H de alquilo (sp?), estiramiento de CH
relacionado con grupos CH2-CHs. Silverstein et al.,1981/// Egtés et
al., 2014/ /Eleamen et al., 2010
1606.07 Asociado a hemicelulosas, puede estar Sun etal., 1998//Sun etal.,
relacionado con agua absorbida, grupo 2005/ /Coates, 2000/ / Kacuracova
carboxilato o anillo del 4cido ferulico etal., 1999
1413 Plegamiento CH2, asociado a carboxilato(sal Sun et al., 1998/ /Coates,
de 4cido), CH de alcano o C=C aromatico 2000/ /Silverstein et al., 1981
1363 Plegamiento de CHz y OH en celulosa, Sun,et al., 1998/ / Kacuracova,
hemicelulosa, OH terciario o fenol. 1994/ / Coates, 2000
1255 Plegamiento de C-H , estiramiento ¢-OH Sun et al., 1998//Coates ,2000
Aril-O de éteres aromaticos.
1147 Estiramiento de C-O, C-O-Cy plegamiento de Eleamen, et al., 2010 //Sun et
C-OH en arabinoxilanos-hemicelulosas al.,1998//Coates, 2000/ /
Silverstein et al., 1981// Egtiés et
al., 2014
1073 Estiramiento C-O-C de éteres o enlaces Sun et al., 2005/ /Coates, 2000/ /
glucosidicos; Asociado a hemicelulosas Silverstein et al., 1981
//Kacuracova,1994
1022 Plegamiento de C-OH en hemicelulosas. Eleamen etal., 2010 // Sun, etal.,
1998/ /Kacuracova et al., 1999,
Kacuracova, 1994,
860 Enlaces Bglucosidicos en hemicelulosas// Sun etal,, 2005// Egtés et al.,
anillo furanoide (arabinofuranosa) 2014// Kacuracova et al., 1999.
572 CCO vibracién Kacuracova et al., 1999
522 CCO vibracién Kacuracova et al., 1999
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También se realiz6 la determinacién de aztcares reductores en esta muestra de polimero
liofilizado, obteniendo un valor de 7.71 ugmg/mg xilano, por lo que se calcula que los extremos
reductores presentes o azticares libres coextraidos equivalen a menos del 1% de la muestra y nos

da una idea de la integridad del polimero.
5.3.3 Discusion de caracterizacion de arabinoxilano de maiz

La extracciéon de arabinoxilano de maiz extraido del nejayote no result6 ser un proceso muy
eficiente debido a los bajos rendimentos; el producto obtenido es arabinoxilano, sin proteinas u

otros azucares co-extraidos.

El espectro de IR obtenido corresponde con lo esperado para un polisacdrido de las
caracteristicas del arabinoxilano (hemicelulosa), ademés es similar a los espectros de otros
xilanos obtenidos de maiz como el presentado por Eleamen et al. (2010) de olote en polvo (Figura
18) en la que se observan los mismos patrones de sefiales con algunas pocas diferencias debidas
al origen de la hemicelulosa y por tanto su composicién. No se observé la presencia de sefiales

que indiquen posibles contaminantes de la muestra.
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Figura 18 Espectro FT-IR del arabinoxilano de olote (Eleamen, 2010).

5.4 Evaluacion del crecimiento en medio liquido con
arabinoxilano de maiz

Objetivo:

Realizar la cinética de crecimiento, cuantificar los metabolitos producidos y medir la actividad
enzimatica de S. infantarius 25124 en medio definido con arabinoxilano de maiz extraido de
nejayote para emular al arabinoxilano en la masa de nixtamal, comparando ademas su

comportamiento con xilano de abedul.
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5.4.1.1. Crecimiento en arabinoxilano de maiz al 1%

Se sigui6 el mismo procedimiento de preparacién del medio de cultivo HSH que con el xilano de
abedul, utilizando arabinoxilano extraido de nejayote al 1% p/v, el caldo tenia un aspecto turbio
blancuzco.

Se observ6 un incremento importante en la poblacién desde la inoculacién, no hubo fase lag, el
cultivo entré directamente a la fase Log de crecimiento que dur6 hasta las 12h, cuando empez6 la
fase estacionaria que duré 12 h més, hasta las 24 h cuando empez¢ la fase de muerte celular. Con
este sustrato la poblacién incrementé 3 unidades logaritmicas en sélo 7.5 h alcanzando el
méximo a las 12 h (Figura 19). La velocidad de crecimiento se calcul6 en p=0.651 hr *; 4 veces

mayor que en xilano de abedul.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de S. infantarins 25124 en medio HSH con arabinoxilano de maiz al 1%. 30°C.

El comportamiento de los azticares reductores (Figura 20) fue muy distinto respecto al de xilano
de abedul, durante la fermentacion de arabinoxilano se generaron mas azticares reductores que
los presentes inicialmente lo que indica que hubo hidrélisis del mismo a diferencia del xilano de
abedul en que sélo se consumieron los aztdcares presentes. La concentraciéon se incrementé desde
123.3 hasta 440.2 pg/mL en 4.5 h, un incremento que equivale a 3.6 veces su concentracién inicial,
la concentracién luego disminuyé constantemente hasta las 12 h en que se alcanzaron valores
muy bajos (58.1 pg/mL en promedio), esta disminucién representa una disminucién de 86.84%

de la concentracién méaxima.
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Figura 20. Concentracién de azicares totales y reductores durante el crecimiento de S. infantarins 25124 en
HSH- Arabinoxilano de maiz(1%).

Los aztcares totales disminuyeron de manera constante desde 9.11+ 0.66 a 5.1 £0.62 mg/mL de
azucares equivalentes de xilosa (44.04% de consumo) en 48 h, siendo el descenso maés abrupto

durante las primeras 9 h.

5.4.1.2. Crecimiento en arabinoxilano de maiz al 2%

Se realizaron fermentaciones en arabinoxilano de maiz al 2 % de concentracidn, este medio
present6 dificultades para su preparacién y para el tratamiento de las muestras fermentadas por
su alta viscosidad. El comportamiento en este medio fue muy similar al encontrado utilizando
xilano de maiz al 1 %, la fase exponencial de crecimiento se observé desde las 3 hastalas 9 h y se
calculo la velocidad de crecimiento en p=0.8794 h I; mayor que en 1% de concentracién y 5.5
veces mas que en xilano de abedul. La fase estacionaria como se observa en la Figura 21, se
mantuvo desde las 9 hasta las 24 h y la poblacién se increment6 en 3 unidades logaritmicas

también en 7.5 h alcanzando el valor méximo a las 9 h.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de S. infantarins 25124 en medio HSH con arabinoxilano de maiz al 2%, 30°C.
Los aztcares reductores se comportaron igual que en el caso del xilano de maiz al 1%, hubo un
incremento en la concentracién de los mismos las primeras 4.5 h desde 171.27 hasta 448 pg/mL

(Figura 22), aumentando 2.6 veces su concentracién y posterior reduccién constante hasta las 24
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h en que se alcanzan valores minimos (95.4 ng/mL en promedio), esta disminucion representa

una disminucién de 78.69% respecto de la concentraciéon méaxima.
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Figura 22. Concentracién de azdcares reductores y totales durante el crecimiento de S. znfantarius 25124 en el
medio HSH Arabinoxilano de maiz 2%. 30°C.

Los aztcares totales presentaron la tendencia a disminuir y se detect6 el consumo de 6.4 mg/mL
en 48 h, que, aunque en apariencia es un consumo bajo, representa una disminucién de 29.72 %,

es posible que se dificultara su disponibilidad por la alta viscosidad del medio.

5.4.1.3 Discusion y comparacion del crecimiento de S. infantarius
25124 entre medios de cultivo con xilano de abedul y arabinoxilano de
maiz

Se encontr6 que el arabinoxilano de maiz es un sustrato adecuado para el crecimiento de S.
infantarius 25124 , el crecimiento parece estar asociado con el rdpido consumo de aztcares
durante las primeras 12 h (Figuras 20 y 21); durante las fases estacionaria y de muerte celular, el
consumo de aztcares continué aunque con menor velocidad, ya que la poblacién seguia siendo
alta (alrededor de 9 Log UFC/mL).

También se encontrd relacion con los aztcares reductores, ya que cuando éstos decrecen a
valores minimos después de 12 h de fermentacién, el cultivo comienza su decaimiento, es
posible que la incapacidad de generar mas aztcares libres sea la limitante para el mantenimiento
del cultivo.

Las fermentaciones en arabinoxilano de nejayote al 2% tuvieron un comportamiento similar y se
observa una mejor proporcionalidad entre el crecimiento y concentracién de azticares reductores,
una vez que éstos alcanzaron el valor minimo a las 24 h, la poblacién empieza a disminuir como

se observa en las Figuras 21 y 22.

Existe una diferencia muy clara respecto al comportamiento de S. infantarius 25124 en xilano de

abedul y arabinoxilano de maiz (Figura 23), en el segundo ya fuera al 1 o 2% presenté un
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crecimiento muy rapido (u=0.651 y 0.8794 h -'respectivamente) la poblacién se increment6 en 3
unidades logaritmicas en 12 h de incubacién, una velocidad de crecimiento de casi 5 veces mas
grande que en xilano de abedul (n=0.1606 h ).

No se esperaba una diferencia tan importante entre los dos sustratos, ya que, tedricamentea el
xilano de abedul es méas facilmente degradable por la sencillez de su estructura y composicién,
aunque cabe recordar que este microorganismo fue aislado de pozol y es muy probable que
contenga todas las enzimas necesarias para la degradaciéon completa del xilano de maiz aunque
éste tenga una estructura mas compleja, contiene otros azticares que pueden ser asimilados para

el crecimiento.

El tratamiento de nixtamalizacién puede ser determinante para hacer més disponible al xilano
del maiz para su hidrélisis y fermentacién ya que es necesario un pretratamiento de las capas
externas del maiz para posibilitar su bio-procesamiento para la produccién de biocombustibles,
prebidticos u otros productos biolégicos (Alonso et al., 2001) ya sea por tratamiento enzimatico
con celulasas y hemicelulasas o hidrélisis quimica o fisica . Con el tratamiento térmico alcalino
de la nixtamalizacién se provoca una discontinuidad en la estructura de la lignina y su unién con
los carbohidratos, removiendo acetilos y acidos, facilitando el acceso de las enzimas. (Agbor et

al., 2011)
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Figura 23. Cinética de crecimiento compatativa de S# infantarius 25124 en el medio HSH con diferentes xilanos.

Otra diferencia la encontramos en que mientras que en el arabinoxilano de maiz después de 24 h
comienza a decaer la poblacién, en xilano de abedul el crecimiento contintia, este
comportamiento podria explicarse por los cambios en azicares reductores y totales en los
distintos medios de cultivo.

Los aztcares totales disminuyen en todos los casos, pero en la fermentacion de xilano de abedul
se consumieron menos que en el xilano de maiz al 1 6 2 % en los que se consumieron en igual
medida, aproximadamente 30% de los aztcares iniciales, la viscosidad del medio fue un factor

importante que podria impedir un mayor y mejor consumo de carbohidratos.
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En cuanto a los azticares reductores, es evidente que en el xilano de abedul s6lo se consumieron
los azticares presentes (Figura 24), mientras que en el caso del xilano de maiz se liberaron entre
2.6 y 3.6 veces el valor inicial y fueron consumidos casi en su totalidad cuando la poblacién
empez6 a decrecer. En la fermentacién al 2% en xilano de maiz, los azticares reductores duraron

mas tiempo, extendiendo también la fase estacionaria del cultivo.

600
= 5o T®—xilano maiz 1% ={I=xilano maiz2% - =xilano abedul

0 3 6 9 121518 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54
Tiempo (h)

Figura 24. Concentracion de azicares reductores presentes en el crecimiento de 5. znfantarius 25124 en el medio

HSH con diferentes xilanos.

Al haber concentraciones muy bajas de aztcares reductores casi desde el inicio de la
fermentacion en xilano de abedul y crecimiento, no podemos asociar tinicamente la liberacion de
azucares reductores con el crecimiento, es probable que la hidrodlisis fuera tan rdpida como el
consumo y no fueran detectables los productos de la hidroélisis, en cambio los aztcares totales

pueden asociarse mejor con el crecimiento.

5.4.2.1 Analisis de azucares por TLC

Esta técnica se aplicé a muestras de las fermentaciones para detectar los azicares liberados
durante la fermentacién ,asi como a los xilanos de maiz y abedul integros y tratados por
hidrdlisis acida y enzimadtica para intentar carcaterizar sus componentes. En el andlisis de
azucares por TLC , se probaron distintas condiciones de polaridad del eluyente, para intentar
hacer eluir a los xilanos del punto de aplicacién, sin embargo, se observaron resultados
semejantes, sin lograr la elusion completa del xilano debido a su alto peso molecular.

Al utilizar la mezcla: n-butanol : 4cido acético: agua 4:5:1 como eluyente se obtuvo la placa de la
Figura 25, en la que se observa una buena separacion de los estdndares (carriles 1,2,3), sin
embargo, no se logré la elusiéon de ninguno de los dos xilanos con las condiciones de polaridad
utilizadas (carriles 4 y5).

En los siguientes carriles se observan las muestras concentradas de distintos tiempos de

fermentacion en xilano de maiz y se distinguen 3 compuestos en el tiempo 0y 4.5 peronoen24 h
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de fermentacion (carriles 6,7,8 respectivamente), éstos compuestos ademads no corresponden con
ninguno de los estdndares de monosacaridos que se esperaria encontrar. También se observé en
estas muestras de la fermentacién, que parte de las mismas fue retenida en el punto de
aplicacion.

La muestra de la hidrdlisis acida de arabinoxilano de maiz corrié de manera difusa (carril 9), se

observan sefiales que corresponden a arabinosa y otros compuestos de mayor peso.

Figura 25.Cromatoplaca No. 1 Sobrenadantes de la fermentacién en HSH-XM vy estandares.

Eluyente n-butanol:Ac acético: agua 4:5:1 .Revelador : Azucares (ver 4.3.6.2). carril 1, L=Lactato; 2, X= Xilosa;
3,A = Arabinosa; 4, G= Galactosa; 5, XA = Xilano de abedul; 6 ,XM= Arabinoxilano de maiz; carriles 72 9 =
sobrenadantes de la fermentaciéon en HSH-XM de 0,4.5 y 24 h; 10, HA= Xilano de maiz por hidrolisis acida.

Se repitieron las condiciones del ensayo, pero haciendo 10 aplicaciones para concentrar las
muestras e introduciendo la placa dos veces en la cdmara de saturaciéon. En esta placa se
incluyeron muestras de medio de cultivo sin centrifugar (XM), muestras concentradas de la
fermentacion, hidrolizados mediante enzimas de xilano de abedul y maiz y muestras de
fermentacion no concentradas.

Se puede observar una diferencia entre el medio de cultivo estéril y el inoculado en el tiempo
cero (Figura 26, carriles 1 y 2), la diferencia fue causada por la centrifugaciéon al medio de cultivo
inoculado para separar las células con la que ademds se separan fragmentos de xilano en
suspension, mientras que, en el medio de cultivo, el xilano fue forzado a mantenerse en solucién.
Se corrobor¢ la presencia de al menos 3 compuestos que eluyen en el tiempo cero y 4.5 h, se
observaron mas tenues a las 9 h y en muestras posteriores no se observan (Carriles 1,3-6). En las
muestras no concentradas de la fermentacion, sélo se distinguen algunos aziicares en el tiempo

cero (carriles 9-11).
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Figura 26 .Cromatoplaca No.2. Sobrenadante de Fermentacién en HSH-XM y estandares.

Eluyente n-butanol:Ac acético: agua 4:5:1 .Revelador : Azdcares. Carril 2 XM= Medio de cultivo
(HSHXM1%); Carriles 1 y3a 6 = Sobrenadantes de Fermentacién en HSH-XM concentrada tiempo: 0, 4.5,9,
12, 24h respectivamente; catril 7, XM —HE= Xilano Maiz enzimaticamente tratado; carril 8, XA-HE = Xilano
de abedul enzimaticamente tratado; carriles 9 a 11= Sobrenadante de Fermentacién en HSH-XM 0,9y12 h
respectivamente.

Las muestras de xilanos sometidas a hidroélisis enziméatica (carriles 7 y 8) presentaron perfiles
distintos entre si, coincidieron en un azicar con Rf muy alto pero en el xilano de maiz se observa
s6lo otro compuesto y xilano mientras que en la hidrélisis enzimética de xilano de abedul se
observan otros productos de diferentes tamatfios. Este resultado concuerda con el obtenido en el
analisis por HPLC, pero por CCF se logran separar compuestos de alto peso molecular que en la
otra técnica no se alcanzaron a resolver.

Los aztcares presentes en el medio de cultivo son distintos de los detectados en las hidrélisis

enzimaticas y no se detect? la liberacién de monosacaridos a lo largo de la fermentacion bajo las

condiciones de analisis utilizadas.

5.4.2.2 Analisis de Compuestos fenolicos por TLC

Se utiliz6 el mismo sistema de eluyentes, pero utilizando el revelador de DPPH (Img/mL en
metanol) con el cual se visualizan los compuestos de actividad antioxidante p.e. polifenoles para
conocer si se encontraban libres en el xilano sin tratamiento o si hubo liberacién durante la
fermentacion de este tipo de compuestos (4cidos fertilicos). Se ha reportado que los acidos di y
tri-fertilicos en los arabinoxilanos se encuentran siempre unidos a la arabinosa, por lo que su
presencia podria indicar indirectamente que se estdn consumiendo tales pentosas mientras se
liberan &cidos ferdlicos. Se aplicaron muestras de diferentes tiempos de fermentacién en
arabinoxilano de maiz concentrados, no concentrados, estindares de &cidos feralico y cumadrico

y el medio de cultivo estéril (Figura 27).
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Figura 27 . Cromatoplaca No. 3. Sobrenadantes de Fermentacién en HSH-XM. Eluyente: n-Butanol:Acetico:
Agua, 4:5:1.revelador:DPPH. En el recuadro, compueto fendlico encontrado en XM. Carriles 1, 12y 13 Fe,
Cu= Estandares de 4cidos ferulico y cumarico; cartiles 2 a 5,= Sobrenadantes de fermentacién en HSH-XM
concentrada tiempo: 0, 4.5,9, 12 h; carriles 6 y 7 = sobrenadantes de tiempo 0 y 9 h de fermentacion en
HSH-XM 8 Agosto ; carril 8§, XM= Medio de cultivo (HSHXM ,1%); carriles 9 a 11= sobrenadantes de
Fermentacién en HSH-XM tiempo 0, 6 y 12 h de fermentacion 22-abril.

No se logré detectar a los acidos ferdlico y cumarico libres (carriles1,12 y13) en sobrenadantes
concentrados y sin concentrar (carriles 2-5 y 6,7 ,9-11 respectivamente), tampoco se detect6 en el
medio de cultivo con xilano de maiz(carril 8); se observé 1 compuesto polifenélico en todas las
muestras de fermentacién y en el medio de cultivo (indicado en un recuadro, Figura 27) que no
corresponde a acido fertlico ni cumdrico libres, los cuales recorrieron casi toda la placa .

En otro experimento, se concentraron las muestras haciendo 10 aplicaciones en la placa, usando
el mismo sistema de eluyentes, pero se introdujo la placa 2 veces a la cdmara de saturacién. Se
observaron en todas las muestras de sobrenadantes de la fermentaciéon en arabinoxilano, 2

compuestos, uno con Rf de 1 cm y el segundo con Rf de aprox 4.5 cm. (Figura 28).

Figura 28. Cromatoplaca No. 4. Sobrenadantes de Fermentacion en HSH-XM.Eluyente: n-Bu:Acetic: Agua,
4:5:1.revelador. DPPH; columna 2, XM= Medio de cultivo (HSHXM1%); columnas 1,3 a 6= Sobrenadantes de
Fermentacién en HSH-XM concentrada tiempo: 0, 4.5,9, 12 h; columna 7, XM -HE = Xilano Maiz
enzimaticamente tratado; columna 8, XA-HE= XilanoAbedul enzimaticamente tratadojcolumnas 9 a 11=
sobrenadantes de Fermentacion en HSH-XM 22-abril tiempo: 0,9, 12 h.
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En la muestra de hidrélisis enzimatica de xilano de abedul (carril 8) no hay ninguna sefial, como
se esperaba ya que no se ha reportado la presencia de acidos fendlicos asociados al xilano de
abedul, mientras que en la hidrdlisis enzimatica de arabinoxilano de maiz (carril 7) sélo se
observa el compuesto més ligero con mayor Rf. Este resultado puede indicar que al realizar
hidrolisis con la enzima de A. nidulans (act. Xilanasa y feruloil esterasa) se elimina el compuesto
de mayor peso molecular que incluye un polifenol y que aparece alrededor de 1 cm sobre el
punto de aplicacién, dicha actividad no esta presente durante la fermentacién con S. infantarius
(carriles 1, 3-6, 9-11) por lo que podria asumirse que este microorganismo no posee dicha

actividad enzimatica.

5.4.2.3 Discusion TLC

Se esperaba encontrar arabinosa y xilosa en las diferentes muestras de sobrenadantes del medio
de cultivo, sin embargo, la resolucién con el sistema de elusién propuesto no fue suficiente para
observar los monosacéridos previamente mencionados. En cambio, los oligosacaridos que se
separaron con esta técnica y fueron detectados las primeras horas de fermentacién no pudieron
ser separados utilizando las condiciones preestablecidas del HPLC, por lo que es recomendable
complementar los resultados de ambos anadlisis. Hay presencia constante de polifenoles unidos a
azlcares que no varian durante la fermentacién; al usar la enzima especifica para escindir al
acido ferdlico, las bandas observadas en las muestras desaparecieron, sugiriendo que dicha

actividad enzimatica esta ausente del cultivo de S. infantarius 25124.

5.4.3 Analisis de productos de fermentacion

5.4.3.1 Analisis de productos de la fermentacion por HPLC

En las fermentaciones de arabinoxilano de maiz (Figura 29) se detectaron dos compuestos o
sefiales no identificados a las 4.5y 6 h de fermentacién que se mantuvieron hasta el final de la
misma (t de retenciéon de 9.0 y 10.9min) y otro més con tiempo de retencién de 10.0 min después
de 30h de fermentacién. Estos pudieran corresponder a productos de hidrélisis del arabinoxilano,
ya que no corresponden a ningtin monosacarido y no fueron detectados en las fermentaciones de

xilano de abedul (Figura 30).
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Figura 29. Perfil de HPLC de S#rinfantarius 25124 en HSH-X maiz de sobrenadantes de: A) 3, B) 12y C) 30 h,
con flechas se indican compuestos emergentes y Ct son los compuestos de concentracion constante. Tiempos
de retencién: Xilano =6.3 min, Ac. Lictico=12.8 min, Ac. Acético= 15.3 min, Etanol =17 min.

Los perfiles de ambas fermentaciones son muy similares, coincidieron en 2 sefiales de
componentes del medio de cultivo que tuvieron areas similares y constantes a lo largo de las
fermentaciones. Las tltimas tres sefiales (Figuras 30 A, 30 B y 31B ,31 C) corresponden a los
productos de fermentacién: lactato, acetato y etanol y con sus &reas se calcularon las

concentraciones de los metabolitos.
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Figura 30. Perfil de HPLC de los sobrenadantes de la fermentacién de xilano de abedul en el medio HSHX
potStr infantarius 25124.Sobrenadantes de: A) 3, B)6 y C)9 h de fermentaciéon. Ct son los compuestos de
concentracion constante. Tiempos de retencién: Xilano =8.2 min, Ac. Lactico=16.6 min, Ac. Acético= 20.1

min, Etanol =22.2 min.

En la grafica de la Figura 31 se representaron los datos de los productos de la fermentacién
generados en arabinoxilano de nejayote. Se produjeron concentraciones equimolares de 4cido
lactico y etanol durante las primeras 12 h de fermentacién, tiempo en que los aztcares
reductores disminuyeron al minimo, manteniéndose en bajas concentraciones (Figura 20 p62) de
igual manera se alcanzé un maximo desde las 7.5 h, con valores en ambos casos de: 23.28 £ 2.93 y
23.84+ 4.36 pmoles/mL respectivamente. Este comportamiento es el esperado para este tipo de
fermentaciones basadas en la ruta de la fosfocetolasa, ya que, por cada mol consumido de
pentosa, se producen un mol de etanol o de acetato y un mol de lactato (Kandler, 1983). Las

condiciones del medio eran microaerofilicas, ya que no se agito.
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Figura 31. Acido lactico, acético y etanol producidos durante el crecimiento de S. infantarins 25124 en HSH con
arabinoxilano de nejayote 1%.

A partir de las 24 h se observé una concentracién menor de etanol, la cual podria deberse a la alta
volatilidad del compuesto y al manejo de muestras, ya que son manipuladas de distintas
maneras para prepararlas para este andlisis (congelar, descongelar, centrifugar, transvasar,
filtrar).

El acetato que es parte de los componentes del medio de cultivo fue detectado en
concentraciones muy bajas (0.049 pmoles /mL en promedio) y aunque su concentracion se
increment6 desde las 12 h de fermentacién, alcanzé valores maximos hasta las 30 h y sélo fue de

0.15 pmoles /mL.
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Figura 32. Acido lactico, acético y etanol producidos durante el crecimiento de S. /25124 en HSHX abedul
1%.

En las fermentaciones en xilano de abedul se observé una menor concentracién de productos de
fermentacion, los cuales se empezaron a detectar a partir de las 3 h (Figura 32), se observé una
produccion importante de acido lactico entre las 7.5 y 9 h de fermentacion, sin embargo, sélo se
detectaron como méximo 10.1+ 1.22 umoles /mL y 6 + 0.75umoles /mL de etanol; menos de la
mitad de lo producido en la fermentacién de xilano de maiz. Estos resultados concuerdan con la

diferencia de biomasa producida y aztcares totales consumidos, que son menores al utilizar
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xilano de abedul como sustrato.
En estas fermentaciones también se perdié etanol en las muestras con més tiempo de
fermentacion y el acetato se detecté en concentraciones muy bajas (0.029 pmol /mL en promedio)

y s6lo hasta las 9 h.

5.4.3.2 Analisis de azicares por HPLC

Se analizaron las concentraciones de aztcares usando el HPLC. No se detecté en ninguna de las
muestras la presencia de monosacaridos (xilosa y arabinosa) que pudieran haberse generado
durante la fermentacion. Es probable que estuvieran por debajo de los limites de deteccién del

equipo o que el tiempo transcurrido entre su liberacién y su metabolizacién fuera muy corto.

5.4.3.3 Discusion de productos de fermentacion y azacares por HPLC

En el analisis por TLC de los sobrenadantes de la fermentacién, fueron detectados algunos
oligosacadridos que en HPLC no pudieron ser separados, en cambio algunos compuestos no
identificados generados conforme avanzo la fermentaciéon productos de la hidrolisis del xilano o
los oligosacaridos fueron detectados s6lo por esta técnica, lo que sugiere que las técnicas son
complementarias.

Los productos de la fermentacion de las pentosas en BAL serian acido lactico y etanol o acido
acético segtin el grado de oxidacién en el medio (Kandler , 1983) .

Es posible contrastar la apariciéon de productos de la fermentaciéon con el consumo de azicares,
la tendencia observada fue que conforme aumenté el tiempo de fermentacién, los metabolitos
producidos incrementaron su concentracién, los aztcares se consumieron, se produjeron acido
lactico y etanol, a partir del arabinoxilano de maiz, los azticares reductores en principio en baja
concentracion, aumentaron y después fueron consumidos indicando que existe actividad

enzimatica y el xilano y arabinoxilano son fermentados por S. infantarius 25124.

De haberse encontrado otros azucares libres o almidén en la muestra de arabinoxilano de maiz,
la proporcién de acido lactico- etanol hubiera sido distinta, ya que S. infantaurius 25124 es un
microorganismo homofermentativo y se presentaria una proporcién incrementada de acido
lactico durante las primeras horas de fermentacion.

Aunque se observé una tendencia similar en la produccién de lactato y etanol, dichos
metabolitos alcanzaron concentraciones mayores y mds rdpidamente en la fermentacién del
arabinoxilano de nejayote (Figura 31 p72). Dichos resultados corresponden con el consumo de

azdcares y biomasa producida que son mayores en arabinoxilano. También se detect6 que la
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mayor produccion de metabolitos se da durante la fase exponencial sin importar el sustrato.
Al analizar los datos, se observa la clara relaciéon inversa entre la disminucién de azticares totales
y el aumento de lactato, aunque se encontré6 que mientras este metabolito alcanzé una

concentracion maxima entre las 9 y 12 h, los aztcares siguieron siendo consumidos.

Al comparar la concentracion de aztcares totales con los productos de fermentacién en el xilano
de abedul (Figura 32, p72), se observa también, una relacién inversa entre los dos pardmetros y
una disminucién de aztcares importante en el mismo periodo en el cual la produccién maxima
de lactato se observé entre las 6 y las 9 h.

Durante dicho periodo, el cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial, indicando
que hay mayor actividad metabdlica fermentativa durante la fase exponencial en ambos xilanos.
También se detectd acetato, en concentraciones no mayores a 0.03 pmoles /mL y a partir de las
24 h no fue detectado, sin embargo, este compuesto pudo ser el mismo presente en el medio de

cultivo y no un metabolito.

Por medio de la TLC fue posible corroborar la presencia de polifenoles en el arabinoxilano de
maiz, sin embargo, el microorganismo de estudio no tiene la capacidad enzimatica para
liberarlos de la unién con arabinosas como se observé en las muestras tratadas enzimaticamente

con feruloil esterasa (Figura 28, p68).

5.4.4 Actividad enzimatica

5.4.4.1 Endo-Xilanasa

Este ensayo se realiz6 para conocer la variacion en la actividad enzimatica durante las
fermentaciones en ambos xilanos y asi poder elucidar si hay inducciéon de la actividad
enzimatica con sustratos diferentes luego de una incubacion en xilano.

La actividad de endoxilanasa estuvo presente desde el inicio sin importar el tipo de xilano
incorporado al medio de cultivo, probablemente inducida por la preincubacién en el medio con
xilano. La actividad enzimatica inicial medida en los sobrenadantes del medio de cultivo con
xilano de abedul (HSH X) fue en promedio, mayor (92.5 + 30.4 Ul mL-' mg™), no hay diferencia
estadisticamente significativa del valor inicial encontrado en las fermentaciones del
arabinoxilano de nejayote (71.1 £ 35.9 Ul/mL).

En las fermentaciones de arabinoxilano de maiz, la actividad de endo-xilanasa se increment6
desde el inicio de la fermentacién, alcanzando el valor maximo a las 3-4.5 h (262.6 +135.7 Ul/mL)
y disminuyendo gradualmente hasta que se presentd un descenso subito entre las 7.5y 9 h

después de las cuales la actividad se mantuvo constante (Figura 33).
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Figura 33 Actividad enzimadtica especifica de endoxilanasa de S. infantarins 25124 durante su crecimiento en
HSH con xilano de abedul y arabinoxilano de maiz.

La actividad especifica maxima se encontré a las 3h de fermentacién y fue de 135.9 UI/mg de
proteina, el doble del méximo presentado en la fermentaciéon de xilano de abedul, asi mismo, la
actividad ces6 una vez alcanzada la fase estacionaria.

Durante la fermentacién de Str infantarius 25124 en xilano de abedul se observé un incremento
importante en la actividad de xilanasa entre las 4.5 y 6 h de fermentacién cuando se alcanzé un
pico de actividad maxima 142.3 + 45.1UI/mL (Fase exponencial), posteriormente disminuy6 a
las 7.5 h y se mantuvo précticamente constante hasta las 48 h (Figura 33).

Al comparar los valores de actividad enzimatica contra la actividad especifica de acuerdo con la
cantidad de proteina en el medio de cultivo se observé una tendencia similar en ambos xilanos,
el incremento comenzoé con la fase Log del cultivo, alcanzando valores de 62.4 Ul/mg proteina
en xilano de abedul, cuando se observé la actividad enziméatica méxima (6h) y registrandose un

valor méximo a las 24 h de 66.5 UI/mL.

5.4.4.2 Discusion de actividad Endoxilanasa

El comportamiento de S. infantarius 25124 en ambos xilanos es muy distinto, ya que en
arabinoxilano la actividad se incrementé mucho y muy rdpidamente pero luego disminuy6, en
cambio, en la fermentacién de xilano de abedul se present6 un pico de actividad maxima y luego
ésta se estabiliz6. Estos resultados confirman la importancia de la naturaleza de los sustratos
para inducir actividad metabélica.

En arabinoxilano se observé que existe una buena correlacién entre los dos parametros, al
aumentar la actividad aumentaron los azicares reductores y cuando disminuyé la actividad,
disminuyeron también los azticares reductores, aunque madas drasticamente. Estos fueron

consumidos por los microorganismos, podria proponerse que esta actividad enzimatica
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concluy6 una vez que se hubieron escindido la totalidad de los enlaces posibles o si se presento
una inhibicién por producto, aparentemente esta enzima es responsable de la mayoria de los

azucares reductores liberados en este sustrato.

En arabinoxilano de nejayote la fase exponencial de crecimiento y la actividad de endoxilanasa
empezaron desde el inicio de la fermentacién y se alcanz6 el méximo de la poblacion desde las 9
h cuando entr¢ a la fase estacionaria, al tiempo en que la actividad de endoxilanasa disminuy¢ al
minimo, al igual que la concentracién de aztcares reductores y sin embargo, el consumo de
azucares totales, se mantuvo durante el resto del tiempo de fermentacién, las primeras 9 h a
razén de 0.183 mg/mL/h, después disminuy6 3 veces la velocidad de consumo (Figura 20, p62).
Esto indica que la actividad de endoxilanasa y las enzimas accesorias o complementarias

podrian estar cumpliendo un papel vital en la supervivencia del microorganismo.

En xilano de abedul a pesar de encontrarse un pico de actividad alrededor de 6 h de
fermentacién, no se observo la liberacién de azacares reductores, éstos sélo fueron consumidos,
al igual que los azicares totales (Figura 13, p55) que se consumieron durante las primeras 12 h
con una tasa de 0.134mg/mL/h y el resto de la fase estacionaria su concentracién disminuy6 a
0.052 mg/mL/h, valores ligeramente inferiores a los obtenidos con arabinoxilano. La actividad
de endoxilanasa se mantuvo estable durante la fase estacionaria.

De acuerdo con la comparacion de los valores, la actividad de endoxilanasa fue fuertemente
inducida por el sustrato proveniente del nejayote, causando la subsecuente liberaciéon de
azucares reductores y generacion de biomasa, mientras que en xilano de abedul tardé mas

tiempo en inducirse la actividad y no se alcanzaron valores de actividad tan altos.

5.4.4.3 p -xilosidasa

La B-xilosidasa es una enzima basica para la hidrélisis del xilano, ya que libera xilosas de la
cadena principal de cualquier tipo de xilano a partir del extremo no reductor. Durante las
fermentaciones en arabinoxilano de maiz se mantuvo con una actividad inferior a 3.42 Ul
durante toda la fermentacién. En cambio, en el xilano de abedul, la actividad fue mayor hasta
que transcurrieron 7.5 h; posteriormente disminuy6 hasta valores cercanos a 3.24 U, una
actividad minima similar a la presentada en arabinoxilano de maiz. (Figura 34). Los valores

maximos se reportan en la Tabla 12.
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Figura 34. Actividad enzimatica de B xilosidasa a lo largo del crecimiento de S. infantarins 25124 en medio HSH
con xilano de abedul o arabinoxilano de nejayote.

5.4.4.4 Actividades enzimaticas complementarias

De acuerdo con el andlisis del comportamiento catalitico de algunas de las enzimas
complementarias o accesorias, las actividades enziméticas expresadas por S. infantarius 25124 al
fermentar diferentes xilanos son distintas. Estas enzimas son asi denominadas ya que acttan
como complemento de otras enzimas principales (xilanasa) para la hidrodlisis de polimeros
complejos. En la tabla 12 se presentan los valores maximos de actividad enzimatica durante las
fermentaciones en arabinoxilano de maiz y xilano de abedul.

Tabla 12. Actividad enzimdtica maxima y actividad especifica maxima de enzimas complementarias a xilanasa
detectadas en fermentaciones de S. Znfantarius 25124 con xilano de diferentes fuentes.(tiempo de fermentacion

entre paréntesis).

Arabinoxilano de Xilano de Abedul
maiz
a-xilosidasa 16.13IU (24 h) 10.01 IU (24h)
8.29 IU/mg prot 5.71 IU/mg prot
p -xilosidasa 6.86 1U (4.5 h) 12.02 IU (Oh)
3.17 IU/mg prot 4.43 IU/mg prot
a- arabinosidasa 17.68 IU (24 h) 9.08 11.131U (9 h)
IU/mg prot 5.15 IU/mg prot
[ -arabinosidasa 11.1 IU (Oh) 12 IU (6h)
3.9 IU/mg 5.26 IU/mg prot
prot
a-glucosidasa 1294 1U (24 11.25 IU (9h)
h) 5.20 IU/mg prot
6.65 IU/mg prot
B -glucosidasa 17.341U (24 h) 11.251U (9 h)
8.91 IU/mg prot 5.21 IU/mg prot
Acetil-esterasa 72171U (4.5 h) 16.021U (24 h)
33.4 IU/mg prot 9.13 IU/mg prot
a-galactosidasa 14.87 IU (Oh) 10.16 IU (4.5 h)
5.35IU/mg prot 4.46 IU/mg prot
B -galactosidasa 16.051U (6 h) 11.36 IU (Oh)
6.721U/mg prot 4.18 IU/mg prot

IU= pmol PNP liberado/ min*mL
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En la Figura 35 se graficaron las cinéticas enzimaticas de las principales actividades

complementarias expresadas durante las fermentaciones de arabinoxilano de nejayote.

Se encontré que la acetil xilan-esterasa fue la principal actividad accesoria en la fermentacién en

arabinoxilano de maiz; present6 un pico de actividad maxima a las 4.5 h de 72 IU, luego un

descenso abrupto a un valor minimo a las 9 h seguido de un repunte en la actividad hacia las 24

h. En xilano de abedul se observ6 un incremento hasta alcanzar el maximo en 24h, sin embargo,

dicho incremento fue minimo comparado con la actividad alcanzada con el sustrato de maiz

(Figura 35A).
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xilano de abedul de S. infantarius 25124. A) Acetil xilan esterasa, B) O-arabinosidasa, C) B-glucosidasa, D) -

galactosidasa

La a-arabinosidasa que es primordial para degradar arabinoxilano, present6 en ambos xilanos

un descenso de actividad las primeras 3 horas de fermentacién y luego se incrementd, sin

embargo, en arabinoxilano de nejayote la actividad siguié incrementdndose hasta las 24h,

mientras que la actividad en xilano de abedul decayé después de 9h de fermentacién (Figura 35
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B).

La actividad de B-_glucosidasa en arabinoxilano de maiz mostré un incremento inicial y una
posterior estabilidad hasta las 7.5 h cuando se incrementé alcanzando su actividad méxima a las
24h. En presencia de xilano de abedul, la actividad disminuy6 las primeras 3 h, luego tuvo un
ascenso constante hasta las 9 h cuando alcanzé su actividad méxima, posteriormente regres6 a
los valores iniciales-

La - Galactosidasa en las fermentaciones de arabinoxilano de maiz, se mantuvo constante hasta
que present6 un pico de mayor actividad a las 6 h que luego decreci6. En xilano de abedul la
actividad se mantuvo en valores similares a lo largo de toda la fermentacién, indicando que no
se estd induciendo la produccién de mas enzima con dicho sustrato y, que posiblemente no

contiene galactosa unida a la cadena principal (Figura 35D).

5.4.4.5 Discusion Actividades enzimaticas complementarias y
B-xilosidasa

Las actividades que se esperaba que fueran las mas importantes debido a la naturaleza del
arabinoxilano de nejayote eran alfa arabinofuranosidasa, beta xilobiosidasa, acetil esterasa y alfa
galactosidasa, las cuales fueron detectadas en las fermentaciones en maiz y de abedul, como se
reporta en la Tabla 12, aunque existieron diferencias en el comportamiento catalitico, de acuerdo
con el tipo de xilano presente en el medio de cultivo.

La - xilobiosidasa es necesaria para la hidrdlisis del xilano, S. infantarius 25124 la expresa de
acuerdo con el sustrato del cual se alimenta. Segiin los anélisis e informacién referente al
arabinoxilano de nejayote éste esta sustituido por otros azticares diferentes de la xilosa, ademas
de que su complejidad estructural dificulta la disponibilidad para su hidroélisis. La escisiéon de
xilosa de la cadena principal es sélo una de las varias acciones a realizar para obtener aztcares
simples a partir de un arabinoxilano. Por este motivo, la actividad en arabinoxilano no es muy
fuerte a diferencia del comportamiento frente al xilano de abedul, que tiene una estructura lineal

y esta compuesto principalmente de xilosas.

La actividad de xilosidasa sobre el xilano de abedul dej6 de ser importante una vez alcanzada la
fase estacionaria del cultivo, es poco probable que el sustrato de la enzima se hubiera acabado
completamente dado que el contenido de aztcares totales en las muestras después de 9 h de
fermentacion seguia siendo alto. Es més probable que existiera inhibicién o saturacién. Esta
enzima es inhibida por presencia de xilosa y glucosa (Jordan et al., 2012) aunque no se detect6

acumulacién de azicares reductores a pesar de la alta actividad enzimaética.
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El crecimiento pudiera haberse debido en parte a esta enzima, pero no depende de la misma
para el mantenimiento del cultivo ya que éste continud creciendo a pesar de la disminucion de la
actividad de xilosidasa (Figuras 13 y 34, pp 55y 77). Este fenémeno puede ser corroborado con el
comportamiento ante el arabinoxilano de nejayote, en el cual esta enzima se expresa, pero no es
la més importante para el crecimiento, desarrollo o mantenimiento del cultivo.

Los comportamientos cataliticos de las enzimas complementarias fueron distintos en cada tipo
de xilano (Tabla 12), algunas de las enzimas fueron perdiendo actividad conforme transcurrieron
las fermentaciones, como fue el caso de la beta- arabinofuranosidasa y alfa-galactosidasa en

arabinoxilano de nejayote y beta xilosidasa en xilano de abedul.

Después de inducir actividad xilanolitica, en presencia de xilano de abedul, no se requiri6 la
sintesis inmediata de a-glucosidasa o B-arabinosidasa, posteriormente se incrementaron sus
actividades aunque luego de 9 h disminuyeron nuevamente; en fermentaciones de
arabinoxilano, algunas enzimas tuvieron una actividad maxima en tiempos intermedios de la
fermentacion, tal fue el caso de la B-galactosidasa que present6 un pico de actividad alas 6 hy de
la acetil esterasa cuya actividad maéaxima fue detectada a las 4.5 h. Otras enzimas tardaron en
inducirse, de manera que la maxima actividad se detect6 hacia el final de la fermentacién
transcurrida alrededor de 24 h, como fue el caso de o- xilobiosidasa, a-glucosidasa, B-
arabinofuranosidasa y 8 glucosidasa.

La a-arabinosidasa tuvo también el comportamiento esperado ya que su actividad en presencia
de arabinoxilano de nejayote se fue incrementando conforme transcurri6 la fermentaciéon
reforzando las referencias que indican un alto nivel de sustitucién con arabinosas de la cadena
de xilano, asi como la actividad del acetil esterasa que fue maxima en las primeras horas
permitiendo la separacion de grupos acetilo que pudieran interferir con la actividad de las otras

enzimas.

Aunque no todos los autores reportan las actividades en las mismas unidades y normalmente la
actividad xilanolitica es buscada en levaduras y mohos, es poco frecuente encontrar reportes de
estas actividades en bacterias, y sin embargo, la actividad de xilanasa de Streptococcus infantarius
25124 resulta ser mayor a la reportada para Cryptococcus albidus (0.884 U/ mL en xilano de
abedul y hasta 8.5 U /mL enz. purificada) (Biely y Vrsanska, 1988), Bacillus sp. (9.11 U/ml)
(Gupta y Kar, 2009), Pleurotus sp. BCCB068 y Pleurotus tailandia (0.64 y 0.65 U/mL) (Ragagnin et
al., 2009), Flavobacterium johsoniae (12 IU/mg) (Chen et al.,2013).

En el caso de Cellulomonas flavigena se ha reportado que tiene una actividad de endoxilanasa de

109 IU/mg en xilano de abedul y hasta 322 IU enz. purificada (Montes et al., 1998) y de
B-glucosidasa de 0.078 U/mL (Ponce y de la Torre , 1995) lo que indica una mayor actividad
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xilanolitica pero menor respecto a las actividades accesorias de Str infantarius 25124. Otras
bacterias como Lb. fermentum 3.7 y Lb. plantarum presentan mucha mads actividad de
o-galactosidasa ligada a membrana de 1441.1 + 133.7U/mL y 1223.1 + 148.3U/mL usando
estaquiosa como inductor (Songré et al., 2008); entonces por comparaciéon S. infantarius 25124

posee buena capacidad catalitica respecto a otros organismos.

5.4.4.6 Conclusiones actividad enzimatica

S. infantarius 25124 presenté todas las actividades enzimdticas complementarias ensayadas en
diferente grado segtn el sustrato al que fuera enfrentado y en buena proporcién respecto a otros
microorganismos.

Durante la fermentaciéon de arabinoxilano de maiz, la actividad enzimética de xilanasa se
increment6 rapidamente al principio, lo que ocasioné un incremento rdpido de aztcares
reductores y biomasa. Conforme transcurrié la fermentacion algunas otras enzimas
complementarias tomaron importancia, particularmente la acetil esterasa y beta galactosidasa
que durante las primeras 6 h actian rdpidamente sobre los grupos acetilos y las galactosas.
Hacia el final de la fermentacion la mayoria de las enzimas alcanzan un valor méaximo indicando
que la hidrélisis contintia sobre las ramificaciones y aztcares constitutivos del arabinoxilano.
Esto puede ser comprobado con los aztcares totales que siguen disminuyendo y el cultivo que se

mantiene en fase de crecimiento estacionario al menos hasta las 48 h.

En el xilano de abedul el crecimiento y la actividad enzimética no fueron tan impactantes
respecto al arabinoxilano, sin embargo se comprobé la influencia del sustrato utilizado., Se
detect6 una fuerte actividad de beta xilobiosidasa y la mayoria de las enzimas complementarias
alcanzaron una mayor actividad alrededor de 9 h de fermentacién, cuando se alcanzé la mayor
concentracion de lactato y con este sustrato se desarrollaron tardiamente las actividades de alfa

xilosidasa y acetil esterasa.

6. Conclusiones fermentacion de Arabinoxilano de maiz por S.

infantarius 25124

Nuestros resultados demuestran que Strepococcus infantarius 25124 tiene la capacidad de crecer
en presencia de arabinoxilano el cual induce la produccion de enzimas extracelulares necesarias
para facilitar su fementacién. La alta actividad de acetilesterasa observada al principio de la

fermentacion muestra la adapataciéon de la cepa al sustrato de maiz ya que al exponerlo a otro
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tipo de xilano (abedul) se tiene una hidroélisis y fermentacién menos eficiente.
Las desviaciones estdndar en las fermentaciones pueden ser atribuidas a la heterogeneidad del

mismo sustrato.

La actividad de xilanasa estuvo directamente relacionada con el crecimiento en ambos tipos de
xilano, sin embargo pudiera existir represion catabdlica mediada por los productos ya que se
observ6 en muestras de fermentaciones de xilano de abedul, que el consumo de aztcares totales
fue lento permitiendo el crecimiento continuo con una minima acumulacién de lactato. En tanto
que durante la fermentaciones en arabinoxilano de maiz, la alta actividad enzimatica produjo
concentraciones altas de carbohidratos reductores que fueron rdpidamente fermentados,
produciendo lactato y etanol al momento que la actividad de xilanasa disminuy6 a valores
minimos, mientras las enzimas complementarias continuaron activas, incluso alcanzando
actividad maxima a las 24 h

Los resultados sugieren que las diferencias entre los dos tipos de xilanos surgen de las
caracteristicas estructurales de los mismos, pero también indican la capacidad de S. infantarius
25124 de adaptarse a medios con hemicelulosa como fuente de carbono y por lo tanto su

prevalencia durante las fementaciones de pozol .

Es importante resaltar que generalmente en masas fermentadas de trigo y alimentos
fermentados de maiz no nixtamalizado , predominan cepas de Lactobacillus (Corsetti and
Settani, 2007; De Vuyst et al., 2009; lacumin et al., 2009) mientras que la microbiota del pozol es
marcadamente diferente. Esto puede ser resultado del proceso de nixtamalizacién que podria

actuar como elemento selectivo de las cepas presentes en el pozol.

7. Conclusiones Generales

e Una proporcion alta (60%) de las cepas representativas que se han aislado del pozol
presentan actividad enzimatica de xilanasa. Esto les pudiera dar una ventaja ecolégica
sobre el resto de la microbiota y explicaria la mayoria numérica de BAL-no amiloliticas

transcurridas 24 h de la fermentacion (Diaz,2003).

o Weissella confusa (L9), mostré un crecimiento mas rédpido respecto al de Streptococcus
infantarius 25124 y presenté un comportamiento notoriamente distinto en el patrén de
consumo de aztcares reductores durante las fermentaciones en HSH-xilano. Esto puede
deberse a que no es amilolitico y el xilano podria ser su sustrato principal. Este

microorganismo tarda mads tiempo en adaptarse al medio con xilano, lo que puede
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explicar que no se haya detectado en las primeras horas de la fermentacién en otros
estudios (Ampe, et al., 1999). Sin embargo, tiene una fuerte actividad xilanolitica que

pudiera permitirle un importante incremento de poblacién una vez adaptado al sustrato.

S. infantarius 25124 no mostr6 fase lag en las fermentaciones de xilano de abedul,
después de ser preincubada en xilano. Incrementé su poblacién rapidamente y después
de 24 h sigui6é aumentando con menor velocidad, consumiendo alrededor de 15 % de los
azucares totales en 48 h.Estos resultados indican la capacidad catalitica de la cepa frente

a la hemicelulosa.

El procedimiento de separaciéon del arabinoxilano del nejayote fue estandarizado
adecuadamente, ya que, aunque los rendimientos fueron pobres, el producto final tiene
un espectro de FT-IR similar a otros xilanos de maiz y no se observaron sefiales de
proteinas o de agua ligada. La concentracion de azicares reductores es minima lo que
indica la integridad del polimero. Dicho producto se encontraba razonablemente puro

para su uso como sustrato de las fermentaciones.

Se hicieron determinaciones de parametros de crecimiento en medio definido HSH -
arabinoxilano de maiz al 1 y 2% encontrdndose que, al parecer, a mayor concentracién
de sustrato, la velocidad de crecimiento aumenta. A pesar de la presencia de mayor
concentraciéon del sustrato, se producen las mismas concentraciones de aziicares
reductores y el consumo de azicares totales es similar. Se deberan realizar mas pruebas

con otras concentraciones para comprobarlo.

El crecimiento de S. infantarius 25124 en xilano de maiz fue mas radpido y abundante que
en xilano de abedul. Este también fue acompafiado de un mayor consumo de aztcares
totales y se observé un comportamiento distinto, ya que se liberaron azticares reductores
producto de la alta actividad de xilanasa y otras actividades enzimaticas
complementarias; las cuales tuvieron comportamientos distintos En cambio, durante las
fermentaciones en xilano de abedul los azticares reductores fueron sélo consumidos y no

se observo liberacién de los mismos.

Existen diferencias en el comportamiento ante los dos tipos de xilano utilizado de
acuerdo con la composicion de cada uno; sin embargo, es posible proponer de acuerdo
con los resultados obtenidos que el microorganismo se adapta adecuadamente a su

entorno y esta ventaja adaptativa pudiera ser uno de los factores importantes que le
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permitan ser prevalente durante la fermentacion del pozol, en la que se dan cambios

quimicos importantes en la composicién de la masa.

e La actividad de endoxilanasa de S. infantarius 25124 fue superior en arabinoxilano de
maiz, y algunas de sus enzimas complementarias fueron producidas en presencia de
xilano y arabinoxilano: siendo a-arabinosidasa, o- galactosidasa, a-glucosidasa y acetil

xilan esterasa las mas activas .

¢ No se han reportado estudios cinéticos de ninguna de las enzimas xilanoliticas en BAL
por lo que con este trabajo se contribuye a ampliar el conocimiento sobre estos géneros,
asi como al entendimiento del procesos que involucran microbiotas y sustratos

complejos, como los de la fermentacién del pozol.

e Estos resultados muestran que ademaés del almidén, el arabinoxilano es un sustrato para

la fermentacién 4cido lactica de la masa de pozol.

e Con este trabajo se logr6 demostrar que S. infantarius 25124 tiene la capacidad de crecer
en presencia de arabinoxilano de nejayote, ademas de ser la BAL amilolitica de mayor

prevalencia en la fermentacién del pozol.

8. Perspectivas

En la actualidad, son muy solicitadas las enzimas con actividad hidrolitica sobre la hemicelulosa,
pero que no ataquen celulosa, particularmente en la industria papelera. En el caso de S.
infantarius 2514, no se ha detectado actividad celulolitica, sin embargo, dicha actividad podria ser
inducida por otros sustratos distintos de los ensayados, por lo que seria conveniente realizar
pruebas adicionales para poder proponer a S. infantarius 25124 como productor de xilanasa libre
de actividad celulolitica. También se ha descrito el papel de las enzimas xilanoliticas en el
mejoramiento de caracteristicas sensoriales de productos de panificaciéon (Gobetti et al., 1999,
Maat et al., 1992), para lo cual podrian utilizarse las enzimas de S. infantarius 25124.

Seria importante profundizar ademdas el conocimiento de la fisiologia y genética del
microorganismo, por ejemplo, buscando en su genoma a los genes asociados a las enzimas
ensayadas en este trabajo, caracterizdndolas y definiendo las condiciones 6ptimas de induccion

de sus actividades.
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ANEXO 1
Preparacion del medio liquido definido HSH

Medio definido HSH (Owens, 1969) contiene los nutrimentos necesarios para el crecimiento de
bacterias lacticas.

Se utilizaron soportes Swinnex (Millipore SX00025) de 25 mm de didmetro sobre los cuales se
colocaron membranas de filtracién de 25 mm de didmetro y 0.22 micrémetro de didmetro de
poro (Millipore GSWP025) para esterilizar las soluciones que lo requirieran.

Base E de minerales
Soluciones stock de minerales.

En la tabla 1 se muestran los minerales para prepararlas soluciones stock por separado, las cuales
se almacenaron en refrigeracion (4-6 °C)
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Tabla 1. Soluciones stock para preparar la Base E de minerales

Mineral g/L
KoHPOy 200
KH2POy 156
CaCl. 6HO 4.96
MgSO; « 7H,O 20
NaCl 10
(NH4)2S04 50

Mezcla de metales traza

Se prepar6 esta mezcla a partir de los reactivos en la tabla 2, éstos se disolvieron secuencialmente
en aproximadamente 700 mL de agua destilada; después de cada adiciéon se ajusté el pH a 6.0.
Una vez adicionados todos los metales, se aforé la solucién a un volumen de 1000 mL,. Se
esteriliz6 por filtracion y se almacend a temperatura de refrigeracion (4-6°C).

Tabla 2. Reactivos para preparar la mezcla de metales traza

Metales traza g/L
EDTA Na,.2H,O 6.3
ZnS0Oy « 7THO 22
MnSO; « 4H0O 0.57
FeSOy « 7H,O 0.5
HsBOs 0.229
CoClz « 6H,O 0.161
CuSO; « 5H,O 0.157
NaxMoOy « 2H,O 0.151

Preparacion de la base E de minerales (doble fuerza).

En la tabla 3 se muestran los voltimenes requeridos de las soluciones stock para preparar 1000
mL de la base E de minerales (doble fuerza). Después de adicionar el agua destilada y los
voltimenes correspondientes de cada una de las soluciones stock se ajusté el pH a 6.8 de la
solucién final. Esta solucién se prepar6 fresca cada vez que se requeria preparar el medio HSH..

Tabla 3. Volimenes requeridos de soluciones stock para preparar 1000 mL de base E de
minerales (doble fuerza).

Solucién stock Volumen (mL) g/L

Agua 900.00 -
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KoHPO, 10.4 2.08
KH,PO, 9.6 1.50
CaCl, +6HO 20.0 0.10
MgSOs «7H,O 20.0 0.40
NaCl 20.0 0.20
(NH4)2S04 20.0 1.00
Metales traza 6.0 -

Mezcla de aminoacidos

En la tabla 4 se muestra la concentracion de los aminoacidos requeridos para preparar 1000 mL

de solucién de aminodcidos. Cada aminoécido fue disuelto consecutivamente en agua destilada.
Después de cada adicién el pH se ajusté a pH 5-6 con KOH 4 M. Una vez aforada la solucion, se
esteriliz6 por filtracion y se almacend a -20°C.

Tabla 4. Concentracién de aminoédcidos requeridos para preparar la solucion stock de

aminodacidos.

Aminoacido g/L
D-L alanina 5
L-arginina 5
D-L Acido aspartico 5
Acido L- glutamico 5
L-lisina HCl 1
D-L metionina 1
Glicina 0.5
L-histidina 0.5
L-isoleucina 0.5
L-leucina 0.5
L-fenilalanina 0.5
L-prolina 0.5
L- serina 0.5
L-treonina 0.5
L-triptofano 0.5
Valina 0.5

Solucidn stock de vitaminas
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La solucién stock de vitaminas se obtuvo combinando 100 mL de cada una de las mezclas I, Il y
III mostradas en las tablas 5, 6 y 7 respectivamente. El pH se ajust6 a 5-6 y se afor6 a 1000 mL La
mezcla se esteriliz6 por filtracion y se almacené a -20°C.

Tabla 5. Mezcla I de vitaminas

Vitamina mg/100 mL
Riboflavina 50
Acido nicotinico 50
Pantotenato de Ca 50
Tiamina-HCl 50

La riboflavina se disolvi6 en agua ligeramente caliente, el pH se ajust6 a 5-6. Las otras vitaminas
se adicionaron consecutivamente, ajustando el pH a 5-6 después de cada adicion.

Tabla 6. Mezcla II de vitaminas

Vitamina mg/100 mL
Acido félico 10
Acido p-aminobenzéico 10
Piridoxal HCl 10

El 4acido félico se disolvi6 en agua a temperatura de ebullicion. Las otras vitaminas se
adicionaron consecutivamente, ajustando el pH a 5-6 después de cada adicién.

Tabla 7. Mezcla III de vitaminas

Vitamina mg/100 mL
Biotina 10
Cianocobalamina 10

Cisteina-HCl

Se disolvieron 0.5 g de cisteina-HCl en una cantidad minima de HCI 3M, la mezcla anterior se
afor6 a 100mL con agua destilada. La solucién stock se esterilizé por filtracién y se almacené en
refrigeracion (4-6°C).

Tirosina

Se preparé igual que la cisteina-HCl (0.5g/100mL).

Sulfato de Adenina.

Se prepar6 igual que la cisteina- HCI (0.1g/mL).

Guanina-HCl1

A 0.1 g de guanina-HCl se le adicionaron aproximadamente 50 mL de agua y suficiente HC1 3M
para disolverla. La solucién se afor6 a 100 mL, se esteriliz6 por filtracién y se almacené en
refrigeracion.
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Uracilo
Se prepar6 igual que la guanina-HCI.
Xantina

A 0.1 g de xantina se le adicionaron 50 mL de agua y suficiente hidréxido de amonio para
disolverla. La solucion se afor6 a 100 mL, se esteriliz6 por filtracion y se almacend en
refrigeracion.

Composicién del medio HSH

Los volimenes de las soluciones stock requeridas para preparar 1000 mL de medio HSH se
muestran en la tabla 8. La L-histidina se disolvi6 en la base E de minerales y se le adicioné agua.
Se ajust6 el pH a 6.8 con HCL 1N. En forma aséptica se adicionaron los volimenes de las
soluciones stock. El carbohidrato correspondiente se adicioné en peso (g) después de agregar las
soluciones stock correspondientes y antes de esterilizar. El medio se esteriliz6 15 min a 121°C en
autoclave.

Tabla 8 . Volimenes de soluciones stock requeridas para preparar 1000 mL de medio HSH.

Soluciones stock Volumen
Agua 480
Base E de minerales 500
L-histidina 30g
Mezcla de aminoécidos 10
Cisteina-HCl 1.0
Tirosina 1.0
Adenina-sulfato 1.0
Guanina HCl 1.0
Uracilo 1.0
Xantina 1.0
Mezcla de vitaminas 1.0
carbohidrato variable

Composicién por L de todos los componentes del medio HSH

Componente g/l Componente g/l

METALES AMINOACIDOS

K2HPO4 1.04 D-L alanina 0.05

KH2PO4 0.7488 L-arginina 0.05

CaCl2.6H20 0.0496 D-L Acido 0.05
aspartico

MgSO4.7H20 0.2 Acido L- 0.05
glutadmico
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NaCl 0.1 L-lisina HCI 0.01

(NH4)2504 0.5 D-L metionina 0.01

histidina 3 Glicina 0.005
Metales traza L-histidina 0.005
EDTA Na2.2H20 0.0189 L-isoleucina 0.005
ZnS0O4.7H20 0.0066 L-leucina 0.005
MnSO4.4H20 0.00171 L-fenilalanina 0.005
FeSO4.7H20 0.0015 L-prolina 0.005
H3BO3 0.000687 L-serina 0.005
CoClI2.6H20 0.000483 L-treonina 0.005
CuS0O4.5H20 0.000471 L-triptofano 0.005
Na2Mo0O4.2H20 0.000453 valina 0.005

Total proteina, 3.272 mg/mL

Vitamina mg/L
Riboflavina 0.5
Acido nicotinico 0.5
Pantotenato de Ca 0.5
Tiamina-HCl 0.5
Acido félico 0.1
Acido p-aminobenzoico | 0.1
Piridoxal HCI 0.1
Biotina 0.1
Cianocobalamina 0.1
Cisteina-HCl 5
tirosina 5
Sulfato de Adenina 1
Guanina-HCl 1
Uracilo 1
Xantina 1
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