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% Por ciento

ATP Adenosin trifosfato
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RESUMEN

La demanda de productos alimenticios fermentados promovedores de la salud se
ha incrementado (Ray & Montet, 2015). De esta manera, toma relevancia el estudio
de nuestros alimentos fermentados tradicionales mexicanos como el pozol, bebida
acida, refrescante, no alcohdlica que se elabora a partir de masa de nixtamal
fermentada y se consume durante la comida, el trabajo o a cualquier hora del dia.
Este proyecto se realiz6é con el objetivo de conocer los cambios en las transiciones
térmicas de masa de nixtamal causados por su fermentacion natural mediante un
analisis térmico con microcalorimetria diferencial de barrido y estudiar los cambios
en los principales grupos microbianos presentes naturalmente en la masa de
nixtamal durante el proceso fermentativo. Para ello, se realizé la cuenta viable de
bacterias acido lacticas (BAL), bacterias acido lacticas amiloliticas (BAAL),
microorganismos xilanoliticos, microorganismos mesofilos aerobios no lacticos,
levaduras y mohos durante la fermentacién a 30 °C de masa de maiz nixtamalizado
proveniente de Villahermosa, Tabasco. Durante la fermentacion se observaron
comportamientos distintos entre los grupos microbianos estudiados, predominando
las BAL. Para observar el efecto del crecimiento de la microbiota sobre las
caracteristicas de la masa, se realizaron mediciones de pH, acidez, concentracion
de carbohidratos solubles totales y carbohidratos reductores. El pH inicial disminuyo
de 7.0 £ 0.6 a 3.5 £ 0.1 al sexto dia de fermentacion, la acidez de valores iniciales
de 0.06 + 0.02% aument6 a 1.67 £ 0.25% y la humedad de 52.2 + 0.5% aumenté a
55.5 + 1.8%. Las cuentas microbianas, los carbohidratos solubles totales y los
carbohidratos reductores se comportaron de manera semejante que en otras
fermentaciones de pozol. A partir del analisis térmico de las masas de nixtamal
fermentadas a diferentes tiempos de fermentacién fue posible observar transiciones
endotérmicas que se propone corresponden a la gelatinizacién de almidoén, cuyas

caracteristicas no sufrieron cambios significativos.
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1. INTRODUCCION

Una dieta a base de cereales proporciona calorias suficientes para el cuerpo
humano pero no cantidades suficientes de micronutrientes (Lichtfouse & Goyal,
2015). Sin embargo, tanto la digestibilidad como el contenido de nutrientes
esenciales de un alimento en particular pueden ser mejorados a través de la
fermentacién (Karovicova & Kohajdova, 2003).

Los materiales disponibles localmente y los métodos de preparacion estan
relacionados con la cultura y la tradicion. La preparacion de alimentos fermentados
todavia permanece como un arte casero en muchas regiones que estan aisladas, y
se transmiten normalmente de generacién en generacién (Ray & Montet, 2015).
Los productos que contienen probidticos son muy conocidos, sobre todo los
elaborados a partir de productos lacteos; sin embargo, los elaborados a partir de
cereales estan tomando relevancia. La eleccidén de cereales como sustratos para el
desarrollo de alimentos probidticos se ve motivada por el aumento del
vegetarianismo, la intolerancia a la lactosa, el contenido de colesterol y por razones
econdmicas asociadas con los productos lacteos.

Los cereales son cultivos muy importantes que se usan como alimentos en muchas
partes del mundo, asi como excelentes sustratos para la fermentacién en la que los
microorganismos predominantes son las bacterias acido lacticas y las levaduras
(Ogunremi et al., 2015). La microbiologia de la mayoria de estos productos
fermentados a base de cereales es bastante compleja y no se conoce con detalle.
El tipo de microbiota desarrollada en cada alimento fermentado depende de la
actividad de agua, el pH, la concentracidn de sal, la temperatura y la composicion
de la matriz alimenticia (Blandino et al., 2003). Por lo general son fermentaciones
naturales (que no se inoculan con microorganismos) y se usan técnicas
tradicionales que han sido desarrolladas para mantener cultivos iniciadores vivos
para estos procesos. Pero con el creciente impacto de la microbiologia industrial
durante el siglo XX, esta propagacién tradicional de cultivos iniciadores ha sido
remplazada, especialmente en la industria de lacteos, por el uso de cultivos puros,
congelados o liofilizados cultivados en medios de cultivo. Antes de inocularlos se

pasteuriza el sustrato para eliminar la mayoria de la microbiota nativa, sin embargo,
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esto causaria la gelatinizacién del almidén y la inactivacién de enzimas enddgenas.
En ese caso, los cultivos iniciadores pueden competir con la carga microbiana de
las materias primas y adaptarse a los sustratos. La ecologia microbiana especifica
depende del tipo de cereal y de las condiciones del proceso (Brandt, 2014).

Como con cualquier otro proceso de fermentacion, la comprension de la ecologia
microbiana de las fermentaciones de cereales, requiere del conocimiento de los
sustratos de la fermentacion, es decir, los granos o semillas de diversas plantas de
cereales. En la fermentacion de éstos, enzimas enddgenas, bacterias, levaduras y
mongos juegan un papel ya sea individual o en conjunto y contribuyen en la creacion
de una gran variedad de productos (Hammes et al., 2005).

Es comun que en las fermentaciones lacticas de productos a base de cereales se
adicionen amilasas antes o durante la fermentacion, o que se inoculen con
bacterias amiloliticas para realizar la sacarificacion del almidén de los granos
(KoraviCova & Kohajdova, 2007).

Estos procesos fermentativos provocan cambios en la textura, el sabor, la
apariencia y las propiedades nutrimentales de los alimentos y si se desarrollan
adecuadamente las bacterias lacticas, que producen sustancias antimicrobianas,
pueden eliminarse microorganismos patégenos y lograrse la seguridad
microbiolégica de los alimentos sometidos a este proceso. Los beneficios de la
fermentacién incluyen el mejoramiento de la palatabilidad y su aceptabilidad, ya que
mejoran su sabor y textura; su conservacion, puesto que producen acidos, alcohol
y compuestos antimicrobianos; enriquecen la calidad nutrimental, pues producen
nutrientes esenciales y aumentan la digestibilidad de las proteinas y de los
carbohidratos; remueven antinutrientes, toxicos naturales y micotoxinas; reducen el

tiempo de coccion (Haard et al., 1999).
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2. ANTECEDENTES
2.1 FERMENTACION

La fermentacidon es un proceso bioquimico que forma parte del catabolismo
anaerobico de compuestos organicos, generalmente carbohidratos. Es un proceso
de oxidorreduccion (redox) equilibrado internamente, en el que el sustrato
fermentable se oxida y se reduce a la vez y en el que el ATP se produce por
fosforilacidén a nivel de sustrato (Madigan et al., 2009).

La fermentacion es una tecnologia, de las mas antiguas, utilizada para la
conservacion de alimentos y uno de los procesos econdmicos mas importantes de
produccion de alimentos para consumo humano (Kalui et al, 2010; Nyanzi & Jooste,
2012). A través del tiempo ésta ha tenido un impacto importante en los habitos
nutricionales, las tradiciones, la cultura, la distribucion comercial y en el
almacenamiento de alimentos. Los procesos tradicionales de fermentacién, sirven
como sustituto de la refrigeracion donde no es accesible o de otras formas de
conservacion (Holzapfel, 2002).

La fermentacion tiene por lo menos cinco funciones en el procesamiento de
alimentos: enriquecimiento de la dieta humana a través del desarrollo de una amplia
variedad de sabores, aromas y texturas en los alimentos; conservacion de
alimentos por medio de las fermentaciones acido lactica, alcohdlica, acética y
alcalina; enriquecimiento bioldgico con sustratos alimenticios tales como proteina,
aminoacidos esenciales, acidos grasos esenciales y vitaminas; desintoxicacion
durante la fermentacion de alimentos; disminucion del tiempo de coccion y de
requerimientos energéticos (Karovicova & Kohajdova, 2007).

Durante estas fermentaciones se activan las enzimas presentes, el pH disminuye
esto selecciona el funcionamiento de ciertas enzimas, por ejemplo, amilasas,
proteasas, hemicelulasas y fitasas.

En general, la fermentacion es un proceso que se desarrolla bajo la influencia de

actividades ejercidas por enzimas y/o microorganismos (Poutanen et al., 2009).
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La variacion de los parametros ecolégicos, tales como la naturaleza del cereal, la
temperatura, el tamano del in6culo y duracion de los intervalos de propagacion
conducen en cada caso a una asociacion de especies caracteristica.

Los procesos de fermentacién de cereales se ven afectados por ciertas variables,
cuyo control es la base de todas las medidas tecnoldgicas usadas para obtener los
distintos productos con una calidad definida. Estas variables incluyen el tipo de
cereal, que determina los sustratos fermentables, los nutrientes, los factores de
crecimiento, los minerales y la capacidad reguladora. También la eficacia de las
sustancias inhibidoras del crecimiento, el contenido de agua, el grado y la trituracion
de los granos antes o después del remojo, la duracién y tiempo de fermentacion, los
compuestos adicionados al sustrato fermentable, como sales, azucares, lupulo y
oxigeno. La actividad amilolitica que es necesaria para la obtencion de azucares
fermentables a partir del almidén y de otros polisacaridos. De estas variables, el tipo
de cereal juega un papel clave, ya que interviene en la cantidad y la calidad de los
carbohidratos como sustratos primarios de fermentacion, la fuente de nitrégeno y

los factores de crecimiento como vitaminas y minerales (Hammes et al., 2005).

2.1.1 Bacterias acido lacticas (BAL)

Son un grupo de microorganismos que fermentan azucares para producir acido
lactico como producto predominante, en la Figura 1 se presenta un diagrama del
metabolismo de las BAL.

Son bacterias Gram positivas, presentan forma celular de cocos o de bacilos, tienen
un contenido bajo de guanina-citosina. Muchas de las BAL crecen en condiciones
anaerobicas pero pueden ser aerotolerantes (crecer en presencia de oxigeno), ya
que se pueden proteger de los subproductos del oxigeno (por ejemplo H202) porque
cuentan con peroxidasas. Este grupo de bacterias se divide en dos subgrupos en
base a patrones de fermentaciéon (Reddy et al., 2008; Ray & Montet, 2015).
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a) Homofermentativas
Este subgrupo de bacterias produce mas de 85% de acido lactico a partir de
glucosa por la via glucolitica (Embden-Meyethof). Pediococcus,
Streptococcus y Lactococcus pertenecen a este grupo. La fermentacion de
un mol de glucosa produce dos moles de acido lactico, generando un

rendimiento neto de 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa.

CoHi20s > 2 CHsCHOHCOOH

Glucosa Acido lactico

b) Heterofermentativas
Este subgrupo de bacterias produce sélo 50% de &cido lactico y
concentraciones considerables de etanol, acetato y CO2 por la via hexosa
monofosfato. Se genera un mol de ATP por molécula de glucosa. Bacterias
involucradas en este subgrupo pertenecen a los géneros Leuconostoc y

Lactobacillus. La via bioquimica se describe a continuacion:

CeH1206 |::> CH3CHOHCOOH + C2Hs0OH + CO2

Glucosa Acido lactico Etanol Did6xido de carbono

Las bacterias acido lacticas son los principales microorganismos utilizados para
fermentar alimentos a base de maiz, sorgo o mijo en el oeste de Africa. El uso de
BAL como cultivos iniciadores durante la fermentacion de masa de cereales es un
tema de creciente interés en la tentativa por estandarizar esta etapa y garantizar

productos uniformes (Soro-Yao et al., 2014).
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Figura 1. Metabolismo de bacterias acido lacticas (Reddy et al., 2008).

2.1.2 Bacterias acido lacticas amiloliticas (BAAL)

Las bacterias acido lacticas amiloliticas, en repetidas ocasiones, han sido aisladas
de alimentos tradicionales fermentados a base de cereales (Johansson et al., 1995;
Olympia et al., 1995; Sanni et al., 2002).

La busqueda de BAAL en alimentos amilaceos fermentados se ha justificado por el
alto contenido de almidon en las materias primas. Su papel aun no ha sido
elucidado, ya que mono y disacaridos como glucosa y sacarosa estan presentes
naturalmente en la mandioca y cereales, disponibles para la fermentacion acido
lactica (Ray & Montet, 2016). Es necesaria la investigacion de su fisiologia, el
estudio de la ecologia de la fermentacién natural de cultivos amilaceos para
desarrollar nuevos procesos y mejorar las técnicas existentes sobre una base mas

racional mediante el uso de cultivos iniciadores especificos (Guyot et al., 2000).



Estudio microbioldgico y térmico mediante microcalorimetria diferencial de barrido de la fermentacion de
masa de nixtamal para pozol

Representantes importantes de este grupo pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Lactococcus y Streptococcus (Petrova et al., 2013). Las BAAL producen enzimas
que modifican el almidon (amilasas), las cuales tienen un amplio espectro de
aplicaciones (Bhanwar & Ganguli, 2014; Smerilli et al., 2015).

Las enzimas amiloliticas (a-glucanasas) hidrolizan los enlaces glucosidicos en
varios glucanos. Estas enzimas pertenecen a tres familias a-amilasas, B-amilasas y
glucoamilasas. Con base en su modo de accion se dividen en dos categorias
endoamilasas (a-amilasas, pululanasas e isoamilasas) y exoamilasas (B-amilasas y
glucoamilasas). Dentro de la amplia variedad de enzimas amiloliticas sintetizadas
por microorganismos, las a-amilasas son los biocatalizadores mas ampliamente
utilizados. Estas son enzimas extracelulares que catalizan la hidrdlisis de enlaces
a-1,4-glucosidicos en el almidén, liberando oligosacaridos lineales y ramificados de
diferentes longitudes de cadena, asi como glucosa (Sharma & Satyanarayana,
2013).

Las bacterias acido lacticas amiloliticas son utilizadas principalmente en la industria
de procesamiento de almidén para la produccion de acido lactico. Su capacidad de
convertir el almidon directamente en acido lactico unificando la etapa de
sacarificacion y fermentacion en un proceso, las hace econdémicamente mas
atractivas. Dependiendo de la bioseguridad y composicion de las cepas, se pueden
aplicar en el desarrollo de alimentos fermentados, bebidas y alimentos para nifios
(Reddy et al., 2008; Ray & Montet, 2016).

2.1.3 Fermentacion en estado sélido (FES)

La mayoria de los productos fermentados en la antigiedad provenian de una
fermentacioén solida. La fermentacion en estado sélido puede ser definida como una
técnica de cultivo de microorganismos sobre y dentro de particulas humedecidas de
un sustrato sélido. El contenido liquido unido a la matriz sélida asegura un correcto
crecimiento y metabolismo de las células, sin exceder la capacidad maxima de

retencién de agua de la matriz sélida.
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La matriz solida puede ser la fuente de nutrientes o simplemente un soporte
impregnado de los nutrientes apropiados que permitan el desarrollo de los
microorganismos. El potencial de la fermentacién en estado solido yace en provocar
una cercania entre los microorganismos cultivados y los sustratos consiguiendo una
mayor concentracion de sustratos para la fermentacion (Singhania et al., 2009).
Este tipo de fermentacién no es uniforme, especialmente en lo que se refiere al
crecimiento microbiano, debido a variaciones en la absorcién de nutrientes y en
secrecion de metabolitos. Sin embargo, presenta ventajas sobre la fermentacion en
estado liquido, ya que requiere poca energia, produce menor cantidad de aguas
residuales, por lo que es un proceso amigable con el medio ambiente.

El crecimiento de microorganismos, especialmente hongos filamentosos y
levaduras durante la fermentacion sélida se asemeja mas al habitat natural de los
microorganismos en comparacion con la fermentacion liquida, durante la cual se
producen algunas enzimas y metabolitos. Por ello, esta técnica de fermentacion se
ha utilizado ampliamente durante las ultimas décadas. Tiene potencial econémico
para la elaboracion de productos en la industria alimentaria, farmacéutica, agricola
y de piensos (Chen & Zhu, 2014).

Consideraciones generales

-La seleccion del sustrato depende de parametros fisicos como el tamafo de
particula, el costo, el espaciamiento intraparticula y la composicidon de nutrientes.
Generalmente sustratos con particulas mas pequefas proporcionan un area
superficial mayor disponible para los microorganismos, sin embargo un tamano de
particula demasiado pequefio puede interferir en la aireacién y la respiracion
microbiana resultando en un crecimiento menor. Por otro lado, particulas de mayor
tamafo proporcionan mejor eficiencia de respiracion y aireacion (debido al aumento
del espacio entre particulas) pero la superficie proporcionada para que los
microorganismos puedan adherirse es limitada (Pandey et al., 2000).

-El contenido de humedad es un factor clave que determina la estabilidad del
proceso y el rendimiento durante la fermentacion. Puede afectar el estado fisico de

los sustratos, la difusion y la utilizacién de los nutrientes, el intercambio entre el
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oxigeno y didxido de carbono y la transferencia de masa y calor. Un contenido alto
de humedad usualmente conduce a una aglomeracién de particulas, transferencia
de gas limitada, mala aireacion y contaminacion bacteriana. Un contenido bajo de
humedad reduce la difusion de nutrientes, el crecimiento celular, la estabilidad
enzimatica y el rendimiento. De este modo, un nivel de humedad éptimo se puede
determinar de acuerdo con las propiedades de las materias primas, tipo de
microorganismos y condiciones del cultivo.

-pH: cada microorganismo posee un intervalo de pH especifico para su actividad y
crecimiento. El pH de los sustratos usualmente cambia en respuesta a las
actividades metabdlicas. Los acidos organicos producidos por las cepas
normalmente disminuyen el pH. Sin embargo, la asimilacion de acidos organicos en
algunos medios puede conducir a un aumento de pH (Krishna, 2005). El control de
pH usualmente se integra con el control de humedad en el sistema FES que utiliza
enfriamiento por vapor para remover calor. Las sustancias acidas o basicas se
disuelven en agua a la concentracion deseada y después se rocian sobre la
superficie del medio.

-Transferencia de oxigeno: el crecimiento microbiano resulta en la formacién de una
pelicula de biomasa en la superficie sdlida y los sustratos metabolizados se
aglomeran volviéndose viscosos. Por otro lado, una humedad alta y sustratos
viscosos afectan la transferencia de oxigeno en el medio. En aplicaciones a gran
escala, la agitacion y aeracion son utilizadas para evitar la deficiencia de oxigeno
en el medio y promover el crecimiento microbiano.

La aireacion cumple cuatro funciones principales en la fermentacion en estado
sélido: 1) mantener condiciones aerdbicas, 2) desorcidon de dioxido de carbono, 3)
regular la temperatura del sustrato y 4) regular el nivel de humedad (Raimbault,
1998).



Estudio microbioldgico y térmico mediante microcalorimetria diferencial de barrido de la fermentacion de
masa de nixtamal para pozol

2.2 ALIMENTOS FERMENTADOS TRADICIONALES

Se estima que 25% de la dieta europea y 60% de la dieta de muchos paises en vias
de desarrollo esta compuesta por alimentos fermentados (Adebayo et al., 2013).
Sin embargo, es solo durante las ultimas décadas que se ha puesto en evidencia
que la gran mayoria de los alimentos fermentados cuentan con una serie de
propiedades fundamentales para una dieta variada y equilibrada, esta es quiza una
de las razones por las cuales su preparacion y consumo se ha mantenido hasta
nuestros dias. En casi todos los casos, estos productos estan fuertemente
arraigados a la cultura de las regiones en las que fueron desarrollados o adaptados;
en otros casos los alimentos se han beneficiado de los avances cientificos y
tecnoldgicos, como la cerveza, el vino o la produccién de yogurt; en otros, el proceso
se mantiene con muy poca innovacion, tal es el caso del pozol o del pulque en
México (Wacher, 2014).

A los alimentos fermentados se les define como aquellos productos que han sido
sometidos al efecto de microorganismos o0 enzimas que causan cambios
bioquimicos deseables y son producidos en todo el mundo utilizando diferentes
técnicas de fabricacion, materias primas y microorganismos (Blandino et al., 2003).
Con cada alimento fermentado se asocia una microbiota unica (Kumar et al., 2012).
Los alimentos fermentados como el pan, el queso, la cerveza y el vino han sido
preparados y consumidos durante miles de anos. Estudios arqueoldgicos han
demostrado el uso del proceso de fermentacion por culturas antiguas para la
elaboracién de productos alimenticios (Delwen, 1996a; Delwen, 1996b; McGovern
et al., 2004; Barnard et al., 2010). En América Latina existen regiones en las cuales
los productos fermentados se siguen elaborando tradicionalmente usando equipos
muy sencillos. En mercados especializados de todo el mundo, estos productos
fermentados son altamente apreciados y se consideran de calidad por sus
caracteristicas de sabor y por ser unicos.

En la Tabla 1 se presentan ejemplos de alimentos y bebidas fermentados a base de
cereales. Los alimentos fermentados indigenas cuentan con cualidades
organolépticas especiales y algunos incluso poseen propiedades promotoras de la
salud. Esto se debe principalmente a la diversidad biologica de la microbiota
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presente en las materias primas como contaminacion debida a los productores o
instrumentos usados para prepararlos. Estos microorganismos son depdsitos
genéticos importantes y contienen un gran potencial biotecnolégico y de mejora a la
salud que podria ser explotado. Muchos microorganismos han evolucionado en
condiciones ambientales severas para sobrevivir, mientras que otros lo han hecho
para producir enzimas y compuestos necesarios para su crecimiento en materias
primas alimenticias. Es esencial aislar y conservar la microbiota nativa que se
encuentra en estos productos, ya que constituyen especies microbianas
importantes desde el punto de vista tecnoldgico y su fisiologia es generalmente
novedosa (Ray & Montet, 2015).

2.3 POZOL

Entre las bebidas y los alimentos fermentados autdctonos de México se encuentra
el pozol, bebida de maiz de origen maya que forma parte de la alimentacion basica
de grupos étnicos del sur y el sureste de México, en particular de Chiapas
(lacandones, chamulas o tzotziles, tzeltales, choles mames y zoques), Tabasco
(chontales y choles), Campeche, Yucatan y Quintana Roo (mayas) y Oaxaca
(zapotecos) junto con la poblacion mestiza. EI nombre pozol es de origen nahuatl,
pozolli, que quiere decir espumoso (Herrera, 2003; Wacher, 2014).

Ademas de su uso como alimento, esta bebida ha sido empleada con fines
medicinales y ceremoniales. En el pasado, las bolas de pozol eran utilizadas por los
mayas como cataplasmas para prevenir o curar las infecciones superficiales y las
heridas. Actualmente los lacandones utilizan el pozol mezclado con miel para bajar
la fiebre y controlar la diarrea y otros padecimientos intestinales.

El pozol también ha tenido una gran importancia ceremonial, pues ya desde tiempos
prehispanicos se usaba como ofrenda en las diversas festividades mayas
relacionadas con el cultivo y la cosecha del maiz.

Este alimento es preparado ya sea en forma doméstica para el consumo de la
misma familia que lo hace, o en escala semicomercial para ser vendido en el
mercado (Ulloa et al., 1987).

11
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2.3.1 Elaboracién del pozol

En el método tradicional de su preparacion, los granos de maiz (ya sea blanco,
amarillo o negro) son hervidos en agua con cal, hinchandose y el pericarpio se
separa facilmente. Se lavan con agua, se escurren y se hace una molienda humeda
para formar una masa gruesa. Con la masa se forman bolas que se envuelven en
hojas de platano u otras y se dejan fermentar por tiempos que varian
considerablemente, ya que en algunos casos solo se fermentan por unas horas,
mientras que en otros se dejan madurar que consiste en dejar las bolas de pozol
envueltas en hojas de platano a temperatura ambiente, generalmente tiene una
duracion de 4 dias pero algunas personas lo fermentan 3, 8, 9 dias o hasta un mes,
cuando ya presenta un notorio crecimiento superficial de mohos. Las bolas de maiz
fermentadas se consumen disueltas en agua durante la comida, el trabajo o a
cualquier hora del dia como una bebida refrescante (Nuraida et al., 1995; Wacher,
2014). Incluso, los indigenas de Chiapas o de otros estados del Sureste lo llevan
como provision antes de emprender un viaje 0 antes de iniciar su jornada de trabajo
(Romo, 1988).

Existen variaciones en las preferencias de consumo de esta bebida, ya que entre
los indigenas es mas frecuente el consumo del pozol maduro o agrio, sobre todo
por los hombres que realizan trabajos pesados (peones, campesinos) porque “les
da energia para trabajar”. Sin embargo, la mayoria de los consumidores prefieren
el pozol fresco, es decir consumen preferentemente el pozol que se preparé el
mismo dia, el cual aunque no es muy acido ya presenta un notorio grado de
fermentaciéon (Wacher, 1995).

De acuerdo con Steinkraus (2002), el pozol es un ejemplo de cereales fermentados

mediante fermentaciéon acido lactica.
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Tabla 1. Ejemplos de alimentos fermentados a base de cereales (Ray & Montet, 2015).

Nombre del Paises productores Sustrato Microorganismos fermentadores Caracteristicas de
producto textura
Ogi Nigeria, Benin Maiz, sorgo o mijo Lactobacillus spp, Aerobacter, Coryneobacterium,
levaduras y hongos Liquido (gacha)

Mahewu Paises del este de Maiz, sorgo y mijo Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus bulgaricus, Liquido (gacha) /

Africa Streptococcus lactis bebida
Mawe Sur de Africa y Benin Maiz Lactobacillus fermentum, Candida krusei, Liquido (gacha)

Saccaromyces cerevisiae
Kenkey Ghana, Botswana Sorgo, maiz, mijo Lactobacillus sp., levaduras Masa (solido)
Injera Etiopia, Sudan Sorgo, tef, maiz, ragi Levaduras, Lactobacillus sp. Masa (solido)
Kisra Sudan, Etiopia Sorgo Lactobacillus bulgaricus, levaduras Masa (solido)
Dosa India Arroz, frijol negro Lactobacillus fermentum, Leuconostoc spp., Masa (solido)
Sacharomyces spp.
Dhokla India, Sri Lanka Arroz, frijol negro Bacterias acido lacticas y levaduras Masa (solido)
Idli India Arroz, frijol negro Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
lactis, Saccaromyces cerevisiae
Tarhana Grecia, Turquia Trigo, leche (yogurt) Lactobacillus sp., Saccaromyces cerevisiae Masa (solido)
Uji Kenia, Uganda, Sorgo, maiz, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum Bebidas
Tanzania mandioca
Boza Bulgaria, Romania, Trigo, centeno, mijo, Lactobacillus spp., Leuconostoc, Saccaromyces Bebida
Turquia, Albania maiz, etc. cerevisiae
Bushera Uganda Sorgo, mijo Lactobacillus spp., Leuconostoc, Saccaromyces Bebida
cerevisiae
Pozol México Maiz Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Bebida
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus fermentum

Togwa Este de Africa Maiz Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Bebida

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus cellobiosus,
Saccaromyces cerevisiae, Candida tropicalis
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2.3.2 Microbiota del pozol

La mayoria de los microorganismos asociados con los granos de maiz utilizados en
la elaboracion del pozol son destruidos por el tratamiento térmico durante la
produccion del nixtamal. Por tanto, la inoculacion de las masas de maiz tiene lugar
durante la molienda del nixtamal y la formacién de las bolas de pozol, ya que las
personas que elaboran el pozol no toman medidas sanitarias. Debido a esto, las
fuentes de indculo son muy diversas; no obstante, existen varias especies de
bacterias, levaduras y mohos que estan casi siempre presentes en muestras de
pozol, lo que podria estar relacionado con el tipo de sustrato y con las condiciones
ambientales que prevalecen en los lugares donde se prepara este alimento (Ulloa
et al., 1987; Wacher, 1995; Haard et al., 1999).

Entre los primeros microorganismos aislados del pozol se encuentran
Saccharomyces cerevisiae y las bacterias fijadoras de nitrdgeno atmosférico
Agrobacterium azotophilum y Klebsiella pneumoniae, responsables del aumento en
nitrégeno total del pozol y considerados como benéficos de acuerdo con Ulloa et al,
(1987). Estos autores también resaltan la presencia de mohos y levaduras
potencialmente patégenos, como Candida parapsilosis, Geotrichum candidum vy
Trichosporon cutaneum asociados con frecuencia al pozol de pocas horas de
fermentacién ademas de Aspergillus flavus y Cladosporium cladosporioides.

En estudios posteriores realizados por Nuraida et al, (1995) se encontré que la
fermentacién de pozol era inicialmente realizada por bacterias acido lacticas, entre
las cepas que se identificaron estan Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
confusus, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis y Lactococcus raffinolactis.
Ampe et al., (1999) estudiaron la microbiologia del pozol y encontraron que las BAL
representaban del 90 al 97% de la microbiota total activa, descubriendo ademas
que miembros del género Streptococcus representaban del 25 al 50% de la
microbiota, otros de los organismos encontrados como dominantes fueron
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum junto con miembros de los

geéneros Leuconostoc y Weissella.
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Las enterobacterias son otro de los grupos microbianos que forma parte de la
microbiota del pozol, aunque al inicio de la fermentacion se encuentran en
concentraciones bajas, crecen bien durante las primeras horas detectandose en
bajas concentraciones aun después de 8 dias de fermentacion (Wacher et al.,
2000).

Recientemente se ha estudiado a las bacterias acido lacticas amiloliticas para
comprender el papel que juegan durante la fermentacion debido a que el almidén
es el principal carbohidrato disponible para la fermentacion acido lactica. Dentro de
este grupo se identificaron cepas de Streptococcus macedonicus, Lactococcus
lactis, Enterococcus sulfureus y Streptococcus bovis que se encontré como

predominante (Diaz et al., 2003).

2.4 NIXTAMALIZACION

Es un proceso tradicional mexicano desarrollado por las civilizaciones
mesoamericanas. El tratamiento térmico alcalino al cual se somete el maiz da como
producto central la masa, la cual, luego se transforma en diversas formas. El
proceso sigue el diagrama de flujo mostrado en la Figura 2.

En este proceso se mezclan una parte de maiz entero y aproximadamente dos
partes de solucion al 1% de cal. La mezcla se calienta a 80 °C durante 20 a 45
minutos con alguna agitacion dejandola reposar durante la noche. Al dia siguiente
el agua de remojo, de color amarillo lechoso, se descarta y el maiz remojado se lava
dos o tres veces con agua limpia, removiendo la cascara y eliminando el exceso de
cal y las impurezas que el grano pudiera tener. Los granos de maiz cocidos de esta
forma, denominados “nixtamal”, son entonces molidos obteniéndose una masa
suave (Méndez et al., 2007; Rodriguez et al., 2008).

La masa obtenida del proceso de nixtamalizacion es una red de polimeros de
almidén dispersos y solubles; granulos de almidon parcialmente gelatinizados en
una fase acuosa continua sostenidos por granulos de almidon libres, otras partes
de endospermo y lipidos (Jiménez, 2012).

Durante la conversion de maiz en masa, ocurren pérdidas de materia seca debido

a la eliminacién del pericarpio, a la destruccién parcial y solubilizacion de las
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paredes celulares del endospermo externo. Las pérdidas de materia seca depende
de diversas variables, tales como el tipo de maiz, la adicion de agua y de hidréxido
de calcio, el tiempo de coccion, el periodo de remojo, el lavado del nixtamal y la

accion de la molienda (Rodriguez et al., 2008).

l Coccidn: agua 2-3/1 maiz

Cal: 1.0-1.2% peso maiz
94 °C; 50-60 minutos

Maiz cocido

Reposo: 10-14 h
Temperatura ambiente

Lavado con agua

Liquido de coccidn

Cascara de maiz «—
Cal

Molino (agua)

‘ MASA |

Moldeo en tortas
Coccion 180-210 °C
5 minutos

[ Atoles, tamales, otros ] Tortillas

Figura 2. Nixtamalizacion de maiz y preparacion de tortillas (Rodriguez et al., 2008).

El proceso de nixtamalizacion tiene un efecto en el aroma, el sabor y el color del
producto, y controla la actividad microbiolégica (Rodriguez et al., 2008), ya que se
ha observado que los mohos presentes en los granos de maiz, Cladosporium

cladosporioides y Fusarium moniliforme, se destruyen durante el tratamiento
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térmico alcalino (Ulloa et al., 1987) y no se detectan microorganismos después de
la coccidn en agua con cal, ocurriendo la inoculacion de la masa durante la molienda
del nixtamal (Wacher, 1995).

La coccion alcalina del maiz por periodos de tiempo de alrededor de 60 minutos
asociada al remojo en medio alcalino induce el hinchamiento y debilitamiento de la
pared celular y de los componentes de la fibra, esto permite y facilita la eliminacion
del pericarpio que se remueve facilmente frotando y lavando el grano. Su
eliminacion facilita la absorcion de agua y de calcio, ya que representa la primera
barrera a este proceso (Rodriguez et al., 2008).

El contenido de agua en el grano generalmente de 12 a 14% aumenta a valores de
42-46% en el nixtamal y llega a su maximo valor durante el periodo de remojo, entre
45 a 49%. Los iones de calcio son acarreados por el agua al penetrar al grano, sin
embargo su absorcion es mas lenta que la del agua. El germen absorbe mas agua
que el endospermo y en esta fraccidon del grano el calcio se liga con el almidén
(idem).

Los granulos de almidéon aumentan de tamafio en todo el endospermo, muestran
una destruccion parcial y el almidon se encuentra parcialmente gelatinizado. Las
proteinas de esta estructura del grano quedan asociadas a los granulos de almidén,
sin embargo ocurren cambios en la apariencia fisica de los cuerpos proteicos
(idem).

El tratamiento térmico alcalino aplicado al maiz para convertirlo en masa o tortilla
contribuye a reducir los riesgos de desarrollar pelagra, por mecanismos que aun
hoy en dia no estan bien esclarecidos. Favorece la biodisponibilidad del acido
nicotinico ligado mediante hidrolisis y mejora el balance de aminoacidos,
incrementando la utilizacion del triptéfano y reduciendo la disponibilidad de la
leucina (idem).

Ademas se ha encontrado que durante la nixtamalizacién el acido fitico se reduce
un 35% y se favorece la utilizacion del hierro debido posiblemente a que la cantidad
de calcio presente es tan alta en comparacion con el contenido de acido fitico que
lo puede saturar facilmente, evitando asi su combinacion con el hierro (Urizar &
Bressani, 1997).
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2.5 MAiz

El maiz (Zea mays) es una planta de cultivo alto (1-4 m) con hojas largas (50-100
cm) y anchas (5-10 cm) y un extenso sistema radicular fibroso. Botanicamente, es
una graminea anual que pertenece a la familia Poaceae (Wusirika et al., 2014).
Fue domesticado a partir de su antepasado silvestre, el teocintle, hace unos 6,500
a 9,500 anos en las zonas montafosas de México. La extensa genética y diversidad
fenotipica del maiz primitivo facilitd su rapida expansion a través de América
(Jiménez, 2012).

Es uno de los principales cereales del mundo junto con el arroz y trigo. Representa
cerca del 15-56% del total de las calorias diarias en la dieta de personas de
aproximadamente 25 paises en desarrollo, particularmente de Africa y América
Latina donde la proteina animal es escasa, cara y por tanto inasequible para un gran
sector de la poblacion. Estados Unidos es el mayor productor de maiz, con 316
millones de toneladas de maiz cosechado, 37% de la producciéon mundial de maiz
(Arendt & Zannini, 2013).

Los polisacaridos, proteinas vy lipidos representan los tres componentes
mayoritarios de los granos de maiz. Un grano de maiz comun esta compuesto por
70-75% de almidon, 8-10% de proteina, 4-5% de lipidos, 1-3% de azucares y 1-4%
de cenizas (idem).

E. L. Sturtevant clasificd al maiz en seis subespecies o tipos:

-Maiz dentado (Zea indentata): en éste, el endospermo cérneo se encuentra
principalmente en los bordes del grano mientras que el endospermo suave o blanco
en el centro y la coronilla. Durante la maduracién, el endospermo suave se contrae
mas rapido que el endospermo corneo y provoca una abolladura y un arrugamiento
o plegamiento mas o menos irregular de la capa de la semilla en la coronilla del
grano.

-Maiz pedernal (Zea indurata): se diferencia del maiz tipo dentado en que el
endospermo suave se encuentra en el centro del grano rodeado por el endospermo
cérneo.

-Maiz suave (Zea amylacea): puede ser facilmente reconocido por la ausencia de

endospermo corneo, todo el interior del grano ademas del germen esta compuesto
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de endospermo amilaceo y suave. Variedades de este tipo son cultivadas
comunmente en varios paises del Centro y Sur de América donde se proporciona
una larga temporada de crecimiento. El color varia ampliamente, siendo los mas
comunes blanco, azul y negro.

-Maiz dulce (Zea sacchrata): se caracteriza por el aspecto traslucido y corneo del
endospermo Yy la apariencia arrugada del grano maduro. El almidon se convierte
principalmente en azucares simples (sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa).

-Maiz palomero (Zea everta): en este tipo todo o casi todo el endospermo es corneo
y muy duro.

-Maiz de vaina (Zea tunicata): este tipo es caracterizado por espigas de tamano
mediano a pequefio, en el que no solo la mazorca esta cubierta por una vaina, ya
que cada grano también se encuentra envuelto por vainas. Se piensa que éste es
el maiz primitivo o el tipo original a partir del cual otros maices se han desarrollado
(Shoesmith, 1918).

2.5.1 Estructura del grano de maiz

Las diferentes coloraciones de los granos pueden deberse a las diferencias
genéticas del pericarpio, la aleurona, el endospermo y el germen.

La mazorca normalmente contiene 800 semillas unidas en hileras, envuelta por
vainas de hojas modificadas.

Caridpside: el fruto de maiz es una cariopside en la que la pared del ovario maduro
(pericarpio) no se separa naturalmente de la semilla y esta unida a la mazorca por
el pedicelo que asegura la transferencia de los productos de fotosintesis al nucleo
en crecimiento. Cuando se retira la caridépside de la mazorca, el pedicelo se rompe
y a la estructura cénica que permanece unida a la caridépside se le llama “tapa de la
punta” (ver Figura 3).

Pericarpio: la estructura mas externa del grano es el pericarpio, éste aporta el color
del grano y representa cerca del 5-6% del peso seco de todo el grano. Todas las
partes del pericarpio estan formadas de células muertas que son tubos celuldsicos.
Aleurona: capa externa que cubre todo el endospermo y germen actuando como

una membrana semipermeable que restringe el flujo de moléculas grandes al interior
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y exterior del endospermo. Esta compuesta por grandes células densas, ricas en
minerales y proteinas de alta calidad. Estas proteinas no estan disponibles para las
enzimas digestivas, a menos que las células sean abiertas por la molienda.
Endospermo: comprende 82-84% del peso seco de todo el grano y representa una
fuente de almidén (86-89% en base seca) y la mayor parte de proteina disponible
(7-10% en base seca). Esta constituido por células alargadas que contienen
granulos de almidén encerrados en una matriz proteica. La region estrecha entre
los granulos de almiddn se llena con cuerpos proteicos incrustados en la proteina
de la matriz.

Germen: es la planta embrionaria, normalmente abarca 1/2 a 2/3 de la longitud del
grano extendiéndose desde la punta de éste.

Embrién: constituye la parte viva del grano de maiz, esta completamente rodeado
por el escutelo que actua como su 6rgano nutritivo. Las paredes de las células del
escutelo son gruesas y contienen numerosos orificios y espacios intercelulares que
facilitan el movimiento de material entre las células. Constituye 11% del peso seco
del grano de maiz. Contiene 83% de los lipidos, 70% de los azucares, 78% de los
minerales, 26% de las proteinas (en particular, hormonas que se movilizan durante

la germinacién) del grano y vitaminas (Arendt et al., 2013).

Endospermo suave/harinoso

Endospermo cérneo/duro

Coronilla

Germen —_— \
Pericarpio
\Aleurona
Escutelo
Tapa de Tapa de
la punta la punta Embridn

Figura 3. Un grano de maiz en seccién transversal longitudinal, mostrando las

partes que lo componen (Arendt et al., 2013).
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2.6 ALMIDON

El almidén es la sustancia de reserva alimenticia predominante en las plantas y
proporciona el 70-80% de las calorias consumidas por los humanos de todo el
mundo. Tanto el almidén como los productos de la hidrodlisis del almiddn constituyen
la mayor parte de los carbohidratos digeribles de la dieta habitual.

La mayoria de los granulos del almidon estan compuestos de una mezcla de dos
polimeros: un polisacarido esencialmente lineal denominado amilosa y otro muy

ramificado llamado amilopectina (Fennema, 1995).

2.6.1 Amilosa

La amilosa es una cadena lineal constituida principalmente por una cadena lineal
de unidades de a-D-glucopiranosilo unidas por enlaces (1—4), aunque también
existen moléculas que poseen algunas ramificaciones en posicion (1—6), alrededor
de una ramificacion cada 180-320 unidades.

El acoplamiento de la posicion axial-ecuatorial de las unidades a-D-glucopirandsido
con enlaces (1—4) en las cadenas de amilosa da a las moléculas una forma de
hélice o espiral con giro a la derecha. El interior de la hélice contiene solo atomos
de hidrégeno, y es por tanto lipofilico, mientras que los grupos hidroxilo estan
situados en el exterior de la hélice.

La mayoria de los almidones contiene alrededor de 25% de amilosa (idem).

2.6.2 Amilopectina

Es una molécula muy grande y altamente ramificada, con enlaces de ramificacion
que constituyen alrededor del 4-5% del total. Consiste en una cadena que contiene
el unico extremo reductor, denominada cadena-C, la cual tiene numerosas ramas,
llamadas cadenas-B, a las que se unen por su parte varias cadenas-A. Las ramas
de las moléculas de amilopectina toman la forma de un racimo y se presentan como
dobles hélices.

La amilopectina esta presente en todos los almidones, constituyendo alrededor de
75% de los almidones mas comunes. Algunos almidones estan formados

exclusivamente por amilopectina y se les conoce como almidones céreos (idem).
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2.6.3 Granulos de almidon

Los granulos de almidén estan formados por moléculas de amilosa y/o amilopectina
ordenadas de forma radial. Contienen regiones cristalinas y no cristalinas en capas
alternadas. Las ramas agrupadas en paralelo de la amilopectina se encuentran
plegadas como dobles hélices. Es este empaquetamiento de las estructuras en
doble hélice lo que forma las muchas areas cristalinas pequefias muy densas que
alternan con las menos densas y amorfas.

Las moléculas de amilosa se disponen entre las de amilopectina y algunas pueden

difundir a partir de granulos parcialmente embebidos de agua (idem).

2.7 GELATINIZACION

Cuando el almidéon se calienta en presencia de agua, sufre una transicion
irreversible de orden-desorden denominada gelatinizacion. Durante esta transicion
se observan varios cambios: hinchamiento de los granulos, absorcion de agua,
pérdida de la cristalinidad y lixiviacién de la amilosa. Se han usado muchas técnicas
para estudiar estos eventos en un intento por comprender los cambios estructurales
precisos involucrados en la gelatinizacion. Entre las técnicas utilizadas estan DSC,
difraccion de rayos X, microscopia Optica, analisis termomecanico y resonancia
magnética nuclear (Eliasson, 2004).

Debido a que la gelatinizacion del almiddn es un proceso endotérmico, es muy
utilizada la técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC), que mide tanto la
temperatura como la entalpia de gelatinizacion. La descripcion general de los
acontecimientos que tienen lugar a lo largo del proceso de gelatinizacién se
presenta a continuacién. El agua actua como un plastificante. Su efecto favorecedor
de la movilidad es llevado a cabo en primer lugar en las regiones amorfas que
fisicamente tienen la naturaleza de un vidrio. Cuando los granulos de almidén se
calientan en presencia de suficiente agua (al menos 60%) y se alcanza una
temperatura especifica (Tg) las regiones amorfas plastificadas del granulo sufren
una transicion de fase de un estado de vidrio a otro de goma. Sin embargo, el pico
de absorcion de energia asociado con esta transicién a menudo no se detecta por

DSC, ya que las regiones de cristalinidad, es decir, las ramas en doble hélice de
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amilopectina ordenadas y empaquetadas, son contiguas y estan conectadas por
enlaces covalentes a las regiones amorfas, y asi la fusion de los cristales sigue
inmediatamente a la transicion vitrea. Puesto que la entalpia de fusion inicial es
mucho mayor que la de transicion vitrea, esta ultima normalmente no se hace
evidente (Fennema, 1995).

La entalpia de gelatinizacion del almidon granular representa cantidades
termodinamicas netas de diferentes eventos: hinchamiento granular y fusion
cristalina (endotérmicos), hidratacion y reordenamiento de las cadenas (exotérmico)
(BeMiller & Whistler, 2009).

El agua juega un papel importante en el proceso térmico de gelatinizacion del
almidon. Cuando se incrementa la humedad de suspensiones de almidon
disminuye la temperatura de gelatinizacion. Adicionalmente la presencia de alcali,
sales, azucares, lipidos, alcohol, acidos organicos y sus sales también influyen en
la gelatinizacion del almidon mediante la ruptura de enlaces de hidrogeno en el
interior del granulo de almidén o mediante la formacion de complejos solubles con
el almidon, teniendo un impacto en la temperatura de gelatinizacion, afectando asi

el grado de gelatinizacion (Li et al., 2015).

2.8 RETROGRADACION

Este fendmeno se define como la insolubilizacidon y la precipitacion espontanea,
principalmente de las moléculas de amilosa, debido a que sus cadenas lineales se
orientan de forma paralela y reaccionan entre si por puentes de hidrégeno a través
de sus multiples hidroxilos.

Cada almidon tiene una tendencia diferente a la retrogradacion, lo cual se relaciona
con su contenido de amilosa. Es mas dificil que la amilopectina la desarrolle, debido
a que sus ramificaciones impiden la formacion de puentes de hidrégeno entre
moléculas adyacentes; sin embargo, si las soluciones de almidon se congelan y se
descongelan continuamente, se produce su insolubilizacién. Las fracciones de
amilosa o las secciones lineales de amilopectina que retrogradan forman zonas con
una organizacion cristalina muy rigida, la cual requiere alta energia para romperse

y permitir la gelatinizacién del almidon (Badui, 2006).
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2.9 MICROCALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (uDSC)

La microcalorimetria es una técnica experimental que permite determinar con alta
sensibilidad la energia expuesta como consecuencia de cualquier proceso o
transformacién (Lago et al., 2016). En la calorimetria diferencial de barrido (DSC por
sus siglas en inglés), la muestra y el material de referencia son calentados mediante
elementos calefactores individualmente. Esto hace posible emplear el principio de
“‘balance nulo” de temperatura. Hay que tener en cuenta que este sistema esta
dividido en dos bucles distintos, como se muestra de forma esquematica en la
Figura 4. Uno de estos bucles controla la temperatura media, de forma que las
temperaturas Tp de la muestra y de la referencia aumentan a una velocidad
predeterminada, que es registrada. El segundo bucle tiene como funcién asegurar
el que si se produce una diferencia de temperatura entre la muestra y la referencia
(debido a una reaccion exotérmica o endotérmica en la muestra) se modifique la
potencia de entrada a fin de anular esta diferencia. En esto consiste el principio de
“balance nulo” de temperatura. De este modo, las temperaturas de las celdas se
mantienen iguales mediante un ajuste continuo y automatico de flujo de calor. La
sefnal producida, proporcional a la diferencia de calor de entrada a la muestray a la
referencia, dH/dt, se registra. En la practica, también se registran las temperaturas
medias de la muestra y de la referencia (McNaughton & Mortimer, 1975).

Los cambios endotérmicos y exotérmicos en un termograma de DSC revelan
transiciones o reacciones que ocurrieron durante la prueba, por ejemplo, transicion
vitrea, gelatinizacion y fusion. De esta forma puede proporcionar directamente la
temperatura y entalpia de transicion/reaccion. En el estudio del almidén, el analisis
de datos de DSC brinda informacion adicional referente a éste, por ejemplo, su
estructura y composicion, interaccion con otros componentes, los efectos del agua
y propiedades relacionadas (Zhong & Sun, 2005).

En la Figura 5 se muestra un termograma ideal que representa la evolucién del calor

diferencial de entrada dH/dt, frente a la temperatura.
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Figura 4. Representacion esquematica de los bucles de control del DSC, donde S
representa la celda de la muestra y R la celda del material de referencia

(McNaughton & Mortimer, 1975).

dH/dt [mcal/s)

Eje delantero de
la endoterma

Linea inicial / \
Y
del programa | \
{
\ 'III - _‘f\;:_____,__
IR SR e
\ Linea de base

del barrido

¥

Temperatura (°C)

Figura 5. Termograma ideal de DSC (McNaughton & Mortimer, 1975).
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A continuacién se presentan ejemplos del uso de esta técnica en el estudio de

cereales:

>

Estudio de los efectos de la temperatura de almacenamiento y el contenido
de humedad de los granos de maiz sobre las propiedades térmicas,
temperatura y entalpia de desnaturalizacion de las fracciones proteicas de
éstos (Sanchez et al., 2003).

Determinacion del contenido de amilosa en almidén de trigo, centeno,
cebada y maiz (Moorthy et al., 2006).

Caracterizacién térmica de una formulacion de cereales de desayuno lista
para el consumo y de sus principales componentes amilaceos realizando el
analisis bajo condiciones de exceso de agua y variando la proporcion de agua
dentro del intervalo esperado en un proceso de extrusion, entre 10 y 36% de
agua (Nunez et al., 2009).

Estudio del efecto del tiempo de coccidén y de la concentracion de Ca(OH)2
utilizada en la coccion de maiz para la obtencion de harinas de maiz, sobre
la gelatinizacion de almidén de harinas de maiz (Coral, 2010).

Efecto de la adicion de xantana en la elaboracion de pan blanco durante el
almacenamiento del pan, por medio de la evaluacién de la estabilidad térmica
del pan, para retardar el envejecimiento (Gosset, 2015).

Evaluacién de los cambios en las propiedades térmicas del almidén de maiz
durante la nixtamalizacién y el proceso de elaboracion de tortilla, y su relacion

con la dureza del grano (Santiago-Ramos et al., 2017).
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3. HIPOTESIS

Ya que existen bacterias lacticas amiloliticas en la masa de nixtamal durante su

fermentacién natural utilizaran el almidéon presente para su crecimiento, esto

provocara cambios en su estructura y modificara sus propiedades térmicas.

4. OBJETIVO GENERAL

Conocer los cambios en las transiciones térmicas de masa de nixtamal causados

por su fermentacion natural mediante un analisis térmico con microcalorimetria

diferencial de barrido y estudiar los cambios en los principales grupos microbianos

presentes naturalmente en la masa de nixtamal durante el proceso fermentativo.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

X/
L X4

Obtener la composicion microbiolégica de una masa de nixtamal para pozol
mediante las cuentas en placa de bacterias lacticas, bacterias lacticas
amiloliticas, microorganismos xilanoliticos, microorganismos mesofilos
aerobios no lacticos, enterobacterias, mohos y levaduras con el fin de saber
cémo se desarrollan con el tiempo de fermentacion.

Examinar la diversidad de microorganismos xilanoliticos presentes en la
masa de nixtamal mediante su descripcion colonial y microscopica.

Detectar el consumo de carbohidratos durante el proceso fermentativo,
mediante la determinacion de la concentracion de carbohidratos solubles
totales y carbohidratos reductores, y estudiar su relacién con las transiciones
térmicas de la masa de nixtamal.

Obtener las caracteristicas de las muestras mediante la determinacion del
pH, la acidez titulable y la humedad asi como sus cambios asociados con la

fermentacion.
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5. METODOLOGIA

5.1 Muestra de estudio

Se trabajo6 con masa de nixtamal procedente del mercado de Atasta en
Villahermosa, Tabasco. Se tomo6 una muestra de la masa recién molida y amasada,
se envolvio en bolsas de plastico estériles y se envié por avién a la Ciudad de

México.

5.2 Metodologia general

Una vez que la masa llegé al laboratorio, se amasé dentro de las bolsas en que fue
enviada para homogenizarla, se midi6 pH y humedad para conocer sus
caracteristicas, posteriormente se dividié en lotes de 500 g que se colocaron en
bolsas de plastico Stomacher estériles y asi facilitar su manipulacion posterior, se
mantuvieron en refrigeracién a 6 °C por 15 h hasta iniciar la fermentacion.

Se colocaron 100 g de muestra directamente de las bolsas Stomacher en frascos
de vidrio previamente esterilizados y con ayuda de una cuchara flameada se
compacto la masa de tal forma que no quedaran huecos de aire, después se taparon
con papel aluminio y se aseguraron con ligas. La masa se manipulé en una
campana de flujo laminar. Los frascos se incubaron a 30 °C y se tomaron muestras
alasO,3,6,9, 12, 24, 48, 96 y 144 h de fermentacion

Se realizaron dos fermentaciones cada una con un lote diferente de masa, obtenidos
con el mismo proveedor. La primera fermentacion se realizé del 6/10/2016 al
12/10/2016 y la segunda se realiz6 del 30/11/2016 al 6/12/2016.

En la primera fermentacion se realizé la cuenta viable de bacterias acido lacticas
(BAL), bacterias acido lacticas amiloliticas (BAAL), xilanoliticos, mesofilos aerobios
no lacticos, enterobacterias, mohos y levaduras, a los microorganismos que
mostraron actividad xilanolitica en las placas se les hizo una descripcion colonial y
microscopica; se midié pH, acidez y humedad, se tomaron muestras para medir la
concentracion de carbohidratos solubles totales y carbohidratos reductores, y se

realizé una réplica del analisis térmico.
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En la segunda fermentacion ademas de la segunda réplica del analisis térmico, se

realizd la cuenta viable de BAL por ser el principal grupo responsable de la

fermentacién, de BAAL por estar relacionadas con la actividad amilolitica y de

mesdfilos aerobios no lacticos para verificar las cuentas obtenidas en la primera

fermentacién también se midié pH, acidez y humedad para corroborar que la

fermentacion se habia desarrollado de forma similar en las muestras utilizadas en

las dos réplicas del analisis térmico.

En la Figura 6 se presenta un diagrama con la metodologia general seguida.
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Figura 6: Diagrama experimental general.
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5.3 Analisis fisicoquimico

5.3.1 Determinacién de humedad
Se colocd 1 g de muestra en una termobalanza (MB45, OHAUS®, USA) a 100 °C
durante 20 minutos y se registré directamente el porcentaje de humedad al final de

la determinacion. La determinacion se realizo por triplicado para cada tiempo.

Para la determinacion de pH y acidez se pesaron 10 g de muestra, se agregaron 90
mL de agua destilada y se disolvi6 la muestra. Después de medir pH se procedio a

determinar su acidez.

5.3.2 Determinacion de pH
Se determiné pH para cada tiempo de fermentaciéon estudiado, por triplicado. La
mediciéon de pH de las muestra se realizé con un potenciometro calibrado (pH 700,
OAKTON®, Singapore).

5.3.3 Determinacion de acidez
A cada muestra disuelta previamente, se le adicionaron dos gotas de fenolftaleina
al 1% y se valoré con NaOH 0.1 N hasta el vire a color rosa tenue. La determinacion
de acidez se realizé por triplicado y se expresé en g acido de lactico por cada 100

g de masa.

5.4 Analisis quimico

5.4.1 Concentracion de carbohidratos solubles totales
Se determiné por el método fenol-sulfurico (Nielsen, 2010), midiendo la absorbancia
a 480 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis Sectrophotometer
Thermoscientific, China). La curva patrén se realizé con dextrosa en un intervalo de

concentracion de 10-90 ug/mL (datos disponibles en Anexo, Tabla A).

5.4.2 Concentracién de carbohidratos reductores
Se determind por el método acido dinitrosalicilico-DNS (Saquib & Whitney, 2011),
midiendo la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro (Genesys 10S UV-Vis
Sectrophotometer Thermoscientific, China). La curva patrdn se realizd con dextrosa
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en un intervalo de concentracion de 0.1-0.5 mg/mL (datos disponibles en Anexo-
Tabla B). Tanto la concentracidén de carbohidratos solubles totales como de

carbohidratos reductores se realizaron por triplicado.

5.5 Analisis microbiolégico

5.5.1 Cuentas viables
En una bolsa estéril Stomacher se pesaron 25 g de masa de maiz nixtamalizado y
se adicionaron 225 mL de agua peptonada para su posterior homogenizacién
durante 60 s a velocidad normal en un Stomacher (Laboratory Blender, Stomacher
400, England). De esta primera dilucion se hicieron diluciones seriadas. La cuenta
viable de cada grupo microbiano (bacterias lacticas, bacterias lacticas amiloliticas,
xilanoliticos, mesofilos aerobios no lacticos, enterobacterias, mohos y levaduras) se
determind por medio de inoculacion en placas de agar de tres diluciones seriadas
por duplicado para cada dilucion.
En la Tabla C se muestran los medios de cultivo y las condiciones de incubacion
(ver anexo).
Para contabilizar los microorganismos con actividad xilanolitica, las placas se
revelaron cubriéndolas con rojo congo al 0.2%, y dejandolas en agitaciéon en un
RotoMix (Type 50800, Barnstead Thermolyne, USA) durante 10 minutos, después
se retird el excedente y se hicieron 3 lavados con NaCl 1 M en agitacién por 10
minutos. Se consideraron como xilanoliticas aquellas colonias que presentaban un
halo claro.
Para contabilizar las bacterias acido lacticas amiloliticas se cubrieron las placas con
lugol y se consideraron como BAAL aquellas colonias que presentaron un halo

trasliicido a su alrededor.

5.5.2 Descripcion colonial y microscopica
Después de realizar la descripcién colonial se hizo tinciéon de Gram (Ramirez et al.,
2008) de los microorganismos que presentaron halo de degradacién en el medio de
cultivo MRS-X.
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5.6 Analisis térmico empleando uDSC

Para realizar la prueba se coloc6 una masa total aproximada de 660.0 mg de masa
de maiz nixtamalizado-agua destilada, dividida en 4 capas masa/agua/masa/agua
en proporcion 1:1 en una celda de Hastelloy C276 y como referencia se utilizé la
misma masa de agua destilada. Después de sellar las celdas se calentaron de 25 a
120 °C y en seguida se enfriaron de 120 a 25 °C en un ciclo de calentamiento-
enfriamiento a una tasa de 1.0 °C/min en un microcalorimetro (uDSC 7 evo,
Setaram, Caliure, France).

La prueba se realizd por duplicado para cada dia de fermentacion estudiado. Las
temperaturas inicial (Ti), pico (Tp) y final (Tf) asi como las entalpias de las
transiciones observadas se obtuvieron con el software DataCalisto (Setaram,
Caliure, France) integrando el area bajo la curva, tomando como referencia la

primera derivada (Figura 7).

- 4

-

Figura 7. Termograma que muestra las temperaturas Ti, Tp y Tf de la transicién

correspondiente a una muestra de la primera fermentacion.

5.7 Analisis estadistico

Para determinar si habia diferencias significativas en los parametros Ti, Tp, Tf, AT
y AH con el tiempo de fermentacion, se realizé un analisis de varianza de un factor
a un nivel de 95% de confianza y en los casos en que se encontraron diferencias
significativas se realizo la prueba de comparaciones multiples de Tukey a un a=0.05,

para ello se utilizo el software Microsoft Excel® 2013.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron dos fermentaciones, cada una con un lote diferente de muestra,

ambos obtenidos con el mismo proveedor.

6.1 Primera fermentacion natural de masa de maiz nixtamalizado

El lote con el que se realizé la primera fermentacién tenia un pH de 6.89 £ 0.28 y
una humedad de 51.81 £ 0.71%.

6.1.1 Microbiota natural

Al inicio de la fermentacién las BAL, las BAAL, los xilanoliticos y los mesdfilos
aerobios no lacticos estaban presentes en concentraciones altas, entre 108 y 109
ufc/g, mientras que las levaduras y enterobacterias estuvieron en concentraciones
menores, 3.5 x 10* y 7.9 x 108 ufc/g respectivamente (Figura 8). De forma similar a
lo obtenido por Wacher et al. (2000), quienes al examinar la microbiota inicial de
masas de nixtamal recién preparadas observaron que las bacterias acido lacticas y
los mesdfilos aerobios no lacticos se encontraban en concentraciones mayores
respecto a las enterobacterias, mohos y levaduras.

Durante las primeras 3 horas de fermentacion se observo un periodo de adaptacion
de las BAL y las BAAL. Esta es seguramente la causa por la cual las bacterias
lacticas no metabolizaron los azucares en acido lactico o no de manera significativa,
pues durante este tiempo la concentracion de carbohidratos reductores se mantuvo
constante, en 3.8 mg glucosa/g, y aunque se observo un ligero incremento de acidez
no fue considerable, ya que el pH no disminuy6 (Figura 9). Sin embargo, como se
observa en la Figura 10, durante este periodo la concentracion de carbohidratos
solubles totales se duplicd, esto posiblemente indica que hubo actividad amilolitica,
ya que la concentracién de mono y disacaridos que se encuentra en la masa de
nixtamal no seria suficiente para sostener la alta concentracion de bacterias y la
diversidad microbiana que se han reportado en el pozol (Diaz et al., 2003) y por lo
tanto el almidén representa una fuente de carbono importante para la fermentacion

(Ben Omar & Ampe, 2000), es posible que los microorganismos xilanoliticos
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presentes (Figura 8) también hayan participado en el incremento de la
concentracion de carbohidratos solubles totales.

A las 6 horas de fermentacion se observdé un aumento en la concentracién de las
bacterias lacticas, las bacterias lacticas amiloliticas, las enterobacterias y las
levaduras. De estos grupos las BAL fueron las que tuvieron un crecimiento mayor,
ya que incrementaron 13.5 veces su concentracion inicial, seguidas por las BAAL
quienes la incrementaron 5.5 veces. Durante este crecimiento la acidez de la masa
se triplico alcanzando una concentracion de 0.3% de acido lactico, ocasionando que
el pH disminuyera de 6.6 a 5.3.

Después de esta etapa de crecimiento se observé una caida en la cuenta de
bacterias lacticas a las 9 horas de fermentacion, las cuales disminuyeron de 3.7 x
10° ufc/g a 1.2 x 10° ufc/g, pero 3 horas después recuperaron la cuenta que habian
alcanzado a las 6 horas de fermentacion. En el caso de las BAAL también se
observé una caida, llegando a 2.9 x 108 ufc/g a las 9 h y se mantuvieron en esta
concentracion hasta las 12 horas de fermentacion.

A las 24 h las bacterias lacticas alcanzaron una concentracion maxima de 1.5 x 1019
ufc/g. Aunque después de este tiempo su cuenta cayo progresivamente hasta llegar
a 5.4 x 108 ufc/g al sexto dia de fermentacion, su concentracién se mantuvo por
encima de la de los demas grupos microbianos. Esta predominancia, en la cuenta,
de bacterias lacticas sobre los demas grupos microbianos, se ha observado
anteriormente en estudios realizados sobre la microbiota del pozol (Nuraida et al.,
1995; Wacher et al., 2000). Las bacterias lacticas amiloliticas alcanzaron una
concentracion maxima de 3.3 x 10° ufc/g también a las 24 h, después su cuenta
cayd de una manera mas pronunciada que la de las BAL, llegando a 7.3 x 10° ufc/g
a los 6 dias de fermentacion. Posiblemente, este comportamiento se debe a la
sensibilidad al pH que presentan ciertas cepas amiloliticas aisladas del pozol,
puesto que se ha observado que Streptococcus bovis A12203 y Streptococcus
macedonicus A45201 dejan de crecer cuando el pH disminuye a valores cercanos
a 5 (Lopez, 2005). La presencia de BAAL durante la fermentacion de masa de
nixtamal se ha documentado en estudios anteriores, en los cuales se han reportado

altas concentraciones y se ha encontrado a Streptococcus bovis como la especie
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predominante, que es amilolitica y cuyo papel principal podria ser proporcionar
maltooligosacaridos de bajo peso molecular a la microbiota no amilolitica al inicio
de la fermentacion (Ben Omar & Ampe, 2000; Diaz et al., 2003).

Las cuentas viables de los grupos microbianos estudiados se pueden consultar en

la Tabla E en Anexos.

La presencia de enterobacterias en este alimento se debe a la contaminacion que
ocurre durante la molienda del nixtamal para la obtencion de la masa ya que no se
hace una limpieza adecuada del equipo de molienda, quedando restos de masas
de moliendas anteriores a través de los cuales ocurre la inoculaciéon de estas
bacterias entéricas junto con los demas grupos microbianos observados (Wacher et
al., 1993).

Al inicio de la fermentacion las enterobacterias se encontraban en concentraciones
de 7.9 x 108 ufc/g y crecieron durante las primeras 12 h alcanzando una
concentracion de 3.6 x 108 ufc/g. A partir de las 24 h se observo una disminucion en
su concentracion que se prolongé hasta el sexto dia de fermentacion. Esta puede
deberse al efecto combinado de diferentes factores que se ha visto afectan el
desarrollo de bacterias Gram negativas, tales como: generacion de compuestos
antimicrobianos durante el metabolismo de bacterias lacticas, como H202, diacetilo,
acido acético y acido lactico (James, 1982; Omemu & Faniran, 2011; Linley et al.,
2012; Corsetti et al., 2015; Stanojevic-Nikoli¢ et al., 2016); reduccién del pH pues a
las 24 h ya se habia alcanzado el pH minimo que toleran enterobacterias como
Salmonella Typhi, Shigella spp. y E. coli (Mensah, 1997); producciéon de
bacteriocinas (Ogunbanwo et al., 2003; Kumar et al., 2016).

Aunque se observo una importante disminucion en la cuenta de las enterobacterias,
una parte de estas bacterias sobrevivid a las condiciones acidas desarrolladas
durante la fermentacién, ya que al sexto dia cuando se habia alcanzado un pH de
3.36 y una acidez de 1.26% se detectaron en concentraciones de 2.5 x 102 ufc/g.
Una enterobacteria Klebsiella pneumoniae; se ha reportado como fijadora de
nitrégeno en la fermentacién (Ulloa et al., 1987), por lo que esta sobrevivencia
podria ser una de las razones para que se presente este fendmeno en el pozol. La

persistencia de enterobacterias en pozol fermentado se ha observado en estudios
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realizados por Sainz et al., 2001 y Jiménez et al., 2010, en los que incluso después
de 12 dias de fermentacion se detectaron coliformes totales en concentraciones de
2.2 log ufc/g. Sin embargo, se ha observado que diferentes productos fermentados
a base de cereales tienen un efecto inhibitorio sobre patégenos entéricos como
Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae y E. coli
enterotoxigénica (Mbugua & Njenga, 1991; Mensah et al., 1991).

Bacterias lacticas tales como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casel,
Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus infantarius producen acidos y son
resistentes a ellos (Ben Omar & Ampe, 2000; tesis de doctorado de Dominguez-
Ramirez, en proceso), las enterobacterias son sensibles a los compuestos
antimicrobianos producidos por las bacterias lacticas como mencionado
anteriormente y aunque también se ha reportado la presencia de enterobacterias
resistentes a valores bajos de pH (Ampe et al., 1999), es posible que su crecimiento
se deba también a la presencia de microambientes creados por el crecimiento de

levaduras que consumen acidos (Nuraida et al., 1995).

Es comun encontrar a las levaduras formando parte de la microbiota de alimentos
fermentados a base de maiz como el kenkey, el mawe y el ogi (Hounhouigan et al.,
1994; Jespersen et al., 1994; ljabadeniyi, 2007), en este caso también se observo
la presencia de levaduras y aunque al inicio de la fermentacién eran el grupo que
se encontraba en menor concentracion, a las 24 h de fermentacion sus cuentas ya
habian aumentado 2.6 ciclos logaritmicos continuando su crecimiento hasta el
cuarto dia de fermentacion alcanzando una concentracién de 1.2 x 108 ufc/g, la cual
disminuyoé a 3.3 x 108 ufc/g al sexto dia de fermentacion, finalizando en una
concentracion similar a la de mesofilos aerobios no lacticos y bacterias lacticas
amiloliticas.

En diferentes alimentos fermentados a base de cereales se ha reportado que estos
microorganismos contribuyen de manera importante en el aroma de los productos
(Halm et al., 1996; Teniola & Odunfa, 2001; Annan et al., 2003). En este caso,
debido a que tanto la masa de nixtamal como las cajas Petri con agar papa dextrosa,
en las que se siguio la cuenta de levaduras, presentaron aromas afrutados al cuarto

dia de fermentacién, las levaduras podrian jugar un papel importante en la
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aceptabilidad del pozol proporcionando aromas afrutados. La produccion de aromas
afrutados por levaduras aisladas del pozol se ha reportado en estudios realizados
por Ampe et al., (1999).

Por otro lado, es posible que durante la fermentaciéon haya ocurrido una asociacién
entre las levaduras y las bacterias lacticas, ya que las BAL son responsables de
acidificar la masa creando de esta manera condiciones que favorecen el crecimiento
de las levaduras por ello incluso después de que el pH disminuy6 a valores de 4.8-
4.6, ocasionando la disminucién en las cuentas de los demas grupos microbianos,
las levaduras continuaron creciendo, a su vez las levaduras podrian haber
promovido el crecimiento de las BAL al producir metabolitos como CO2, acido
piravico, acido succinico y acido acético (Leroi & Pidoux, 1993; Hounhouigan et al.,
1999).

Al inicio de la fermentacién los microorganismos mesdfilos aerobios no lacticos
estaban presentes en concentraciones de 9.8 x 102 ufc/g y alcanzaron una
concentracion maxima de 2.5 x 10° ufc/g a las 12 h, de forma similar a lo observado
por Wacher (1995), después su concentracion disminuyé hasta llegar a 9.0 x 108
ufc/g al sexto dia de fermentacion.

Las altas concentraciones iniciales de microorganismos mesofilos aerobios no
lacticos observadas se deben a que tanto las enterobacterias como las levaduras
se encontraban presentes en concentraciones considerables. Es posible que la
disminucién observada se deba al efecto mencionado anteriormente en las

enterobacterias.

Aunque en estudios realizados por Wacher et al. (2000) se ha detectado la
presencia de mohos en pozol en concentraciones iniciales de 102-103 ufc/g, en este
caso se les detectd hasta las 24 h de fermentacién y se mantuvieron en una
concentracion promedio de 2.5 x 108 ufc/g hasta el cuarto dia de fermentacion,
después de lo cual ya no se les detecté (Tabla 2).

Debido a que las levaduras se encontraban inicialmente en concentraciones de 3.5
x 10* ufc/g y crecieron de forma acelerada durante las primeras 24 h de
fermentacion, es posible que se desarrollaran rapidamente en las placas con agar
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papa dextrosa consumiendo los nutrientes y ocupando el espacio del medio de
cultivo, impidiendo de esta manera el crecimiento de los mohos y por tanto su
deteccion (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de mohos durante la fermentacion de masa de nixtamal.

Tiempo (h) log ufc/g*
24 6.00£0.00 v.e
48 6.66 £ 0.26 v.e
96 6.44+£040v.e

*Se presenta el promedio de tres réplicas con su desviacion estandar. v.e: valor estimado.

El xilano es uno de los constituyentes de la hemicelulosa, contenida en la fibra del
pericarpio y de las paredes celulares del endospermo (Doner et al.,, 2001). Al
perderse el pericarpio durante la nixtamalizacién de los granos de maiz queda como
fuente de xilano la fraccion de fibra del endospermo que representa el 2.7% de éste
(FAO, 1993). A diferencia de otros alimentos fermentados de maiz, la
nixtamalizacion hace disponible a la hemicelulosa y nuestro grupo ha encontrado
que Streptococcus infantarius subsp. infantarius, que predomina dentro de las
bacterias lacticas del pozol, tiene actividad xilanolitica (tesis de doctorado Cooper-
Bribiesca, en proceso).

En la Figura 8 se puede observar que en la masa hubo una concentracion
considerable de microorganismos con actividad xilanolitica que se mantuvo entre
3.5x 108 y 1.1 x 108 ufc/g durante los 6 dias de fermentacion.

En la Tabla 3 se puede observar la variedad en las caracteristicas coloniales de los
microorganismos xilanoliticos, los cuales eran mayoritariamente bacterias con
formas cocoides, bacilares y de cocobacilos, y en menor proporcién levaduras. En
las etapas iniciales de la fermentacion se observaron bacterias xilanoliticas Gram (-
), sin embargo a partir de las 12 h fueron remplazadas por las Gram (+).

Debido a la concentracién y variedad de microorganismos xilanoliticos observados
a lo largo de la fermentacion, la masa podria ser un sustrato con potencial para la

obtencion de este tipo de microorganismos.
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Figura 8. Crecimiento de bacterias lacticas (e), bacterias lacticas amiloliticas (o), xilanoliticos (A ), mesdéfilos aerobios no
lacticos (A), enterobacterias (o) y levaduras (m) durante la fermentacién natural de masa de nixtamal a 30 °C. Se presentan

los valores promedio de tres réplicas con su desviacion estandar como lineas verticales en los simbolos.
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Tabla 3. Observacion colonial y microscépica de microorganismos xilanoliticos

presentes durante la fermentacion.

OBSERVACION COLONIAL

OBSERVACION MICROSCOPICA

Tiempo O h

Colonias medianas, circulares, convexas y planas, de color
anaranjado y rosa tenue

Bacilos G (-)

Colonias medianas, circulares, planas y convexas, de colores rosa y
anaranjado tenue

Levaduras circulares y ovoides

Tiempo 6 h

Colonia circular, plana, color rosa tenue y brillante

Bacilos G (-)

Colonias medianas, circulares, convexas, con brillo, de color
anaranjado y crema

Cocos pequefios G (-)

Tiempo 12 h

Colonias circulares, convexas, brillantes, de color melén y amarillo
palido

Cocobacilos G (-)

Colonia grande, circular, plana, brillante y de color blanco

Mezcla de cocos y cocobacilos G (+)

Colonia mediana, circular, convexa, brillante y de color anaranjado

Cocos agrupados en racimos G (+)

Colonias pequefias y medianas, circulares, convexas, brillantes y de
color blanco

Colonia grande, circular, convexa, brillante y de color anaranjado
tenue

Cocos pequefios G (+)

Tiempo 24-48 h

Colonia pequefia, circular, convexa, brillante y blanca

Cocos agrupados en racimos G (+)

Colonia mediana, de bordes ondulados, planay blanca

Colonia pequefia, circular, convexa, blanca y brillante

Cocos G (+)

Colonia grande, circular, plana, brillante y color amarillo

Bacilos largos G (+)

Colonia grande, de bordes ondulados, plana, brillante y blanca

Bacilos cortos G (+)

Colonia mediana, circular, convexa, brillante y color crema

Mezcla de bacilos y cocobacilos G

(+)

Colonia pequefia, circular con elevacidn en el centro y blanca

Cocos G (+)

Tiempo 96 h

Colonia pequefia, circular con elevacidn en el centro, brillante y
color crema tenue

Colonia mediana, circular, convexa, brillante y color café oscuro

Cocos agrupados en racimos G (+)

Colonias pequefias, circulares, brillantes y de color blanco y crema

Cocos G (+)

Colonia pequefia, circular, convexa, brillante y color amarillo tenue

Mezcla de bacilos en cadena G (+)
con cocobacilos G (+)

Colonias medianas, circulares, convexas, brillantes y blancas

Levaduras circulares

Colonia mediana, circular, plana, textura cremosa, opaca y blanca

Levaduras ovoides y circulares

Tiempo 144 h

Colonias pequenias, circulares, convexas, brillantes y de color blanco
y amarillo tenue

Cocobacilos G (+)

Colonia pequefia, circular, convexa, brillante y de color blanco

Bacilos cortos G (+)

Colonia grande, circular, convexa, textura cremosa, y color blanco

Levaduras circulares y ovoides
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6.1.2 Cambios en las caracteristicas de masa de nixtamal

+ Cambios de pH y acidez

Debido al proceso térmico alcalino aplicado a los granos de maiz, la molienda de
éstos resulta en una masa con valores de pH de 7.0 a 7.5 (Nuraida et al., 1995; Diaz
et al., 2003). Al iniciar la fermentacién, la masa tenia un pH de 6.6 que es menor al
descrito anteriormente. Esto se debe posiblemente a que durante el tiempo que
transcurrio antes de incubar la masa a 30 °C, a partir de lo cual se considerd
formalmente el inicio de la fermentacién, la microbiota presente metabolizé parte de
los azucares produciendo acidos organicos, ocasionando que el pH descendiera a
6.6.

En estudios realizados por Ampe et al. (1999) se encontré lactato como producto
mayoritario de la fermentaciéon de masas de nixtamal, por ello se expreso la acidez
en términos de acido lactico.

Durante las primeras 3 h de fermentacion el pH se mantuvo constante y no se
observé un incremento considerable de acidez, a las 6 h fue cuando se presento
una caida pronunciada de pH debido a que la acidez se triplicd. De las 6 a 12 h de
fermentacién la acidez se mantuvo en 0.3% y el pH sdélo disminuyd 0.5 unidades
llegando a 4.8. Este comportamiento se puede deber a que durante esta etapa se
observo una disminucién en las cuentas de bacterias lacticas y bacterias lacticas
amiloliticas por lo que es posible que no hubiera una produccién importante de acido
lactico. Después de las 12 h la acidez continud incrementando, alcanzando un valor
de 1.5% a los seis dias de fermentacion.

El pH siguié disminuyendo alcanzando un valor de 3.6 al cuarto dia de fermentacion,
por lo tanto se esperaria que a partir de este tiempo el acido lactico estuviera
mayoritariamente en su forma no disociada, que es la forma responsable del efecto
antimicrobiano (Michael et al., 2005), ya que el pH alcanzado a partir de este tiempo
es menor que el valor pka del acido lactico, 3.9. Al sexto dia de fermentacion se
alcanzé un pH de 3.4, se han alcanzado valores de pH similares en masas

fermentadas durante cinco dias (Ampe et al., 1999).
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En alimentos fermentados a base de cereales se ha observado que la caida de pH
ocurre de manera mas rapida cuando la fermentacién se realiza utilizando a ciertas
bacterias lacticas como cultivos iniciadores provocando una rapida inactivacion de
bacterias entéricas incluso hasta niveles no detectables, en comparacion con la
fermentacién natural de los mismos en la que el pH disminuye de manera mas lenta
y permite que las bacterias entéricas presentes se desarrollen (Masha et al., 1998;
Hernandez, 2017). Es posible que en este caso, al ser una fermentacion natural, la
acidificacién de la masa no haya ocurrido lo suficientemente rapido para que se
diera una rapida inactivacion de las bacterias entéricas y por ello estuvieron
presentes aun después de 6 dias de fermentacion.

La disminucion de pH observada se debe principalmente a la produccién de acido
lactico por bacterias lacticas homofermentativas y heterofermentativas y en menor
medida a la produccion de acido acético por parte de las bacterias lacticas
heterofermentativas pues se ha detectado la formacion de estos dos acidos durante

la fermentacion de masa de nixtamal (Loaeza, 1991; Ampe et al., 1999).
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Figura 9. Cambios de pH (e) y acidez (o) durante la fermentacién natural de masa
de nixtamal a 30 °C. Se presentan los valores promedio de tres réplicas con su

desviacion estandar como lineas verticales en los simbolos.
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+» Cambios de humedad

Se han documentado valores de humedad de 51.8% en masas de nixtamal de
productores indigenas y de 72.3% en masas de nixtamal de productores mestizos
debido a que en estas ultimas se realiza una coccion adicional de los granos de
maiz después de la etapa de lavado que ocasiona una mayor absorcion de agua
(Wacher et al., 2000).

En este caso se observaron valores de humedad similares a los de masas de
nixtamal de productores indigenas.

En estudios realizados por Loaeza (1991) se observé una disminucién de humedad
en las masas de nixtamal conforme transcurria la fermentacién debido a que
después de cubrir las bolas de masa con envoltura plastica se hicieron varias
perforaciones sobre la superficie de ésta permitiendo asi la pérdida de humedad.
En este caso se presentd el comportamiento opuesto, en la Tabla 4 se observa que
la humedad aumenté ligeramente conforme transcurrié la fermentacion lo cual
podria deberse a que se libera agua cuando las bacterias lacticas metabolizan la
glucosa en acido lactico y a partir de la metabolizacién de azucares via oxidativa,
por las levaduras, transformandolos en H20 y CO2 (Carballo, 2012), ya que en la
parte superior de los vasos de vidrio en los que se realizé la fermentacion quedo
contenido aire antes de taparlos, esta agua podria haber sido retenida por
exopolisacaridos puesto que se han observado cepas productoras de
exopolisacaridos del género Leuconostoc en pozol (Ampe et al., 1999) ademas al
tapar los frascos de vidrio con papel aluminio se evitd que las muestras se

deshidrataran.

Tabla 4. Cambios de humedad de masa de nixtamal durante su fermentacion

natural a 30 °C.

Tiempo (dias) % Humedad*

0 51.81+0.71
4 53.00+1.26
6 56.80 £ 0.98

*Se presenta el promedio de tres réplicas con su deviacion estandar.
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6.1.3 Cambios en la concentracion de CST y CR por efecto de la

fermentacion

Entre los carbohidratos reductores que se han detectado en la masa de nixtamal se
encuentran la glucosa y la maltosa (Ampe et al., 1999). Entre los carbohidratos
solubles totales cuantificados a lo largo de la fermentacién podrian estar ademas de

los reductores, sacarosa, maltooligosacaridos y almidon.

La concentracion de azucares en el maiz disminuye de 2 g/100 g de grano en base
seca a 0.1-0.7 g/100 g de masa en base seca después de la coccion alcalina, el
remojo y el lavado de los granos de maiz para producir el nixtamal (Diaz et al.,
2003), por lo tanto el almidon representa una fuente importante de carbono para la
fermentacién (Ben Omar & Ampe, 2000), sin embargo no todas las bacterias lacticas
son capaces de hidrolizar el almidén y solo ciertas levaduras lo hidrolizan (Nuraida
et al., 1995), ejemplos de bacterias lacticas amilolitcas presentes durante la
fermentacion de masas de nixtamal son Streptococcus bovis, Streptococcus
macedonicus, Lactococcus lactis y Enterococcus sulfureus (Diaz et al., 2003). Es
posible que las fluctuaciones en la concentracién de carbohidratos reductores (CR)
y de carbohidratos solubles totales (CST) observadas durante la fermentacion se
deban a estas diferencias en la utilizacién de carbohidratos y a las diferencias
observadas en el desarrollo de los diferentes grupos microbianos presentes durante

la fermentacion de masa de nixtamal.

Durante las primeras 3 h de fermentacién los carbohidratos reductores se
mantuvieron en una concentracion de 3.8 mg de glucosa/g de masa; sin embargo,
la concentracion de carbohidratos solubles totales se duplico, posiblemente esto se
deba a una hidrdlisis del almidén presente en la masa de nixtamal, ya que como se
observo al inicio de la fermentacion las BAAL se encontraban en concentraciones
altas, 108 ufc/g; en estudios anteriores se ha visto que ciertas BAL aisladas del pozol
tienen actividad xilanolitica, tales como Streptococcus infantarius (Cooper-Bribiesca
et al., 2013), Lactococcus lactis var. lactis, Leuconostoc argentum, Leuconostoc

citreum, Weisella confusa, Lactobacillus pentosus y Lactobacillus plantarum (Flores,
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2007) y también pudieron haber contribuido con el aumento en la concentracion de
CST observado, y esta puede ser la razon por la cual se incrementa la concentracion
de azucares fermentables que abasteceria la demanda de los diferentes grupos
microbianos observados.

Las bajas concentraciones de carbohidratos reductores encontradas inicialmente en
la masa de nixtamal concuerdan con lo reportado por Santillana (1995).

El pequefio incremento en la concentracion de CST observado de las 3 a 6 h de
fermentacién sugiere que durante este tiempo hubo poca hidrélisis de almidon,
obteniéndose principalmente azucares reductores, pues la concentracion de éstos
aumentd. Es posible que después de esta etapa los CST se hayan utilizado para la
fermentacion, ya que su concentracién disminuyé a las 9 h.

En la Figura 10 se puede observar que de las 12 a 24 h la concentracion de
carbohidratos reductores disminuyé de manera importante quiza porque durante
este intervalo de tiempo hubo una mayor demanda de este tipo de carbohidratos,
ya que tanto las BAL como las BAAL alcanzaron su cuenta maxima a las 24 h de
fermentacién y durante este tiempo se presentd un crecimiento importante de
levaduras.

De las 24 a 48 h la concentracién de CR practicamente se mantuvo constante y solo
se observaron ligeros cambios de pH y acidez indicando que durante esta etapa
hubo poca conversion de azucares en acido lactico. Por otro lado, es posible que la
baja concentracion de CR observada haya promovido la hidroélisis de almidéon como
una manera de incrementar la concentracion de azucares fermentables, generando
oligosacaridos en una primera etapa e hidrolizandolos en azucares de menor
tamafo en una etapa siguiente, puesto que de las 24 a 48 h la concentracién de
CST aumento de 164.8 a 213.9 mg/g y al cuarto dia de fermentacion disminuyo a
121.8 mg/g, en esta etapa de disminucion de CST la concentracién de CR aumento
de 5.3 a 8.2 mg/g, del segundo al cuarto dia. A la vez que se producian CR parte
de éstos eran consumidos acidificando el medio como observado en la Figura 9.

Al sexto dia de fermentacion la concentracion de CST aumenté nuevamente
finalizando en 184.9 mg/g mientras que la concentracion de CR disminuy6

ligeramente, sin embargo debido a que la acidez aument6 considerablemente es
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posible que como parte de la generacion de CST se hayan liberado azucares que

se metabolizaron en acido lactico ocasionado que la concentracion de CR no

disminuyera tanto.
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Figura 10. Cambios en la concentracion de carbohidratos solubles totales (A ) y de

carbohidratos reductores (A) durante la fermentacién natural de masa de nixtamal

a 30 °C. Se presentan los valores promedio de tres réplicas con su desviacion

estandar como lineas verticales en los simbolos.
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6.2 Segunda fermentacion natural de masa de maiz nixtamalizado

El lote con el que se realizé la segunda fermentacion tenia un pH de 7.32 £ 0.07 y
una humedad de 52.57 £ 0.89%.

6.2.1 Microbiota natural

En este caso al iniciar la fermentacion los mesdfilos aerobios no lacticos, las
bacterias lacticas y las bacterias lacticas amiloliticas se encontraban en
concentraciones de entre 108 y 107 ufc/g como se muestra en la Figura 11, ya que
estas concentraciones son menores a las observadas en la primera fermentacion
es posible que en este caso la masa se haya conservado de mejor manera antes
de su llegada al laboratorio, puesto que incluso su pH al llegar al laboratorio fue

mayor que el observado en la masa de la primera fermentacion.

Durante las primeras 6 h de fermentacion tanto las bacterias lacticas como las
bacterias lacticas amiloliticas tuvieron un crecimiento pronunciado y alcanzaron su
concentracion maxima a las 24 h como en la primera fermentacién, en seguida
entraron en fase estacionaria que se prolongé hasta las 48 h, después su cuenta
disminuyé hasta llegar a 5.7 x 108 ufc/g en el caso de las bacterias lacticas y a 6.7
x 108 ufc/g en el caso de las bacterias lacticas amiloliticas al sexto dia de
fermentaciéon (Figura 11). La presencia de bacterias lacticas en altas
concentraciones observada a lo largo de la fermentacion, en ambas fermentaciones,
se corresponde con lo documentado por Nuraida et al. (1995), quienes describieron

a la fermentacion del pozol como una fermentacién bacteriana acido lactica.

En cuanto a los mesdfilos aerobios no lacticos, se observé un aumento en sus
cuentas a las 6 h de fermentacion alcanzando 5.4 x 108 ufc/g, en la primera
fermentacibn no se observd este comportamiento posiblemente porque la
concentracion reportada a las 6 h de fermentacion fue un valor estimado debido a
que las diluciones realizadas para su conteo no fueron suficientes, a partir de este

tiempo y hasta a las 12 h se observo su fase estacionaria, en seguida inicio la fase
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de muerte en la que primero se observé una disminucion de sus cuentas de
aproximadamente un ciclo logaritmico a las 48 h y posteriormente un ligero aumento
al cuarto dia y después nuevamente disminuyo finalizando en 2.5 x 107 ufc/g al sexto

dia de fermentacién (Figura 11).

A diferencia de la primera fermentacion esta vez si se observé una fase estacionaria
en los tres grupos microbianos y se alcanzaron concentraciones maximas
ligeramente menores, es razonable haber observado diferencias entre las dos
fermentaciones, ya que se llevaron a cabo por la microbiota natural y por tanto no
se tuvo un control sobre la concentracion y proporcién de los diferentes grupos
microbianos, a pesar de ello de manera general las bacterias lacticas, las bacterias
lacticas amiloliticas y los mesdfilos aerobios no lacticos se comportaron de manera

muy similar en ambas fermentaciones.

10 A

Log ufc/g

3 T T T T T T T T T T T T T 1

-12 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
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Figura 11. Crecimiento de bacterias lacticas (e), bacterias lacticas amiloliticas (o) y
mesdfilos aerobios no lacticos (A) durante la segunda fermentacién natural de masa
de nixtamal a 30 °C. Se presentan los valores promedio de tres réplicas con su

desviacion estandar como lineas verticales en los simbolos.
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6.2.2 Cambios en las caracteristicas de masa de nixtamal

+ Cambios de pH y acidez

En este caso al iniciar la fermentacion la masa tenia un pH de 7.4 y durante las
primeras 12 h de fermentacién cayé pronunciadamente llegando a un valor de 5.2y
continu6 disminuyendo hasta llegar a 3.6 al cuarto dia de fermentacién
manteniéndose constante hasta el sexto dia de fermentacion.

A pesar de que en este caso la fermentacién de masa de nixtamal inicié con pH
mayor al observado en la primera fermentacion conforme transcurrié la fermentacion
tendio a llegar a los valores de pH observados en la primera fermentacion, tal como

se muestra en la Figura 12.

En cuanto a la acidez también se obtuvieron valores iniciales menores que en la
primera fermentacion correspondiéndose con lo observado en las cuentas de los
grupos microbianos y el pH (Figura 12).

En este caso el aumento en la acidez ocurri6 mas lentamente en la etapa inicial de
la fermentacion, ya que durante las primeras 12 h ésta s6lo aumenté de 0.04 a
0.16%, sin embargo a las 24 h se lleg6 a la misma acidez en ambas fermentaciones
y después de este tiempo la acidificacion de la masa ocurrié a una mayor velocidad,
finalizando en 1.84% en esta segunda fermentacion que es mayor al obtenido en la
primera fermentacion a pesar de que en ambas fermentaciones se llegd a los
mismos valores de pH.

De manera general en las dos fermentaciones se observo el mismo patron de

acidificacion.
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Figura 12. Cambios de pH (e) y acidez (o) durante la segunda fermentacion natural de masa de nixtamal a 30 °C. Se

presentan los valores promedio de tres réplicas con su desviacion estandar como lineas verticales en los simbolos.

50



Estudio microbioldgico y térmico mediante microcalorimetria diferencial de barrido de la fermentacidn de
masa de nixtamal para pozol

« Cambios de humedad

La masa utilizada en este fermentacion tenia una humedad inicial de 52.57%, que
es similar a la humedad inicial de la masa utilizada en la primera fermentacion, las
masas utilizadas en las dos fermentaciones se adquirieron con el mismo productor,
por lo tanto, es posible que la etapa de coccion y la de remojo durante el proceso
de nixtamalizacion de los granos para la elaboracion de la masa se hayan
estandarizado. ya que el contenido de agua de los granos aumenta en estas etapas
(Rodriguez et al., 2008) y esto permitiria obtener lotes de masa de nixtamal de
humedad similar.

Después de un dia de fermentacion se registré una humedad menor a la observada
al inicio de la fermentacion, esto posiblemente se debe a la heterogeneidad de la
matriz puesto que la fermentacion se realizd en frascos de vidrio tapados con
aluminio y asegurados con ligas, que evitaria pérdidas de humedad, en un estudio
realizado anteriormente en el que la fermentacion también se realizé6 como se
describié anteriormente se observd que el contenido de humedad se mantuvo
constante durante la fermentacion (Gonzalez & Jiménez, 2010).

En este caso la humedad también tendié6 a aumentar conforme transcurrié la
fermentacién como se muestra en la Tabla 5 aunque los aumentos fueron menores

a los observados en la primera fermentacion.

Tabla 5. Cambios de humedad de masa de nixtamal durante su fermentacion

natural a 30 °C.

Tiempo (dias) % Humedad*

0 52.57+0.89
1 51.28 +0.25
2 53.46 £ 0.22
4 54.66 £ 0.34
6 54.26 +0.78

*Se presenta el promedio de tres réplicas con su deviacion estandar.
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6.3 Transiciones observadas en masas de nixtamal fermentadas

Al inicio de la fermentacion se observé una transicién endotérmica en las masas de
nixtamal que continud apareciendo durante el transcurso de la fermentacion como
se muestra en la Figura 13.

Se piensa que estas transiciones observadas corresponden a la gelatinizacion de
almidon, ya que se presentaron dentro del intervalo de temperatura en que se
observo la transicion endotérmica de una muestra de almidén ceroso de maiz (MC)
la cual inicié en 62.5 °C, termind en 81.5 °C y cuya temperatura pico fue de 69.7 °C.
Estos valores son similares a las temperaturas Ti, Tp y Tf de la gelatinizacion de
almidon de granos de maiz reportadas por Santiago-Ramos et al. (2017).

El que se haya presentado esta transicion incluso después de seis dias de
fermentacién indica que durante el transcurso de la fermentacion, en la masa de
nixtamal siempre hubo almidén no gelatinizado posiblemente porque la demanda
de carbohidratos fermentables para el desarrollo microbiano fue cubierta
principalmente por los azucares libres presentes al inicio de la fermentacion y por
azucares proporcionados por los microorganismos amiloliticos a partir de la
hidrolisis del almidon que se gelatinizé durante el proceso de nixtamalizacion, ya
que para las amilasas es mas dificil actuar sobre el almidén en estado granular que

sobre el gelatinizado (Uthumporn et al., 2010).

Comportamiento de la Ti, Tp y Tf durante la fermentacion

Por otro lado, en la Tabla 6 se puede notar que a las 24 h de fermentacion la
temperatura inicial de la transicion observada aumenté 1.82%, la temperatura pico
aumento 1.68% y la temperatura final aumenté 1.19%. Los valores obtenidos en los
siguientes tiempos de fermentacién fueron muy similares a los observados a las 24
h. Es posible que estos aumentos estén relacionados con los cambios observados
en la concentracion de carbohidratos solubles totales, ya que durante las primeras
24 h de fermentacion tuvieron un incremento total de 114.28 mg glucosa/g de masa,
siendo el incremento mas notorio, y durante el transcurso de la fermentacion la
concentracion de éstos siempre fue mayor a la detectada al inicio de la

fermentacion.
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Figura 13. Transiciones observadas en masas de nixtamal fermentadas a 30 °C de
la réplica 1 (a) y 2 (b) y en una muestra de almidén ceroso de maiz (MC). Los
numeros a la derecha de las endotermas indican el tiempo de fermentacion en dias,
y los valores 62.5, 69.7 y 81.5 °C en la muestra MC indican el inicio, la temperatura
pico y el término de la transicion, respectivamente. El endoterma mostrado para MC
fue proporcionado por el Laboratorio 313 del Departamento de Alimentos y
Biotecnologia (Facultad de Quimica, UNAM).
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Este comportamiento concuerda con lo observado en estudios realizados sobre la
influencia que tienen azucares tales como fructosa, glucosa, sacarosa, trehalosa en
el proceso de gelatinizacion de almidon, en los que se ha encontrado que la
temperatura de gelatinizacion aumenta cuando la concentracion de estos azucares
incrementa en las soluciones utilizadas para la elaboracidn de las suspensiones de
almidén (Perry & Donald, 2002; Jurislav et al., 2009, Li et al., 2015). De acuerdo con
BeMiller & Whistler (2009), el comportamiento antes descrito podria ser el resultado
conjunto de los siguientes eventos: reduccion de la cantidad de agua disponible
para el almidon por la presencia de solutos, interacciones de los multiples grupos
hidroxilo contenidos en la estructura de los azucares con las cadenas del almidén
estabilizando las regiones amorfas del granulo, obstaculizando de esta forma el
hinchamiento del granulo que se da por la absorcion de agua y por tanto
aumentando la temperatura para que ocurra la gelatinizacion.

Sin embargo, los cambios observados en las temperaturas inicial, pico y final de la
transicion con el tiempo de fermentacién, no fueron estadisticamente significativos

de acuerdo con el analisis de varianza realizado (Tablas F, G y H en Anexos).

Entalpia de transicion

La entalpia de la transicion se mantuvo entre 2.63 y 3.00 J/g masa durante los 6
dias de fermentacién como se puede ver en la Tabla 6. Estos valores son inferiores
a los reportados en la literatura para la gelatinizacién de almidén de maiz nativo
(Coral et al., 2009; Schirmer et al., 2013) pero estan en el orden de los determinados
en harinas de nixtamal (Coral, 2010). Esto se puede deber a que ocurre una
gelatinizacion parcial del almidon durante el proceso termoalcalino al que se
someten los granos de maiz antes de formar la masa, provocando una disminucion
en la entalpia de gelatinizacion como lo documentan Santiago-Ramos et al. (2017).
De acuerdo con el analisis de varianza realizado, no se encontraron cambios
estadisticamente significativos en la entalpia con el tiempo de fermentaciéon (Tabla

K en Anexos).
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Amplitud y simetria de la transicion observada

La amplitud de las transiciones, expresada como AT, se ubic6 entre 11.9y 12.7 °C.
Las diferencias de amplitud encontradas entre masas fermentadas a diferentes
tiempos, de acuerdo con el analisis estadistico realizado (Tabla | y Tabla J en
Anexos), se atribuyen a la heterogeneidad de las muestras, ya que la masa de
nixtamal esta constituida por polimeros de almidon mezclados con granulos de
almidoén parcialmente gelatinizados, granulos crudos, partes de endospermo y
lipidos que forman una red compleja heterogénea dentro de una fase acuosa
continua (Coral, 2010).

Por otro lado, los picos de las transiciones presentaron cierta simetria puesto que
los valores de AT+, Tp-Ti, fueron muy similares a los de ATz, Tf-Tp, observandose
una diferencia maxima de 0.8 °C entre ellos, en comparacion con los valores de
gelatinizacion de almidon de nixtamal reportados en la literatura, en los que se
observan diferencias hasta de 8.6 °C entre AT1y ATz (Santiago-Ramos et al., 2017).
La diferencia entre AT1y ATz se puede deber a que los picos muestran la transicion
de una poblacion de granulos de almidon, los cuales posiblemente presentan
diferencias en su estructura debido al proceso de nixtamalizacion; ademas hay que
considerar que es probable que los granulos de almidon no estuvieran distribuidos

homogéneamente en la masa.

Tabla 6. Temperaturas y entalpias de las transiciones endotérmicas observadas en

masas de nixtamal fermentadas a 30 °C.

Tiempo 0 1 2 4 6
(dias)

Ti (°C) 64.84+0.71 66.02+0.53 66.08+0.05 66.14+0.56 66.44 +0.33
Tp(°C) 7082+0.35 72.01+0.52 72.04+0.07 7217+0.58 72.37+0.36
Tf (°C) 77.55+056 7847+0.52 7835+006 7852+040 78.33+0.26
AT (°C) 12.712+0.15 12452+0.01 12.27%+0.11 12.382+0.16 11.89°+0.07
AT+ (°C) 5.98 £ 0.37 6.00 £ 0.00 5.95+0.13 6.03 £0.02 5.93+0.03
AT2(°C) 6.73+0.22 6.45 £ 0.01 6.31+£0.02 6.35+0.18 5.96 £ 0.10
AH (J/lg) 2.63+0.23 3.00+0.21 2.80 £ 0.00 290+0.17 2.65+0.00

Se muestra el promedio de dos réplicas con su desviacion estandar. Donde AT1=Tp - Tiy ATz = Tf
- Tp. Valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).
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7. CONCLUSIONES

Las BAL junto con las BAAL parecen ser las mas aptas para la fermentacion de
masa de nixtamal, ya que tendieron a predominar en cuanto a concentracion sobre

los demas grupos microbianos durante el tiempo de fermentacion estudiado.

Las levaduras, a pesar de encontrarse inicialmente en bajas concentraciones,
también mostraron un buen desarrollo durante el trascurso de la fermentacion,
mientras que a los mohos so6lo se les detecto en el intervalo de tiempo de 24 a 96
h.

Durante los 6 dias de fermentacion los microorganismos xilanoliticos se
mantuvieron en concentraciones de entre 3.5 x 108 y 1.1 x 108 ufc/g. Dentro de este
grupo se observaron bacterias con morfologias bacilares, cocoides y cocobacilares,

y levaduras circulares y ovoides.

Las enterobacterias crecieron durante las primeras 12 horas de fermentacién y en

seguida entraron en fase de muerte, sin embargo no se eliminaron por completo.

Los microorganismos mesofilos aerobios no lacticos y las levaduras se comportaron

como se ha reportado en este alimento.

Las caracteristicas fisicoquimicas de las masas de nixtamal se modificaron durante
su fermentacion, su humedad tendié a aumentar y su pH descendié alcanzando

valores que se han reportado en masas fermentadas para pozol.

Se observaron aumentos en la concentracion de CST y CR en la etapa inicial de
fermentacién sugiriendo que se hidrolizé almidon y xilano, las disminuciones

posteriores en su concentracion posiblemente se deben a que se consumieron.

A partir del analisis térmico de las masas de nixtamal con el uso de la técnica uDSC
se observaron transiciones endotérmicas que se atribuyen a la gelatinizacion de
almidon, cuyas caracteristicas no sufrieron cambios significativos con el tiempo de

fermentacion.
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8. PERSPECTIVAS

Para tener mayor certeza de que las transiciones observadas se deben a la
gelatinizacion de almidon presente en la masa, se propone el uso de la técnica de
difraccion de rayos X con la que se puede observar un patrén de difraccidon de rayos
X similar al de la Figura 14 que es caracteristico del almidon de maiz. Asi mismo se
propone emplear microscopia electrénica de barrido que permite observar la
presencia de los granulos de almidon y un estudio mas profundo sobre las
caracteristicas de éstos y al mismo tiempo saber si se modifican a lo largo de la

fermentacion.

Figura 14. Patrones de difraccion de rayos X de almidén de maiz crudo y almidoén
de nixtamal (de granos de dureza intermedia), obtenidos de tres procesos de

nixtamalizacion diferentes (Santiago-Ramos et al., 2017).
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10. ANEXOS

Tabla A. Curva patrén para la determinacién de carbohidratos totales por el método

fenol-sulfurico

Concentracién de glucosa

Absorbancia a

(vg/mL) 480nm
10 0.101
20 0.222 A =0.0108C + 0.01
30 0.332 r=0.9965
40 0.456 Donde A=absorbancia y
50 0.559 _ .

C= concentraciéon de

60 0.686 glucosa (ug/mL)
70 0.787
80 0.872
90 0.955

Tabla B. Curva patron para la determinacion de carbohidratos reductores por el

método acido dinitrosalicilico (DNS).

Concentracion de

Absorbancia

glucosa (mg/mL) a 540nm
0.1 0.115
0.2 0.306
0.3 0.494
0.4 0.687
0.5 0.877

A =1.9035C - 0.0756
r’=1.0000

Donde A=absorbancia 'y

C= concentracion de

glucosa (mg/mL)
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Tabla C. Medios de cultivo utilizados y condiciones de incubacion de las placas de
agar para determinar la cuenta viable de los grupos microbianos estudiados,

condiciones establecidas a partir de Diaz (2003).

Medio de cultivo Grupo microbiano Intervalo estadisticamente Condiciones de
confiable (UFC) incubacion
MRS Bacterias lacticas 25-250 48ha30°C
MRS-A* Bacterias lacticas 25-250 48ha30°C
amiloliticas
MRS-X* Xilanoliticos 25-250 48ha30°C
APC Mesofilos aerobios no 25-250 48ha37°C
lacticos
BRVG Enterobacterias 15-150 24ha37°C
PDA* Hongos y levaduras 10-150 3diasa30°C

*Ver en la Tabla D su composicidn. +: Acidificado con acido tartarico al 10% a un pH de 3.41 + 0.02.

Tabla D. Composicion de los medios de cultivo MRS-A (Diaz, 2003) y MRS-X.

Componente Concentracion en Concentracién en
medio MRS-A (g/L) | medio MRS-X (g/L)
Almidon 20 0
Xilano (Xylan oat spelt) 0 20
Peptona 10
Extracto de carne 10
Extracto de Levadura 5
Citrato diamoniacal 217
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio
heptahidratado 0.207
Sulfato de manganeso 0.056
Fosfato dipotasico 2.62
Agar bacterioldgico 15
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Tabla E. Cuentas viables de los diferentes grupos microbianos estudiados

expresadas como log ufc/g.

T (h) BAL BAAL Xilanoliticos MANL Enterobacterias | Levaduras
0 8.42+0.22 | 8.06+0.03 | 8.45+0.05 8.98 + 6.79£0.36 4.54 +
0.08 0.10 v.e.
3 831+0.32 | 7.84+£0.17 SD SD SD SD
6 9.55+0.18 | 8.80+0.19 | 8.52+£0.22 853+ 7.49 £0.39 5.02
0.03 v.e. 0.18
9 9.06+£0.13 | 8.47+£0.02 SD SD SD SD
12 9.58+0.39 | 842+0.06 | 8.13+£0.16 9.30 ¢ 8.52+0.21 6.14
v.e. 0.31 0.03
24 |110.11+£0.30 | 9.51£0.15 | 8.34+£0.34 8.53 + 7.78 £0.07 7.18 =
v.e. 0.15 0.03
48 9.75+0.24 | 8.70+0.22 | 7.97+£0.21 7.96 6.85+0.32 7.68 =
v.e. v.e. 0.11v.e. 0.36
96 9.30+0.22 | 8.12+0.23 | 8.26+0.23 7.96 4.47 £ 0.07 8.06
v.e. v.e. 0.02 v.e. 0.17
144 | 8.67+0.30 | 6.84+£0.17 | 8.27+0.16 6.95 + 3.33+£0.29 6.51¢+
v.e. v.e. 0.10 v.e. 0.05 v.e.

Se muestra el promedio de 3 réplicas con su desviacion estandar. MANL: mesdfilos aerobios no

lacticos, E: enterobacterias SD: sin determinar, ND: no detectado. v.e: valor estimado.
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ANALISIS ESTADISTICO
Para determinar si estadisticamente habia diferencia significativa en la Ti, Tp y Tf
con el tiempo de fermentacion, se realizé un analisis de varianza de un factor con

a=0.05 para cada temperatura.

Planteamiento de hipotesis
Ho: Con el tiempo de fermentacion no habra diferencia en la temperatura de la
transicion.

H1: Con el tiempo de fermentacion habra diferencia en la temperatura de la

transicion.
TABLA F. ANALISIS DE VARIANZA DE LA Ti
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 3.03571 4 0.758927 3.16381055 0.11916685 5.19216777
Dentro de los 1.1993 5 0.23988
grupos
Total 4.23509 9

De acuerdo al analisis realizado, no se rechaza la hipotesis nula: con el tiempo de

fermentacion no habra diferencia en la Ti de la transicion.

TABLA G. ANALISIS DE VARIANZA DE LA Tp

Origende las  Sumade Gradosde Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones  cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 2.98006 4 0.745015 431292694  0.07032418 5.19216777
Dentro de los 0.8637 5 0.17274
grupos
Total 3.84376 9

De acuerdo al analisis realizado, no se rechaza la hipotesis nula: con el tiempo de

fermentacién no habra diferencia en la Tp de la transicién.
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TABLA H. ANALISIS DE VARIANZA DE LA Tf

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos  1.2407376 4 0.3101844 1.90898097  0.2472932  5.19216777
Dentrodelos  0.8124345 5 0.1624869
grupos
Total 2.0531721 9

De acuerdo al analisis realizado, no se rechaza la hipotesis nula: con el tiempo de

fermentacion no habra diferencia en la Tf de la transicion.

Para determinar si estadisticamente habia diferencia significativa en la AT con el

tiempo de fermentacion, se realiz6é un analisis de varianza de un factor con a=0.05.

Planteamiento de la hipotesis
Ho: Con el tiempo de fermentacion no habra diferencia en la AT de la transicién.

H1: Con el tiempo de fermentacion habra diferencia en la AT de la transicion.

TABLA I. ANALISIS DE VARIANZA DE AT

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 0.7237234 4 0.18093085 13.9806707 0.00635784 5.19216777
Dentro de los 0.0647075 5 0.0129415
grupos
Total 0.7884309 9

De acuerdo al andlisis realizado, se acepta la hipotesis alternativa: con el tiempo de

fermentacion habra diferencia en la AT de la transicion.
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Para ver entre qué tiempos de fermentacion hubo diferencia significativa en la AT,

se realizo la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0.05.

TABLA J. Resultados de la prueba de Tukey

Tiempo de fermentacién (dias) 0 1 2 4 6
Media 12.71 12.45 12.27 12.38 11.89
6 11.89 0.82* 0.56* 0.38 0.49* -
4 12.38 0.82 0.07 0.11 -
2 12.27 0.82 0.18 -
1 12.45 0.26 -
0 12.71 - DHS=0.46

*Existe una diferencia significativa.

Para determinar si estadisticamente habia diferencia significativa en la AH con el

tiempo de fermentacion, se realiz6é un analisis de varianza de un factor con a=0.05.

Planteamiento de la hipotesis

Ho: Con el tiempo de fermentacion no habra diferencia en la entalpia de la transicion.

H1: Con el tiempo de fermentacion habra diferencia en la entalpia de la transicion.

TABLA K. ANALISIS DE VARIANZA DE AH

Origen de las
variaciones

Promedio de
los cuadrados

F Probabilidad  Valor critico
para F

Entre grupos

Dentro de los
grupos

Total

Suma de Grados de
cuadrados libertad
0.20215196 4
0.12409712 5
0.32624908 9

0.05053799

0.02481942

2.03622747  0.22746328  5.19216777

De acuerdo al analisis realizado, no se rechaza la hipotesis nula: con el tiempo de

fermentacién no habra diferencia en la entalpia de la transicion.
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