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RESUMEN

En San Juan Ixtenco Tlaxcala se consume un tipo de atole fermentado que se
elabora con maiz criollo morado, este atole se elabora remojando el maiz y los
olotes durante aprox. dos dias en proporcion de 1.5 kg en 4 | de agua, el maiz
se muele en un molino para obtener una masa la cual se disuelve en el agua
de remojo en proporciéon de 1 kg de masa en 4 | de agua, se deja fermentar 30
h, después se cuela para remover soélidos insolubles obteniendo un liquido
color rojo al cual se le agrega piloncillo, canela, y agua de remojo, y se cuece

hasta que hierve.

Para hacer el analisis se tomaron muestras durante la fermentaciéon de la masa

asi como del agua de remojo de la siguiente manera:

Se tomaron en tubos Falcon estériles, 20 ml del agua en donde se remojaron el
maiz y los olotes asi como a las 0,4,8,18 y 20 h de la fermentacién y del

producto final.

Se realizaron diluciones decimales en agua peptonada estéril al 0.1% vy se
realizaron siembras en cajas Petri con agar nutritivo, agar MRS, agar MRS con
2% de almidon como unica fuente de carbono, agar papa dextrosa, y agar bilis

verde brillante.

Se aislaron y purificaron cinco colonias con morfologias diferentes, para su

identificacion, las bacterias lacticas, enterobacterias y levaduras se identificaron
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por medio de pruebas bioquimicas. El pH se midid en el transcurso de la
fermentacién con un potenciémetro y se cuantificd el acido lactico utilizando

NaOH 0.1 N.

Se centrifugaron y filtraron las muestras para quitar microorganismos y
proteinas, para posteriormente medir el cambio de concentracion de los

carbohidratos durante la fermentacion, por medio de cromatografia de liquidos.



1. INTRODUCCION

La elaboracién de bebidas fermentadas en las que se utiliza maiz esta
ampliamente difundida entre diferentes comunidades indigenas en México. A
pesar de la importancia que han tenido y tienen estas bebidas fermentadas de
maiz en la alimentacion de diferentes grupos indigenas y mestizos en México,
a la fecha se tiene escasa informacion acerca de su proceso de fermentacion, y

de los microorganismos que participan en ésta.

La busqueda de nuevas alternativas de alimentacion en México deberan de
tomar en cuenta la riqueza de la diversidad de los alimentos fermentados de
maiz ya que en ellos, ademas de contener microorganismos potencialmente
utilizables para la conservacidn o mejoramiento organoléptico de alimentos,
representan una fuente de alimentacion importante para algunas comunidades

en México, principalmente de bajos recursos econdmicos (Ulloa et al., 1987).

En San Juan Ixtenco Tlaxcala se consume un tipo de atole fermentado que se
elabora con maiz criollo rojo que se cultiva en la regidon y que se consume
principalmente durante las fiestas patronales de las comunidades. Este atole se
elabora remojando el maiz rojo junto con los olotes, durante toda la noche en
una proporcion de 1 a 1.5 kg de maiz en 4 | de agua . El maiz se muele en un
molino manual o semi-industrial para elaborar la masa. Una vez que se tiene la
masa del maiz rojo, el agua utilizada previamente en el remojo del maiz se
entibia (40°C). La masa se disuelve, en el agua tibia, en una proporcion de 1 kg

de masa en 4 | del agua. La mezcla se deja fermentar durante



aproximadamente 30 h después de lo cual, se cuela para remover los soélidos
insolubles del maiz y olote obteniéndose un liquido de color rojo al cual se le
agrega piloncillo, canela y el resto del agua de remojo y se cuece a
temperatura constante hasta que hierva. Una vez que se obtiene el atole, este
se sirve caliente en recipientes hondos a los que se les agrega “ayocotes”
(frijoles negros previamente cocidos, o habas cocidas). Se obtiene una bebida

acida y una consistencia igual a la del atole.



2. ANTECEDENTES

2.1 CARACTERISTICAS DEL MAIZ

El maiz es originario de América, los expertos creen que se originé en la
meseta de México o en las tierras altas de Guatemala y fue el alimento clave
para el desarrollo de las culturas prehispanicas de Meso América como los
aztecas, mayas, toltecas y otros; se sabe que fue el principal cereal cultivado
por los indigenas del continente. La primera evidencia sobre el cultivo del maiz
fue en los granos de polen fosilizados que se encontraron en muestras
tomadas de los sedimentos que se depositaron en el lago debajo de la ciudad
de México hace mas de 80000 anos. Los datos sobre variedades silvestres y
sobre el teozinte (Zea mexicana o Euchlaena mexicana) se cree que esta
planta silvestre formé parte del ancestro del maiz, indican que este fue
domesticado a lo largo de dos mil afos, entre el 7000 y 5000 a.C., por las tribus
del periodo formativo o arcaico. Durante dicho periodo, los indigenas
americanos lograron obtener mejores mazorcas mediante selecciones y cruzas,
para sustentar el desarrollo de los pueblos (Dendy et al., 2004) (Camacho et

al., 2007).

En la actualidad se siembran en todo el mundo mas de 129 millones de
hectareas de maiz, que s6lo es superado por tierras dedicadas al cultivo del
trigo y el arroz, como es relativamente barato y facil de cultivar, tanto el grano

como sus subproductos tienen una utilizacion muy diversa, ya que ha tenido



una influencia primordial en el uso global de la tierra, en nuestra dieta y en la

calidad de nuestras vidas (Dendy et al., 2004).

En la actualidad se conocen miles de variedades diferentes de maiz y se le ha
asignado mas de 200 sindnimos. América cultiva aproximadamente 41% de la
produccion total de maiz (576 millones de toneladas métricas) equivalente a 30
mil millones de ddlares. Los lugares con mayores cosechas son China con 105
millones de toneladas métricas, la Union Europea con 37,9 millones de
toneladas métricas y Brasil con 33 millones de toneladas métricas (Dendy et

al., 2004).

El grano esta compuesto por cuatro partes principales: cascara o salvado
(pericarpio o cubierta de la semilla), germen, endospermo y pediculo. El grano
de maiz es de color muy variable; puede ser de color uniforme o variegado y
abarca desde el blanco al pardo oscuro o purpura. El salvado constituye el 5-
6% del grano, el germen es relativamente grande un 10-14% del grano y el
resto corresponde al endospermo. Dentro del grano se encuentra el
endospermo translucido y opaco. En la figura 1 se aprecian las partes de un

grano de maiz en cortes longitudinal y transversal (Hoseney et al., 1991).

Los cereales contienen pequefias cantidades de azucares, dado que la mayor
parte del azucar transportado a la semilla es convertido en almidon. Asi el
grano de maiz contiene 0.2-0.5 % de D-glucosa, 0.1-0.4% de D-fructosa 'y 1-2%
de sacarosa. A lo largo del crecimiento, la planta de maiz, como otros cereales

convierte una gran parte de su energia fotogenerada en las hojas en sacarosa,



que constituye el azucar de transporte normal en las plantas. Una parte
mayoritaria de la sacarosa generada es transportada a las semillas, donde es
transformada en almidén. El almidon es la reserva alimenticia que utiliza el
embrién de la planta hasta que puede germinar y comenzar la fotosintesis de
sus propios carbohidratos (Fennema et al., 1993). En la tabla 1 podemos ver

las diferencias en su composicién por cada 100g en maiz seco y fresco.

Entre los multiples usos que tiene el maiz, ademas del consumo directo y del
producto del nixtamal como tortillas, totopos, tostadas etc., el maiz se utiliza
para forraje, produccién de aceite, produccion de harina, cereales para
desayunos, para aperitivos como las palomitas y aperitivos extruidos,
produccion de almidén que puede fermentarse en alcohol o hidrolizarse a gran
escala para la obtencién de glucosa y jarabes de maiz incluyendo jarabes con
alto contenido en fructosa que se utilizan como edulcorantes o espesantes

(Dendy et al., 2004).

La nixtamalizacion es un proceso determinante en el mejoramiento del valor
nutritivo del maiz y en la diversificacién de productos derivados. El efecto de la
nixtamalizacion en el valor nutricio del maiz incluye: incremento de la
digestibilidad, mejoramiento del balance isoleucina/leucina, lo que a su vez
favorece el aprovechamiento de la proteina; y liberacion de parte de la niacina,
que no esta biodisponible inicialmente en el grano y que evita la pelagra

(Dendy et al., 2004) (Camacho et al., 2007).
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Chscara

Epldermis
Mesocarplo

Célulascruzadas

Células tubulares
Cublerta de semllla
(Testa)
Capa de aleurona
(parte de
endospermo que se
separa con el salvado)

Endospermo corneo

Endospermo farindceo

Células llenas de
Granos de Almidén
en Matriz proteica

Paredes celulares

Escutelo

Plamula, o Talloy
Hojas rudimentarios

Radlcula o ralz primaria

Pediculo

Escutelo Eje embrionario

Perlcarplo

Endospermo Endospermo
Cérneo Farindceo

Fig. 1. Cortes longitudinales y transversales de un grano de maiz

(Hoseney et al., 1991).
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Tabla 1. Composicion del maiz por cada 100g. (Botanical-online.com)
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2.2 ALIMENTOS FERMENTADOS DE MAIZ EN EL MUNDO,

MICROORGANISMOS FERMENTADORES

El pozol mexicano, es una bebida fermentada hecha de maiz nixtamalizado en
forma de bolas de masa, envueltas en hojas de platano, se dejan fermentar a
temperatura ambiente de 2 a 7 dias, el resultado de esta masa fermentada es

suspendida en agua y consumida diariamente como una bebida refrescante.

En la microbiota inicial se encontraron miembros del género Streptococcos
como S. bovis, S. equinus, S. intestinalis y S. macedonius y Enterococos spp,
durante el primer dia de fermentacién estuvieron presentes aerobios estrictos
que incluyen las especies de Exiguobacterium, después de 24-48h de
fermentacion se encontraron bacterias lacticas Leuconostoc citreum
heterofermentativas que incluyen especies de Leuconostoc como Leuconostoc
mesenteroides, y L. fermentum, al final de la fermentacion después de 48-96h
se encontraron bacterias lacticas homofermentativas como L. plantarum, L.
casei, L. paracasei, L. delbrueckii y L. pentosus, y especies de Bifidobacterias,
asi como también, B. minimum, E. aurantiacum, Weissella
paramesenteroides, Pediococcus, Acetobacter sp., Bacillus subtilis, hongos y

levaduras (Ben-Omar et al., 2000).
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Poto — poto, es una bebida proveniente del Congo. Se produce lavando los
granos de maiz, se deja remojar de 12 — 96h, después se drena y se procede a
una molienda humeda, se hace un tamizado, se adiciona agua a la harina
humeda, se procede a una decantacion de 10h- a 5 dias, la masa obtenida se
mete en una bolsa para que se drene el agua y se lleva a cabo la fermentacién

de la masa por 10h hasta 7dias.

Los microorganismos encontrados fueron bacterias acidolacticas como L.

delbrueckii, L. plantarum, y L. fermentum (Abriouel et al., 2005).

Ogi, es un bebida proveniente de Africa. Para preparar esta bebida se incluyen
varios pasos, lavar el maiz, remojar en agua de 24- 72 horas, después se
realiza una molienda humeda y un tamizado humedo, se deja filtrar de 12-48
horas. Los microrganismo encontrados son bacterias acidolacticas como L.

delbrueckii, L. plantarum, L.fermentum (Omemu et al., 2007).

Champus, esta bebida se prepara en Colombia y otros paises de América del
Sur como Ecuador y Peru. Esta bebida se produce hirviendo los granos de
maiz por muchas horas para suavizarlos, después los granos son enfriados a
temperatura ambiente, después se agregan frutas junto con panela (piloncillo) y
otros ingredientes. Los microorganismos encontrados son las siguientes
levaduras: S. cerevisiae, Issatchenkia orientalis, Pichia fermentans, Pichia
kluyveri var. Kluyveri, Zygosaccharomyces fermentati, Torulospora delbrueckii,

Galactomyces geotritichum, Hanseniaspora spp (Osorio et al., 2008).
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Atole Agrio, esta bebida se prepara en Villahermosa Tabasco. Esta bebida se
produce por medio de varias de etapas de elaboracion que incluyen:
desgranado de las mazorcas, estos granos se someten a una molienda seca,
de esta masa, se forman bolas de aproximadamente 100 g, las cuales se
dividen a la mitad, con una mitad se lleva a cabo la fermentacion soélida a
temperatura ambiente por 12 h y con la otra la fermentacién liquida a
temperatura ambiente por 6 h, después son colados y puestos a hervir, el
tiempo de coccién depende de que tan espeso se desee el atole. Los
microorganismos encontrados fueron: las bacterias lacticas Lactobacillus
delbrueckii, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, bacterias lacticas
amiloliticas Lactobacillus delbrueckii, Lactococcus lactis y las enterobacterias
Serratia marcescens, Raoultella terrigena, Klebsiella pneumoniae spp
pneumoniae, Enterobacter cloacae y Morganella morganii spp. Sibonii,
Pseudomonas luteola y Pseudomonas aeruginosa (Valderrama et al., 2012,

Esquivel et al., 2012).

Axocotl, conocida como atole de sabor agrio, es de color verdoso debido a que
el fermentado de maiz se combina con una hierba conocida como axokoxiuit, la
hierba del axokot, se elabora por una parte de la comunidad Nahuatl en la
Sierra Norte de Puebla. El proceso consiste en nixtamalizar el maiz, se realiza

una molienda y con esta masa se prepara el atole.
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Por otra parte las hojas de axokot se muelen con cal y esta mezcla se utiliza
para cubrir las paredes de una olla de barro, al cual se le afiade el atole
caliente y agua hirviendo, se colocan brasas ardiendo en la boca del cantaro,
se tapa el cantaro con hojas verdes de platano y se coloca sobre una cama de
hojas secas y costales que también llegan a cubrir los costados hasta lograr
una cubierta térmica y se deja fermentar durante 3 dias, obteniéndose una

bebida acida efervescente y con poco contenido de alcohol.

Los microorganismos encontrados fueron: Lactobacillus paracasei paracasei,
Pedicoccus damnosus, Lactobacillus plantarum y  Aerococcus viridans

(Guadarrama et al., 2007).

Mawe, es una masa de maiz fermentada cruda que se prepara en Benin, sirve
como un ingrediente importante para la preparacion de bebidas cocidas entre
otros alimentos. Esta se prepara por una fermentacion natural, el cual puede
ser soportado por una reutilizacién de microorganismos en apoyo a un proceso
relativamente estable, dominado por bacterias acidolacticas
heterofermentativas como L. fermentum, L. brevis, L. curvatus, L. buchneri, W.
confusa y levaduras como Candida krusei, C. Kefyr, C. glabrata y

Saccharomyces cerevisiae. La fermentacion promueve acidificaion y sabor.

Uji, es una bebida fermentada de maiz que se prepara en Kenia, en la
preparacion se suspenden y se remueven las particulas gruesas y el salvado

por filtracién, este liquido filtrado es el que se somete a fermentacion. Las
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bacterias acidolacticas que predominan durante la fermentacion son L.
plantarum, L. fermentum, L. cellobiosus, L. buchneri, P. acidilactici y P.

pentosaceus.

Kenkey, es una bebida que se produce en Ghana. Se producen dos tipos de
kenkey, con diferentes contenidos de sal y diferente material de empaque. El
maiz se remoja y se somete a una molienda humeda, la mitad se amasa con
algo de agua, y la masa se deja fermentar por 3 o 4 dias, y la otra mitad es
mezclada con agua y cocida hasta obtener una masa gelatinizada llamada
aflata. En iguales cantidades tanto de aflata como de masa fermentada, se
lleva a un proceso de amasado hasta obtener una masa pegajosa, de la cual
se forman bolas que se envuelven en hojas de platano o maiz y se cosen por
varias horas. Esta bebida tiene una vida util de varios dias y se consume como
un alimento “listo para comer” junto con otros alimentos. Los microorganismos
dominantes son las bacterias acidolacticas L. plantarum, L. fermentum, L.
brevis, L. reuteri y P pentosaceus y levaduras C. krusei y S. cerevisiae.

(Lahtinen et al., 2012)
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2.3 MECANISMOS DE INHIBICION DE LOS PATOGENOS

En muchos alimentos fermentados el desarrollo de las bacterias lacticas crea
en el medio unas condiciones desfavorables para otros microorganismos. En

estos productos la acidificacion es el factor selectivo determinante.

Sin embargo, en muchos otros productos se puede comprobar que en
presencia de determinadas cepas lacticas y a pesar de que las condiciones del
medio permitan su crecimiento, algunos microorganismos contaminantes no

pueden desarrollarse.

El estudio de estos fendmenos debidos a las bacterias lacticas condujo en los
afios cuarenta al descubrimiento de inhibidores especificos como la diplococina
producida por S. cremoris, la nisina producida por S. lactis y a la puesta en
evidencia de la accidn inhibidora del peroxido de hidrégeno producido por

muchas cepas lacticas.

Después de este periodo se manifestd un considerable interés por el estudio de
las posibilidades de utilizacion de las bacterias lacticas como agentes para
eliminar microorganismos contaminantes indeseables en los alimentos

(Bourgeois et al., 1995).
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2.3.1 pH

El pH es igual al logaritmo negativo de la actividad de los iones hidrégeno. La
acidez o alcalinidad de un medio tiene una gran influencia en la estabilidad de
macromoléculas tales como las enzimas, debido a esto, tanto el crecimiento

como el metabolismo de los microorganismos estan influidos por el pH.

En general las bacterias crecen con mayor rapidez en una escala de pH
comprendida entre los valores 6.0 y 8.0, las levaduras entre los valores 4.5 y
6.0 y los hongos filamentosos entre los valores 3.5 y 4.0 lo mismo que sucede
en todas las generalizaciones, existen excepciones, de modo especial en
aquellas bacterias que producen grandes cantidades de acidos como
consecuencia de su metabolismo productor de energia, como por ejemplo los
lactobacilos y las bacterias acéticas cuyo crecimiento 6ptimo tiene lugar a un

pH ente 5.0 y 6.0 (Adams et al., 1997).

La mayoria de los alimentos son, cuando menos, ligeramente acidos, ya que
los materiales cuyo pH es alcalino generalmente tienen un sabor bastante
desagradable. La acidez de un producto puede tener importantes implicaciones
tanto en su ecologia microbiana como en la rapidez y naturaleza de su

alteracion.

La capacidad del pH para limitar el crecimiento microbiano ha sido
aprovechada deliberadamente desde los tiempos mas antiguos en la

conservacion de alimentos con los acidos acético y lactico (Adams et al., 1997).
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2.3.1.1 EFECTO QUE TIENE EL PH SOBRE LOS MICROORGANISMOS

En los productos fermentados el descenso de pH depende del poder tampon
del medio, de la concentracion de sustratos fermentables y del pH limite
tolerado por los fermentos. Los pH alcanzados en algunos de estos productos

son suficientes para eliminar algunos microorganismos contaminantes.

En principio algunas funciones celulares esenciales, como por ejemplo la
sintesis de ATP en las bacterias, activan el transporte de nutrientes y la
regulacion citoplasmica tiene lugar a nivel de la membrana celular y de aqui
que las citadas funciones dependan de la energia potencial acumulada en la
membrana en forma de fuerza protdon motriz, esta fuerza es un potencial
electroquimico producido por el transporte de electrones desde el interior de la
célula al medio. A diferencia de otros protones y de otras moléculas dotadas de
carga eléctrica, las moléculas acidas lipdfilas no disociadas pueden atravesar
libremente la membrana; al atravesarla pasan desde un medio externo de bajo
pH en el que el equilibrio favorece las moléculas no disociadas al elevado pH
del citoplasma de un valor en torno a 7.5 en los neutrdéfilos. A este pH mas
elevado el equilibrio se desvia a favor de la molécula no disociada, de modo
que el acido se ioniza produciendo protones, que tenderan a acidificar el
protoplasma y a desdoblar el componente de pH de la fuerza protéon motriz. La
célula intentara mantener su pH interno por medio de la expulsion de los
protones que se producen en su interior, pero esto enlentecera el crecimiento
ya que desvia la energia de las funciones relacionadas con el crecimiento. Si el

pH externo es suficientemente bajo y la concentracion extracelular de acido
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elevada, la carga de trabajo de la célula se hace excesivamente grande, el pH
del citoplasma desciende hasta un valor en el que el crecimiento ya no es

posible, y finalmente la célula muere (Adams et al., 1997).

2.3.3 ACIDO LACTICO

El acido lactico, o su forma ionizada, el lactato, también conocido por su
nomenclatura oficial acido 2-hidroxi-propanoico o acido a-hidroxi-propanoico,
desempefa importantes roles en diversos procesos bioquimicos, como la
fermentacién lactica. Es un acido carboxilico, con un grupo hidroxilo en el
carbono adyacente al grupo carboxilo, lo que lo convierte en un acido a-
hidroxilico (AHA) de formula H3C-CH(OH)-COOH (C3HgO3). En solucion puede

perder el hidrogeno unido al grupo carboxilo y convertirse en el anion lactato.

Las bacterias acido lacticas con frecuencia se comportan como inhibidoras de
otros microorganismos y este comportamiento es la base de su capacidad para
mejorar la calidad de conservacion y la inocuidad de productos alimenticios.
Los factores mas importantes son por mucho la produccién de los acidos
lactico y acético. Junto con la consiguiente disminucion del pH (Adams et al.,

1997).

El efecto inhibidor especifico de los acidos organicos se atribuye generalmente
a su forma no disociada. Esta forma penetra libremente en la célula donde se
ioniza, lo que provoca un descenso en el pH interno y el bloqueo de algunos

mecanismos de transporte.
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En el caso del acido lactico, las concentraciones en acido no disociado
necesario para obtener una inhibicion en medio de cultivo son para levaduras,
Enterobacterias y Micrococaceas superiores a 0.01%, para los mohos

superiores a 0.02% y para los Bacilos superiores a 0.03%.

La acumulaciéon de lactato en la célula puede también suponer una

modificacién del potencial redox que perturbe el metabolismo.

Las bacterias lacticas heterofermentativas pueden producir cantidades
importantes de acidos organicos ademas del acido lactico. Los Leuconostoc y
los Lactobacilos heterofermentativos producen la misma cantidad de acetato

que de lactato.

La presencia simultanea de acido lactico y de acético podria ademas tener un

ligero efecto de sinergismo la accion inhibidora (Bourgeois et al., 1995).

2.3.4 BACTERIOCINAS

La produccion de bacteriocinas por bacterias acidolacticas ha sido estudiada y
el interés por las mismas deriva del hecho de que son producidas por
organismos que se encuentran en los alimentos, por o que se consideran
como naturales y, por lo tanto mas admisibles que los conservadores

alimentarios.

Hasta hoy la unica bacteriocina que encuentra aplicacién en la industria
alimentaria es la nisina, producida por determinadas cepas del Lactococcus

lactis (Adams et al., 1997).
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Se denominan bacteriocinas a las moléculas que responden a los cinco

criterios siguientes:

Tienen un estrecho espectro de accion; solo las especies

taxondmicamente proximas a la cepa productora pueden se inhibidas.

o Poseen una parte proteica necesaria para su actividad.

e Para actuar las bacteriocinas se fijan sobre un receptor especifico

localizado sobre la célula diana.

e La célula productora sintetiza igualmente una molécula que la inmuniza
contra su propia bacteriocina; el soporte genético de las dos moléculas,

bacteriocinas y moléculas de inmunidad es un plasmido.

En el caso de compuestos inhibidores producidos por bacterias Gram positivas,
principalmente lactobacilos y estreptococos del grupo N, no se ha demostrado

que todas las condiciones hayan sido cubiertas.

La nisina, descubierta en 1944 por Mattick y Hirsch, es un péptido de 3500
daltons de peso molecular, es producida por cepas de Lactococcus lactis
contienen aminoacidos no habituales y tienen un espectro de accion muy
amplio. Estas caracteristicas determinan su no inclusién dentro de las
bacteriocinas. Contiene una molécula de lantionina, un aminoacido que
contiene un grupo tioéter raramente encontrado en el metabolismo bacteriano.
Otros aminoacidos inhabituales entran en la composicion de la nisina,

especialmente dos aminoacidos f-insaturados, la dehidroalanina y la
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dehidrobutirina. Estos aminoacidos forman 4 anillos intramoleculares. La nisia
es resistente a las enzimas proteoliticas excepto a la oa-quimotripsina. Su
estructura en anillos le confiere una remarcable termorresistencia. Es muy
inestable en medio basico. En un tampoén a pH 10, la nisina es inactivada al

80%, el pH isoeléctrico de la nisina es superior a 10.5.

La nisina sintetizada en forma de una pro-nisina que sufre a continuacion
modificaciones después de la trasduccion. Ninguna enzima de las que
intervienen en estas modificaciones ha podido aislarse, pero la transformacién
de pro-nisina en nisina ha sido obtenida in Vitro con extractos celulares de

cepas productoras de nisina.

La nisina se utiliza como agente de conservacion de la industria alimentaria, y
su uso como aditivo ha sido aceptado por el Comité de expertos de la
FAO/WHO. Las condiciones de aplicacion de la nisina estan ligadas a sus

propiedades y a su espectro de accion.

En la practica las aplicaciones de la nisina son limitadas, las razones por las

que se puede permitir su utilizacion como aditivo alimentario son las siguientes:

e esta producida por un organismo normalmente utilizado en las

fermentaciones alimentarias.

e La nisina residual en los alimentos es digerida, efectivamente es

sensible a la a-quimotripsina.
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e Los analisis efectuados en Inglaterra y en Rusia han demostrado

ausencia de toxicidad.

La aplicacion de esta propiedad de L. lactis de producir nisina ha sido al
principio considerada para inhibir a Clostridium tyrobutiricum en los quesos y
distintos trabajos realizados han confirmado esta posibilidad. Pero la
sensibilidad de las cepas nisindgenas a los fagos junto con la sensibilidad de
los fermentos a la nisina hace problematica la utilizacion del procedimiento. Sin
embargo utilizando cepas productoras de nisina en combinacién con fermentos
resistentes a la nisina, obtuvo un 90% de los quesos de muy buena calidad,
mientras que el lote testigo, el 59% presentaron alteraciones butiricas

(Bourgeois et al., 1995).

2.3.4 PEROXIDO DE HIDROGENO

El peréxido de hidrogeno es muy conocido por sus propiedades
antimicrobianas. Las bacterias acidolacticas poseen varias oxidasas de las
flavoproteinas pero carecen de la enzima degradadora catalasa, en presencia
de oxigeno producen peroxido de hidrogeno. La produccion de este
compuesto les conferira cierta ventaja competitiva ya que se ha comprobado
qgue son menos sensibles que otras bacterias a sus efectos. La acumulacion de
peréxido de hidrogeno ha sido demostrada en algunos alimentos fermentados
pero, en general es probable que sus efectos sean ligeros. Las fermentaciones

con produccion de acido lactico son esencialmente reacciones anaerdbicas por
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lo que la formacion de perdxido de hidrogeno sera limitada por la cantidad de

oxigeno disuelto en el sustrato al iniciarse la fermentacion (Adams et al., 1997).

El consumo del oxigeno disuelto por las bacterias conduce en presencia de un
sustrato oxidable a la formacion de compuestos de reduccion del oxigeno:
anion superoéxido Oy, perdxido de hidrégeno H,O, y agua. Los dos primeros
compuestos son muy téxicos para la célula, y los microorganismos aerobios

disponen de equipos enzimaticos que permiten su eliminacion.

En las bacterias lacticas solamente se han identificado enzimas conducentes a
la formacién de H,O, y de agua pero el anion superéxido puede aparecer como
compuesto intermedio. La formacion del perdoxido de hidrégeno se produce en
diversas reacciones en los estreptococos lacticos, la NADH oxidasa es la
principal fuente de H,O5 ; en el Lactobacillus plantarum es una piruvato oxidasa
la que provoca la liberacion de H,O, en aerobiosis a expensas de la glucosa. El
peroxido de hidrogeno puede también acumularse durante el crecimiento sobre
los medios sin azucar conteniendo glicerol, bajo la accion de una o-
glicerofosfato oxidasa. De igual forma con Lactobacillus plantarum es posible
una produccién de H,O; a partir del metabolismo del lactato en un medio donde
la glucosa esta agotada. En presencia de oxigeno disuelto hay por lo tanto

muchas vias de formacion de peroxido de hidrégeno por las bacterias lacticas.

La capacidad de acumulacién de H,O, en determinadas condiciones de cultivo
varia mucho segun las especies e incluso en algunos casos entre la cepa de

una misma especie. Las concentraciones maximas se obtienen de
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Lactobacillus lactis. La importancia de la acumulacion depende mucho del
sustrato glucidico disponible, asi para Lactobacillus lactis la produccién de
H,O, es mas importante en presencia de galactosa que en presencia de
glucosa o lactosa. Las concentraciones maximas de H,O, en los cultivos son

muy variables; pueden sobrepasar 1 mM (Bourgeois et al., 1995).

2.4 CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS

2.4.1 BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias acidolacticas son bacilos o cocos Gram positivos catalasa
negativos, no esporulados, sintetizan su ATP en la fermentacion lactica de los
glucidos. Todas estas bacterias crecen anaerdbicamente. No obstante, al
contrario que las anaerobias, no son sensibles al oxigeno y pueden crecer
tanto en presencia como en ausencia de él; por o que son aerotolerantes. La
mayoria de las bacterias lacticas obtienen su energia solamente del

metabolismo de los azucares.

El grupo de las bacterias lacticas ha sido sujeto a controversia ya que los
géneros Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus han sido el
nucleo del grupo, pero revisiones taxonomicas de esos géneros y la
descripcion de nuevos géneros sugieren que las bacterias acido lacticas
comprenden los siguientes: Aerococcus, Alloiococcus, Dolosigranulum,
Globicatella Lactosphaera, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,

Weissella, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus y Vagococcus.
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La clasificacion de las bacterias acido lacticas dentro de los diferentes géneros
esta basada en gran parte por la morfologia, modo de fermentacién de la
glucosa, crecimiento en diferentes temperaturas, configuracion de Ila
produccion de acido lactico, capacidad de crecimiento en altas concentraciones

de sal, y tolerancia a la acidez o alcalinidad (Wright et al., 1998).

Una diferencia importante entre los subgrupos de las bacterias lacticas radica

en que tipos de productos de fermentacion genera a partir de los azucares.

El grupo llamado homofermentativo produce acido lactico como unico producto
de la fermentacion de la glucosa. Las bacterias homolacticas son capaces de
extraer de una determinada cantidad de glucosa aproximadamente el doble de
energia de la que son capaces de extraer las bacterias heterolacticas. Todos
los representantes de los géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus y
Vagococcus, junto con algunos lactobacilos, son homofermentativos. Las
bacterias lacticas que producen cantidades equimolares de lactato, dioxido de
carbono y de etanol a partir de las hexosas se denominan heterofermentativas.
Las especies que pertenecen a este grupo son del género Leuconostoc asi
como algunos lactobacilos. Las bacterias heterolacticas son mas importantes
que las homolacticas desde el punto de vista de produccién de componentes

de aroma y sabor tales como acetaldehido y el diacetilo.

La diferencia a cuanto a productos finales de la fermentacion existentes entre

las bacterias acidolacticas homofermentativas y las heterofermentativas cuando
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es atacada la glucosa, son consecuencia de diferencias basicas de tipo

genético y fisioldgico.

La diferencia viene marcada por la presencia o ausencia de la enzima
aldolasa, que es la enzima clave de la glucolisis. Las bacterias homolacticas
poseen las enzimas aldolasa y hexosaisomerasa, pero carecen de
fosfocetolasa. Utilizan la via Embden-Meyerhof para producir 2 moléculas de

lactato por molécula de glucosa.

Las bacterias heterolacticas carecen de las enzimas aldolasa vy
hexosaisomerasa y no pueden romper la fructosa difosfato. Poseen la enzima
fosfocetolasa, en lugar de degradar la glucosa por la via Embden-Meyerhof
estos microorganismos utilizan la via de las pentosas, oxidan la glucosa-6-
fosfato hasta 6-fosfogluconato y después lo descarboxilan hasta pentosa
fosfato que se escinde hasta triosa fosfato y acetil fosfato por medio de la

fosfocetolasa ( Madigan et al., 2008 ) (Jay et al., 1994).

La identificacion de los microorganismos se lleva a cabo mediante pruebas
bioquimicas, y para ello se usan caracteristicas como las pruebas Gram y

catalasa.

2.4.2 GRAM

Para poder identificar a las bacterias se puede utilizar la tincion de Gram que
es una tincion diferencial, dividiendo a las bacterias en Gram positivos y Gram

negativos.
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La pared celular de las bacterias Gram positivos posee una gruesa capa de
peptidoglucano, ademas de dos clases de acidos teicoicos: Anclado en la cara
interna de la pared celular y unido a la membrana plasmatica, se encuentra el
acido lipoteicoico, y mas en la superficie, el acido teicoico que esta anclado

solamente en el peptidoglucano también conocido como mureina.

Por el contrario, la capa de peptidoglucano de las Gram negativos es delgada,
y se encuentra unida a una segunda membrana plasmatica exterior (de
composicidon distinta a la interna) por medio de lipoproteinas. Tiene una capa
delgada de peptidoglucano unida a una membrana exterior por lipoproteinas.
La membrana exterior estd hecha de proteina, fosfolipido y lipopolisacarido

(Roger et al., 1996).

Por lo tanto, ambos tipos de bacterias se tifien diferencialmente debido a estas
diferencias constitutivas de su pared. La clave es el peptidoglucano, ya que es
el material que confiere su rigidez a la pared celular bacteriana, y las Gram
positivos lo poseen en mucha mayor proporcion que las Gram negativos (Roger

et al., 1996).

La diferencia que se observa en la resistencia a la decoloracién, se debe a que
la membrana externa de las Gram negativas es soluble en solventes organicos,
como por ejemplo la mezcla de alcohol/acetona. La capa de peptidoglucano
que posee es demasiado delgada como para poder retener el complejo de
cristal violeta/yodo que se formé previamente, y por lo tanto este complejo se

escapa, perdiéndose la coloracién morada. Pero por el contrario, las Gram
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positivas, al poseer una pared celular mas resistente y con mayor proporcion
de peptidoglucanos, no son susceptibles a la accién del solvente organico, sino
que este actua deshidratando los poros cerrandolos, lo que impide que pueda
escaparse el complejo cristal violeta/yodo, y manteniendo la coloracion morada

(Roger et al., 1996).

2.4.3 CATALASA

Es una enzima considerada hidroperoxidasa. Las catalasas estan presentes en
los animales y vegetales. El centro activo de la catalasa es una clase de
proteina hemo denominada citocromo. El hemo de la catalasa es un complejo
de hierro y porfirina de alto giro de protoporfirina, (protoporfirina es una
nomenclatura alternativa para el grupo hemo de la catalasa: define sus
propiedades quimicas). Esta enzima es una metaloproteina tetramérica, cuyo
peso molecular se encuentra en el rango de 210-280 kD. Consta de 4
subunidades idénticas que se mantienen unidas por interacciones no
covalentes. Cada subunidad contiene un grupo prostético de protoporfirina IX 'y
el contenido protohémico y el de hierro representan un 1.1% y 0.09%

respectivamente del peso molecular total de la enzima.

La catalasa esta presente en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromos. Las excepciones principales son las
especies de Streptococcus y los anaerobios estrictos, que carecen de catalasa

(Mc Faddin et al., 2003).
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El peroxido de hidrégeno es un residuo del metabolismo celular de muchos
organismos vivos y tiene entre otras una funcion protectora contra
microorganismos patdégenos, principalmente anaerobios, pero dada su
toxicidad debe transformarse rapidamente en compuestos menos peligrosos.
Esta funcion la efectua esta enzima que cataliza su descomposicién en agua y
oxigeno junto con la ayuda de cualquier peroxidasa, y también oxida sustratos
secundarios, pero no tiene ninguna accién contra otros peroxidos (Mc Faddin et

al., 2003).

cat-Fe(lll) + HzO0; ————» cat-Fe(V)O +Hz0
.‘—

catalasa nativa
2 moleculas de agua

+ H:02 3
sustrato reducido

cat-Fe(III) + H:0 + o:4

catalasa nativa

Fig. 2 Reaccion catalitica de la catalasa (Mc Faddin et al., 2003).

Para comprobar que en el microorganismo esta presente la catalasa, se agrega
una gota de peréxido de hidrogeno sobre un frotis de una colonia aislada, la
prueba sera positiva cuando ocurre un burbujeo vigoroso o formaciéon de

espuma debido al desprendimiento del oxigeno (Mc Faddin et al., 2003).

Bacilos catalasa negativo: el grupo principal esta constituido por los
lactobacilos, que se encuentran en habitats similares a los de las
corinebacterias. Son facultativamente anaerébicos y requieren con frecuencia
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factores de crecimiento y diéxido de carbono. Se clasifican en dos grupos:
homofermentativos que solamente producen lactato y heterofermentativos, que
producen menores cantidades de lactato, ademas de etanol, acetato y dioxido

de carbono (Mossel et al., 2003).

25 METABOLISMO A PARTIR DEL ALMIDON DE LOS

MICROORGANISMOS FERMENTADORES

Almidon: esta compuesto fundamentalmente por glucosa, los almidones de los
cereales contienen pequefas cantidades de grasas, los lipidos asociados al
almidon son generalmente lipidos polares, el nivel de estos lipidos en cereal
esta entre 0.5 y 1%. Los granulos de almidén en el maiz se encuentran
incluidos en proteinas. La union proteina almidon es mucho mas fuerte en el
maiz que en otros cereales como el trigo (Hoseney et al., 1991) (Dendy et al.,

2004).

El almidén en los cereales esta constituido basicamente por polimeros a-D-
glucosa, quimicamente se pueden distinguir dos tipos de polimeros: en el maiz
amilosa en un 25% vy amilopectina en un 75%. La amilosa que
fundamentalmente es un polimero lineal de a-D-glucosa unida en a-1-4, con
1500 a 2000 unidades de glucosa, aunque se admita generalmente, que el
polimero es lineal esto parece ser cierto para una parte de la amilosa, siendo

ligeramente ramificado el resto, las ramificaciones de la amilosa son tan largas
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y tan escasas que en varios sentidos la molécula actua como una entidad sin

ramificar (Hoseney et al., 1991) (Huges et al., 2004).

La naturaleza lineal y de gran longitud, confiere a la amilosa algunas
propiedades como su capacidad de formar complejos con yodo, alcoholes o
acidos organicos, el conocido color azul producido por el yodo con el almidon,
se ataife a iones poliyodados en el nucleo central de la hélice de la amilosa. La
amilopectina que esta fuertemente ramificada, esta formada al igual que la
amilosa por a-D-glucosa, concatenada fundamentalmente por enlaces a-1-4, la
amilopectina estd mucho mas ramificada que la amilosa con 4-5% de enlaces
a-1-6 (dan lugar a la cadena ramificada) y por enlaces a-1-4 (dan lugar a la
cadena lineal), este nivel de ramificacion indica que, en promedio, la cadena
unitaria de la amilopectina tiene de longitud solamente 20-25 unidades de
glucosa, con 595.238 restos de glucosa. Se cree que la amilopectina esta
ramificada al azar, tiene tres tipos de cadenas: cadenas A, compuestas por
glucosa con enlaces a-1,4; cadenas B compuesta por glucosa con enlaces a-
1,4 y 0-1,6; y cadenas C de glucosa con enlaces a-1,4 y a-1,6 ademas de un

grupo reductor (Hoseney et al., 1991).

Algunos microorganismos fermentadores con capacidad amilolitica contienen
dos enzimas que degradan al almidoén, la a-amilasa y la B-amilasa, ambas

enzimas pueden hidrolizar los enlaces a-1,4. La B-amilasa ataca desde los
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extremos no reductores exteriores de las moléculas de amilosa y amilopectina,
liberando maltosa, pero se detiene cuando alcanza un enlace a-1,6, la maltosa
liberada es el isbmero B, la enzima origina una inversion (llamada walden), la
maltosa puede ser hidrolizada en glucosa por la maltasa (Huges et al., 2004)
(Cheftel et al., 1992). Algunas de las bacterias amiloliticas se describen en la

tabla 2.

Por el contrario la a-amilasa ataca la cadena lineal de enlaces a-1,4 entre los
puntos de ramificacién, liberando dextrinas mas pequefas y ramificadas con
largas cadenas laterales lineales, provocando un descenso rapido de la
viscosidad de las soluciones y dando polisacaridos de tamafo pequefo pero
con muy pocos disacaridos o glucosa. Estas proporcionan mas sustratos para
la accién de la B-amilasa. Las amilasas a y B actuando juntas reducen la
amilosa a maltosa, maltotriosa y glucosa, pero la amilopectina da lugar a un

aumento de numerosas dextrinas pequefias ramificadas (Huges et al., 2004).

Tabla 2. Bacterias Lacticas amiloliticas (Diaz et al., 2003) (Betancourt et

al., 2013) (Betancourt et al., 2014).

Bacteria Lactica Amilolitica Caracteristicas encontradas

L. plantarum Amilolitico, proteolitico, potencial
inhibitorio frente a patégenos y
hongos, heterofermentativo

facultativo.
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L. amylophilus Amilolitico
L. amylovorus Amilolitico
L. acidophilus Amilolitico

L. manihotivorans

Amilolitico, homofermentativo

L. fermentum

Amilolitico, heterofermentativo

S. bovis

Amilolitico

S. macedonicus

Amilolitico

L. lactis Amilolitico, termorresistente
E. sulfureus Amilolitico
S. infantarius Amilolitico

Leuconostoc mesenteroides

Amilolitico, heterofermentativo

Cuando ya se redujo el almidén a glucosa se lleva a cabo la fermentacion de la

glucosa a acido lactico, una fermentacion es una reaccion de oxidacion-

reduccion interna equilibrada en la que algunos atomos de la fuente de energia

se reducen mientras otros se oxidan, y la energia se produce por fosforilacion a

nivel sustrato. Una ruta bioquimica muy usada para la fermentaciéon de la

glucosa es la glucolisis, también denominada via de Embden —meyerhof. En la

fermentacion acido lactica, la oxidacidon ocurre como consecuencia directa de la

reduccion del acido pirdvico a acido lactico ( Madigan et al., 2008 ).
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Glucosa — > Fructosa. difosfato

Zo o

2 ATP 2 ADP
2 ADP \ 2 Acido fosfoglicerico = 2 Triosa fosfato
g
2NADH 2NAD ™
2 ATP 2 Acido piruvico ————— 2 Acido lactico

Fig. 3 Fermentacion de la glucosa a acido lactico ( Madigan et al., 2008 ).

La glucolisis se puede dividir en tres etapas principales, cada una de las cuales
comprende una serie de reacciones individuales catalizadas enzimaticamente.
La etapa | incluye una serie de reacciones preparatorias que no implican ni
oxidacion ni reduccion y que no liberan energia, pero que conducen a la
produccion a partir de glucosa de dos moléculas de intermediario clave
gliceraldehido-3-fosfato. En la etapa Il ocurre un proceso redox, la energia se
conserva en forma de ATP, y se forman dos moléculas de piruvato. En la etapa
lll tiene lugar una segunda reaccion redox y se originan los productos de

fermentacién como el acido lactico ( Madigan et al., 2008 ).

Para el organismo, el producto importante es el ATP, que se usa en multitud de

reacciones que requieren energia, y los otros productos de fermentacién son
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meros productos de desecho. Sin embargo estos ultimos no son considerados
como tales por los destiladores, cerveceros, productores de derivados de
lacteos etc. Por ello la fermentacion no es sélo un proceso que produce
energia, sino un medio de obtener productos naturales que son de utilidad para

el consumo humano ( Madigan et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES

Caracterizar por medio de métodos dependientes de cultivo a los
microorganismos que participan en la fermentacién del atole rojo procedente de

San Juan Ixtenco, Tlaxcala.

Analizar los cambios fisicoquimicos que se llevan a cabo durante la

fermentacion del atole.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Utilizando métodos dependientes de cultivo, cuantificar de manera diferencial a
las poblaciones microbianas, levaduras, enterobacterias, bacterias lacticas

amiloliticas y no amiloliticas, durante la fermentacion del atole

Identificar, por medio de pruebas metabdlicas, a las levaduras presentes en la

fermentacion del atole.

Identificar por medio de pruebas metabdlicas, a las bacterias aisladas durante

el remojo del maiz, la fermentacion del atole y en el producto final.

Analizar los cambios quimicos como pH, produccion de acido lactico, vy
produccion de azucares a partir del almidon durante la fermentacion del atole

rojo.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 TOMA DE MUESTRA

Las muestras se tomaron el 8 de febrero de 2010.

En tubos Falcon estériles, se tomaron muestras de aproximadamente 20mL
del agua de remojo del maiz y de los diferentes tiempos de la fermentacion 0,

4, 8, 18, 20h y del producto final

Las muestras se sumergieron en nitrégeno liquido y se transportaron en un
termo, después se almacenaron a -80 °C en un ultracongelador revco (Harris)

hasta su procesamiento.

4.2 CUANTIFICACION DE GRUPOS MICROBIANOS

Para la cuenta en placa se realizaron diluciones decimales en agua peptonada
(Bioxon) estéril al 0.1%. La inoculacién de las muestras se realiz6 por extension
en superficie y vertido en placa, utilizando diferentes medios de -cultivo
selectivos para la diferenciacion y aislamiento de los microorganismos
existentes, AN (Oxoid), MRS [(BD difco) 1% agar ( Fluka )], MRSA [1% de
peptona (Bioxon), 1% de extracto de carne (Bioxon), 0.5% de extracto de
levadura (Bioxon), 2% de almidén (J.T.Baker), 0.1% de tween polisorbato, 0.2%
de citrato de amonio (Sigma), 0.5% de acetato de sodio (J.T.Baker), 0.01% de
sulfato de magnesio (J.T.Baker), 0.2% de fosfato dipotasico (J.T.Baker), 1% de

agar (Fluka)], VRBGA (Oxoid), PDA (Bioxon).
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Se inocularon por triplicado, bajo condiciones de asepsia de las diluciones de

10" a 108, y posteriormente las cajas se incubaron en una estufa (Riossa).

Tabla 3.

colonias para cada medio utilizado.

Condiciones de incubacién y caracteristicas tipicas de las

Medio microorganismo | Temperatura Tiempo de Rango de | Caracteristicas
incubacioén °C incubacion UFC de las colonias
PDA, papa levaduras 28 °C 3,4 o 5dias >10 Lisas, de color
dextrosa crema o blanco
<150
VRBGA, Fermentadoras:
bilis, rojo, _ color rojo
violeta enterobacterias 35-37 °C 18-24 h 0>30 purpura, no
glucosa <300 ferr_nentadoras:
incoloras
MRS, Man Acidolacticas 35-37 °C 24-72 h >30 Pequenas,
Rogosa blanco grisaceas,
Sharpe <300 lisas o rugosas
MRSA, Amiloliticas 35-37 °C 24-72 h >30 Halo de hidrdlisis
almidon alrededor de la
<300 colonia
AN, agar Mesdfilos 35-37 °C 24-48 h >25 diversas
nutritivo aerobios
<250
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4.3 TECNICAS DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Se tomaron 5 colonias de cada morfologia encontrada, tomando como criterio
sus caracteristicas fenotipicas, se purificaron en su correspondiente medio

diferencial.
4.4 SEPARACION DE MICROORGANISMOS POR TINCION DE GRAM

Se tomaron colonias aisladas y purificadas de la diferentes morfologias; sobre
un portaobjetos, se hizo un frotis da cada colonia, procediendo con el método

de la tincién de Gram (Roger et al., 1996).

45 SEPARACION DE MICROORGANISMOS POR LA PRUEBA DE

CATALASA

De la misma colonia usada para la tincion de Gram, se realizd otro frotis, se
agregd a cada uno, una gota de peréxido de hidrégeno para clasificar a las

catalasa positivo de las negativo ( Mac Faddin et al., 2003)

4.6 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS CON METODOS

DEPENDIENTES DE CULTIVO
4.6.1 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA BACTERIAS LACTICAS API 50 CH

De cada cepa aislada se tom6 una asada y se incubaron en agar MRS por 24 h
a 27°C, las colonias de 24h de incubacion, se lavaron con agua destilada
estéril centrifugando durante 10 min a 13000 revoluciones por minuto en una
micro centrifuga (Eppendor centrifuge 5417 R), se realiz6 una suspension de
las bacterias en una solucion de cloruro de sodio con una turbidez igual a la del
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patron 2 de McFarland. Se preparé la solucion correspondiente con el inoculo
de cada cepa de las bacterias, se llené cada cupula de la galeria y se incubo
por 48 h a 27°C. Se registrd el crecimiento a las 24 y 48 h observandose las
pruebas positivas comparativamente con el control. Los resultados se reunieron

en un patrén de datos y se verifico su identidad en el APl web.
4.6.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA ENTEROBACTERIAS API 20 E

De cada cepa aislada se tom6 una asada y se incub6 en medio VRBGA por 24
h a 27°C, las colonias de bacterias jovenes de 18-24 h se lavaron con agua
destilada y se centrifugaron durante 10 min a 13000 revoluciones por minuto en
una micro centrifuga (Eppendor centrifuge 5417 R), se realiz6 una suspension
bacteriana homogeneizando cuidadosamente las bacterias en el medio con
0.85 % de cloruro de sodio. Se llenaron las cupulas de la galeria, teniendo en
cuenta las especificaciones de llenado para cada prueba. Se incubaron a 36°C
por 24 h, se realizd la lectura de la galeria utilizando los reactivos
correspondientes que indican pruebas positivas comparandose con el control.
Los resultados se reunieron en un patron de datos y se verifico su identidad en

el APl web.
4.6.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LEVADURAS API 20 C AUX

Se tomdé una asada de cada una de las diferentes cepas aisladas tomando
como referencia sus caracteristicas fenotipicas, se incubaron a 29°C en medio
PDA, las colonias de levaduras jovenes (24 h dependiendo del crecimiento

hasta 48 h) se lavaron con agua destilada estéril centrifugando durante 5 min a
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velocidad de 13000 rpm en una micro centrifuga (Eppendor centrifuge 5417 R),
se realizé una suspension de las levaduras en una solucion de 0.85 % de
cloruro de sodio con una turbidez igual a la del patron 2 de McFarland.
Después de preparar el indculo con los medios indicados para las tiras, se
procedié a llenar cada cupula, se incubd a 30°C durante 48-72 h. La turbidez
en los medios se registré después de 48 y 72 h de incubacion, el crecimiento
de las levaduras se observé comparativamente en la cupula de control. Los
resultados se reunieron en un patron de datos y se verifico su identidad en el

API web.

4.7 MEDICION DEL CAMBIO DE LA CONCENTRACION DE ALGUNOS
CARBOHIDRATOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA

PRESION

Cada muestra se centrifugd durante 20 minutos a 14000 rpm para quitar
microorganismos Yy proteinas presentes en la muestra. Se hizo una

microfiltracion utilizando un microfiltro de tamafio de poro de 0.4 pym.

Para medir el cambio de la concentracion de los carbohidratos, las muestras de
los diferentes tiempos se congelaron y descongelaron por tres dias en un
ultracongelador para que coagulen y precipiten las proteinas, se centrifugaron a
14000 rpm por 20 minutos para quitar microorganismos y proteinas presentes
en la muestra, y después se filtraron a través de un microfiltro de tamarfo de
poro de 0.4 uym, para asegurar una eliminacién total de los microorganismos y

las proteinas.
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Se utilizd el equipo para HPLC (Waters) con una bomba (Waters 1525
Binary HPLC Pomp) y con un detector (Waters 2414 Refractive index Detector),
se colocaron las muestras en los tubos, se utilizd6 una columna para
carbohidratos (sugarpack) con las condiciones de temperatura a 80°C y una
fase movil de agua, se hicieron las curvas patron de glucosa, maltosa,
maltotriosa, maltopentosa y maltohexosa, para obtener la cantidad de cada uno

y ver cuales se encontraban en los diferentes tiempos de la fermentacion.

4.8 TITULACION DE LA ACIDEZ DURANTE LA FERMENTACION

Las muestras de los diferentes tiempos de la fermentacion se trataron con
carbén activado para eliminar a las antocianinas presentes causantes del color
rojo en el atole. Se tituld en un matraz Erlenmeyer de 50mL 1mL de muestra
con hidroxido de sodio 0.1N en una bureta de 25mL, como indicador se utilizd
fenolftaleina, se agregé hidréxido de sodio hasta que se observo el vire del

indicador a color rosa. (Apéndice D)

4.9 MEDICION DEL PH CON POTENCIOMETRO

Se colocaron 10mL de muestra de cada etapa de la fermentacion en un vaso
de precipitados de 50mL y se midi6é el pH con un potenciometro (Accument AB

15), se registr6 el valor de pH directamente del potenciémetro.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 cuenta en placa del crecimiento de los microorganismos en los
diferentes medios. A las 0, 4, 8, 18 y 20 horas de la fermentacion. En todos los

casos se consideraron placas mayores a 30 y menores a 300 UFC.

=
()
J

log UFC/mL
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Gréfico 1. Cuenta en placa en MRS de las bacterias lacticas durante las 0,

4, 8,18y 20 horas de la fermentacion del atole.

Se muestra una cuenta alta, no se observa la fase de latencia o lag, inician
inmediatamente con la fase de crecimiento exponencial o log entre las 0y 18 h
llevando simultaneamente la fermentacion, a partir de las 18 h comienza la fase

estacionaria.

46



log UFC/mL

t (h)

Gréfico 2. Cuenta en placa en PDA de las levaduras durante las 0, 4, 8, 18

y 20 horas de la fermentacion del atole.

En el medio PDA que es diferencial para levaduras ya que esta acidificado, se
pueden apreciar 3 fases de crecimiento bacteriano, comenzando con la fase
lag de las 0 a las 4 h, de las 4 a las 8 h se inicia con la fase log y a partir de las
8 h se observa que pasan directamente a las fase de muerte, no dando

oportunidad a la fase estacionaria.
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Gréfico 3. Cuenta en placa en AN de mesofilos aerobios durante las 0, 4,

8, 18 y 20 horas de la fermentacion del atole.

El medio AN es para el crecimiento de mesdfilos arobios, este grafico muestra
que los microorganismos empezaron con la fase log de las 0 a las 8 h seguido
por la fase de muerte, aunque no es tan marcado de las 8 a las 18 h, teniendo

otro descenso de las 18 a las 20 h.
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Gréfico 4. Cuenta en placa en VRBGA de enterobacterias durante las 0, 4,

8, 18 y 20 horas de la fermentacion del atole.

En este grafico se observa un comportamiento ideal, ya que desde las 0 h inicia
con la fase de muerte de las enterobacterias, manteniendose este

comportamiento hasta el final de la fermentacion.
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Grafico 5. Cuenta en placa en MRSA de bacterias lacticas amiloliticas

durante las 0, 4, 8, 18 y 20 horas de la fermentacion del atole.

En este medio que es especial para bacterias lacticas se agregé almidon, para
ver la actividad enzimatica de las bacterias amiloliticas, por lo que las UFC que
se tomaron para el conteo son las que mostraban un halo de hidrdlisis que son
las que tienen la produccion de la enzima, al inicio de la fermentacion hay una
alta actividad enzimatica, debido a que en el medio hay almidon disponible,
generando glucosa, después de la 4 horas de fermentacion, pasando este
punto se muestra un descenso y esto se debe a que la enzima no se
transcribe, hay una represion catabdlica ya que hay una fuente de carbono mas
facil de digerir que es la glucosa y la maltosa, cuando el sustrato comienza a
disminuir, se vuelve a observar un incremento en la actividad enzimatica a

partir de las 8 h.
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En los graficos podemos observar el comportamiento del crecimiento de los
microorganismos encontrados durante la fermentacion del atole, en el grafico 1
al igual que en el grafico 5 podemos ver que las bacterias lacticas y las
amiloliticas respectivamente, comienzan inmediatamente con la fase log, ya
que las condiciones son 6ptimas para su crecimiento, no habiendo necesidad

de la fase lag o periodo de adaptacién (Madigan et al., 2008).

En el grafico 2, se muestra que la fase lag de las levaduras es delas O alas 4 h
ya que solo hay almidén en el medio y no lo pueden usar como fuente de
energia, la fase log es de las 4 a las 8 h y esto va ligado a la actividad
enzimatica de las bacterias amiloliticas, ya que en el grafico 5, que es donde se
aprecia su actividad enzimatica, de las 0 a las 4 h de la fermentacion hay una
alta actividad de las bacterias amiloliticas, estan llevando a cabo la
degradacion del almidon a glucosa, este aumento se puede apreciar en el
grafico 7, la glucosa la utilizan las levaduras, las bacterias lacticas vy las
amiloliticas como fuente de carbono, entrando en un estado de competencia,
en este punto disminuye considerablemente la glucosa, que se aprecia en el
grafico 7, dejando a las levaduras sin una fuente de carbono biodisponible, ya
que en el medio queda en su mayoria almidén, provocando que a las 8 h las

levaduras entren en la fase de muerte (Ampe et al. 1999) ( Tortora et al. 1993).

En el grafico 4 se observa que desde el inicio de la fermentacion entran
directamente a la fase de muerte, debido a que la membrana de las Gram- son
susceptibles a la disminucién del pH, ya que en ese lugar se llevan funciones

celulares esenciales, la célula al intentar mantener su pH interno por medio de
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la expulsion de protones que se producen en su interior debido al medio acido
en el que se encuentran, enlentecera el crecimiento de la célula ya que desvia
la energia de las funciones relacionadas con el crecimiento, conforme
disminuye el pH extracelular, el pH del citoplasma disminuye hasta un valor en
el que el crecimiento ya no es posible y la célula muere (Adams et al., 1997)

(Ampe et al., 1999).
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Para la identificacion de bacterias lacticas en las tiras APl se escogieron 15

colonias que presentaron un Gram positivo y catalasa negativo.

Tabla 4. Bacterias lacticas identificadas en las diferentes etapas de la

fermentacién con API 50 CH

Etapa de la Cepa Microorganismos identificados % id
fermentacién

AR 1 Carnobacterium divergens 99.9%
2 Pediococcus pentosus 84.3 %
3 Lactobacilus plantarum 99.8%

T0 4 Lactobacillus brevis 70%
5 Lactobacillus pentosus 98.6%
6 Lactobacillus delbrueckii 96.7%
7 Leuconoctoc mesenteroides mesenteroides

dextranum 99.9%

8 Lactobacillus plantarum 98.3 %
T2 9 Lactobacillus lindneri 68.8 %
10 Lactobacillus pentosus 83.2 %
11 Lactobacillus plantarum 90.8 %
T4 12 Lactobacillus brevis 99.4 %
13 Lactobacillus lactis lactis 92.7 %
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14 Lactobacillus plantarum 95.2 %

15 Lactobacillus pentosus 84.3 %

AR= agua de remojo, TO= inicio de la fermentacién, T2= 8 h de fermentacion,

T4= 20 h de fermentacion.

Las bacterias lacticas que se identificaron en las diferentes etapas del atole se
han encontrado en diferentes alimentos fermentados de maiz de diversas
comunidades, y son de gran importancia en la industria lactea como L.
delbrueckii y carnica como C. divergens ya que confieren al producto final
propiedades organolépticas especificas como vida de anaquel gracias a que no
pueden desarrollarse microorganismos contaminantes o patdogenos por las
condiciones que crean en el medio. En todas las etapas de la fermentacién
incluida el agua de remojo el microorganismo que predomina es Lactobacillus
plantarum con un ID arriba del 90% este microorganismo es de los mas
estudiados, ya que dentro de sus caracteristicas mas importantes destacan que
es amilolitico, proteolitico, tiene un potencial inhibitorio contra patdégenos y
hongos y es heterofermentador por lo que lo convierte en uno de los
microorganismos mas importantes en este proceso ya que es iniciador de la
hidrdlisis del almidén, lo que da lugar al desarrollo de otras bacterias lacticas.
Tenemos otras bacterias amiloliticas, al inicio de la fermentacion se identifico a
Leuconostoc mesenteroides mesenteroides dextranum con un ID del 99.9% y a
las 20 h a L. lactis lactis con un ID del 92.7% (Betancourt et al., 2013) (Diaz et

al., 2003) (Betancourt et al., 2014).
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Para la identificacion de las levaduras se escogieron colonias con diferentes

caracteristicas morfoloégicas y de crecimiento del medio selectivo para

levaduras PDA.

Tabla 5. Levaduras

identificadas en

fermentacién con APl 20 C AUX

las diferentes etapas de la

Etapa de la Cepa Microorganismo encontrado
fermentacién
AR 1 Candida kefyr
To 2 Rhodotorula mucilaginosa
T1 3 Rhodotorula mucilaginosa,
4 Cryptococcus laurentii
Candida kefyr
T2 5 Candida kefyr,
6 Cryptococcus laurentii
T3 7 Cryptococcus laurentii

AR= agua de remojo, TO= inicio de la fermentacién, T1= 4 h de fermentacion,

T2= 8 h de fermentacién, T3= 18 h de fermentacion.
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Se identificaron unicamente tres levaduras en agua de remojo y a las 4,8, y 18
h de la fermentacion, a las 20 h ya no se registré crecimiento, debido a que se
genera competencia por el sustrato con las bacterias acidolacticas. Candida
kefyr se encontr6 en el agua de remojo y a las 4 y 8 h de la fermentacion, esta
es una levadura fermentadora que se utiliza en fermentacién industrial para
producir xilitol y etanol. Rhodotorula mucilaginosa solo se identificd al inicio de
la fermentacion y a las 4 h no es fermentadora y se considera una levadura
ubicua capaz de colonizar ambientes naturales y artificiales, es de interés
industrial por sus pigmentos carotenoides, por lo que resulta de interés ampliar
este estudio para confirmar la presencia de carotenoides producidos por esta
levadura. Criptococcus laurentii se identifico a las 4,8 y 18 h de la fermentacion
no es fermentadora y es una levadura que se encuentra en vegetales y en
agua, estas dos Uultimas pueden causar infecciones solo en individuos
inmunocomprometidos. (Reyes et al., 2014; Robles et al., 2012; Guaman et al.,

2009; Oliveira et al., 2014)
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Para identificar a las enterobacterias, se tomaron las colonias con diferentes

caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento en el medio selectivo VRBGA.

Tabla 6. Enterobacterias identificadas en las diferentes etapas de la

fermentacion con API 20 E. PF= producto final.

Etapa de la Cepa Microorganismos
fermentacion encontrados %id
AR 1 Pantoea spp 98.9 %
T0 2 Rahnella aqualitis 70 %
3 Klebsiella ornithinolytica
99.9%
4 Pantoea spp 99.6 %
T1 5 Klebsiella oxytoca 98 %
T4 6 Klebsiella oxytoca 98 %
PF 7 Ent. sakazakii 98.4 %

AR= agua de remojo, TO= inicio de la fermentacién, T1= 4 h de fermentacion,

T4= 20 h de fermentaciéon, PF= producto final.
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Las enterobacterias encontradas con un ID arriba del 90 % durante la
fermentacién del atole no se consideran patégenas, ademas que después de
las condiciones acidas y del tratamiento térmico final ya no se encuentran en el
producto final. En este caso la enterobacteria de mayor interés es Ent.
sakazakii ya que se identifica en el producto final con un ID del 98.4 %, este
microorganismo esta asociado a enfermedad en neonatos y lactantes, en
general, Enterobacter es un patégeno oportunista de ambientes hospitalarios y
las infecciones mas frecuentemente producidas son las urinarias, en torrente
circulatorio, respiratorias, quemaduras, etc. Aunque este microorganismo
puede ser destruido con tratamiento térmico, resulta de interés investigar la
fuente de contaminacion, ya que esta enterobacteria se relaciona con
enfermedades en los lactantes (Dominguez et al., 2004) (Tennessee et al.,

2001).
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Gréfico 6. Cambio de pH y acidez durante la fermentacién del atole.

En este grafico podemos observar la relacién inversamente proporcional que
existe entre la acidez y el pH, ya que a medida que aumenta el porcentaje de
acidez durante la fermentacion, el pH disminuye, debido al acido lactico
producido durante la fermentacién por las bacteria acidolacticas (Adams et al.,

1997).

59



16 - 15.1693
14 -
12 - 11.0001
= 10 i glucosa
= 8 7.8056 |7.95 o malt
\ -
gn 6.9663 6.6411 maltosa
Limaltotriosa
6 - 5.025
ik maltopentosa
4 2.4149 LI maltohexosa
24 @s12 1.6317
: 0.4164 0.2451
0 -
0 4 8 18 20
horas

Gréafico 7. Cambio de la concentracion de los carbohidratos durante la

fermentacién del atole, por medio de HPLC.

En este grafico podemos observar la concentracién de algunos carbohidratos
que se encuentran en los diferentes tiempos de la fermentacion, el carbohidrato
que presenta un cambio mas significativo es la glucosa, a las 0 h de la
fermentacién no hay glucosa disponible, en este punto empieza la actividad
enzimatica de las bacterias amiloliticas degradando el almidoén a glucosa, a las
4 h se observa que hay glucosa disponible, la cual utilizan los microorganismos
que se encuentran en el atole, ya que hay suficiente glucosa disponible, las
bacterias amiloliticas dejan de producirla por una represion enzimatica, cuando
ya no hay glucosa disponible, la actividad enzimatica de las bacterias
amiloliticas vuelve a degradar el almidén, se observa este aumento a las 18 h

(Madigan et al., 2008) ( Tortora et al., 1993).
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6. CONCLUSIONES

Se cuantifico la microbiota durante la fermentacién del atole rojo,
encontrandose una disminucion de levaduras y de enterobacterias,

manteniendo una concentracion elevada de las bacterias lacticas.

Se seleccionaron colonias por sus caracteristicas fenotipicas para
aislamiento y purificacion, durante la fermentacién del atole, se
realizaron las pruebas metabdlicas encontrandose una microbiota en el
atole muy compleja por ser una fermentacién abierta ya que se
relacionaron diversos grupos microbianos tales como levaduras, entre
las que se encontraron Candida kefyr, Rhodotorula mucilaginosa y
Cryptococcus laurentii,  enterobacterias entre las que se encontraron
Pantoea spp, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella oxytoca, y en el
producto final Ent. sakazakii y las bacterias lacticas Carnobacterium
divergens, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus

delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides mesenteroides dextranum.

El aumento de la acidez y la consecuente disminucion del pH durante la
fermentaciéon del atole, contribuyeron a la disminucién de las

enterobacterias.

Por medio de HPLC pudimos observar los cambios en los carbohidratos
en cada etapa de la fermentacién, se registraron los cambios en la
acidez por la produccion de acido lactico y la disminucion del pH durante

la fermentacion.

61



7. APENDICE

Apéndice A Tincion de Gram

1.- Hacer un frotis de la muestra sobre un portaobjetos y fijarlos por

calentamiento.

2.- Agregar una gota de cristal violeta por 1 minuto, que se denomina tincién

primaria.

3.- Lavar con agua hasta que ya no salga colorante.

4.- Cubrir la extensién con yodo por 3 minutos que es un mordente y su funcion
es la de formar compuestos insolubles a disolventes organicos como el alcohol

acetona, con colorantes y determine su fijacién a las células.

5.- Lavar con agua.

6.- Lavar con alcohol acetona por 30 segundos, que es un agente decolorante
que elimina el color a morado de algunas especies, en este punto se pueden
apreciar que las células Gram positivos son purpura y las Gram negativos son

incoloras.

7.- Lavar con agua.

8.- Aplicar un colorante de contraste como la safranina por 1 0 2 minutos por lo

que se apreciaran de color rojo.

9.- Lavar con agua.
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10.- Secar. Agregar una gota de aceite de inmersién, observar al microscopio

con un objetivo 100x. (Roger et al., 1996)

Apéndice B patron de McFarland

El patron de McFarland se utilizé como patron de turbidez para la preparacion
de la suspension de microorganismos con que se inocularon las galerias API

para lo cual se utilizé el patron 2.

Los patrones se preparan afiadiendo acido sulfurico a una solucion acuosa de

cloruro de bario que produce la formacion de sulfato de bario suspendido.

Preparacidn e interpretacion de la escala de McFarland

Escala de McFarland BaCl; al 19 (mi) H.50, al 185 {mi) UFC/ml (x107)
I 0,1 9,9 3
2 0,2 9.8 G
3 0,3 9.7 9
4 0.4 90,6 12
5 0,5 2,5 15
G 0.6 9,4 18
7 0.7 923 21
8 0.8 9,2 24
9 0.8 9,1 27

10 1,0 9,0 30

Apéndice C inoculacién de las galerias API

Para inocular las diferentes galerias API 20 E, API 50 CH, API 20 C AUX:

Repartir la suspension bacteriana con la ayuda de una pipeta estéril en todos

los tubos de la galeria teniendo en cuenta las precauciones siguientes:
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Inclinar ligeramente hacia adelante la camara de incubacion.

Evitar la formacion de burbujas apoyando la punta de la pipeta en el borde de

la cupula.

Cuando sélo se inocule el tubo, no rebasar el limite superior del mismo con el

fin de conservar una buena anaerobiosis.

Cuando el tubo y la cupula deban llenarse correctamente, evitar la formacion

de un menisco céncavo o convexo.
Incubar las galerias a temperatura 6ptima segun el microorganismo en estudio.

Apéndice D Formula para cuantificar el Acido Lactico

%Ac Lac =N NaOH x PM Ac Lac x mL NaOH

1mL

N NaOH = Normalidad del hidroxido de sodio = 0.1

PM Ac Lac = Peso Molecular del acido lactico = 0.09

mL NaOH = mililitros de hidroxido de sodio utilizados en la titulacion
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Apéndice E Curvas patron utilizadas para la cuantificacion de azucares en

el HPLC

Curvas patrén para el HPLC ejemplo de calculos:

Tabla 7. Tiempos de retencién y areas bajo la curva patron de glucosa. Se

midieron en el HPLC los tiempos de retencién de cada uno de los compuestos

asi como el area bajo la curva. Esto se realiza en diferentes concentraciones

para poder obtener una curva patrén de cada compuesto.

Gluc 0.5 Gluc 5 Gluc 10 Gluc 15 Gluc 20 Gluc 25
mg mg mg mg mg mg
t. area t. area t. area t. drea t. drea t. drea
retencion retencion retencion retencion retencion retencion
12.933 38,453 13.008 937,743 12.998 1,869,246 12.939 2,928,879 12.91 3,693,741 12.92 4,322,995
12.994 38,647 13.008 936,759 12.989 1,798,654 12.94 2,875,837 12.915 3,764,746 12.923 4,432,764
12.993 | 38657 | 13.006 | 933,749 | 1299 | 1,787,937 | 12.941 | 2,987,784 | 12.913 | 3,694,776 | 12.921 | 4,382,746
Prom. 38,585 13.007 936,083 12.992 1,818,612 12.94 2,930,833 12.912 3,051,087 12.921 4,379,501
12.973
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Tabla 8 . Concentracion de glucosa y promedios de area para realizar la curva
patrén de sacarosa. Se obtienen los promedios de las areas bajo la curva de

cada concentracidn para graficar las curvas patron.

Gluc. Areas
(mg/mL) | promedio
0.5 38,585

5 936,083
10 1,818,612
15 2,930,833
20 3,051,087
25 4,379,501
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Se obtuvieron las siguientes curvas patrén para la determinacion de azucares
durante la fermentacién del atole rojo, utilizando la ecuacion de la recta para

obtener los mg/mL de cada azucar en cada tiempo de la fermentacion.

glucosa - 1702334 36996
5000000 RZ=09947
4000000 =
g 3000000
P
& 2000000
1000000
0
0 5 10 15 20 25 30
concentracion

Gréfico 8. Curva patron de glucosa

Gréfico 9. Curva patron de maltosa
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- y=172166x - 18853
maltotriosa RZ = 0.9982
1,000,000 /
< 500,000
5]
5
0
1 2 3 4 5
-500,000 .
concentracion

Grafico 10. Curva patron de maltotriosa

Grafico 11. Curva patron de maltopentosa
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Grafico 12. Curva patron de maltohexosa
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