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Resumen

El'pozol es una bebida ancestral en el estado de Tabasco que se consume siny
con fermentacién natural y se le adiciona sabores como el cacao, pimienta, camote,
entre otros. “Durante la fermentacion se desarrolla una gran diversidad de
microorganismos procedentes de los diferentes substratos, de los utensilios en donde
se prepara, frecuentemente es impredecible y su presencia esta determinada por la
clase de ingredientes utilizados, las modalidades en los procesos de elaboracion y las
condiciones ecoldgicas de,los‘lugares en donde ocurren. Por lo anterior, se evaluo el
efecto antimicrobiano de Pimenta dioica (L.) Merril y el contenido de fenoles totales en
la fermentacion natural del pozol blanco. La masa de pozol se obtuvo del maiz
nixtamalizado, dividiéndose en dos tratamientos: con pimienta (CP) y sin pimienta (SP).
El tiempo de observacion de la fermentacion fue de 0, 12, 24, 36 y 48 h realizandose la
cuantificacion de bacterias aer@bias \totales, bacterias lacticas, coliformes totales,
levaduras y hongos asi comao’ los, andlisis fisicoquimicos de pH, acidez titulable y
fenoles totales. El aislamiento € sdentificacion”de las cepas de coliformes se realizd
con apoyo del Sistema API. La cantidad de”bacterias lacticas, el pH y la acidez
alcanzada durante el tiempo de fermentacién indican que se llevé a cabo una
fermentacion lactica y los valores alcanzados fueron similares a los reportados en otros
trabajos sobre la fermentacion del pozol. Las‘cepas cop”mayor presencia en el pozol
SP fueron Klebsiella pneumoniae y Raoutella terrigenay-~en el pozol CP fueron
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae. Se observé que la concentracion de
fenoles totales en los tratamientos CP y SP no fue significativamente diferente en el
contenido de fenoles totales pero si fue diferente entre ambos tratamientos (CP y SP),
la cantidad utilizada de Pimenta dioica no fue suficiente para inhibir-el crecimiento

microbiano ni la concentracion de fenoles.

Palabras clave: fermentacion natural, pozol, Pimenta dioica, compuestos fenélicos.
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Abstract

It is known _that all the traditional fermented beverages, pozol included, are made
without an accurate, control, specially a microbial one, so the types of microorganisms
that develop in“different substrates are variable, frequently unpredictable and their
presence is determined by the class ingredient used, elaboration process types and the
ecological conditions” of, the places where these beverages are prepared and
consumed. For this reason, the antimicrobial effect of Pimenta dioica and the total
phenols content were evaluated during the pozol natural fermentation. Pozol dough
was prepared from traditionals/nixtamalized maize (SP) and adding allspice to one
treatment (CP). Fermentation ebservation times were de 0, 12, 24, 36 y 48 h. The
analyzed variables were the counts, of total mesophyll bacteria, lactic bacteria,
coliforms, yeasts and fungi. Coliform®strains were isolated and identified with the API
System, and the main strains’that were found in the pozol SP were Klebsiella
pneumoniae and Raoutella terrigena and,/Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
cloacae in the pozol CP. Physicochemical analysis, pH and titratable acidity, as well as
total phenols were determined. It was observed that the amount of Pimenta dioica used
was not enough to low the microbial eentent during pozol fermentation. pH and
titratable acidity presented values corresponding to as natural fermentation. It was
observed that total phenol concentration was not significantly different but both CP and

SP treatments were different between them.

Key words: natural fermentation, pozol, Pimenta dioica, phenolic compounds.
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|.dntroduccién

Los alimentos fermentados juegan un papel importante en la seguridad
alimentaria mejorando los medios de vida, nutricion y el bienestar social de millones de
personas en.todo el mundo, siendo uno de los métodos de conservacion mas antiguos
y ampliamentes utilizados. La fermentacion es un proceso dinamico en el que
intervienen varias reacciones anabdlicas y catabdlicas simultdneas dependiendo de la
fuente de sustrate,) la microflora y los factores ambientales; estas reacciones
desempefian diversas funciones importantes tales como la mejora o creacion de
sabores unicos, propiedades de cambio de textura y la digestibilidad de los alimentos
(Ogunjobi et al., 2005).sLa produccion de alimentos fermentados en condiciones
controladas y su calidad dependen del conocimiento y control de la microbiota presente
mientras que, en el caso desloes alimentos fermentados tradicionales obtenidos
mediante una fermentacion natural’en la que no se afladen indculos, éstos estan
constituidos de forma complejas ya, que son dificiles de describir mediante el uso de
meétodos convencionales (Diaz y Wacher2003).

La fermentacién de alimentos. es practicada por todas las culturas del mundo y
es una forma de conservar los alimentos. Las€laboracion de alimentos fermentados no
requiere de conocimientos biolégicas, es de manéra hatural porque los microrganismos
responsables estan en el medio ambiente (Scottsy~Sullivan, 2008). Un ejemplo de
alimento fermentado de forma natural es el pozol, bebida fermentada no alcohdlica a
base de maiz (Zea mays L.), consumidasen el sureste de_México, principalmente en
los estados de Tabasco y Chiapas. Su consumo tradiCional es con maiz sélo o
adicionado con algun aditivo como el cacao (Theobroma cagao), la pimienta (Pimenta
dioica), el camote (Ipomoea batatas) o el chile (Capsicum annum) (Ulloa y Herrera,
1984). En los procesos de fermentacion del pozol se desarrolla‘'una_gran variedad de
microorganismos, dentro de los cuales destacan las bacterias lacticas‘que_acidifican la
masa, al igual que los mohos y levaduras que contribuyen a la producciénsde,aromas y
sabores (Wacher et al., 1993; Diaz et al., 1999).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos que tienensdiversas

aplicaciones en la industria de los alimentos, siendo una de las principales la



fermentacion de la leche, la carne y los vegetales para obtener productos como el
yogurt, quesos, encurtidos, embutidos, ensilados, entre otros. Asimismo, son de gran
utilidad“en la produccion de vinos y cerveza; contribuyen en la biopreservacion de los
alimentosy” mejoran las caracteristicas sensoriales como el sabor, olor, textura y
aumentan ‘su calidad nutritiva (Ramirez et al., 2011). El acido lactico es el principal
metabolito producido por las BAL homofermentativas y se ha utilizado como agente
sanitizante en carnés con el objetivo de incrementar la seguridad de estos alimentos
(Wakil et al., 2008):

Los aditivos son ingredientes que no son alimentos y que se utilizan en el
procesado de los alimentos“para favorecer su capacidad de conservacion, apariencia,
sabor, textura o para ayudar en.el proceso (Lok et al., 2010). Algunos de estos aditivos
naturales se les atribuye una’aeeion antioxidante por lo que son de interés para la
industria alimentaria para evitar la‘fancidez y poseen potencial de proteccion dentro del
cuerpo humano contra los dafios causados por especies reactivas al oxigeno (B6hm vy
Schlesier 2004), ya que” contienen sustancias como polifenoles, vitamina C,
carotenoides y vitamina E (Franco, 2006).’En cuanto a las sustancias utilizadas como
conservadores en los alimentos, ‘aun cuandosta mayor parte son de origen quimico,
actualmente también existen diversos* productes-de origen natural con actividad
antimicrobiana y que estan presentes ‘en plantasy hierbas y especias (Raybaudi-
Massilia et al., 2006).

Todas las bebidas fermentadas tradicionales\.son, elaboradas sin un control
preciso, especialmente desde el punto de vista microbioldgieo, por lo que los tipos de
microorganismos que se desarrollan en los diferentes substratos, para la obtencién de
las bebidas, son variables, frecuentemente impredecibles y su presencia esta
determinada por la clase de ingredientes utilizados, las modalidades.€n los procesos de
elaboracién y las condiciones ecolégicas de los lugares dondefsen preparadas y
consumidas (Ulloa y Herrera, 1984). Por lo anterior, el objetivo de estestrabajo fue
evaluar la actividad antimicrobiana de Pimenta dioica (L.) Merril en la fermentacion

natural del pozol.



Il#Antecedentes

2.1. Alimentos fermentados

Ensda'mayoria de los paises tropicales, donde los productos lacteos son dificiles
de almacenar,labase de la dieta diaria son los alimentos ricos en almidon (yuca, maiz,
sorgo, entre otros), Para mejorar las posibilidades de almacenamiento de los alimentos
se han utilizado_l0s procesos tradicionales de fermentacion natural, que se han
desarrollado a lo largo™de.los siglos (Ben y Ampe, 2000).La fermentacion es uno de los
meétodos de conservacion de los alimentos mas antiguos y extendidos a nivel mundial.
Practicamente, todas ‘ass naciones tienen algun tipo tradicional de productos
fermentados por la accion#de Jaetobacilos, ya sea solos o en combinacion con otros
microorganismos. Se ha vistoicomo un proceso dinamico en el que intervienen varias
reacciones anabdlicas y catabdlicas simultaneas dependiendo de varios factores, tanto
de cantidad y tipo tanto de sustrato. como de microflora y de ambientales que
desempeiian funciones importantes como _la mejora o desarrollo de sabores, cambios
de textura y la digestibilidad de40s alimentos (Ogunjobi et al., 2005).

Desde el punto de vista‘bioquimico,.lasfermentacion es un proceso metabdlico
que genera energia de compuestos .organiCos,=sin involucrar un agente exégeno
oxidado. La fermentacion participa eng€el procesado_de alimentos, principalmente en la
conservacion a través de la formacion/de)metabalitos_inhibitorios (acidos organicos
como &cido lactico, acido acético, acido férmico), etanel, bacteriocinas, desarrollo de
alimentos a través de la inhibicion de patégenos, desarrollo del valor nutricional y
mejora de la calidad organoléptica de los alimentos (Bourdichon et al., 2012). La
fermentacién ocurre de forma anaerdbica en ausencia de aceptores de electrones
externos y se libera s6lo una pequefia cantidad de energia, en/€onsecuencia, se
sintetizan pocas moléculas de Adenosin Trifosfato (ATP). En cambioysi esta presente
el oxigeno o cualquier otro aceptor terminal, la generacién de los productos de la
fermentacidon es innecesaria y la glucosa puede oxidarse por completo_hasta CO..
Cuando esto ocurre, es posible obtener un rendimiento mas alto de ATP (Madigan et
al., 2009).



Durante la fermentacion natural de un alimento, ocurre una serie de sucesos
naturales que involucran a los microorganismos y cuyo resultado es una poblacién
dominadaypor bacterias acido-lacticas. Al respecto, Wakil et al. (2008) mencionan que,
para demostrar el papel de estos microorganismos en los productos fermentados y en
la calidad, 'es esencial cuantificar los grupos predominantes de los mismos e investigar
la dindmica degda comunidad total, asi como de la calidad final y el almacenamiento de
los productos ya quevdependen fuertemente de la ruta que llevd a cabo la fermentacion.

Los alimentos™fermentados juegan un papel importante en la seguridad
alimentaria, principalmente mejorando los medios de vida, la nutricién y el bienestar
social de millones de personas en todo el mundo. El proceso de fermentacién conduce
a la conservaciéon de alimentos.aumentando la gama de materias primas que pueden
utilizarse para producir alimentoss.eliminando factores antinutricionales y favoreciendo
qgue los alimentos sean seguros para su consumo (Ogunjobi et al., 2005). Durante el
proceso de fermentacion, también—se mejoran las caracteristicas sensoriales del
sustrato, se aumenta ladigestibilidad del mismo y se inhibe el desarrollo de
microorganismos patdgenos Y.sus toxinas¥(Beltran-Orozco et al., 2001).En una bebida
fermentada natural tradicional indigena denominada “Tej” elaborada en Etiopia a partir
de miel estudiada por Bahiru et al. (2006), se encentrd que en la flora lactica estuvieron
presentes especies de Lactobacillus, Streptococeus,d euconostoc y Pediococcus y que
otros grupos mas fueron los lactobacil@s y, las bacterias coliformes presentaron una
reduccion en su numero debido al pH final.del productosAdemas, determinaron que la
fermentacion de las muestras del Tej depende de la microflora natural presente en los
sustratos, en los utensilios y en el equipo usado. En estudios realizados por Alvarado et
al. (2006) en alimentos fermentados tradicionales mexicanos (€horizo, pulque, tepache,
queso), identificaron bacterias acido lacticas a las que se les atribuy6d principalmente la
reduccion de pH por la produccién de &cidos organicos y la presencia de grupos de
Lactobacillus y Lactococcus que son buenos productores de &cido y podrian contribuir

a la inocuidad de los alimentos.



2:2. Conocimiento del pozol

El pozol es una bebida elaborada con maiz nixtamalizado y molido para formar
una masa de la cual se prepara la bebida, mezclando una porcién de ella con agua.
Durante la preparacion de la masa se le puede agregar cacao tostado y molido, semilla
de zapote (piste)© camote (Centurion et al., 2003). En determinados lugares del estado
de Tabasco y Chiapas, los consumidores lo envuelven en hoja de platano (Musa spp.)
cuando realizan mviajes cortos para posteriormente consumirlo durante el almuerzo
(Barros y Buenrostre;"2011; Ulloa y Herrera, 1984). Esta masa de pozol también se
lleva envuelta en hoja de platanillo (Heliconia spp.) o de hoja blanca (Calathea lutea),
con el objeto de reducir la desecacion de la masa durante el tiempo que dure la
fermentacién, el cual variade wne a cinco dias 0 mas; algunos grupos indigenas como
los lacandones y chamulas,idejan fermentar el pozol dos o mas semanas y lo
consumen ya enmohecido (Ulloa y'Herrera, 1984).

Como parte de la cultura delseonsumo de bebida de pozol, los consumidores lo
prefieren agrio (fermentade),/condicion que se obtiene almacenando a temperatura
ambiente la masa de pozol, epvuelta en hoja.de platano (Musa AAB), de to (Marantha
sp) o cubierta con un lienzo\de tela, durante varios dias (de dos a cinco dias)
(Centurién et al.,, 2003); durante /el almacenamiento ocurre el crecimiento de una

diversidad de microorganismos (Wacher &t al., 1993).

2.2.1. Etnobiologia

Se han realizado diversos trabajos que presentan dates etnobiol6gicos sobre la
preparacion y los usos del pozol por mestizos y grupos étnicos del sur y sureste de
México, como Chontales y Choles de Tabasco; Mayas de Campeche, Yucatan y
Quintana Roo; Lacandones, Tzotziles, Chamulas, Tzeltales, Zoques; Choles y Mames
de Chiapas y Zapotecos de Oaxaca (Ulloa y Herrera, 1984). En algunos estados del sur
de México, como en La Chinantla, Oaxaca, se prepara el pozol con adicién'de canela,
azucar y hueso de zapote mamey asado y molido que le confiere un tono almendrado,
se mezcla por amasado y se envuelve en hojas de platano; el cual es conocido en el
estado de Chiapas como pozol agrio. También se prepara pozol con cacao o-“pataste,
conocido como cacao silvestre (Barros y Buenrostro, 2011).



Para su consumo en el estado de Tabasco, se prepara una bebida en la cual la
masa de pozol (masa molida y fermentada de maiz nixtamalizado) se mezcla con agua,
adiciopé&ndole sal, azlcar, miel, chile u otros ingredientes, lo que da lugar a distintas
variedades de pozol. No obstante, el ingrediente principal de esta bebida sigue siendo
el maiz nixtamalizado y la adicion de otros ingredientes se realiza generalmente antes
de la fermentaCién,de la masa, observando que la accién de estos ingredientes
modifica la textura.y el sabor de la bebida final (Centurion y Espinosa, 1996).

En ocasiones”el pozol ha sido utilizado para controlar la diarrea u otras
afecciones intestinales, probablemente por una accion semejante al uso que hacen
otras personas de medicamentos o productos alimenticios que contienen levaduras o
lactobacilos (Ulloa y Herrera, 1984). Es importante sefialar que también se ha utilizado
el pozol con pimienta fermentadospor 24 h como inductor de leche materna, el cual se
consume durante 30 dias después)del parto (Comunicacion personal, Sra. Susana

Lépez Herndndez, 2009, TacotalpaFabasco).

2.2.2. Diversidad microbiana

Todas las bebidas fermentadas indigenas, son elaboradas sin un control preciso,
desde el punto de vista microbiologico,.por lo que-los tipos de microorganismos que se
desarrollan en los diferentes sustratosspara la preparacion de dichas bebidas, son muy
variables; frecuentemente son impredecibles y su presencia esta determinada por la
clase de ingredientes utilizados, las modalidades en lessprocesos de elaboracion y las
condiciones ecolégicas de los lugares donde son preparadas y consumidas. Como
consecuencia de esto, es muy dificil obtener productos higiénicamente controlados,
ademas, presenten las caracteristicas apreciadas por los grupos indigenas y mestizos
gue los consumen de forma habitual (Ulloa y Herrera, 1984).

En un estudio de los microorganismos presentes en pozol {comercial y pozol
elaborado en condiciones estériles de laboratorio se encontré la presencia_de bacterias
mesofilas aerobias, bacterias acido lacticas, levaduras y mohos (Wacher etal. (1993).
En otros estudios realizados en masas de pozol, se aislaron 46 cepas de bacterias
acido lacticas donde los tipos predominantes fueron 23 cepas de Leuconostoe; 10

cepas de lactobacilos homofermentativos, 9 cepas de Lactococcus y 4 cepas (de
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lactobacilos heterofermentativos productores de dextrano (Nuraida et al., 1995). En un
estudio microbioldgico realizado al pozol utilizando bandas de electroforesis en gel con
gradiente) de desnaturalizantes (DGGE) realizado por Ben y Ampe (2000), se
identificaron™» comunidades bacterianas de Streptococcus bovis, Enterococcus
saccharolyticus, +Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus

casei.

2.3. Zeamays L.

El principal componente del pozol es el maiz (Zea mays L.) por lo que es
importante hacer una revision de sus propiedades. La FAO (1993) menciona que el
maiz es una palabra de origen:indio caribefio, significa literalmente «lo que sustenta la
vida». Es, junto con el trigo y el arrez, uno de los cereales més importantes del mundo,
suministra elementos nutritivos a les seres humanos y a los animales y es una materia
prima basica de la industria_dé transformacion, con la que se producen almidén, aceite
y proteinas, bebidas alcohoélicas, edulcorantes alimenticios y, desde hace poco,
combustible. Alarcon et al. (2011),mencionan que este alimento era un articulo esencial
en las civilizaciones maya y azteca. Tenia_un:importante papel en sus creencias

religiosas, festividades y nutricion.

2.3.1. Etnobotéanica

La evidencia mas antigua de la existencia del maiz-es de unos 7,000 afios de
antigiedad y ha sido encontrada por arqueologos en el#walle de Tehuacan (México),
pero es posible que hubiese otros centros secundarios de’ origen en América. Este
cereal era un articulo esencial en las civilizaciones mayas y azteeas el cual tuvo un
importante papel en sus creencias religiosas, festividades y nutricion, (Alarcon et al.,
2011). La supervivencia del maiz mas antiguo y su difusion se ‘debié a los seres
humanos, quienes recogieron las semillas para posteriormente plantarlas«A finales del
siglo XV, tras el descubrimiento del continente americano por Cristobal Calon, el grano
fue introducido en Europa a través de Espafa. Se difundié entonces por los lugares de

clima més calido del Mediterraneo y posteriormente a Europa septentrional. Se"puede



definirea la planta del maiz como un sistema metabdlico cuyo producto final es, en lo
fundamental, almidén depositado en unos 6rganos especializados: los granos (FAO,
1993).

2.3.2. Composicion quimica

El grano”de maiz esta compuesto por un 70 a 75% de almidon, 8 a 10% de
proteina y 4 a 5% de aceite, presentes en tres estructuras: el germen (embrién), el
endospermo y el pericarpio. EI germen constituye del 10 al 12% del peso seco y
contiene el 83% de 1os lipidos y el 26% de la proteina del grano. ElI endospermo
constituye el 80% del peso seco y contiene el 98% del almidon y el 74% de las
proteinas del grano (Alvarez, 2006). El pericarpio es la parte estructural mas externa
del grano. Los tejidos del pericarpio son continuos y forman una cubierta completa de la
semilla. El pericarpio es una pelictlascuyo espesor generalmente varia de 60 a 80 mm
y esta formado por un tejido dense=correoso cuya composicién es 77.7% fibra, 9.1%
proteina, 7.3% almidon, 1% /grasa y 4.4%, de otras sustancias (Mufioz y Calderon,
1999). El pericarpio constituye<€l 5 al 6% del. peso seco e incluye todos los tejidos de
cobertura exterior, con un 100 % ‘de fibras'vegetales (Alvarez, 2006). Los compuestos
fendlicos en el grano de maiz, estan conformades por flavonoides y acidos fendlicos;
estos Ultimos contribuyen a la toleranciajdel gran0_al ataque de insectos. Los acidos
fendlicos mas importantes en el grano de maiz sons€l ferulico, p-cumarico y sinapico
(Salinas-Moreno et al., 2007).

2.3.3. Actividad bioldgica

El estudio de los compuestos fendlicos es importante por las funciones de
algunos de ellos en los mecanismos de defensa de la planta _contra el ataque de
patbgenos asi como por sus propiedades antioxidantes, antimutagénicas y
anticancerigenas (Cabrera-Soto et al., 2009). Se han realizado estudios sobre la
comparacion de la capacidad antioxidante de compuestos fendlicos y antocianinas
totales de diferentes variedades de maiz (Zea mays) donde encontrar@n.que las
concentraciones de compuestos fendlicos en los extractos de las diferentes variedades

estuvieron comprendidos entre 170 y 617 mg 100 g™ (Lépez y Baeza, 201@). En
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reportes de Cabrera-Soto et al. (2009), sobre el contenido de fenoles solubles e
insolubles en las estructuras del grano de maiz y su relacién con las propiedades
fisicasgy'seymenciona que los fenoles libres en el pericarpio variaron entre 107.3 y 181.7
mg g* desfMmateria seca, los fenoles glucosilados de 14.9 a 28.7 mg g™ de materia seca

y los fenolés lesterificados de 86.6 a 137.1 mg g de materia seca.

2.4. Pimenta dioiea(L.) Merril

La pimienta® (Pimenta dioica (L.) Merril) pertenece a la familia Myrtaceae de
distribucion mesoamericana y caribefia. Se encuentra distribuida desde el este de
México hasta el sudeste:“Esuna especie que forma parte de la composicién del bosque
tropical que ha sido utilizada_desde tiempo inmemorial por distintas grupos indigenas.
En la actualidad se explota comosrecurso forestal no maderable y aporta un importante
ingreso econdémico a los agricultores. Sus frutos secos se utilizan como condimento y
se trata de un producto del mercade-nacional mexicano que también se exporta a

Alemania, Estados Unidos,damaica y Reino,Unido (Barco, 1998).

2.4.1. Etnobotanica

La utilizacion mas extendida/de esta planta-es.como condimento, para lo que se
usan los frutos desecados que son muy aromatiCos y reunen las caracteristicas de
aroma y sabor a clavo, canela y nuezfmoscada, por_lo que en inglés se denomina
allspice (Barco, 1998). La Pimenta dioica (L.) Merril es.un &rbol conocido cominmente
como pimienta, pimienta bomba, pimenta de clavo, pimenta de Jamaica, pimienta
dulce, pimienta gorda y pimienta malagueta. Sus frutos y hojas han sido referidos como
medicinales, alimenticios e industriales (Martinez et al., 2004). La pimienta ha sido
utilizada por las primeras civilizaciones de América Central ‘com0 aroma para el
chocolate y también por su accion antimicrobiana (Rao et al., 2010)., También se ha
reportado que el aceite esencial presenta un amplio abanico de usos como-anestésico,
carminativo, estimulante, aroméatico, antidiarreico y antidisentérico y, desde_ehpunto de
vista farmacoldgico, muestra una notable actividad antifungica y antioxidante<(Barco,
1998).



24.2.€omposicion quimica

La composicion quimica de la pimienta seca es de 13% de humedad, 8% de
taninog’y 25% de fibra cruda (Barco, 1998). Entre los compuestos quimicos de la planta
se repopany vitamina C, aceites esenciales, carbohidratos, taninos, flavonoides,
esteroides'y alcaloides (Martinez et al., 1997). Las semillas de pimienta contienen entre
3.0-4.5% de aceites.esenciales volatiles (en especial eugenol, 65-80%) (Martinez et al.,
2004; Barco, 1998))\asi como resinas, taninos, azucares y gomas (Martinez et al.,
2004). Contiene 0:027% de aceites esenciales en la hoja y se han identificado, por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GS-MS), 10 compuestos
principales: 4-terpineol, “eucaliptol, cariofileno, 6xido de cariofileno, éster metilico del
acido cinamico, eugenol, o#selineno, a-terpineol y B-selineno (Vazquez, 2011). Por su
parte, Park et al. (2007) indican que el eugenol representa el 86.44% de la composicion

guimica en el aceite esencial de la'pimienta.

2.4.3. Actividad bioldgica

En estudios realizados por Vazquez ' (2011) sobre la actividad antibacteriana del
aceite esencial de la hoja de P._ dioica por.medio del método de difusiéon en agar, se
encontré que se inhibié el crecimiento «de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y
Salmonella typhimurium por la presengia del aceite’de P. dioica. Por otra parte, Borgez-
Argéez et al. (2010) reportaron que el aceite esencial de la hoja de P. dioica presento
actividad biologica frente a S. aureus.

Se han realizado estudios con los componentes del.aceite esencial de P. dioica,
como el a-terpineol y el eugenol, contra bacterias patégenas.para el ser humano y se
encontré que el a-terpineol presentd actividad inhibitoria in vitro contra Escherichia coli,
Staphylococcus typhymurium, S. aureus, Leuconoctus monocytogenes y B. cereus
(Consentino et al., 1999), mientras que el eugenol presentd actividad ‘antibacteriana en
un rango de 1.0 a 0.5 pl mL™ para E. coli, S. typhymurium y L. monocytogehes (Kim et
al., 1995).

Se ha encontrado que los componentes de los aceites esenciales de
Trachyspermum ammi, P. dioica y Litsea cubeba son utiles como nematicidas“para B.

xyluphilus (Park et al., 2007). Para el uso practico de estos tres aceites esencialeswy
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sus componentes como nueva fuente nematicida, estos mismos autores mencionan
gue /Se necesitan estudios adicionales sobre la fitotoxicidad, accion sistémica y
formulacion para mejorar la potencia nematicida, estabilidad y reduccion de costos.

2.5. Actividad antimicrobiana de origen natural en los alimentos

Las plantas, no solo se consumen como alimento por los humanos, en muchas
ocasiones se ‘emplean para afadirle sabor, olor o inhibir la proliferacion de
microorganismos éns1os mismos (Cabello y Belloso, 2009). Con estos fines se ha
empleado la planta completa o algunas de sus partes como la raiz, hoja, tallo, flor,
semilla, fruto o extractos“de"estas partes. Han sido capaces de protegerse del ataque
de diversos microorganismos,—patdogenos, produciendo grandes cantidades de
metabolitos secundarios, conifuncion protectora, mediante sustancias quimicas con
actividad antimicrobiana. Entre gaos) metabolitos secundarios relacionados con los
mecanismos de defensa destacan-:los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites
esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos. La toxicidad de los fenoles se atribuye a
la oxidacién de compuestos, leS terpenosyestan involucrados en el rompimiento de la
membrana, a través de los ‘compuestos_lipofilicos, mientras que las lectinas y
polipéptidos pueden formar canales iGnicos €n la. membrana microbiana o causar la
exclusion competitiva por adhesion gde) proteinas.smicrobianas a los polisacaridos
receptores del hospedero. Los aceites esenciales han demostrado poseer
caracteristicas insecticidas, antioxidantes, antibacterianas, antifingicas y antivirales
(Borboa-Flores et al., 2010). Las especias y condimentos’se han convertido en una
parte integral de la dieta humana para impartir sabor y color a la comida., también son
considerados como nutracéuticos en vista de sus propiedades nutricionales,
medicinales y terapéuticas (Ani et al., 2006).

Las hierbas y especias comestibles, como el orégano, romere, tomillo, salvia,
albahaca, curcuma, jengibre, ajo, nuez moscada, clavo, macis e hinojo; han sido
utilizados con éxito solos 0 en combinacion con otros métodos de preservacién (Burt et
al.,, 2007; Sandasi et al., 2008). Estas especias y hierbas exhiben _a€tividad
antimicrobiana; entre las mas usadas en alimentos se encuentran el apio,“Cilantro,

laurel, almendra, albahaca, café, puerro, rdbano picante, hierbabuena, tomillo,ientre
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otros. (Raybaudi-Massilia et al., 2006). Estas plantas ejercen efectos directos o
indirectos en el aumento de la vida atil de los productos alimenticios como agentes
antimierobianos contra una variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Sin
embargoySutr eficacia depende del pH, la temperatura de almacenamiento, la cantidad
de oxigeno, la‘concentracion de aceite esencial y componentes activos del mismo (Burt
et al., 2007; Sandasi et al., 2008). La actividad antimicrobiana es uno de los efectos
evidentes de dichgs extractos contra patdgenos de origen alimentario. Su efecto
depende de su fuenté“de origen, método de extraccion y el nivel de sustancias que
contiene. De forma individual deben ser utilizados en una alta concentracion para
observar efectos comparablés con antibiéticos (Cabello y Belloso, 2009).

Actualmente, ha sdrgide- la necesidad de buscar alternativas para la
conservacion de los alimentosidebido a que el consumo de conservadores quimicos se
asocia con intoxicaciones. Por lo"que el empleo de plantas como conservadores de
alimentos ha aumentado desde la década de 1990, con mas de un uso de las especias
y de sus aceites esenciales”naturales como bio-conservadores para aumentar la vida
atil 'y, en general, la calidad de los' alimentos reduciendo o eliminando los
microorganismos patégenos (Simitzis et al.;.2008).

La estabilidad de algunos alimentes frente.al-ataque de los microorganismos se
debe a la presencia de determinadas sustanCias naturales en las que se ha
demostrado que tienen actividad antimicrobiana (Jay;2002). Diversos ensayos revelan
que las plantas representan una fuente petencial de‘nuevos agentes antimicrobianos
de origen de natural (Zampini y Cudmani, 2007). Por otrapatte, a las plantas también
se les atribuye otras propiedades como son el efecto antioxidante, regulacién del
sistema hormonal, actividad antibacteriana y antiviral (Navas et al., 2007).

Los agentes antimicrobianos actlan sobre la estructura de la.c€lula bacteriana y
sobre sus procesos metabolicos y sus posibles modos def agcién, como la
desnaturalizacién de proteinas, rompimiento de la membrana o la pared celular,
remocion de grupos sulfhidrilos libres, interferencia con reacciones enzimatieas de los
margenes y por accion sobre el ADN (Llop et al., 2001). En la actualidad, laimayoria de
los agentes antimicrobianos producidos en forma sintética también se encuéentran en

forma natural como componentes de ciertos alimentos; estos compuestos quimicas ¢on
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aecion antimicrobiana pueden clasificarse como aditivos tradicionales con accion
directa o indirecta (Raybaudi-Massilia et al., 2006).

En)general, cada dia se descubren mas plantas, o partes de estas, que
contienep”antimicrobianos naturales como los que incluyen: compuestos fendlicos
provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos y
fitoalexinas producidas en plantas, por lo que no solo se tendr4 mayor seguridad sino
mejor calidad de les"alimentos ya que este tipo de antimicrobianos se consideran como

fuentes potencialmepté'seguras (Sauceda, 2011).

2.5.1. Compuestos fenélicos

Los compuestos fenblices-es un amplio grupo de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y actividad;«sson importantes constituyentes de las plantas y, a su
vez, les otorgan multiples efectos, benéficos. Los polifenoles presentan una amplia
gama de actividades biologicass incluyendo la actividad anticancerigena,
antiinflamatoria, antihipertenSiva, estrogénica, antioxidante y efectos protectores contra
enfermedades cardiovasculares’(Mufioz y Ramos 2007).

El efecto de los componentes de las plantas en el organismo casi siempre se
observa a partir del conocimiento popular delfuse-tradicional y repetitivo. Se sabe que
los vegetales y las frutas tienen diferentes compenentes fitoquimicos responsables de
propiedades terapéuticas, como es su actividads/antioxidante, anti-mutagénica y
propiedades anticancerigenas (Nunes et,al., 2011)._El efecto antioxidante de las
legumbres y frutas se atribuye a la presencia de polifenolesy vitamina C, carotenoides y
vitamina E (Franco, 2006). Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de
micronutrimentos presentes en el reino vegetal, siendo parte importante tanto en la
dieta humana y animal; constituyen un amplio grupo de ‘sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con difereptes estructuras
quimicas y actividad, englobando mas de 8,000 compuestos distintos\(Martinez-
Valverde et al., 2000). Entre los compuestos fendlicos estan los acidos+=fendlicos,
flavonoides, taninos, estibilenos y curcunoides (Cuadro 1). Los flavonaides. estan
compuestos de dos anillos fenilos (A y B) ligados mediante un anillo pirano, lo eualdeja

un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6, comun en la mayoria de estos compuestos
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(Escamilla et al., 2009). Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias que
poseen un anillo aromatico, con uno o mas grupos hidroxilos (Gutiérrez et al., 2008).
I’0S compuestos fendlicos como los flavonoles, tipicamente presentes en frutas y
en el te yerde, tienen actividad antibacteriana. Mientras que Puupponen-Pimia et al.
(2001) demostraron que la miricetina, utilizada como compuesto quimico puro, inhibe el
crecimiento degsbacterias acido lacticas, derivadas de la flora del tracto gastrointestinal
de humanos, pero.fne afectod al crecimiento de Salmonella, mientras que los extractos
preparados directamente_.a partir de fresas, frambuesas y otras frutas fueron fuertes

inhibidores de Salmonella y E. coli.

Cuadro 1. Distribucién de campenentes fendlicos

Componentes Grupos Compuestos Posicién OH Numero
fendlicos OH
1. Acidos Hidroxicindmico  caféico 3,4-OH 2
fendlicos @ ’V
PN -
clorogénico 3,4 OH 2
+cumaﬁ'(( 4-OH 1
ferulico 4-OH 1
Hidroxibenzoico g:!l,j.ch I) 3,4,5-OH 3
siringico 4-OH 1
vanilico v6\4-OH 1
2. Flavonoides Flavan-3-ol (-)-epigalo catequina 5,7,3'4”,5",37,4”, 8
(flavanoles) galato (EGCG) 5%-0H
(-)-epicatequina  galato 5,7, ,5-OH 7
(ECG) @K;
(-)-epigalocatequina 3,5,7,3,4,5-OH 6
(EGC)
(-)-epicatequina (EC) 3,5,7,3,4-OH (0 5
(+)-catequina (C) 3,5,7,3,4-OH
Flanoles miricetina 3,5,7,3,4,5-OH \(
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3. Taninos

Chalconas

Isoflavonas

4. Estilbenos y Estilbenos

curcuminoides

Curcuminoides

guercetina 3,5,7,3,4-OH

kaempferol 3,5,7,4-OH

buteina 2,4,3,4-OH
cartamina

baicaleina

-galato  5,7,3,4,3,4,5-OH
(r@mero) (n=1)

procianidina b-2 digal ,7,3,4,3,4,5-OH
(dimero) )

piceatanol

piceatannol-3-glucésido

curcumina

4

4




demetoxicurcumina 8,8-OH 2
7,

A

bisdemetoxicurcumina 8,8-OH 2

Fuente:Mufoz y Ramos, 2007.

2.5.1.1. Flavonoides

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en
cerveza, vino, té'verde, té negro y soya, los cuales son consumidos en la dieta humana
de forma habitual¢(Martinez-Flores et al., 2002; Mufioz y Ramos, 2007) y también
pueden utilizarse en” forma de suplementos nutricionales junto con vitaminas y
minerales. Los flavonoidessse encuentran también en extractos de plantas como el
arandano, gingko biloba yCardo. Desempefian un papel importante en la biologia
vegetal; asi, responden a la luz yscontrolan los niveles de las auxinas reguladoras del
crecimiento y diferenciacion deslas plantas. Otras funciones incluyen un papel
antifiingico y bactericida, confieren goloracion, lo que puede contribuir a los fenémenos
de polinizacion y tienen unasimportante capacidad para fijar metales como el hierro y el
cobre (Martinez-Flores et al., 2002).

Se han identificado méas, _de 5,000 flavenoides diferentes cuya actividad como
antioxidantes depende de las propiedades redox de.sus grupos hidroxifenélicos y de la
relacion estructural entre las diferenteg”partes de.su_estructura quimica. En la Figura 1
se muestra la estructura basica de un flavonoide, la cual permite una diversidad de

patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C.

Figura 1. Estructura general de un flavonoide.
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Se han realizado ensayos para el andlisis de la actividad antibacteriana de las
chalconas, flavonas y flavononas, tanto sintéticas como naturales, con el fin de
determinar las sinergias de las combinaciones de flavonoides en contra de S. saureus,
E. coli y Enterobacter aerogenes, encontrando que las combinaciones de flavonoides
presentaron un _mayor efecto contra E. coli que en S. aureus debido a la presencia de

porinas en la' meémbrana exterior de las bacterias Gram negativas (Alvarez et al., 2008).

2.6. Calidad microbiologica de los alimentos

Existen diversos ‘géneros de microorganismos presentes en la naturaleza; sin
embargo, bajo condiciones’normales, un alimento suele albergar pocos tipos. Entre
estos microorganismos se in¢luyen los presentes en forma natural en los alimentos
crudos, que proporcionan un nicho, ecoldégico y los que provienen de fuentes externas
debido a la exposicion que sufren las-alimentos desde su produccién hasta su consumo
(Ray y Bhunia, 2010). El nivel de poblacion,de cada tipo de microorganismo presente
inicialmente en un alimento depende de las condiciones intrinsecas y extrinsecas a las
que se expone el alimento." Por, ello, ‘si dlegara a presentarse crecimiento de
microorganismos, los tipos predominantes seran. aguellos para los que exista una
condicién oOptima en el alimento. Se debe reconecer que la carga microbiana en un
alimento es el resultado de la contaminacion inicial” por diferentes fuentes y por el
crecimiento de contaminantes antes de las pruebas mierabioldgicas y, por lo general,
es dificil separar ambos (Jay et al., 2005). La informaecion acerca de la carga
microbiana normal ayuda a determinar la calidad microbioldégica de un alimento y
también establece estandares y especificaciones microbioldgicas del mismo. Se espera
que los alimentos que se producen en condiciones higiénicas y“con métodos de
conservacion apropiados tengan una menor carga microbiana. Cabe’ sefialar que la
presencia microbiana no reduce la calidad del alimento, excepto en el.¢aso de la
existencia de algunos patdégenos y, en algunos casos, es necesarios que los
microorganismos crezcan y se multipliquen en el alimento para generar_cambios

definitivos en su calidad (Ray y Bhunia, 2010).
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En los términos de la microbiologia de los alimentos, la calidad comprende tres
aspectos: la Inocuidad donde el alimento no debe contener niveles de un patégeno o
de sugtoxina que sea probable que causen trastornos cuando se consume aquél;
aceptabilidad/vida comercial donde un alimento no debe contener niveles de
microorganismoss suficientes para convertirlo en alterado desde el punto de vista
organoléptico en un.tiempo inadmisiblemente corto; y la estabilidad donde un alimento
debe ser de calidad“constante tanto con respecto a su inocuidad como respecto a su
vida comercial. ElgConsumidor no admitird productos que presenten grandes
variaciones en cuanto a su vida comercial de un lote a otro y evidentemente no esta
dispuesto a contraer alguna“enfermedad cada vez que come un determinado producto
(Adams y Moss, 1997).

2.6.1. Indicadores de patégenos’hacterianos en los alimentos

Existe un gran numero de pesibles razones de la presencia de los indicadores
microbianos y la ausenciasde patdgenos, 0. viceversa, en los alimentos; es decir, no
existe una correlacion directa.entre el nimero de cualquier indicador y los patégenos
de tipo entérico. Los indicadoresvmicrobianossse emplean a menudo para estimar la
seguridad microbiolégica e higiene [de los alimentes,.sugerir la presencia de patégenos
y evaluar la calidad microbiolégica (Ashbolt et al.;=2001).

Un indicador de seguridad alimentaria debe satisfacer los siguientes criterios: ser
detectable facil y rapidamente; distinguirse de otros miembros de la microbiologia de
los alimentos; tener un historial de asociacion constantefeon el patégeno de cuya
presencia es indicador; encontrarse siempre en el producto.cuando el patdbgeno esté
presente; ser un microorganismo cuyo numero deberia correlacionarse con el patdgeno
en cuestion; tener requerimientos y velocidad de crecimiento iguales o exceder a los
que ostenta el patdgeno; tener una cinética de muerte que al menos sea paralela con la
del patégeno e idealmente que persista un tiempo ligeramente superior al del patégeno
en cuestion; estar ausente en alimentos en los que el patbgeno no esté, aunque quiza
pueda estar presente en determinado numero minimo (Jay et al., 2005).

Cuando se aplican criterios microbiologicos para garantizar la seguridad_de, los

alimentos, el objetivo dltimo es reducir o eliminar un potencial riesgo de toxiinfeccién
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alimentaria. En los productos alimenticios que sufren con frecuencia la contaminacion
por /microorganismos dafiinos, puede ser benéfica la aplicacion de criterios
microhi6ldgicos. Dependiendo de la naturaleza del patdgeno en cuestion, pueden ser
importantes™»o no niveles bajos de un microorganismo en el producto. Algunos
microorganismosstienen una dosis infectiva tan baja que la sola presencia de alguno de
ellos en el alimento representa un riesgo sanitario significativo. Para tales
microorganismos,.eliinterés no es si el patdégeno tiene o no capacidad de multiplicarse
en el alimento sinogsi“el, microorganismo puede sobrevivir durante un tiempo en el
alimento. Por ejemplo, la presencia de E. coli en el agua potable indica una posible
contaminacion fecal y, “por”lo tanto, la presencia potencial de patdgenos entéricos
(Smoot y Pierson, 1997).

2.7. Métodos de identificacion de;microorganismos

Los microorganismos juegan=un. rol muy importante, dado que son benéficos
para su salud o economia” (probiéticos, fijadores de nitrdgeno, entre otros) o bien
patdgenos para el humano o para los animales y plantas econémicamente importantes.
Dado lo anterior, se ha desarrollado, una seriesde metodologias para poder diferenciar
un microorganismo de otro y para poderlos identificar.(Rodriguez-Herrera et al., 2009).

Para entender la presencia yg€lcrecimiente de los microorganismos en los
alimentos se reconoce en la actualidad(la importaneia_de su estudio con un enfoque
ecolégico. La produccion de alimentos feamentados ‘enscondiciones controladas y su
calidad dependen del conocimiento y control de la flora~presente. Los alimentos
fermentados tradicionales se obtienen mediante fermentaciones naturales (en las que
no se afiaden inoculos) y estan constituidos por microbiotas complejas, que son
dificiles de describir mediante el uso de métodos convencionales..Existen diferentes
alternativas para la determinacién de la estructura microbiana de estos alimentos. Una
de ellas consiste en aislar microorganismos Y tipificarlos mediante técnicasbasadas en
el DNA (Diaz y Wacher, 2003).

La tipificacion de la cepa bacteriana, o identificacion de bacterias?anivel de
cepa, es particularmente importante para el diagndstico, el tratamiento y la vigilancia

epidemioldgica de infecciones bacterianas. La tipificacion de la cepa tambiénitiene
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aplicaciones en el estudio de la dinAmica de poblaciones bacterianas. En las ultimas
dos /décadas, los métodos moleculares han sustituido progresivamente ensayos

fenotipicos para escribir las cepas bacterianas (Li et al., 2009).

2.7.1. Métados convencionales o tradicionales

Las técnicas,de identificacion de las bacterias basadas en el cultivo y las
caracteristicas fengtipicas, son laboriosas y pueden requerir varias semanas para
obtener resultados; le"Cual no resulta viable cuando se analizan alimentos perecederos
como los lacteos y la ‘€arne fresca (Rojas-Herrera y Gonzalez-Flores, 2006). Existe una
necesidad clara de identificacion de microorganismos en muestras ambientales que
ofrezca un acercamiento parasentender las comunidades microbianas en sistemas
biolégicos con usos especificas en el tratamiento, de la salud publica y la
biorremediacion, ya que las técnicas tradicionales utilizadas en el andlisis de las
estructuras y la dinamica de las comunidades microbianas, ademas de la dificultad de
detectar los microorganismes/nho cultivables presentes en la muestra, hacen necesario
un aislamiento que implica tiempos largos de analisis y falta de confiabilidad en los

resultados (Cardenas et al., 2003)v

2.7.2.Métodos moleculares

La aplicacion de la microbiologia‘molecular s un area de rapido movimiento.
Una de las ramas de esta disciplina estd implicada«en el desarrollo de métodos
moleculares para la identificaciébn y el seguimiento de les\microorganismos en los
ecosistemas naturales. Los métodos en microbiologia molecular se han convertido en
un soporte valido para las técnicas tradicionales. Durante los Ultimos afos, la
identificacion de bacterias basada en métodos moleculares, especialmente las que
incluyen la secuenciacién de los genes que codifican ADN 16S ribosomal, se ha
convertido en una herramienta muy importante en el estudio de las comunidades
bacterianas en muestras ambientales (Danilo, 2004).

En las ultimas dos décadas, los métodos moleculares hani sustituido
progresivamente ensayos fenotipicos para describir las cepas bacterianas. Por_longue

los métodos actuales de genotipado bacteriano son clasificados en tres categorias
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principales: (1) métodos basados en ADN bacteriano, que clasifican de acuerdo con el
tamafo de los fragmentos generados por la amplificacion y/o digestiébn enzimatica de
ADN gendmico, (2) los métodos de secuenciacion de ADN, que estudian el
polimorfismo» de secuencias de ADN y (3) métodos basados en hibridacion de ADN,

utilizando sondas nucleotidicas (Li et al., 2009).
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I« Justificacion

Un)alimento funcional se define como aquel que ha demostrado en forma
suficienteslaractividad benéfica sobre una o mas funciones del cuerpo, mas alla de su
efecto nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de
enfermedad (Lorente y Serra, 2001). Los compuestos naturales de los alimentos,
llamados fitoquimieds, son sustancias que se encuentran en los tejidos provenientes de
plantas comestiblessque.los seres humanos pueden ingerir a diario en pequefias
cantidades y exhiben un patencial para modular el metabolismo humano de manera
favorable para prevenir ciertas enfermedades (Bonafine et al., 2006). El efecto benéfico
de los alimentos vegetales se-atribuye principalmente a sustancias con actividad
antioxidante, como los compuestes polifendlicos, el acido ascoérbico (vitamina C), los
carotenoides y la vitamina E, losgantioxidantes protegen a la célula del dafio causado
por los radicales libres (Franco, 2006). Por otro lado, las sustancias antimicrobianas
presentes en los aceites esenciales sirven para combatir microorganismos patégenos y
bacterias de deterioro de los alimentos (Gutiérrez et al., 2008).

Los alimentos fermentades ‘tradicionalessmexicanos, como las bebidas a base de
maiz (tesguino) y el queso “de poro’+al ser producidos de forma regional no se
conocen fuera del lugar donde som” consumidose A diferencia de otras bebidas
tradicionales mexicanas de importancia, €omo el mezeal y el tequila, que se originan en
procesos fermentativos y luego son destiladas, el pozolfes una bebida fermentada no
alcohdlica de maiz (Zea mays L.) consumida en el sureste“de México, principalmente
en los estados de Chiapas y Tabasco, asi como en algunos paises Centroamericanos.
Los productos fermentados presentan ventajas en seguridad, conservacion y valor
nutritivo. Sin embargo, la aceptacion y seguridad sanitaria no han sido suficientemente
evaluadas en estos productos (Vera et al, 2010). Una gran variedad de
microorganismos se desarrollan en el pozol, dentro de la cual se ha demestrado que
las bacterias lacticas son el principal grupo microbiano presente (Farrés et=al., 1999)
que acidifican la masa y los mohos y las levaduras que contribuyen a la praduecion de
aromas y sabores, aumentan sus cualidades nutritivas pues, aunado a los*valeres

alimenticios propios del maiz, el proceso de fermentacion.
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Por lo anterior, en este trabajo se evalud el efecto antimicrobiano de la adicion
de Pimenta dioica en el pozol y se determind la concentracion de fenoles totales
durante'la fermentacion natural del mismo a temperatura de 32 + 2°C. Para ello, se
realiz6 el”estudio de la dindmica poblacional microbiana que se presenté en la
fermentacién delspozol aislando las bacterias indicadoras de calidad higiénica de los

alimentos.
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V¢ Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efectoantimicrobiano de Pimenta dioica en el pozol fermentado.

4.2. Objetivos espeteificos

. Cuantificar los “cambios en las poblaciones microbianas totales durante la
fermentacion natural del pozol con y sin adicion de Pimenta dioica.

. Aislar las bacterias colifermes con mayor predominancia en la fermentacion
natural del pozol, identificAndolas mediante el sistema API.

. Determinar el contenido desfenoles totales durante el proceso de fermentacion

natural del pozol.
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Ve#Materiales y métodos

5.1. Lugar del desarrollo del trabajo

Elsestudio del proceso de fermentacion se realizd en el Laboratorio de
Etnobotanica, la determinacion de fenoles totales se llevd a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia de Alimentos y la cuantificacion de los microorganismos en el Laboratorio
de Compuestos‘Bioactivos, de la Division Académica de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Juéarez s/Autbnoma de Tabasco, ubicada en el Km 25 de la Carretera
Villahermosa-Teapa, ‘en el Municipio del Centro, Tabasco. La identificacion de las
cepas aisladas de coliformes se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
de la Facultad de Quimica de_la,Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) en
la Ciudad de México, D.F.

5.2. Materias primas y medios de¢ultivo

En el mes de septiembre de 2011, se compraron 15 kg de granos de maiz (Zea
mays L.) con un productor, Sefior Eduardo de la Cruz, de la variedad tuxpefio, en la
comunidad Cerro Blanco 5% 'Seccion del_Municipio de Tacotalpa, del estado de
Tabasco; esto con la finalidad de/tener un solo-tipo de maiz. La pimienta (Pimenta
dioica (L.) Merril) se adquirié con el Sefiar Alberto"Pérez en el poblado Jahuacapa del
Municipio de Jalapa, del estado de TabaSco; recién gosechada. La cal se compro en la
tienda CONASUPO ubicada en la Rancheria La Huasteca 22 Seccion, del estado de
Tabasco. Los medios de cultivo utilizados fueron: Agar#Bilis Rojo Violeta (ABRV;
Bioxon), Agar de Mann Rogosa Sharpe (MRS; Difco), AgarvPapa Dextrosa (PDA,
Bioxon), Agar Cuenta Estandar (ACE; Bioxon).

5.3. Elaboracion y fermentacion

El pozol se elabor6 de forma tradicional a partir de 1.5 kg de maiz por,cada lote.
El proceso inicio con la nixtamalizacion que consistio en adicionar los granos+de maiz a
una solucién de cal Ca(OH), al 2.5% en una relacion de 1:2 (p/v) de maiz:agua‘que se
mantuvo en ebullicion durante 60 minutos, hasta el desprendimiento del pericarpio, del

grano. Se dejo reposar 5 min y se procedio a lavar con agua potable, por cinco veces,
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hasta eliminar el pericarpio de los granos de maiz. Después se molié el maiz en un
molino eléctrico marca Estrella con motor de 0.5 HP. Una vez obtenida la masa, se
homogeniz6 manualmente adicionando agua purificada comercial en una relacion 6:1
(p/v) masa:agua (Comunicacion personal, Sra. Elsa Maria Jiménez Castillo, 2011). La
pimienta (Rimenta dioica L.) se moli6 en un molino para especias marca KRUPS
GX4100 y se tamizo en una malla numero 20. Para preparar el pozol de maiz con
pimienta, se adicion®,el 2% de pimienta molida a la masa de pozol.

5.4. Proceso de fermentacion natural

Se preparo un lote; por triplicado, para el tratamiento de pozol con pimienta (CP)
y otro lote para el tratamiento=de pozol sin pimienta (SP). Cada lote se fraccion6 en
porciones de 100 g que se colocaron en recipientes de 24 x 18 cm de PVC (policloruro
de vinilo) sin tapa cubiertos con gasa para protegerlos del polvo y se incubaron a una
temperatura de 3212 °C, para el preeeso de fermentacion natural, en una estufa Marca
Carbolite. Durante la fermentacion, se tomaron muestras por lote cada 12 h (0, 12, 24,
36y 48 h).

5.5. Analisis microbiol6gicos
5.5.1. Preparacién de las muestras para el anélisis microbiolégico

La preparacion y dilucion de la myestra para el‘analisis microbiologico se realizo
de acuerdo a la NOM-110-SSA1-1994, preparando una.dilucion primaria con 10 g de la
muestra colocada en condiciones asépticas en una bolsa.con sello tipo cierre (Zipper
Seal, Member's Mark™F), a la cual se le agregaron 90 ml de.agua peptonada al 0.1%
estéril y se homogenizé moviendo la bolsa con las manos durante dos minutos. A partir
de esta primera dilucién, se prepararon diluciones decimales consecttivas (10™ a 10°®)
(NOM-110-SSA1-1994). Posteriormente, se sembré un in6culo de /1 mL de estas
siete diluciones por duplicado en cajas Petri con el medio de cultive, estéril y
solidificado, correspondiente a cada tipo de microorganismo, y distribuyendo~en forma

uniforme sobre la superficie del agar con una asa de Digralsky de vidrio.
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5.5.2. Microorganismos estudiados
Micreoorganismos mesofilos aerobios totales

Para este tipo de microorganismos se utiliz6 el Agar para Cuenta Estandar
(ACE; Biexon) y las placas se incubaron invertidas a una temperatura de 301 °C
durante 24 h, ‘contando las placas de las diluciones que presentaron entre 25 y 250
colonias (NOM-<092-SSA1-1994).

Bacterias acido lacticas

Estas se enumeraron por el método de conteo en placa en el medio Agar de
Mann Rogosa Sharpe (MRS; Difco). Las cajas inoculadas se incubaron invertidas a una
temperatura de 30+1 °C durante 48 h (Wacher et al., 1993).

Bacterias coliformes totales

Las muestras se inocularon=en. placas con Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV;
Bioxon) y se incubaron inyvertidas a una_temperatura de 30+1 °C durante 24 h y se
contaron las placas de las dilugiones que presentaron de 25 a 250 colonias (NOM-113-
SSA1-1994).

Levaduras y Hongos

Las diluciones se inocularon en placas/con Agar Papa Dextrosa (PDA; Bioxon) y se
incubaron invertidas a una temperatura de,30+1 °C durante 48 h, contando las placas
de las diluciones que presentaron de 10 a 150 colonias (NOM-111-SSA1-1994).

5.5.3. Aislamiento e identificacion de bacterias coliformes
Aislamiento

Para la identificacion de las bacterias coliformes presentes en ambos
tratamientos, se realizé el aislamiento y la purificacion de las colonias que crecieron en
el Agar Rojo Violeta Bilis (ARGB) durante la fermentacion. Se seleccionaron las
colonias con crecimiento caracteristico después de 24 h de incubacion®a una
temperatura de 37 °C, es decir, las que presentaron color rojo o rosa con precipitado

y/o halo rojo alrededor (NOM-113-SSA1-1994). EI aislamiento se realizd’, con
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resiembras sucesivas en ARVB y la pureza de las colonias se comprob6é mediante la

observacion microscépica de bacilos cortos Gram negativos.

Identificacion

Una vez comprobada la pureza de cada colonia, se realizaron las pruebas de
catalasa y de pxidasa de acuerdo a lo recomendado por Fernandez et al. (2010). La
prueba de la oxidasa se realiz6 en el Cepario de la Facultad de Quimica de la UNAM
usando como control’pesitivo una cepa de Vibrio cholerae NOO-1, crecida por 48 h en
caldo BHI a una temperatuta de 37 °C. Se seleccionaron las colonias que resultaron
catalasa positiva y oxidasamegativa.

La identificacion sé”realizd con el sistema API® 20E, que es un sistema
estandarizado que permite la identificacion de Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram
negativos no exigentes, incluye 24, pruebas bioquimicas miniaturizadas (Anexo 1), asi
como una base de datos en linea=Cada cepa seleccionada se sembrd por estria
cruzada, bajo condicionessde esterilidad_en una camara de flujo laminar, en agar
nutritivo y se incubd a una temperatura de' 37 °C por 18 h. Se realiz6 una suspension
de cada cepa bacteriana (equivalente al tubo 0?5 de la escala de McFarland) en 0.5 ml
de solucion salina al 0.85% (Anexo_.2) y se _sembrd en una galeria del sistema
siguiendo las instrucciones del fabricante (APk*2010) (Anexo 3). Se sellaron los
extremos de las galerias y se incubaron a 37 °C por 18 h y los resultados se leyeron de
acuerdo a las instrucciones y utilizande los reactives. para revelar las pruebas
bioquimicas proporcionados por el fabricante del sistema. De-cada lectura se generé un
codigo de 7 digitos que se introdujo a la base de datos dehsistema en la pagina
electronica de Biomérieux (bajo licencia concedida a la UNAM) la cual generd una hoja
de identificacion de la cepa. Estas pruebas se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Autonoma de México.
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5.6. Andlisis fisicoquimicos
5.6.14 Andlisis de pH

I'as muestras para la determinacion del pH se procesaron inmediatamente
después.detomarlas (Ben y Ampe, 2000). Para medir este parametro se adicionaron
50 mL de aguas destilada a 5 g de muestra para cada tiempo de muestreo, se
homogeniz6 = manualmente con wuna varilla de vidrio durante 30 segundos
aproximadamente.y“después se procedio a tomar la lectura de unidades de pH con un

potenciometro Hanha'lnstruments, pH 213, previamente calibrado.

5.6.2. Andlisis de acideztitulable
Esta fue determinada en una muestra de pozol diluida en agua 1:10 (p/v) por
titulacion con NaOH 0.1 N hasta_ alcanzar un valor de pH final de 8,5; el valor de acidez

titulable se expresé en ml gastades,de NaOH 0.1 N (Gatto y Torriani, 2004).

5.7. Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles” totales seg determind utilizando la técnica de Folin-
Ciocalteau (modificado de Othman et al. 2007), protegiendo de la luz las muestras y
soluciones preparadas con papel aluminio.f Para.ello, se prepar6 una curva de
calibracion utilizando como patrén una selucién“estandar de acido galico en un rango
de concentracion de 0.0 a 0.1 mg L™ (Aréxo 4). La concentracion de fenoles totales se
expresé como el equivalente de acido galico (EAG) enung por g de pozol.

Para preparar la curva estandar de acido galico (Anexo 4), se pesaron en una
balanza analitica (Modelo: PW 124, Marca: ADAM) 5 mg de~acido gélico, en papel
aluminio, e inmediatamente se vertié en un matraz aforado de 50 mL agregando 5 ml
de etanol al 70 % y disolviendo completamente, lavando el vaso . dos"veces con etanol
al 70% con porciones de 5 ml antes de aforar el matraz.

Para la preparacion del bicarbonato de sodio, se pesaron en una balanza
analitica (Modelo: PW 124, Marca: ADAM) 9.4 mg y se vertido en un matraz aforado de
200 mL, se le agregaron 5 ml de agua destilada disolviendo bien antes de_aforar el
matraz. En una serie de tubos falcon de 50 ml se agregé acido galico en las siguientes

cantidades: 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 ml. A cada tubo se le adicion6 0.750 mL (de
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reactivo de Folin-Ciocalteau (guardado en refrigeracion hasta su uso) dejandose en
reposo durante 5 min. Posteriormente, se le afiadi6 0.750 mL de la solucion de
bicarbghato de sodio (0.566 M) y se dejo en incubacién durante 90 min a temperatura
ambientesleyendo posteriormente la absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro
UV-Vis (Modelo:+AAnalyst 100, Marca: PERKIN ELMER). Se preparé un blanco con
todos los reactivos _excepto la solucion de acido gélico. Los resultados se expresaron
en equivalentes‘de.acido galico (Othman et al., 2007).

Para determinar-el contenido total de fenoles durante la fermentacion, se peso la
cantidad de 5 g de la‘'muestra de pozol de cada tratamiento (CP y SP) en una balanza
analitica (Modelo: PW 124/Marca: ADAM) y se agregd a un tubo con tapén de rosca
adicionando 5 mL de etanol acuoso al 70% y agitando en un Vortex (Maxi Mix II)
durante tres minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugdé a 400 rpm
durante 30 min en una centrifuga (Marca: Dynamic® Il Centrifuge, Modelo: Becton
Dickinson). De los sobrenadantes abtenhidos de cada tratamiento se tomé una alicuota
de 5 mL colocandola en un"tubo falcon de. 50 ml y se adicionaron 5 mL de etanol al
70%. Se le agregd 0.750 mL de'reactivo de'Folin-Ciocalteau dejando en reposo durante
5 min y agregando 0.750 mL de_solucion de bicarbonato de sodio (0.566 M). Después
se incubo durante 90 min a temperatura ambiente.y. se leyo la absorbancia a 725 nm en
un espectrofotbmetro UV-Vis (Modele? AAnalyst=100, Marca: PERKIN ELMER). Los
resultados se expresaron en equivalentes de acido galico (Othman et al., 2007).

5.8. Disefio experimental y Andlisis Estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al“azar, con tres repeticiones,
determinando la diferencia significativa entre medias mediante una prueba “t “para
medias de dos muestras emparejadas con un nivel de significancia_de p<0.5 usando el

paquete estadistico Excel® 2010 (Meyer,2012).
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VIfResultados y discusion

IYa \dinamica de la comunidad microbiana durante la fermentacion natural del
pozol CR#y SP fue monitoreada durante 48 horas. La microflora total y de los grupos

especificos,se ‘cuantifico por medio de cultivo selectivos.

6.1. Cuantificacion™de la microflora durante la fermentacién natural de pozol

6.1.1. Microorganismos mesofilos aerobios totales

Durante el desarrolle”de la fermentacién natural del pozol se encontré que al
inicio de la misma, la cantidad-de microorganismos mesdfilos aerobios totales fue
similar en los dos tratamientos (kigura 2). Para el tratamiento de pozol CP la cantidad
de meséfilos aerobios totales a las24 h fue menor 4.1 log UFC g, presentandose a las
36 h la mayor cantidad; mientras que-el mayor crecimiento en el tratamiento de pozol
SP se alcanz6 a las 24 h con 7.45 log UFC g, con una tendencia a disminuir a las 48 h
presentando sélo diferencias significativas'(p=0.05) a las 24 h (Anexo 5), lo que podria
deberse al pH alcanzado en.'éste tiempo” afectando el crecimiento de dichos

microorganismos.
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Figura 2. Microorganismos Meso6filos Aerobios Totales (log UFC g*) presentes en la

fermentacién natural de pozol con pimienta (CP) y sin pimienta (SP).
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En un estudio realizado por Ben y Ampe (2000) sobre la dinamica del pozol
fermentado, se encontré que la cantidad de microorganismos mesoéfilos aerobios fue de
10° - 10'%0FC g a las 96 h de fermentacion y, en este trabajo, se encontraron valores
menores de 10’ WFC g™ a las 24 h en el pozol SP y 102 UFC g* a las 36 h en el pozol

CP, probablemente porque se usaron condiciones diferentes de fermentacion.

6.1.2. Bacterias Acido"Lacticas

Durante la dinamica de la fermentacién natural del pozol SP, se encontré que las
BAL estuvieron presentes<con 4.7 log UFC g* al inicio de la misma (Figura 3),
alcanzando el méaximo crécimiento a las 24 h con un valor de 7.8 log UFC g*. Sin
embargo, en el pozol CP el fiumero de BAL fue de 5.4 log UFC g* a las 12 h de
fermentacion, considerandose cemo un periodo de latencia, alcanzando la misma
cantidad que el pozol SP a las 24-h. No se encontraron diferencias significativas

(p=0.05) entre los tratamientos (Anexo 5).

log UFC gt

=4SP == CP

0 12 24 36 48

Tiempo de fermentacion (horas)

Figura 3. Bacterias Acido Lacticas (log UFC g) presentes en la fermentacién.natural

de pozol con pimienta (CP) y sin pimienta (SP).
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En un estudio de pozol originario de Villahermosa, Tabasco, incubado a 30 °C,
se report6 que la cantidad de BAL fue de 107 a 10° UFC g a las 24 h de fermentacion
(Ben y7Ampe, 2000). En este trabajo, el mayor nimero de BAL fue a las 24 h para los
dos tratamientos aunque éste fue menor que en el estudio mencionado. Por otro lado,
Nuraida et'al, (1995) reportaron que la concentracién de BAL fue de 7.9 log UFC g™ a
las 48 h en endafermentacion del pozol a temperatura ambiente y en este trabajo, se
encontro este valoralas 24 h.

Se ha reportado, que algunos microrganismos fermentadores producen
compuestos antimicrobianos que favorecen la obtencién de alimentos seguros y con
larga vida de anaquel. Entre”estos microrganismos estan diversas especies del género
Lactobacillus, Bifidobacteritm=y-. Enterococcus. El grupo mas importante en la
fermentacién natural tradicional de alimentos son las bacterias acido lacticas (Kalui et
al., 2010).

En el estudio de Alvarade=et al.,, (2006) se demostr6 que la capacidad
acidificante de diferentes .cepas de BAL _sugiere su potencial en la inhibicion del
crecimiento de patdgenos como0 S. aureus y E. coli enteropatdégenas. Por otro lado,
Wakil et al. (2008) estudiaron la fermentacionmatural de la harina de granos de maiz y
frijol fermentada durante 72 h a/30°C, encontraron que las cuentas de bacterias
mesofilas totales, bacterias &cido Jacticas, enterebacterias, levaduras y hongos
aumentaron rapidamente en las primeras 24 h. Después de 24 h de fermentacion, la
presencia de enterobacterias disminuyé después de\24 h siendo relacionada con la
disminucion del pH (menor de 4.5) y el aumento de la_acidez titulable debida a la
actividad de las bacterias lacticas en las primeras 48 h de fermentacion que degradan

los carbohidratos presentes liberando &cido lactico.

6.1.3. Bacterias coliformes totales

Durante la fermentacién del pozol se encontré que, al inicio de lasmisma, las
bacterias coliformes totales presentes estuvieron entre 4.0 y 4.2 log UFC g* en los dos
tratamientos (Figura 4): en el pozol SP aumentaron a 5.8 log UFC g* a las42 h de
fermentacion y conforme transcurrio el tiempo, el crecimiento presentd una tendencia a

disminuir a 5.3 log UFC g hasta las 36 h. Sin embargo, el maximo crecimientogse
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aleanzo a las 48 h con 6.5 log UFC g, mientras que el nimero de bacterias coliformes
totales en el pozol CP, fue mayor durante toda la fermentacion alcanzando 6.7 log UFC
g'alas24 h, 6.2 log UFC g™ a las 36 h y terminando con 6.6 log UFC g a las 48 h.
No obstanteno se presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos

para estos'microorganismos (Anexo 5).

log UFC g-1
(o)}
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Tiempo de ferméntacién (horas)

Figura 4. Bacterias Coliformes Totales”(log UFG"g™) presentes durante la fermentacion

natural del pozol con pimienta (CP) y sin pimienta (SP);

En un estudio de la dinamica de la fermentacion.de\pozol, Ben y Ampe (2000)
encontraron que el nimero de enterobacterias fue de 1089UFC g™ después de 4 dias y,
al comparar con los datos obtenidos en este trabajo, el valof fue menor (10’ UFC g™).
En otro estudio realizado por Sainz et al., (2001) sobre lassobrevivencia y la
caracterizacion de cepas de E. coli en la fermentacion del pozol,#€neontraron que las
enterobacterias estuvieron presentes entre 4.2 y 7.8 Log UFC g™ Al comparar los
resultados realizados en este trabajo, coinciden los valores al inicio de laffermentacion
con 4.2 Log UFC g*; sin embrago, la cantidad al final de coliformes total€s\fue menor
con 6.5 log UFC g™ en el pozol SP y 6.6 log UFC g* en el pozol CP.
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En estudios realizados por Mensah et al. (1991) en avena y masa de maiz, se
inocularon con Shigella flexneri y E. coli enterotoxigénica y, durante el proceso de
fermentacion, se encontrd que la mitad de las cepas fueron inhibidas a las 8 h debido al
proceso fermentacion. Al comparar con este estudio se encontré que en el proceso de
fermentacién del+pozol SP a las 12 h, los coliformes totales se encontraron en menor
nimero de UFGG" gue el pozol CP.

Generalmentey, las bacterias Gram negativas son menos sensibles a los
antimicrobianos debidonal, lipopolisacarido de la membrana externa de este grupo que
restringe la difusién de compuestos hidrofébicos. Sin embargo, esto no significa que las
bacterias Gram positivas” siempre son mas sensibles. Las bacterias Gram negativas
generalmente son mas resistentes a los antimicrobianos de origen vegetal e, incluso,
no muestran efecto comparadasccon las bacterias Gram positivas (Tajkarimi et al.,
2010).

Se ha encontrado que las¢bacterias Gram positivas (S. aureus, B. subtilis,
B.cereus) fueron mas sensibles a extractos.de comino amargo que las bacterias Gram
negativas (Enterobacter spp, L& monocytogenes, E. coli, Yersinia enterocolitica). Este
comportamiento lo presentaron‘las’bacterias aeido lacticas (Gram positivas) durante las
primeras 12 horas en la fermentacion depozol con.pimienta (Ani et al., 2006).

Actualmente, los antimicrobianos, naturalése estdn recibiendo atencion por
algunos beneficios que presentan tales como: centrolar diversos microrganismos
reduciendo la necesidad del uso de antibidticos, contrelar la contaminacion microbiana
en los alimentos, mejorar las técnicas para extender la wvida de anaquel eliminando
patégenos indeseables y/o retardar el deterioro microbiang, disminuir el desarrollo de
resistencia a antibidticos de los microrganismos patogenosto fortalecer las células

inmunolégicas en humanos (Tajkarimi et al., 2010).

6.1.4. Levaduras y Hongos
Durante el seguimiento la fermentacién, se encontr6 que la cantidad’ inicial de
levaduras y hongos fue de 5.2 log UFC g* para ambos tratamientos (Figuta’ 5)» No

obstante, el maximo crecimiento se present6 a las 24 h siendo mayor en el pozol CR.
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Sin embargo, a las 36 h de fermentacion se alcanzaron valores similares de 5.4y 5.5
log UFC g* en el pozol CP y SP, respectivamente. No se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) entre los tratamientos en este tipo de microorganismos (Anexo
5).

log UFC g-1
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Figura 5. Levaduras y hongos presentes (lod UFC g) en la fermentacion natural de

pozol con pimienta (CP) y sin pimientas(SP).

La frecuencia con la que ciertas'especies, 0 porlo menos ciertos géneros de
microorganismos son encontrados en el pozol, podria‘estar, relacionada con el tipo de
substrato y las condiciones ambientales que prevalecen en los lugares en donde este
alimento es preparado, ademas de que muy probablemente“influye el manejo que se
hace a los ingredientes durante el proceso de elaboracion (Ulloa.y.Herrera, 1984). Es
importante mencionar que el agua que se utilizé para el proceso de’amasado fue agua
purificada comercial, con la finalidad de controlar esta variable ‘debido a que, en
estudios realizados por Wacher et al. (1993) se encontré6 que la flora _microbiana es
alterada por cualquier manejo durante el proceso. Si se toma la muestra emruna unidad

de mayor cantidad conlleva a alterar las condiciones ecoldgicas de la flora migrobiana y
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otros. parametros relacionados con los procesos de fermentacion como la cantidad de

sustrato, microorganismos presentes y la temperatura (Diaz y Wacher et al., 2003).

6.2. Identificacion de bacterias coliformes.

Se ‘seleceion6 un total de 59 colonias presumiblemente diferentes vy
representativas‘de los cinco tiempos de muestreo: 10 del pozol SP y 49 del pozol CP.
Durante el proceso\de purificacion se seleccionaron 42 cepas y, después de la
observacion microscépica y de las pruebas de catalasa y oxidasa, se terminé con la
seleccion de 25 cepa$ para.realizar la identificacién con el sistema API®, quedando al
final 6 cepas identificadas.del pozol SP y 19 del pozol CP. Al final de la identificacion
con del sistema API®, se obtuvieron en total 12 cédigos diferentes. Nueve de estos
codigos se obtuvieron a partirde las cepas aisladas del pozol CP donde cuatro
correspondieron a Klebsiella pnedmoniae y cinco a Enterobacter cloacae (Cuadro 2),
mientras que para las cepas aisladas-del pozol SP se encontraron dos cédigos para

Klebsiella pneumoniae y une para Raoutella.terrigena (Cuadro 3).

Cuadro 2. Cepas identificadas con el sistema API=.20E en el pozol con pimienta.

Caddigo Identificacion

1105573 " /Enterobacter’cloacae

1214773 Kiebsiella pneumoniae
5015773 Klebsiella pnetimoniae
3304573 Enterobacter cloacae

5214773 Klebsiella pneumontae~,
1355773 Enterobacter cloacae

7215773 Klebsiella pneumoniae =,
3305573 Enterobacter cloacae

1301573 Enterobacter cloacae (\)
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Cuadro 3. Cepas identificadas con el sistema API® 20E en el pozol sin pimienta.

Caddigo Identificacién
773 Klebsiella pneumoniae

5204773 Raoutella terrigena

521&])3,‘ Klebsiella pneumoniae

El Fufu es.un producto pastoso humedo fermentado a partir de yuca y es
considerado, junto eon, el gari, como un alimento indigena tradicional del Sur de
Nigeria. Se ha encontrado_ que las bacterias acido lacticas predominantes en este
producto son, Lactobacillds, Leuconostoc y Streptococcus, junto con Bacillus,
Enterococcus, Klebsiella #y «Candida; todos estos microorganismos imparten
propiedades probioticas a este’praducto (Ray e Sivakumar, 2009).

Las caracteristicas bacteriglogicas mas distintivas del género Klebsiella son la
ausencia de motilidad y la presencia-de una céapsula de polisacaridos. Esto da a las
colonias su aspecto mueoide, brillante .y forma la base para el sistema de
serotipificacion. Se han definide"mas de 70 tipos capsulares, los que incluyen algunos
con reacciones cruzadas con la.de otros patégenos encapsulados como Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae. *K. pneumoniae es la especie mas comun del
género y es capaz de causar neumenia lobular“Clasica, una caracteristica de otras
bacterias encapsuladas. La mayor parte/de las neumonias causadas por Klebsiella son
indistinguibles de las producidas por otras enterobacterias. De todas las
enterobacterias, Klebsiella se encuentra entre las mas resistentes a los antimicrobianos
(Ryan y Ray, 2011).

La Agbelina es un producto fermentado popular en la Costa de marfil y Ghana.
La microflora presente en la fermentacién de la yuca para producir Agbelina consiste en
bacterias acido lacticas con una dominacion de varias especies de Lactobacillus, asi
como de levaduras de los géneros Candida y Zygosaccharomyces, que_le confieren
atributos sensoriales como color, suavidad, cohesividad, aroma y acidez determinados
por la aceptacion del consumidor. Mientras que el Lafun es un producto harineso fino
preparado a partir de yuca fermentada y secada, que se consume comunmente_en, los

estados del Sur-Oeste de Nijeria. Los microorganismos involucrados en la preparacién
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de” lafun incluyen especies de Bacillus, Klebsiella, Leuconostoc, Corynebacterium,
Candida y Lactobacillus (Ray e Sivakumar, 2009).

Seha reportado que K. pneumoniae es una bacteria que desempefia un
importante papel como causa principal de las enfermedades infecciosas oportunistas
siendo el‘agente causal de infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis,
infecciones de #€jidos blandos e infecciones de heridas quirdrgicas (Lopez y Echeverri,
2009). Las enterebacterias comprenden universalmente el 50% de los aislados
encontrados en infeeciones adquiridas en los hospitales y 80% de todos los aislados
Gram negativos. Dentro de esta familia, el segundo género en importancia es Klebsiella
spp., siendo K. pneumonia€ la especie mas estudiada y de mayor relevancia clinica
(Echeverri-Toro et al., 2012).

Las bacterias del génerosEnterobacter por lo comun fermentan lactosa con
rapidez y producen colonias similares a las de Klebsiella, aunque no tienen el aspecto
mucoide. Una caracteristica diferengialres su motalidad por flagelos peritricos que, por
lo comdn, estdn presenteS/en bacterias, del género Enterobacter pero que se
encuentran ausentes de manera uniforme en bacterias del género Klebsiella. El género
Enterobacter es menos virulente que Klebsiella{Ryan y Ray, 2011).

Las especies de Enterobacter, especialmente E. cloacae, se encuentra como
comensal en habitats naturales come agua, drehaje, vegetales, suelo, carne y, en
ambientes hospitalarios, en la piel y tracto intestinal.de_humanos y animales. Antes de
la aparicion de los antibidticos, las especies de._.Enterobacter raramente eran
encontradas como patdgenos, pero estos organismos_se, encuentran ahora mas
frecuentemente como agentes causales de infecciones“nosecomiales tales como
infecciones del tracto urinario y bacteremia. E. cloacae se ha encontrado en una
variedad de infecciones tales como endocarditis, ventriculitis;, mehingitis, artritis o
osteomielitis y neumonia (Grimont y Grimont, 2006).

Para la bacteria Raoultella terrigena (antes conocida como Klebsiella, terrigena)
es una bacteria Gram negativa, miembro de la familia Enterobacteriaceae, descrita por
primera vez en 1981 como Klebsiella terrigena; es raramente encontrada, y es
principalmente reportada como organismo acuatico y del suelo. Sin embargo, la’primera

infeccion humana causada por este organismo fue reportada en 2007 en un paciente
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de”45+afios quien desarroll6 endocarditis, causada por R. terrigena, posterior a un
trasplante de higado. R. terrigena es un bacilo no movil con una prominente capsula de
polisacérido que le confiere una gran apariencia en la tincion de Gram y le provee de
resistencia contra muchos de los mecanismos de defensa del huésped (Shaikh y
Morgan, 2011).

6.3. pH y acidez tittlable

Con respecto al'pH, se encontrd que en los tratamientos de pozol CP y pozol SP
se presentaron valores iniciales de 7.4 y 7.17, respectivamente. A las 12 h de
fermentacion, el pH fue~de”4.75 y conforme transcurrio la fermentacion continud la
tendencia a disminuir en ambos tratamientos hasta alcanzar un pH de 3.78 a las 48 h
(Figura 6). No se encontraronidiferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos
(Anexo 5).

Unidades de pH
D

1 - ——C.P —m—5P

0 12 24 36 48

Tiempo de fermentacion (horas)

Figura 6. Valores de pH en la fermentacién natural de pozol con pimiénta (CP) y sin
pimienta (SP).
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Ben y Ampe (2000), en un estudio en pozol, reportaron que el pH alcanzado a
las 24 h de fermentacion fue de 3.8-4.0. Al comparar con lo encontrado en el pozol CP,
este valor se alcanzé a las 12 h, reduciéndose asi el tiempo de fermentacion en 12 h
mientras que, para el pozol SP, el pH de 4.0 se alcanzo entre las 24 y 36 h en este
trabajo. Alvarade et al. (2006) reportaron que el potencial antimicrobiano de los
alimentos mexicanos tradicionales se le atribuye principalmente a la reduccién del pH
resultante de la”actividad acidificante producida por los &cidos orgénicos de las BAL
asociadas. Este comportamiento de reduccion de pH concuerda con la fermentacion
del pozol tanto SP como CP, Nuraida et al. (1995) estudiaron la microbiologia del pozol
fermentado a temperatura_ambiente durante nueve dias y encontraron que el pH oscilé
entre 4.7 y 5.7 a las 12 ‘h_alcanzando valores de pH entre 3.6-3.9 al final de la
fermentacion. Estos resultados cencuerdan con los encontrados en este trabajo donde
se obtuvieron valores de 4.74 yA4.75 a las 12 h y a las 48 h se alcanzaron valores
similares al final de la fermentaciénsde-3.78 para ambos tratamientos (pozol SP y CP).
En un trabajo realizado sobre’el uso de agentes antimicrobianos para la conservacion
de frutas, encontraron que _uno de los principales factores que influyen en la
supervivencia y crecimiento de los‘microorganismos es la acidez del medio, por ello las
bacterias capaces de causar enfermedades ‘ho.pueden crecer a valores de pH por
debajo de 3.9 a 4.0 (Raybaudi-Massilia et “al., «2006). EI pH alcanzado en la
fermentacion del pozol SP y CP se encuentra dentro de estos valores reportados
asegurando la inhihibicion de bacterias patégenas.

En cuanto al valor obtenido de la acidez titulable (AF),~expresado como mililitros
gastados de NaOH 0.1 N fue de 0.4 mL de NaOH 0.1 N al‘inicio de fermentacién en el
pozol SP y aumento hasta las 48 h con un valor final de 3.9 mL gastados de NaOH 0.1
N (Figura 7). En contraste, en la fermentacion del pozol CP la acidez titulable inicié con
1.3 mL gastados de NaOH 0.1 N continuando con la misma tendencia hasta alcanzar
4.9 mL gastados de NaOH 0.1 N al final de la fermentaciébn. No sesebservaron
diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamiento (Anexo 5).

Gatto y Torriani (2004) estudiaron el cambio de la poblacion microbiana“durante
la fermentacién de masa agria para pan y reportaron que la acidez titulable presento la

tendencia a aumentar conforme transcurrio la fermentacion. Al comparar estos valores
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con lar fermentacion del pozol, se encontré la misma tendencia de aumento de los

mililitros gastados conforme transcurrio la fermentacion.

mL de NaOH gastados
w

0 12 24 36 48
Tiempo de fermentacion (horas)

Figura 7. Acidez titulable de“lasfermentacién natural del pozol con pimienta (CP) y sin
pimienta (SP).
6.4. Fenoles totales de pozol con ySin,pimienta.

En general, los valores del contenido de\fenoles totales en el pozol (Figura 8),
disminuyeron a medida que transcurrid da fermentacion de 0 a 48 horas, tanto en el
pozol adicionado con pimienta (de 0.11 a 0.09 mg de_acido galico g™ de pozol) como
en el pozol sin pimienta (de 0.08 a 0.06 mg de &cidd galico g* de pozol). En esta
misma Figura se observa que los valores del contenido desfengles totales en el pozol
CP es mayor que los del pozol SP durante todo el tiempo que duré la fermentacion.
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Figura 8. Contenido de fenoles totédles (expresado en mg de &cido galico g™*) durante la

fermentacion natural de pozol con pimienta (CP) y pozol sin pimienta (SP).

Se observé que al comparar los tratamientos CP y SP, a las 0, 24 y 48 h existen
diferencias significativas (p>0.05)"pero a las#12 y 36 h no las hay (Cuadro 4). Lo
anterior podria deberse a la concentracion de_la -pimienta y también a los fenoles

presente en el maiz.

Cuadro 4. Concentracion de fenoles totales (mg de &acido gélico g™)

Tiempo (horas)

Pozol con pimienta Pozol sin pimienta

0
12
24
36
48

0.112 + 0.000001 * ‘(0.0ﬂ+-0.000005 é

0.093 +-0.000002" 0.089'+-0.000001 *

0.068 +40.000000°
L N

0.076 +-0.000040 2
0.064 +-0.000001
e

0.074 +-0.000001 2
0.074 +-0.000005 °
0.085 +-0.000001 2

Los tratamientos con letras iguales no son diferentes estadisticamente (p=0.05);sGrados de
libertad = 2. P (T<=t) dos colas. t = student.
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El contenido de fenoles solubles e insolubles en el endospermo y germen del
grang de maiz (Zea mays) fue estudiado por Cabrera-Soto et al., (2009) en dos
genotipas) experimentales (HE y H-161) cultivados en diferentes localidades y tres
maices comerciales (Oso, Sable y Leopardo) mediante el método de Folin-Ciocalteau.
Dentro de ‘este tipo de fenoles, dominaron los fenoles libres en las tres estructuras. La
variacion de ‘estos compuestos en el endospermo de las muestras del grano fue de
45.3 a 94.2 mg g -MS. Al tratar de comparar lo anterior con los resultados obtenidos en
el pozol (0.0846 mg.g™ = 84. 68 pg g* MH), no se pudieron contrastar debido a que
aguellos estan calculados en materia seca y en este trabajo se realizé la determinacion
en materia humeda. Por“otfo lado, no se encontraron reportes de fenoles totales en
pozol fermentado en la bibliografia disponible.
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VIIE CONCLUSIONES

En)la fermentacion natural de pozol blanco tanto CP como SP, no se
encontraron™diferencias significativas en la cantidad de microorganismos que estan
presentes ‘(bacterias mesofilas totales, bacterias lacticas, coliformes, levaduras y
mohos) y que de“'manera conjunta llevan a cabo reacciones metabdlicas produciendo
acidos organicos al‘acidificar el pozol. En la caracterizacion de las bacterias coliformes,
se encontraron coineidencias en ambos tratamientos con excepcion de la bacteria
Raoutella que solo estuvo presente en el pozol SP, a pesar de que la mayor diversidad,
en base a los codigos, fue.€n el pozol con pimienta., No se encontraron diferencias en
cuanto a la cantidad de fenoles-tanto en pozol CP como SP ni se observo efecto

antimicrobiano con la concentracién de pimienta utilizada en el pozol.
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Vill. RECOMENDACIONES

Realizar estudios con diferentes concentraciones de pimienta en la fermentacion
del pozol para determinar el efecto antimicrobiano y a la vez llevar a cabo pruebas de
aceptacion sensorial para evaluar la cantidad en que debe ser adicionada al pozol asi
como determinarsotros compuestos, ademas del contenido de fenoles totales, que

contiene la pimientayy que han presentado actividad antimicrobiana.
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Anexo 2.

Preparacion de la escala de McFarland

Para preparar la escala de McFarland de 8 tubos, primero se preparé el cloruro

de bario (BacCl,) al 1% y el acido sulfurico (H,SO,4) al 1%: se pesaron 0.5 g de BaCl; en

50 ml de agua destilada y en otro matraz aforado se pipete6 1 ml H,SO4 en 100 ml de

agua destilada® Después, se prepararon los 8 tubos utilizando las proporciones
descritas en seguiday(NOM-181-SSA1-1998; Pasteran et al., 2003).

Escala de McFarland

Tubo de McFarland

Solucién de BaCl,al 1.0%

(ml)

(ml)

Solucién de H,SO, al 1.0%

0o N o o b~ WN PR

f(,o‘
R
y
-

0.1
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0.4
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Vo3

0.8

9.9
9.8
9.7
9.6
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9.4
9.3
9.2

Se agité para homogeneizar la mezcla y seseyd la transmitancia del precipitado

obtenido en cada tubo para determinar la’equivalencia’de la concentracion de bacterias

en UFC/ml como se muestra en el siguiente cuadro.

Equivalencia de la concentracion de bacterias en UFC/ml.

Tubo No. Transmitancia % Equivalencia de UFC/mI (x10°)
1 68.43 W
2 46.20 600
3 31.41 900V
4 25.03 1200
5 16.74 1500 ¢
-
6 11.84 1800
7 10.85 2100 ‘()
8 7.68 2400
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Galeria'de tubos del API.
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Anexo 5. Resultados obtenidos del Analisis Estadistico.

Microorganismos mesoéfilos aerobios (ufc/g).
Pruebat'para medias de dos muestras emparejadas.

tiempo O
con sin
Media 3.757131894 6.48514907
Varianza 5.097852533 6.816994597
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.970482217
P(T<=t) dos colas 0.434179898 ns
tiempo 12
con sin
Media 5.00697382 4.409101682
Varianza 1.003941315 8.088992891
Grados de libertad 2

Estadistico t
P(T<=t) dos colas

0.562140291
0.630618384

ns

tiempo 24
con sin
Media 3.203555846 5.919896573
Varianza 2,576751955 7.068198728
Grados de libertad 2
Estadistico t -4.466414165
P(T<=t) dos colas 0.046648504 ~*
tiempo 36
con sin
Media 5.697459533 5.108522571
Varianza 16.19916008 0.762838332
Grados de libertad 2
Estadistico t 0.323686268
P(T<=t) dos colas 0.77688865 ns
tiempo 48
con sin
Media 5.096305326 7.060761155
Varianza 11.62087472 3.59457504
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.64139798

P(T<=t) dos colas

0.586958455

ns

61



Bacterias lacticas (ufc/g)
Pruebast para medias de dos muestras emparejadas

tiempo 0
con sin
Media 4.616921901 4.818860919
Varianza 2.159657953 0.040068956

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

2
-0.209473683
0.853478332

ns

tiempo 12
con sin
Media 4523111513 5.292231554
Varianza 2.479147105 4.149744961

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

2
-2.879952004
0.102384048

ns

tiempo 24
con sin
Media 8.466954539 7.82432715
Varianza 04724783784 0.01159293
Grados de libertad 2
Estadistico t 1.160634429
P(T<=t) dos colas 0.365600395, ns
tiempo 36
con sin
Media 5.036870577 61859232727
Varianza 11.86162469 0.001246478
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.907180895
P(T<=t) dos colas 0.460066577 ns
tiempo 48
con sin

Media

Varianza

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

7.544656536
0.265212297

2
1.213323247
0.348855955

ns

7.242583411
0.895303882
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Bacterias coliformes totales (ufc/g)
Pruebast para medias de dos muestras emparejadas

tiempo 0

con

sin

Media

Varianza

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

3.030792866
2.942655284

2
-2.49506381
0.130029278

ns

3.336079988
2.260480295

tiempo 12
con sin
Media 5.165497249 6.398104182
Varianza 4.745794808 0.829863609
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.691040718
P(T<=t) dos colas 0.560970666 ns
tiempo 24
con sin
Media 6.171713451 5.602235855
Varianza 0.86142729 0.047717195

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

2
1389855193
0.299062156

ns

tiempo 36

con

sin

Media
Varianza

4782508579
6.560142747

4.364045242
3.042283676

Grados de libertad 2
Estadistico t 0.887079171
P(T<=t) dos colas 0.468625203 ns
tiempo 48
con sin

Media

Varianza

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

5.855645637
1.815025011

2
1.383414291
0.300720179

ns

5.487652611
3.268720069

63



Levaduras y hongos (ufc/g)
Pruebast para medias de dos muestras emparejadas

tiempo 0
con sin
Media 4.028322629 4.053632614
Varianza 4.242313897 4.154689862
Grados de libertad 2
Estadistico t -2.050220265
P(T<=t) dos colas 0.17683761 ns
tiempo 12
con sin
Media 4.224502574 4.091255574
Varianza 3.546346083 0.530783206

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

2
0.199883443
0.860051999

ns

tiempo 24
con sin
Media 40414997241 5.228968451
Varianza 8:068786426 0.51539152
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.664187392
P(T<=t) dos colas 0.574897314, ns
tiempo 36
con sin

Media

Varianza

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

4.520909176
2.486782671
2
-1.483595591
0.276170457

4.904201667
1.275706492

ns

tiempo 48
con sin
Media 4.77018167 6.288262507
Varianza 6.616484365 0.59175771

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

2
-1.458347532
0.282113969

ns
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pH

Pruebast para medias de dos muestras emparejadas

tiempo 0
con sin
Media 6.976666667 7.453333333
Varianza 0.278033333 0.008533333
Grados de libertad 2
Estadistico t -1.75212998
P(T<=t) dos colas 0.221848647 ns
tiempo 12
con sin
Media 4.376666667 5.013333333
Varianza 0.110033333 0.052633333
Grados de libertad 2
Estadistico t -2.860320054
P(T<=t) dos colas 0.103582711 ns
tiempo 24
con sin
Media 4346666667 4.563333333
Varianza 0.038033333 0.138633333

Grados de libertad
Estadistico t
P(T<=t) dos colas

2
-1.889822365
0.199359231

ns

tiempo 36
con sin
Media 4.163333333 4.266666667
Varianza 0.022533333 0:101733333
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.85195705

P(T<=t) dos colas

0.483977958

ns

tiempo 48
con sin
Media 4.09 4.043333333
Varianza 0.0931 0.052633333
Grados de libertad 2
Estadistico t 0.638345054
P(T<=t) dos colas 0.58859103 ns
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Acidezditulable (mL NaOH/g)
Pruebast para medias de dos muestras emparejadas

tiempo 0
con sin
Media 0.833333333 0.733333333
Varianza 0.063333333 0.123333333
Grados de libertad 2
Estadistico t 0.288675135
R(T<=t) dos colas 0.8000000 ns
tiempo 12
con sin
Media 2.583333333 2.15
Varianza 0.145833333 0.0075
Grados de libertad 2
Estadistico t 2.334868926
P(T<=t) dos colas 0.144662797 ns
tiempo 24
con sin
Media 33 2.833333333
Varianza 0.04 0.063333333
Grados de libertad 2
Estadistico t 2:000
P(T<=t) dos colas 0.183503419, ns
tiempo 36
con sin
Media 3.4 3.7
Varianza 0.13 0.28
Grados de libertad 2
Estadistico t -0.608163641
P(T<=t) dos colas 0.604943847 ns
tiempo 48
con sin
Media 4.1 3.666666667
Varianza 0.64 0.103333333
Grados de libertad 2
Estadistico t 1.462614271
P(T<=t) dos colas 0.281098357 ns
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Fenoles (eq ac. gélico/g)

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

tiempo 0
con sin
Media 0.1117886 0.0878153
V/arianza 0.0000009 0.0000052
Grados‘de libertad 2
Estadistico t 19.467539
P(T<=t)'dos colas 0.002628229 **
tiempo 12
con sin
Media 0.092505733 0.089118199
Varianza 0.0000017 0.0000009
Grados de libertad 2
Estadistico t 4.25524886
P(T<=t) dos colas 0.051035902 ns
tiempo 24
con sin
Media 0:0737440 0.0627128
Varianza 0.0000014 0.0000004
Grados de libertad 2
Estadistico t 19.36731843
P(T<=t) dos colas 0.002655391 ¢ **
tiempo 36
con sin
Media 0.073570287 0.076089222
Varianza 0.0000048 0.0000103
Grados de libertad 2
Estadistico t 1.428727453
P(T<=t) dos colas 0.289292532 ns
tiempo 48
con sin
Media 0.085470085 0.063928844
Varianza 0.0000005 0.0000011
Grados de libertad 2

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

21.50432724
0.002155472

* ¥
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