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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluo el nejayote (residuo de la nixtamalizacion del maiz) como
medio de cultivo para el crecimiento de bacterias probidticas y  produccion de
bacteriocinas. Para este propdsito, Se caracterizaron los nejayotes de tres molinos
obteniéndose: azucares reductores 0.166-0.785 g/L, azlcares totales 10.28-60 g/L y
proteina 2.35-34 g/L. Se observo que el consumo en las muestras de nejayote de azlcares
reductores fue 60-65%, de azlcares totales 5-30% Yy de proteina 1-15%. EIl nejayote se
acondiciond a pH 5,0. Se realizaron fermentaciones a 37 ° C durante 48 h con:
Lactobacillus casei IMAU60214, Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus helveticus
IMAU70129 aisladas de productos lacteos comerciales. Para determinar la produccion de
bacteriocinas en las fermentaciones se utilizaron como microorganismos indicadores a
Listeria innocua ATCC 33090 y Escherichia coli K-12.

Se evaluo el crecimiento de los lactobacilos en tres nejayotes que procedian de molinos de
nixtamal diferentes y en todos los casos fue posible observar un crecimiento de las
bacterias. Ademas, con los sobrenadantes de las fermentaciones se evaluo la produccién de
bacteriocinas y se observd la inhibicion de Listeria innocua y Escherichia coli. Las
mayores inhibiciones por la presencia de bacteriocinas se obtuvieron con los sobrenadantes
de las fermentaciones de L. casei y L. helveticus. La inhibicion maxima fue del 14% para

Listeria innocua fue y del 10% para Escherichia coli. .

Se corrobord que la inhibicién obtenida fue a causa de la presencia de bacteriocinas
(péptidos de bajo peso molecular), debido a que se llevd a cabo un tratamiento con
proteinasa K para la hidrolisis de proteinas y péptidos, donde se observé la perdida de
actividad. En conclusion el nejayote se puede utilizar para la produccién de probioticos y

bacteriocinas.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate the nejayote (by product from the
nixtamalizacién of corn ) as a culture medium for the growth of probiotic bacteria and
production of bacteriocins. Nejayotes obtained from three mills were characterized:
reducing sugars 0166-0785 g / L, total sugars 10.28-60 g / L and protein 2.35-34 g / L.
Achievement was observed that consumption of reducing sugars was 60-65%, total sugars
5-30% and protein 1-15%. The nejayote was conditioned at pH 5.0 and the fermentation
was performed at 37 ° C for 48 h by: Lactobacillus casei IMAU60214, Lactobacillus
rhamnosus GG y Lactobacillus helveticus IMAU70129 commercial dairy cultury. To
determine the presence of bacteriocins in fermentations Listeria innocua ATCC 33090 and
Escherichia coli K-12 were used as indicators.

The growth of lactobacilli was evaluated in three nejayotes coming from different
corn mills. In all cases it was possible to observe a growth of bacteria. Furthermore, with
the supernatants of fermentation bacteriocin production was evaluated. The greatest
inhibition by the presence of bacteriocins was obtained with the supernatants of
fermentation of Lactobacillus casei IMAU60214, y Lactobacillus helveticus IMAU70129.

The Highest inhibition was 14% for Listeria innocua and 10% for Escherichia coli.

It was confirmed that the inhibition was obtained due to the presence of bacteriocins
(peptides of low molecular weight), because it is carried out a treatment with proteinase K
for the hydrolysis of proteins and peptides and the activity was lost. In conclusion, nejayote

can be used in the production of probiotics and bacteriocins.

viii
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1. INTRODUCCION

Las tortillas de maiz son consideradas uno de los alimentos basicos mas importantes
para la poblacion mexicana. En México, las tortillas representan el 47% de la ingesta
media de calorias, (Gutierrez-Uribe et al., 2010). Para la obtencion de las tortillas de maiz,
y otros alimentos a base de maiz, el grano de maiz es cocido en una solucién de hidréxido
de calcio del 1 al 2%, después de cocido el grano se deja reposar de 1 a 15 h, finalmente el
grano es lavado para la remocién del exceso de cal y materia orgénica. (Valderrama-Bravo
et al., 2012). Este proceso se conoce como nixtamalizacién. Durante la nixtamalizacion,
partes del grano de maiz: pericarpio, germen y fracciones de endospermo son
inevitablemente perdidas en el liquido de coccidn (nejayote). Adicionalmente el exceso de
calcio estd depositado en este liquido. (Valderrama-Bravo et al., 2012). El nejayote se
considera como altamente contaminante debido a que su DBO y DQO son grandes 2,692
mg O, / L y 10,200-20, 000 mg / L respectivamente, y tiene un pH > 10 (Gutierrez-Uribe
et al., 2010). Basandose en que el uso promedio de agua es de tres veces mas que el maiz

(3:1), se obtiene que una tonelada de maiz genera entre 2.8 y 3.3 m°de nejayote.

En las Gltimas décadas a una serie de microorganismos que proporcionan efectos
benéficos al hospedero se les ha denominado probidticos y pueden definirse de la siguiente
manera “organismos vivos que al ingerirse afectan benéficamente al hospedero mejorando
la microbiota intestinal” (Simmering y Blaut, 2001). Los probidticos pueden incluirse en la
preparacion de una amplia gama de productos, incluyendo alimentos, medicamentos, y
suplementos dietéticos. El uso de probioticos y el efecto de manipular la microflora
intestinal de su huésped ha sido el motivo para el estudio de esta gama de microorganismos,
lo que llevo al descubrimiento de sustancias peptidicas con actividad antimicrobiana
conocidas como bacteriocinas, estas sustancias pueden servir como barreras
antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos patdgenos. Existen
numerosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de inhibicion particulares.

El objetivo del trabajo fue utilizar el nejayote como medio de crecimiento de

bacterias probioticas y produccion de bacteriocinas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Maiz

El maiz es un cereal nativo de América, cuyo centro original de domesticacién fue
Mesoamérica, de donde difundié hacia todo el continente. No hay datos sobre cuando se
empez6 a domesticar el maiz, pero los indigenas mexicanos dicen que esta planta
representa, para ellos, diez mil afios de cultura. Debido a su productividad y adaptabilidad,
el cultivo del maiz se ha extendido rapidamente a lo largo de todo el planeta después de que
los espafioles y otros europeos exportaran la planta desde América durante los siglos XVI 'y
XVII. El maiz es actualmente cultivado en la mayoria de los paises del mundo y es la
tercera cosecha en importancia (despues del trigo y el arroz). Los principales productores
de maiz son Estados Unidos, la Republica Popular de China y Brasil. Independientemente
de su uso industrial, el maiz constituye un componente importante de la vida de los pueblos
de America. Por ser el sustento de la dieta alimenticia de los pueblos indigenas y mestizos
de nuestro continente, este cultivo ha dado lugar a una serie de sistemas agricolas muy
variados. Es abundante en carbohidratos, tiene también proteinas. Mezclado con frijol (rico
en proteinas, hierro y otros minerales) y calabaza (que posee grasas insaturadas y
proteinas), suministra practicamente todas las vitaminas necesarias para el hombre, integra
una nutricion muy completa y balanceada. Otra ventaja poco conocida del maiz es que
antes de molerlo para hacer las tortillas en el caso de Mesoamérica, se remoja en agua con
cal y de ese modo se enriquece con calcio. Por ello, en las zonas de alto consumo de
tortilla de maiz son raros los casos de raquitismo. El maiz también es ampliamente utilizado
en medicina popular contra la hepatitis, la hipertension, la diabetes, la menorragia, los
padecimientos renales, los célculos, el reumatismo, las verrugas, los tumores y otros
padecimientos, en forma de cataplasmas, cocciones, unglientos y emplastos. La infusion de
los denominados pelos de choclo o cabellos de elote, como también es conocido, esos
filamentos que crecen al extremo de la mazorca, es un excelente diurético y se usa en caso

de trastornos renales (Asturias, 2004)
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El maiz ha constituido la base de la alimentacién del mexicano desde tiempos
prehispanicos, y actualmente en México se produce una gran variedad de tipos de maiz,
blancos, amarillos, azules y rojos, con una composicion promedio de 70% decarbohidratos,
8% de proteinas, 4% de minerales, 4% de lipidos y 3% de celulosa. A partir de este cereal
se elabora un alimento denominado tortilla, que constituye el producto de mayor consumo
en el pais. Se estima que en México, el consumo per capita de maiz es de 120 kg de tortilla
por afio (Ochoa y Viniegra, 2009)

2.2. La Nixtamalizacién

La palabra nixtamalizacién castellanizada del n&huatl (nextli: cal de cenizas y
tamalli masa cocida de maiz) significa maiz cocido con cal (Cabrera, 1972). Las tortillas se
obtienen a partir de tres diferentes procesos de fabricacion: forma tradicional, comercial y
de harina de masa seca. Independientemente del tipo de proceso, el maiz es cocido en cal
con grandes cantidades de agua que se desecha como efluente alcalino rico en sélidos

solubles e insolubles (Gutierrez-Uribe et al., 2010).

La nixtamalizacion es el proceso en el que el grano de maiz se cuece en una
solucion alcalina, normalmente se utiliza hidroxido de calcio Ca(OH), o “cal” al 2% y agua
a 90°C. Una vez que se mezclan el maiz, la cal y el agua, se tiene un periodo de reposo de
entre 12 y 24 horas. Durante el reposo, el grano de maiz se hidrata y se suaviza el
pericarpio. Al mismo tiempo, se controla la actividad microbiana al tener un valor de pH
entre 10.5-11.6, se desnaturalizan las proteinas y el almidén se gelatiniza parcialmente.
(Ochoa y Viniegra, 2009)

Durante el proceso de nixtamalizacion, parte de la cal se absorbe sobre todo en el
germen del grano y éste se hincha debido al efecto combinado de la gelatinizacion del
almiddn, la degradacion parcial de la estructura del endospermo Yy la solubilizacion parcial
de la pared celular y de la matriz protéica. Cuando el grano nixtamalizado es lavado, se
logra la remocion del pericarpio, asi como la eliminacion del exceso de cal y de partes

externas del grano como germen, parte de endospermo y pedicelo. Estos subproductos
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(agua de coccion, agua de lavado y sélidos) constituyen el “nejayote” el cual es

desechado.

2.3. Nejayote

El nejayote tiene altas concentraciones de materia organica en suspension y en
solucion (5 a 50 g/L) gracias a la lixiviacion ocurrida en el proceso de coccidn, debido a la
utilizacién de hidréxido de calcio en el proceso el pH esta cerca del limite maximo de la
alcalinidad (10 a 14).

Algunos autores reportan que la pérdida de solidos en el nejayote, depende de las
operaciones comerciales de tortilla, encontrandose una variacion desde 8,5 hasta 12,5%. En
otras investigaciones se determino que la pérdida de sélidos en el efluente varié de 5,5 a
10,8%. Se ha encontrado que aproximadamente el 50% de los solidos del nejayote se
suspenden; estos contienen 64% de polisacaridos, 20% de almidon y 1.4% de proteina. El
otro 50% estaba compuesto de sélidos solubles a base de proteinas, azlcares, vitaminas y

fitoquimicos ricos en polifenoles y carotenoides (Gutierrez-Uribe et al., 2010)

El nejayote se considera como altamente contaminante debido a que su DBO y
DQO son 2,692 mg O, / L y 10,200-20, 000 mg / L, respectivamente. Este efluente es una
de las aguas residuales méas dificiles de tratar debido a que tiene un pH > 10, contiene
aproximadamente el 3% de materia organica insoluble y soluble y restos de cal (80% de la
cal usada originalmente durante el proceso de coccion) (Gutierrez-Uribe et al., 2010).
Basandose en que el uso promedio de agua es de tres veces mas por tanto de maiz (3:1), se
estima que una tonelada de maiz genera entre 2.8 y 3.3 m® de nejayote. Calculando que una
planta con una capacidad de 600 ton de maiz/dia genera entre 1500 y 2000 m® de nejayote.
Consecuentemente considerando que el grano de maiz absorbe del 14 al 48 % del agua
utilizada durante el proceso de la nixtamalizacion, el volumen estimado de nejayote que se

produce en México es de 1.2 millones de m*/dia(Valderrama-Bravo et al., 2012).
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2.4. Probiéticos

El concepto de probidticos ha evolucionado en torno a 1900, cuando el premio
Nobel Elie Metchnikoff da la hipdtesis de que la vida larga y saludable de los campesinos
balgaros fue el resultado del consumo de productos lacteos fermentados y mas tarde estaba
convencido de que el yogur contenia los organismos necesarios para proteger el intestino de
los efectos dafiinos de bacterias patdgenas. Sugirié que la “autointoxicacion intestinal” y el
envejecimiento resultante podrian suprimirse modificando la microbiota intestinal y
utilizando microorganismos Utiles para sustituir a los microorganismos proteoliticos como
Clostridium productores de sustancias toxicas que surgen de la digestion de proteinas, entre
las que se encuentran fenoles, indoles, y amoniaco. Desarroll6 entonces una dieta con leche

fermentada por la bacteria, a la que denomind “bacilo bulgaro.” (Guarner, 2008)

El término “probidtico” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y
Stillwell; a diferencia de los antibiéticos, se definio al probidtico como aquel factor de
origen microbiolégico que estimula el crecimiento de otros organismos. En 1989, Fuller
enfatizo el requisito de viabilidad para los probioticos e introdujo la idea de que tienen un
efecto benefico para el huésped. Finalmente, Guaner y Schaafsma enl1989 acufiaron el
término probiotico para aquellos microorganismos con actividad beneficiosa en el huésped

mas alla de su funcién nutricional basica. (Vrese, 2008)

El término probiotico puede definirse de la siguiente manera “organismos vivos que
al ingerirse afectan benéficamente al hospedero mejorando la microbiota intestinal”

(Simmering y Blaut, 2001).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos Gram-positivos, prefieren
las condiciones anaerobias pero son aerotolerantes, acido tolerantes, y estrictamente
fermentativos, produciendo acido lactico como producto principal. Los géneros mas
importantes son: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, y Bifidobacterium. Las BAL se dividen generalmente en dos grupos de

acuerdo a la forma de metabolizar los carbohidratos. ElI grupo homofermentativo formado
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por Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus y varios Lactobacillus que
utilizan la via Embden-Meyerhof-Parnas (glucolitica) para transformar una fuente de
carbono principalmente en acido lactico. A diferencia de los homofermentadores, las
bacterias heterofermentativas producen cantidades equimolares de lactato, CO., etanol o
acetato a partir de la utilizacion de la via de la fosfocetolasa. Entre las bacterias de este

grupo se incluyen Leuconostoc, Weisella y algunos Lactobacillus (Ranadheera et al., 2010).

2.5. Bacteriocinas

La primera descripcion de actividades relacionadas con las bacteriocinas se publico
hace mas de ochenta afios, cuando se descubri6é un antagonismo entre cepas de Escherichia
coli. Originalmente, estas sustancias fueron llamadas colicinas. En el caso de las BAL las
primeras observaciones comenzaron en 1928, cuando se describié que ciertas cepas de
Lactococcus empleadas en la fabricacion de quesos producian un efecto inhibidor del
crecimiento de otras BAL y potencialmente podian inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas y nocivas para la conservacion del queso. En 1933 se describié por primera vez
una sustancia de naturaleza peptidica con actividad antimicrobiana producida por cepas de
la especie Lactococcus lactis subsp. lactis, que posteriormente se denomind nisina. La
nisina es por tanto la bacteriocina que tiene un historial mas largo de uso seguro en
alimentacion y la que ha sido mas estudiada. En 1953 se comercializ por primera vez en
Inglaterra, en 1969 se aprob6 su uso en alimentacion por la OMS (Joint Food and
Agriculture Organization/World Health Organization Expert Committee on Food
Additives) y en 1983 se incluyo en la lista de aditivos de la Union Europea; poco después,

en 1988, fue aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) norteamericana.

Durante los ultimos 20 afios el uso de probidticos en diferentes campos productivos
y de investigacion se ha generalizado, esto debido al efecto que han demostrado tener en la
prevencion de enfermedades tanto en el ser humano como en muchas especies de animales,
asi como su uso en la conservacion de alimentos, siendo una alternativa para contrarrestar

el uso de quimicos y antibidticos en la alimentacion
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Las bacteriocinas producidas por diferentes bacterias probidticas (Tabla 1) pueden
servir como barreras antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos
patdgenos. Existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de inhibicion
particulares, esta caracteristica es aprovechada para la manipulacion de poblaciones
bacterianas a nivel de tracto digestivo con el fin de excluir patdgenos, mejorar la
digestibilidad e incrementar la actividad inmunoldgica de muchas especies animales y son
ampliamente utilizadas en la cria de cerdos, aves y recientemente ha surgido un interés

sobre su aprovechamiento en la produccion de organismos acuaticos.

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana producidas por sintesis
ribosomal y son segregadas para inhibir el crecimiento de otros microorganismos
competidores. Estas sustancias con frecuencia actuan frente a las bacterias maés
estrechamente relacionadas. Sin embargo estudios recientes afirman que también pueden
actuar frente a otras especies bacterianas, hongos y algunos parasitos. Aun dentro de una
especie podrian producirse diferentes tipos de bacteriocinas.

Diversos investigadores han buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo a sus
caracteristicas bioquimicas y genéticas. A continuacion se presenta la clasificacion de estos
compuestos.

Clase I: Lantibioticos.- Son péptidos pequefios activos a nivel de membrana y que
contienen algunos amino&cidos poco comunes como lantionina, B-metil-lantionina y
dihidroalanina que se forman debido a modificaciones posteriores al proceso de la
traduccion. Con poca estabilidad al calor, péptidos poli ciclicos (< 5 KDa) con aminoacidos
modificados. La formacion de aminoacidos no comunes se explica por la deshidratacion de
los aminoéacidos serina y treonina, con la posterior adicion de los &tomos de azufre de la
cisteina a los dobles enlaces de los deshidroamino acidos. Un ejemplo bien conocido de
estas bacteriocinas es la nisina. A su vez, en funcidn de su estructura y modo de accion, los
lantibioticos se subdividen en 2 grupos:

Clase I A: Péptidos elongados y cationicos que acttan a nivel de membrana y que
engloban a los lantibiéticos de un solo péptido y a aquellos que requieren la presencia de

dos péptidos para ejercer su actividad antimicrobiana total.
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Clase | B: Peéptidos globulares e hidréfobos que actian como inhibidores
enzimaticos

Clase IlI: No lantibidticos.- bacteriocinas lineales y no modificadas
postraduccionalmente. Son péptidos pequefios (< 10 kDa) y termoestables, que actlan a
nivel de la membrana plasmatica. El representante mas caracteristico de este grupo es la
pediocina PA-1, la bacteriocina mas estudiada después de la nisina. En este grupo se
pueden identificar tres subclases:

Clase Il a: Péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia consenso en la
region N-terminal TGNGVXC y sus representantes caracteristicos son la pediocina PA-1 y
la sakacina P.

Clase Il b: Formadores de complejos para la formacién de poros que consisten de
dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor actividad
antimicrobiana. En este grupo se encuentran la lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.

Clase Il c: péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que se transportan
mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se reportan las bacteriocinas
divergicina A y acidocina B.

Clase I11: bacteriocinas de elevado peso molecular (>30 kDa) y termolabiles. Las
bacteriocinas mas conocidas de esta clase son helveticina J, V, acidofilicina A y lactacinas
AyB.

Clase 1V: bacteriocinas complejas. Son péptidos con una parte proteica y una o mas
fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad bioldgica. Por tanto, esta clase
incluye bacteriocinas que se consideran como glicoproteinas (lactocina S) o como
lipoproteinas (mesenterocina 52).

Clase V: Dbacteriocinas de estructura circular 'y no modificadas
postraduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A.
(Monroy-Dosta et al., 2009)



Biotecnologia

Tabla 1 Bacteriocinas producidas por bacterias lacticas (Cintas et al., 2001)

Bacteriocina Microorganismo productor

Clase I (lantibidticos)

Nisina A Lactococcus lactis

Nisina Z Lactococcus lactis

Lactocococina Lactococcus lactis CNRZ481
Lactocina S Lactobacillus sakei L45

Clase Ila

Pediocina PA1 Pediococcus acidilactici PAC-1.0
Acidocina A Lactobacillus acidophilus TK9201
Curvacina A Lactobacillus curvatus LTH1174
Sakacina A Lactobacillus sakei LB706

Clase IIb

Acidocina J1132 Lactobacillus acidophilus JCM1132
Lactacina F Lactobacillus johnsonii VP111088
Plantaricina S Lactobacillus plantarum LCPO10
Clase Ilc

Acidocina Lactobacillus acidophilus M46
Enterocina P Enterococcus faecium P13

Clase I1d

Diacetina B Lactococcus lactis UL720
Acidocina 8912 Lactobacillus acidophilus TK8192
Péptido A Lactobacillus acidophilus LF221
Péptido B Lactobacillus acidophilus LF221
Clase III

Helveticina ] Lactobacillus helveticus 481
Caseicina 80 Lactobacillus casei B80
Enterolisina Enterococcus faecalis LMG23333
Clase IV

Thuricina Bacillus thuringiensis NEB17

Aunque el blanco de las bacteriocinas tambien pueden ser los lipopolisacaridos de la
membrana exterior de las bacterias Gram-negativas, generalmente solo son activas contra
células Gram-positivas (Caplice y Fitzferald, 1999). Hasta ahora solo se han reportado
algunas bacteriocinas de las BAL que tienen actividad sobre bacterias Gram-negativas y
que son producidas por L. plantarum, L. paracasei y Lactococcus lactis (Todorov y Dicks,
2005).

El creciente interés en las bacteriocinas de las BAL se deriva de su potencial para
modificar y controlar los ecosistemas microbianos de los alimentos. Ademas de sus

aplicaciones en la industria alimentaria y su relevancia en la mejora de la calidad y
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seguridad alimentaria, una de las cepas mas estudiadas de probioticos es L. rhamnosus GG
originalmente aislado de la flora intestinal humana. Keersmaecker et al (2006) reportan que
este lactobacilo produce péptidos termoestables de bajo peso molecular como sustancias
bactericidas. Dimitrijevic et al (2009), estudiaron el L. rhamnosus 68 en donde encontrd
que el péptido denominado rhamnocin A inhibié el crecimiento de Micrococcus
lysodeikticus, y el modo de accion es bacteriostatico, concluyendo que rhamnocin A es una
bacteriocina de clase Il. Simova et al (2009) reportaron la inhibicién de Listeria innocua
CCP17 y E. coli WF por bacteriocinas producidas por L. rhamnosus PC5. Otro probidtico
ampliamente utilizado es el L. casei, algunos estudios reportan que el L. casei CRL705
(aislado de la carne) produce la bacteriocina llamada lactocin 705. Castellano et al (2002)
estudiaron el modo de accion la lactocin 705 en donde se utiliz6 como microorganismo
indicador al Lactobacillus plantarum CLR705. Simova et al(2009) reportaron la inhibicion
de Listeria innocua CCP17 por bacteriocinas producidas por la cepa de L, casei BCZ2.
Ademas también se ha mostrado el interés en bacterias productoras de bacteriocinas como
es el L. helveticus, Vasquez et al (2005) encontraron que este lactobacilo tenia un buen

rendimiento en la produccién de bacteriocinas.
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3. JUSTIFICACION

El agua residual procedente de la nixtamalizacion conocido como nejayote es un
subproducto altamente contaminante de efluentes y de suelo por su pH> 10 y por el DBO y
DQO altos, pero ademas se considera una fraccion rica nutrimentalmente ya que contiene
una gran cantidad de materia orgénica soluble y insoluble. Entre los desechos organicos
insolubles se encuentran polisacaridos, almidon y proteinas. Entre los compuestos solubles
se encuentran proteinas, azucares, vitaminas y fitoquimicos ricos en polifenoles y
carotenoides. El volumen estimado de nejayote que se produce en México es de 1.2
millones de m*/dia los cuales son desechados en su mayoria sin recibir algtn tratamiento

para reducir su nivel de contaminacion.

En base a lo anterior puede evaluarse la posibilidad de realizar una fermentacion con
microorganismos probidticos debido a la gran cantidad de nutrientes disponibles y asi pasar
de un desecho altamente contaminante a su utilizacion para la produccion de bacterias

probidticas y consecuentemente de bacteriocinas que son de interés para el ser humano.

11
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4. HIPOTESIS

Si se logra obtener el crecimiento de bacterias probidticas en nejayote de diferentes

molinos existe la posibilidad de su utilizacion como medio de cultivo.

5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general

Estudiar el crecimiento de probidticos en nejayote de diferentes molinos y

cuantificar la produccion de bacteriocinas sintetizadas en la fermentacion.

5.2.0bjetivos particulares:

1.- Acondicionar y caracterizar el nejayote para su utilizacion como medio de
crecimiento microbiano.

2.- Estudiar el crecimiento de tres probioticos: Lactobacillus casei IMAU60214,
Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus  helveticus IMAU70129 utilizando el
nejayote como medio de cultivo.

3.- Cuantificar la bacteriocinas producidas durante la fermentacion con los

probidticos.

12
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Nejayote

El nejayote utilizado fue colectado de tres molinos diferentes (1, 2 y 3) ubicados en
la Ciudad de México. El nejayote fue tomado de un conducto de aguas residuales cuando se
decanto la tina de reposo en donde se encontraba el nixtamal. El nejayote fue colectado en
diferentes dias, se tomaron 4 muestras del molino 1 (A, B, C y D) y tres muestras del
molino 2 y 3 (A, B y C), se colocaron en botellas de 1.5 L para ser transportadas al
laboratorio. En el laboratorio se midié el pH con un potenciémetro que fue ajustado con

una solucion reguladora pH 4y 7.
6.2.Acondicionamiento del nejayote
El nejayote fue filtrado con una gasa para eliminar la mayor cantidad de sélidos
suspendidos grandes, se midié el pH y se ajustd a 5 mediante la adicion de HCL 1N
concentrado. Una vez ajustado el pH a 5 se centrifugé a 10,000 rpm durante 30 min,
finalmente se recupero el sobrenadante para su posterior uso como medio de cultivo.

6.3.Caracterizacion del nejayote

El Nejayote acondicionado se caracterizO en base a azlcares reductores,

carbohidratos totales y proteina.
6.3.1. Cuantificacion de azUcares reductores
Los azUcares reductores fueron cuantificados mediante la técnica de DNS que
consiste en lo siguiente: se adicion61 mL de DNS a 1 mL de muestra, después se coloco en

bafio Maria con agua hirviendo durante 5 min, una vez concluido el tiempo las muestras se

enfrian en hielo, posteriormente se le adicionaron 8 mL de agua destilada, por ultimo se

13
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leyo la absorbancia a una longitud de onda de 575 nm. Se elaboré una curva patron de
glucosa en un rango de concentracion de 0.2-1 mg/mL (Anexo).

6.3.2. Cuantificacion de carbohidratos totales

Los carbohidratos totales fueron medidos utilizando la técnica de Fenol-Sulflrico
(Dubois, M et al, 1956) y fue realizada de la siguiente manera: se adicioné 1 mL de fenol al
5% a 1 mL de muestra, posteriormente se adicionaron 5 mL de &cido sulfurico concentrado
procurando que reshbale por las paredes del tubo en un tiempo de 10 a 15 segundos y se
agito, por ultimo se midié la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. Se realiz6 una
curva patron de glucosa con una concentracion de 10 a 50 pg/mL (Anexo).

6.3.3. Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteina se realizd utilizando la técnica de Lowry (1951) la
cual se describe a continuacion: se prepard una solucion con: Na,COsz al 2% en NaOH
0.1N, y se adicion6 CuSO; al 1%, y tartrato sodio y potasio al 1%. Se tomaron 5 ml de la
solucion anterior y se adicionaron a 1 ml de muestra, se dejo reposar durante 5 min en la
obscuridad, se adicioné 0.5 ml de Folin-Ciocaleu al 50% Yy se dejé reposar 30 min en la
obscuridad, por altimo se midio la absorbancia a una longitud de onda de 590 nm. Se
elabord una curva patron de seroalbumina en un rango de concentracién de 100 a 500

pg/mL (Anexo).

6.4.Condiciones de la fermentaciones en nejayote

Las fermentaciones se realizaron en botellas seroldgicas de 100 mL y se colocaron
50 mL de nejayote para posteriormente ser esterilizado (15 min a 121 °C). Se inocularon
con: Lactobacillus casei IMAUG60214, Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus
helveticus IMAU70129 y se incubaron a 37 °C durante 48 horas. Se monitored el
crecimiento mediante turbidimetria a 650 nm de cada microorganismo y se calculé el

crecimiento en peso seco de acuerdo a la ecuacion 1.Se tomaron muestras a las 0, 24 y 48
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horas. Después de haber concluido las 48 horas se centrifugd el nejayote fermentado a
10,000 rpm durante 30 min para eliminar los lactobacilos, el sobrenadante fue retirado de
los tubos de centrifuga cuidadosamente y almacenado a -20°C para posteriormente

cuantificar bacteriocinas.

_ ¥y —10.0327 Ec. 1
*= 702195 '
En donde;
X = g/L de biomasa
y = absorbancia del caldo de cultivo
6.5. Rendimiento obtenido de las bacterias probidticas
El rendimiento celular fue calculado utilizando la ecuacion 2.
v AX X;—Xp -
=— = —— C.
XIS AS T 8o — S5

En donde;
Y x;s = Rendimiento celular (gX/gS)
AS= Sustrato consumido (gramos de sustrato consumido; gS)

AX= biomasa producida (gramos de biomasa producida; gX)
6.6. Evaluacion de bacteriocinas
6.6.1. Acondicionamiento de los sobrenadantes de la fermentacion
Se ajustd el pH de los sobrenadantes de la fermentacion a 7 para eliminar el efecto
inhibitorio atribuido a los acidos organicos. Posteriormente se adiciond catalasa a una
concentracion de 0.1 mg/mL(SIGMA, 3809 units/mg solid) y se incubd a 25°C durante 90

min, y la inactivacion se llevo a cabo a 60°C durante 10 min, este tratamiento se realiz6 con

la finalidad de eliminar el peroxido de hidrogeno (H,0,).

15
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6.6.2. Determinacion de la presencia de bacteriocinas

Para determinar la presencia de bacteriocinas en los sobrenadantes de la
fermentacién analizados se utiliz6 la técnica modificada de Papagianni et al (2006). Se
utilizaron como microorganismos indicadores Escherichia coli K12 y Listeria innocua
ATCC 33090 para determinar la presencia de bacteriocinas; estos microorganismos se
cultivaron por separado, E. coli K12 en caldo nutritivo y L. innocua ATCC 33090 en
infusion de cerebro y corazon, durante 24 horas a 37°C. Posteriormente 1 mL de cada uno
de los cultivos se transfirié a un matraz que contenia 50 mL de medio fresco y se incubaron
por 3 ha 37°C y con una agitacién de 150 rpm para obtener células en fase de crecimiento
logaritmica. Los tubos donde se realizo la prueba contenian 0.5 mL de los sobrenadantes de
fermentacion a analizar o bien nejayote estéril (control) y 2 mL de caldo de cultivo con el
microorganismo indicador con una absorbancia inicial de 0.120. Se midio la absorbancia a
650 nm de todos los tubos después de 3 h de incubacion (37°C). El porciento de inhibicion

fue calculado utilizando la ecuacién 3.

Op

Doc ™ 100 Ec.3

% de inhibiciéon =
En donde:

D.Op = densidad 6ptica de prueba a las 3 horas

D.Oc = densidad 6ptica del control a las 3 horas

6.7.Comprobacion de la presencia de sustancias proteicas (bacteriocinas)

Para eliminar la presencia de sustancias protéicas (bacteriocinas) en los
sobrenadantes de fermentacion acondicionados, se adiciond proteasa K a una concentracion
de 0.1 mg/mL (SIGMA-ALDRICH, 6.1 units/mg solid) y se incubé a 37°C durante 90
minutos, la inactivacion de la enzima se llevo a cabo a 60°C durante 10 min. Las muestras
fueron evaluadas después del tratamiento para determinar la presencia de bacteriocinas con

la técnica mencionada.
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7. RESULTADOS

7.1. pH del nejayote colectado

Después de filtrar el nejayote con una gasa para la eliminacion de sélidos grandes se midid
el pH obteniéndose valores entre 11.86 y 12.6 indicandonos una alta alcalinidad debido al
hidréxido de calcio utilizado. Algunos autores como Gutierrez-Uribe et al (2010) reportan
que el pH es superior a 10, mientras que Valderrama-Bravo et al (2012) reportan valores de
pH entre 11.39 + 0.49.

7.2. Caracterizacion de los nejayotes

Después de la colecta y acondicionamiento de los nejayotes de diferentes molinos se llevo a
cabo la cuantificacion de azucares reductores, de azUcares totales y de proteina. En la tabla
2 podemos observar que los nejayotes se encuentran dentro de un rango, en azucares
reductores de 0.166 a 0.818 g/L, la proteina de 2.35 a 34.52 g/L y los azucares totales de
10.28 a 60.8 g/L. Nifio Medina et al (2009) reportaron una concentracion de azucares de
totales de 90.5 g/L y de proteina 4.5 g/L, que tienen una aproximacion con lo obtenido en
este estudio. Ruiz-Gutiérrez et al (2010) reportan una concentracion de 600 mg/mL de
azucares totales, mientras que Velazco-Martinez et al (1997) reportaron una concentracion

de proteina 7.2 %.
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Tabla 2. Contenido de azucares reductores, proteina y carbohidratos totales en nejayote
de diferentes molinos.

Molino Azucares Proteina Carbohidratos
reductores totales
(9/L) (9/L) (9/L)
1-A 0.29 5.66 10.28
1-B 0.62 9.74 30.83
1-C 0.213 12.66 4251
1-D 0.424 6.958 17.644
2-A 0.397 7.17 22.1
2-B 0.303 6.64 15.23
2-C 0.785 12.915 60.805
3-A 0.242 2.35 28.1
3-B 0.166 6.62 11.54
3-C 0.818 34.552 11.591

Una respuesta a la variacion obtenida en los valores de azlcares y proteina con respecto a
otros autores (Nifio Medina et al., 2009; Velazco-Martinez et al., 1997) es que en la
mayoria de los casos reportados el nejayote fue obtenido en el laboratorio y en nuestro caso
fue colectado de fabricas de nixtamal en las cuales se cuenta con un método tradicional de
nixtamalizacion que varia de una fabrica a otra en variables importantes como: cantidad de
maiz por tina de reposo, agua utilizada durante el proceso, cantidad de cal, tiempo de

coccién y reposo, etc.

7.3.Fermentaciones

7.3.1. Fermentaciones utilizando el nejayote como medio de cultivo

Las fermentaciones se llevaron a cabo utilizando nejayotes acondicionados de los diferentes
molinos a una temperatura de 37°C durante 48 horas. En la grafica 1 se compara el
crecimiento obtenido de Lactobacillus casei IMAU60214, Lactobacillus rhamnosus GG y
Lactobacillus helveticus IMAU70129, en la cual se puede apreciar que independientemente
de la muestra de nejayote en cualquiera de los casos se obtuvo crecimiento de las bacteria
acido lacticas. Con los resultados obtenidos podemos decir que los microorganismos estan

adquiriendo del nejayote las fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para crecer.
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Grafica 1. Crecimiento de Lactobacillus casei IMAU60214, Lactobacillus rhamnosus GG y
Lactobacillus helveticus IMAU70129 en muestras de nejayote

7.3.2. Comparacion del crecimiento de los lactobacilos obtenido en nejayote con

respecto al control.

Para conocer la eficiencia del nejayote como medio de cultivo de las bacterias lacticas, se
realizaron fermentaciones de los microorganismos en caldo MRS (al 50%) y se compararon
con las fermentaciones realizadas en los nejayotes, los resultados se muestran en la grafica
2. Se observa que el crecimiento de los lactobacilos en nejayote con respecto al control es
menor, sin embargo teniendo en cuenta que el medio de cultivo MRS es especifico para
bacterias lacticas y siendo el nejayote un desecho, el crecimiento obtenido se puede

considerar adecuado.
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Grafica 2. Crecimiento de los Lactobacillus casei IMAU60214, Lactobacillus rhamnosus GG y
Lactobacillus helveticus IMAU70129 en nejayote y en caldo MRS.

7.4. Consumo de carbohidratos y proteina en las fermentaciones

Se cuantifico el consumo de azlcares reductores, carbohidratos totales y proteina después
de las 48 horas de fermentacion del nejayote con las bacterias lacticas y como se puede
observar en la tabla 3. EIl aprovechamiento de azucares reductores fue del 60-65%, para

carbohidratos totales fue del 5-30% Yy de proteina fue de 1 al 30%
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Tabla 3. Consumo de azUcares reductores, carbohidratos totales y proteina después de
la fermentacién con Lactobacillus casei IMAU60214, Lactobacillus rhamnosus GG y
Lactobacillus helveticus IMAU70129

Molino AzUlcares Carbohidratos Proteina
Reductores totales (%)
(%) (%)
1
1-Lc 62.55 10.75 11.64
1-Lh 63.21 11.62 12.79
1-Lr 60.24 31.84 34.53
2
2-Lc 61.14 16.69 6.08
2-Lh 63.68 21.18 4.41
2-Lr 60.64 29.28 3.48
3
3-Lc 62.90 4.81 14.80
3-Lh 63.87 15.80 2.60
3-Lr 65.15 0.54 0.67

Lc: L. casei; Lh: L. helveticus; Lr: L. rhamnosus

Observando el consumo en la fuente de carbono y nitrogeno, se logra apreciar que la fuente
de nitrégeno es la que se consume en menor proporcion, sin embargo la fuente de carbono
no esta siendo aprovechada en mayor medida, con lo que podemos suponer que si se
enriquece el medio de cultivo con una fuente alterna de N, hidrolizando los carbohidratos

presentes en el nejayote se podria obtener un mejor crecimiento.

7.5. Rendimiento celular de las bacterias probioticas utilizando el nejayote como

medio de cultivo (biomasa/sustrato)

Se calcul6 el rendimiento celular en base a los azUcares totales después de las 48 horas de
fermentacion del nejayote con las bacterias lacticas (Tabla 4). El rendimiento celular para
L. casei IMAU60214 fue de 0.07 a 0.22 gX/gS , para el L. helveticus IMAU70129 fué de
0.02 a 0.18 gX/gS y para L. rhamnosus GG fue 0.01 a 0.21 gX/gS. Estos resultados nos
llevan a concluir que a pesar de la gran cantidad de la fuente de carbono presente no esta

siendo aprovechada .ya que estd compuesta en mayor medida por polisacaridos como
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hemicelulosa y algunos olisacaridos y los lactobacilos no cuentan con la maquinaria

enzimatica necesaria para degradarlos.

Tabla 4. Rendimiento de las bacterias probiéticas utilizando el nejayote como medio de cultivo

Molino L. casei L. helveticus L. rhamnosus

gX/gs gX/gs gX/gs
1-A 0.1155 0.0971 0.1112
1-B 0.1116 0.1086 0.1544
1-C 0.0232 0.0283 0.0315
1-D 0.0736 0.0468 0.0638
2-A 0.1195 0.0890 0.0778
2-B 0.0341 0.0064 0.0183
2-C 0.0433 0.0243 0.0352
3-A 0.0428 0.0305 0.0052
3-B 0.0800 0.1203 0.1183
3-C 0.2340 0.1915 0.2191

gX : gramos de biomasa, gS : gramos de sustrato

7.6. Evaluacion de bacteriocinas

7.6.1. Inhibicién de Listeria innocua ATCC 33090

Para saber si durante la fermentacion las bacterias lacticas produjeron compuestos
antimicrobianos en especifico bacteriocinas, los sobrenadantes de la fermentacion de los
diferentes lactobacilos fueron tratados con catalasa para la eliminacién de peroxido de
hidrogeno y se ajusté el pH para eliminar el efecto de acidos organicos. En la grafica 3
podemos apreciar la inhibicion del crecimiento de Listeria innocua ATCC 33090. Se
puede observar que el sobrenadante correspondiente a L. casei IMAU60214 tiene un
porcentaje de inhibicién sobre Listeria innocua ATCC 33090 de aproximadamente del
13%, el L helveticus IMAU70129 del 14% y L. rhamnosus GG mostré la menor inhibicion

con 6%.
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Grafica 3. Inhibicion del crecimiento de Listeria innocua ATCC 33090 por los sobrenadantes de
fermentacion de las bacterias acido lacticas.

7.6.2. Inhibicion de Escherichia coli K12

Al igual que en la prueba con Listeria innocua ATCC 33090 se realiz6 el estudi6 con
Escherichia coli K-12. (Gréafica 4).. Se distingue que el Lactobacillus helveticus
IMAU70129 present6 la mayor inhibicién sobre E. coli. K12 (10%), seguido por L. caseli
IMAUG60214 con 8% de inhibicion.
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Grafico 4. . Inhibicién del crecimiento de E. coli K12 por los sobrenadantes de fermentacion de
las bacterias acido lacticas

La inhibicion maxima obtenida en la cepa de Listeria innocua fue del 14% con los
sobrenadantes procedentes de L. casei IMAU60214 y L. helveticus IMAU70129 y en
Escherichia coli fue del 10% con el sobrenadante de L. helveticus IMAU70129.

Papagianni et al (2006) describen en su trabajo el porciento de inhibicion obtenido con la
bactericina nisina utilizando 9 bacterias gram positivas como microorganismos indicadores
de las cuales el Lactobacillus curvatus ATCC 51436 y Pediococcus acidilactici ATCC
25740 fueron sensibles a concentraciones muy bajas de la bacteriocina 1UI/MI y con una
concentracion de 75 Ul/mL se obtuvo el 100% de inhibicién. En el presente trabajo se
utilizaron como microoganismos indicadores a Listeria innocua ATCC 33090 (bacteria
Gram positiva) y E. coli K12 (bacteria Gram negativa) y como fuente de bacteriocinas los
sobrenadantes de fermentacion correspondientes al Lactobacillus casei IMAU60214,
Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus helveticus IMAU70129 y como se puede
observar (Grafica 3 y 4) se obtuvo inhibicién de los dos microorganismos por lo que

podemos decir que las bacteriocinas producidas tiene un espectro de inhibicién amplio.
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7.7.Comprobacion de la presencia de bacteriocinas

7.7.1. Crecimiento de E. coli K 12.

Para saber si durante la fermentacion las bacterias lacticas produjeron bacteriocinas, a los
sobrenadantes de fermentacion de las diferentes bacterias lacticas Lactobacillus casei
IMAUG60214, Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus helveticus IMAU70129 se les
adiciono proteinasa K para la hidrélisis de proteinas y péptidos. En la gréafica 5 se muestra
el crecimiento obtenido de E. coli K 12. Observando que no hay una diferencia significativa
de la prueba realizada con los sobrenadantes con respecto al control (nejayote sin
fermentar). Confirmando que la inhibicion obtenida fue a causa de la presencia de

bacteriocinas.
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Grafica 5. Crecimiento de E. coli K 12 en los sobrenadantes de fermentacion tratados con
proteinasa K.
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7.7.2. Crecimiento de Listeria innocua ATCC 33090.

En la gréfica 6 se reporta el crecimiento de Listeria innocua ATCC 33090 en los
sobrenadantes de fermentacion con proteinasa K (para hidrolizar las bacteriocinas). Como
se logra apreciar el crecimiento obtenido de Listeria innocua ATCC 33090 después de la
prueba es el mismo, tanto en el control como en los sobrenadantes de fermentacion, con lo
cual se confirma que la inhibicion de este microorganismo es causada por las bactericionas

producidas por los lactobacilos crecidos en nejayote
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Grafico 6. Crecimiento obtenido de Listeria innocua ATCC 33090 después de evaluar los
sobrenadantes de fermentacidn con los tres tratamientos.
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8. CONCLUSIONES

Se lograron crecer las bacterias lacticas en nejayote de diferentes molinos con lo cual se

comprueba que el nejayote sirve como medio cultivo.

En el caso de la evaluacion de bacteriocinas se logré corroborar que la inhibicion obtenida
en los microorganismos indicadores (Listeria y E. coli) se atribuye a presencia de
bacteriocinas, en donde las mayores inhibiciones se obtuvieron con los sobrenadantes de las
fermentaciones de Lactobacillus casei IMAU60214, y Lactobacillus  helveticus
IMAU70129
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10. ANEXO

10.1. Curva patrén de azucares reductores

En esta grafica se aprecia un coeficiente de correlacion de 0.9905 lo cual hace que las

concentraciones determinadas de azucares reductores sean confiables

y =0.5534x - 0.028

0.6 R? = 0.9905
0.5
0.4
0.3

(7))

2 .
0.2 Curva patron

——Lineal (Curva
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O T T T T T 1
( 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.1
mg de glucosa/mL
10.2. Curva patron de proteina (Lowry)

Esta grafica tiene un coeficiente de correlacion de 0.9975 lo cual hace que las

concentraciones obtenidas de proteina sean confiables
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En esta grafica se observa un coeficiente de correlacion de 0.9941 lo cual hace que

las concentraciones obtenidas de azucares totales sean confiables.
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10.4. Curva patron de para determinar biomasa

En esta grafica se observa un coeficiente de correlacion de 0.9941 lo cual hace que las

concentraciones obtenidas de azucares totales sean confiables.
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