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Resumen

El pozol es una bebida de origen maya, acida, y no alcohdlica, elaborada con masa de maiz
nixtamalizado y fermentada de forma natural. Es consumido en la region sureste del pais como
alimento esencial en la dieta de la poblacién indigena o como bebida refrescante por el resto de la
poblacién.

Debido a su importancia dentro de las poblaciones que lo consumen, son varios los estudios
microbiolégicos que se han llevado para tratar de entender el proceso de fermentacion. Se ha
demostrado que en este alimento se desarrolla una microbiota muy diversa y abundante, compuestas
por bacterias, principalmente acido lacticas, hongos y levaduras. Sin embargo, se ha dejado de lado
el papel que estos tienen desde el punto de vista ecolégico y funcional en el alimento.

En este trabajo, se realizé el estudio de la fermentacidon del pozol a través de un enfoque
multidisciplinario que involucro el andlisis microbiolégico, quimico, bioquimico y metaproteémico. Se
estudiaron los cambios que se generan durante la fermentacién del pozol, se determinaron cuales
son las fuentes de carbono y nitrégeno que se utilizan, y finalmente, se generé un mapa metabdlico
del sistema de manera integral que permitié elucidar el potencial metabdlico de la microbiota.

Palabras Claves: Pozol, alimentos fermentados tradicionales, metaprotedmica, fijacion de nitrégeno

Abstract

Pozol is a Mayan acidic, refreshing and nonalcoholic acidic beverage made of nixtamalized maize
dough naturally fermented. It is consumed in the country's southeastern region as an essential food
in the diet of the indigenous population or as a refreshing drink at any time of the day by the rest of
the population.

Due to its importance within the populations that consume it, several microbiological studies have
been carried out to try to understand the fermentation process. It has been shown that a very diverse
and abundant microbiota develops in this food, composed of bacteria, mainly lactic acid, fungi, and
yeasts. However, these microorganisms' role from an ecological and functional point of view has not
been determined.

In this work, pozol fermentation was studied through a multidisciplinary approach that involved
microbiological, chemical, biochemical and metaproteomic analysis. The changes generated during
the fermentation of pozol were studied, the carbon and nitrogen sources used were determined and
finally, a comprehensive metabolic map of the system was generated that allowed the metabolic
potential of the microbiota to be elucidated.
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Introduccién

En México, existen mas de 200 alimentos y
bebidas fermentadas tradicionales, los cuales
no solo son parte esencial en la dieta de
quienes los consumen, sino también tienen
usos en la medicina tradicional y poseen
relevancia a nivel cultural. Dentro de estos, el
pozol es uno de los mas estudiados en el pais.
Su origen data de la época prehispéanica y por
los escritos que se tienen de la época colonial
se sabe que su consumo era exclusivo de los
indigenas de Tabasco, Quintana Roo vy
Chiapas (Cafias et al., 1993).

El pozol se describe como una bebida
fermentada de origen maya, acida, y no
alcohdlica hecha a base de maiz
nixtamalizado (Ulloa, 1987; Cafas et al.,
1993). Es consumido como alimento esencial
en la dieta o como bebida refrescante a
cualquier hora del dia. Ademas, tiene un
importante uso en la medicina tradicional para
el tratamiento de heridas superficiales o
padecimientos gastrointestinales y como
ofrenda en las ceremonias relacionadas con el
cultivo y cosecha del maiz (Cafias et al.,
1993).

La fermentacion del pozol es llevada acabo
por una microbiota natural constituida por
bacterias, hongos filamentosos y levaduras,
que resulta de la inoculacién del nixtamal
durante el remojo y la molienda (Wacher et al.,
1993). Dentro de las bacterias, las acido
lacticas (BAL) son el grupo predominante
durante la fermentacion y entre ellas, los
géneros mas abundantes son: Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Enterococcus y Weisella (Ampe et al., 1999;
Escalante et al., 2001; Ben & Ampe, 2000).
Dado que durante la nixtamalizacién (coccion
de los granos en hidréxido de calcio), se
reduce la concentracion de mono- Yy
disacéaridos, dejando al almidén como la
principal fuente de carbono fermentable,
diferentes estudios se han enfocado en la
bldsqueda e identificacién de microorganismos
amiloliticos y sus enzimas (Nuraida et al.,
1995; Diaz-Ruiz et al., 2003). Se ha
demostrado que la actividad amilolitica de las
BAL encontradas es menor a la reportada
para otras bacterias lacticas aisladas de
fermentaciones vegetales, mientras que para
los hongos y levaduras los resultados no han
sido reproducibles (Diaz-Ruiz et al., 2003;
Ampe et al., 1999). En consecuencia, se ha
planteado que ademas del almidén, la
hidrolisis de otras fuentes de carbono, como la
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celulosa y hemicelulosa, puede proveer de
azlcares solubles a la microbiota para su
crecimiento.

Asi, se ha demostrado que Streptococcus
infantarius ssp. infantarius, microorganismo
predominante durante la fermentacién, es
capaz de crecer en xilano como Unica fuente
de carbono gracias a su actividad xilanolitica
y que varias cepas de Weissella solo pueden
utilizar xilo-oligosacaridos como fuente de
carbono, lo que indica que su crecimiento
depende de la capacidad de otros
microoganismos para degradar la
hemicelulosa (Cooper-Bribiesca et al., 2018;
Lopez-Hernandez et al., 2018).

Por otro lado, se ha reportado que la
fermentacion de la masa de maiz provoca un
aumento en la concentracién de nitrégeno
total, proteina cruda, aminoacidos esenciales
(lisina y triptéfano) y vitaminas (niacina y
riboflavina), cambios que resultan relevantes
desde el punto de vista nutricional (Cravioto et
al., 1955; Ulloa et al., 1971; Ramirez, 1987,
Loaeza, 1991; Giles, 1995; Rizo, 2015).
Algunos de estos cambios se han reportado
en otros alimentos fermentados y se asocian
al metabolismo de los microorganismos que
se desarrollan durante la fermentacion (Di
Cagno et al., 2002; Leroy & Vuyst, 2004), sin
embargo, este es el Gnico alimento en el que
se ha observado un incremento en el
contenido de nitrégeno. Ulloa y colaboradores
(1971) sugirieron que estos cambios son
producto de la fijacion de nitrégeno
atmosférico y aunque en diferentes estudios
se han reportados incrementos del 10% al
69%, hasta la fecha no ha sido posible
demostrar la fijacidn biolégica de nitrégeno en
el pozol. Asi, el objetivo de este trabajo fue
realizar el estudio integral de la fermentacion
del pozol, para determinar la estructura y los
cambios de las comunidades microbianas,
como estas modifican y utilizan el sustrato y
asi poder determinar su papel funcional
durante la fermentacion.

Materiales y métodos

1. Muestreo

Se adquiri6 masa de maiz nixtamalizada de
dos productores diferentes en el mercado de
Pino Suérez en la ciudad de Villahermosa,
Tabasco. Las muestras se mezclaron para
formar bolas de 300g, las cuales se
envolvieron en hojas de platano previamente
sanitizadas y se incubaron a 37°C. Las
fermentaciones fueron independientes y por
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triplicado, y se tomaron muestras alas 0, 9, 24
y 48 h. Las muestras recolectadas se
almacenaron a -80°C hasta su uso.

2. Analisis microbiolégico

Se realiz6 en el Departamento de Alimentos y
Biotecnologia de la Facultad de Quimica,
UNAM.

Se realiz6 el conteo por triplicado de mesdfilos
aerobios, bacterias  lacticas, lacticas
amiloliticas,  enterobacterias, mohos 'y
levaduras (Wacher et al., 2000; Nuraida et al.,
1995; Ben Omar & Ampe, 2000).

3. Andlisis quimicos

3.1pH

Se suspendieron 2 g de la masa de maiz
macerada con COz en 5 mL de agua destilada.
La medicién de pH se hizo a temperatura
ambiente con un potenciémetro de electrodo
de vidrio (Corning 130) previamente calibrado.
Cada determinacion se realiz6 por triplicado

3.2. Analisis proximal

Se realizé en el Departamento de Nutricion
Animal y Bioquimica, de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM) y
consistié en la cuantificacion del contenido de
ceniza, nitrdgeno, proteina cruda (Nx6.25)
(Mariotti et al., 2008), lipidos, fibra cruda y
extracto libre de nitrégeno segun el método
oficial 992.23 de la AOAC (2000).

4. Analisis bioguimico

La actividad nitrogenasa se midié mediante el
método de reduccion de acetileno a etileno
(ARA por sus siglas en inglés). Los ensayos
se realizaron en viales de 10 mL que
contenian 5 mL de medio semisodlido libre de
nitrogeno MMK (2,2 g/L de N2HPO4-H:0,
0,425 g/L de NzH2PO4-H20, 0,435 g/L
MgSO4:-7H20 y 1,0 g/L sacarosa) o medio
MMp/299 (3,8 g/L K2HPOQO4, 3 g/L KH2PO4, 0,1
g/L MgS04-7H20, 0,005 g/L Fe(CsHsO7), 0,1
g/L CaClz y 1,0 g/L sacarosa). Los tubos de
vidrio se sellaron con goma hermética y se
inyectaron 0.6 mL de acetileno retirando un
volumen igual de aire del tubo. La produccion
de etileno se detect6 a las 24 h inyectando 0.4
mL del gas en un cromatégrafo de gases
Bruker modelo GC 450 con un detector de
ionizacién de llama (FID) y una columna
Porapak-N. Los cromatogramas se utilizaron
para integrar las areas de las curvas de
acetileno (CzH2) y etileno (Cz2Ha4) para estimar
la produccion de CzHa (Rogel et al., 2001).
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Se realiz6 el ensayo ARA directamente en las
muestras de pozol, para ello se pesaron 150 g
de masa, se homogenizaron en 100 mL de
NaCl al 0.9% (p/v) y se inocularon 100 uL de
la solucion en medio semisélido MMK y
MMp/299. Como control negativo se usaron
viales con volimenes similares de medio de
cultivo sin inocular y como control positivo se
utilizé a Klebsiella varicola sp. nov. ATCC®
BAA-830™, de la coleccién del Centro de
Ciencias Genomicas (CCG, UNAM).

5. Aislamiento de bacterias

Se realizé el aislamiento de bacterias de los
viales donde se observé actividad
nitrogenasa. Las muestras de pozol se
homogenizaron en NaCl al 0.9% (p/v), se
realizaron diluciones seriadas con la misma
disolucion y el homogenizado (100 pl) se
sembré en placas MMK y MMp/299. Las
placas se incubaron a 29°C hasta que se
observé crecimiento de colonias. Se
seleccionaron colonias con caracteristicas
morfolégicas distintas y se inocularon en el
medio semisolido correspondiente para
realizar el ensayo ARA. Las colonias positivas
se caracterizaron mediante tincion de Gram y
morfologia. Los  cultivos  puros  se
almacenaron en glicerol al 20% como
crioprotector a -80 °C.

6. Identificacion molecular

6.1. Amplificacion del gen 16S rRNA y del gen
nifH

Se hizo la amplificacién de laregion V1 ala V6
del gen 16S rRNA y del gen nifH que codifica
para la dinitrogenasa reductasa. La
amplificacion del fragmento del gen 16S rRNA
se realiz6 con los primers universales pA
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) forward vy
16R1093 (GTTGCGCTCGTTGCGGGACT)
reverse (Ramirez-Chavarin et al., 2010). La
PCR se realizd utilizando las siguientes
condiciones: precalentamiento (94°C, 2 min),
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion
(94°C, 1 min), hibridacion (65°C, 1 min),
extension (72°C, 1 min) y un paso de
extension final (72°C, 7 min).

Para la amplificacién de gene gen nifH se

usaron los primers Polf
(TGCGAYCCSAARGCBGACTC) forward vy
Polr (ATSGCCATCATYTCRCCGGA)

(Rosenblueth et al., 2003) reverse. La mezcla
de reaccion se incub6 durante 2 min a 94°Cy
luego se someti6 a 30 ciclos de
desnaturalizacion (94°C, 4 min), hibridacion
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(65°C, 1 min), extension (72°C, 1 min) y un
paso de extension final (72°C, 5 min).

6.2. Andlisis de las secuencias

Los fragmentos del gen 16S rRNA y nifH se
purificaron con el sistema de purificacion de
ADN Wizard PCR Preps (Promega). Los
productos de PCR purificados fueron
secuenciados en el Laboratorio de
Secuenciacion Gendémica de la Biodiversidad
y de la Salud, UNAM. La calidad de las
secuencias se verific6 con el programa
Chromas 2.6.6 y se corrigieron manualmente.
Para la identificacion de las bacterias, las
secuencias curadas fueron analizadas con el
programa online Blastn usando la base de
datos de secuencias de 16S rRNA para
bacterias y arqueas depositada en NCBI y con
la base de datos de coleccién de nucleétidos
(nr/nt).

7. Experimento de inoculacién del pozol

Se selecciond la bacteria con mayor actividad
nitrogenasa y se inocul6 en la masa de pozol.
Para ello, la bacteria se creci6 toda la noche
en agar Luria-Bertani a 29°C y se inoculo
asépticamente en 1 g de pozol a una
concentracién de 107 UFC. El pozol inoculado
se agregd a viales que contenian agar
semisdlido.

En este experimento se usaron dos controles.
En el primer control, el pozol sin inocular se
agrego6 a los viales con agar semisélido. En el
segundo control, la bacteria aislada se inoculé
directamente a la misma concentracién en
medio semisélido MMK y agar semisolido.
Finalmente se realiz6 el ensayo ARA.

8. Andlisis estadisticos

Los datos se analizaron con una ANOVA
(Andlisis de Varianza  Unidireccional)
utilizando el software GraphPad Prism,
version 4 y las diferencias significativas se
estimaron con una prueba post-hoc de Tukey.

9. Analisis metaproteémico

9.1. Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se realizd por
triplicado para cada tiempo de fermentacion
utilizando un método que combina dos
enfoques metodolégicos previamente
reportados (Ampe et al.,, 1999; Cardenas et
al., 2014; Leyva, 2018). Brevemente, una
muestra representativa de pozol se pulverizd
con CO2 solido y se peso 1 g de muestra, esta
se mezcld mecanicamente a temperatura
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ambiente durante dos horas con 10 mL de
buffer citrato-fosfato 0.1 M, pH 5 con inhibidor
de proteasa 1:100 (Sigma P2714). Las
muestras se centrifugaron (800 x g, 10 min) y
se recuper6 el sobrenadante. Se realizaron
dos extracciones mas con 10 mL de buffer y
agitacion mecanica durante 30 min. Se
colectaron los sobrenadantes y se
centrifugaron (13.200 x g, 10 min). El pellet
obtenido se utiliz6 para la extraccion de
proteinas como se describié anteriormente
(Cérdenas et al., 2014).

La concentracion de proteina se cuantificé con
el kit Bio-Rad Protein Assay. Para evitar
interferencias relacionadas con el buffer de
extraccion, las muestras se precipitaron con
acido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v), se
solubilizaron en 50 ul de urea 6 My finalmente
se ajustaron a un volumen de 750 pl con agua
destilada.

9.2. Secuenciacion de proteinas

Los extractos obtenidos se analizaron en
geles SDS-PAGE al 10% para la separacion
de las proteinas, el gel se tifio con azul de
coomassie y se escindieron las bandas del gel
en cortes de 5 mm. Los triplicados de cada
fraccion se enviaron a la unidad de proteémica
del Instituto de Ciencias Clinicas de Montreal
(Institut de Recherches Cliniques de Montreal
(IRCM), en donde fueron procesados para la
identificacion de péptidos y proteinas por
cromatografia liquida con espectrometria de
masas (LC-MS/MS) (Havli§ et al., 2003,
Cérdenas et al., 2014; Rizo et al., 2021).

9.3. Identificacion de proteinas

Los archivos MS sin procesar fueron
analizados en Mascot version 2.5.1 (Matrix
Science, Londres, Reino Unido; versién 2.5.1)
y X! Tandem (The GPM, thegpm.org; version
2007.01.01.1) o con el programa MaxQuant
(version 1.6.2.10) con los parametros
predeterminados (Cox, 2008).

Mascot se configurd para buscar en la base de
datos UniProt sprot (bacterias329683
entradas, hongos31499 entradas), la base de
datos UniProt_Maize_txid4577_20160927
(160789 entradas) y la base de datos
UniProt_Archaea_txid2157_20160921
(135190entradas) con tripsina como enzima
de digestion. Se especifico O+18 de pirrolisina
y carbamidometilo de cisteina como
modificaciones fijas. La oxidacion de la
metionina se  especific6 como una
modificacion variable.
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Para el andlisis en el software MaxQuant, la
identificacion de péptidos individuales se
realiz6 en grupos de proteinas. Las
busquedas en MaxQuant se ejecutaron en la
base de datos CAZy (CAzZyDB.07312019.fa)
con los siguientes parametros:
carbamidometilacion en cisteina como
modificacion fija, acetilacién N-terminal de la
proteina y la oxidacion de metionina como
modificaciones variables. Todas las entradas
se filtraron utilizando una tasa de falsos
positivos del 1% y se eliminaron todos los
falsos positivos.

Para todos los analisis, la tolerancia del primer
péptido de busqueda fue de 20 ppm y la
tolerancia del péptido de busqueda principal
fue de 4.5 ppm. Se establecié una tolerancia
de masa de iones de fragmentos de 0.60 Day
una tolerancia de iones originales de 10 ppm.

9.4. Criterios de identificacion de proteinas

Se utilizé6 Scaffold 4.8.6 (Proteome Software
Inc., Portland, OR) para validar las
identificaciones de péptidos y proteinas
basadas en MS/MS para Mascot y X! thandem.
Para la validacion de las proteinas
identificadas, se ajusté el FDR para obtener
probabilidades >95% para los péptidos y 99%
para las proteinas. Ambas probabilidades
fueron asignadas mediante el algoritmo
Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003). Las
proteinas que contenian péptidos similares y
que no podian diferenciarse basandose
Unicamente en el andlisis MS/MS se
agruparon para satisfacer los principios de
parsimonia (Institut de Recherches Cliniques
de Montreal, IRCM, Quebec, Canadd). Para la
descripcion de la diversidad microbiana se

consideraron proteinas que contenian al
menos dos péptidos Unicos identificados,
mientras que para la clasificacion funcional se
aceptaron proteinas que contenian al menos
un péptido Unico. En ambos casos, solo se
consideraron las proteinas que se
identificaron en al menos dos de las tres
réplicas experimentales y los falsos positivos
se eliminaron manualmente.

Resultados y discusion

1. Fijacién de nitrégeno en el pozol

El pozol es una fermentacion
extraordinariamente compleja, en la que una
amplia variedad de microorganismos se
desarrolla en gran abundancia. Para
comprender la dinamica de fermentacion del
sistema y cémo los microorganismos utilizan y
modifican el sustrato, se realizé el analisis
proximal (Tabla 1) de las muestras
fermentadas por 0, 9, 24 y 48 h, considerando
que estos tiempos representan el periodo en
el que la mayoria de la gente lo consume. En
general, se observd que no hay cambios
significativos en la concentraciébn de
carbohidratos totales, pero si un aumento en
el contenido de lipidos y disminucién en la
concentracion de fibra cruda. Esto cambios

pueden ser explicados en términos de
metabolismo del carbono durante la
fermentacion. Respecto al contenido de

nitrégeno, se observo un aumento de 11.4 a
12.5 mg/g de masa seca en las primeras 9 h
de fermentacion. Este incremento no ha sido
reportado en otros alimentos fermentados y
puede atribuirse a la fijacion de nitrégeno
(Tabla 1).

Tabla 1. Analisis aproximado del pozol a diferentes tiempos de fermentacion

Contenido en el pozol (mg/g de masa seca)?
Relacion
Tiempo de Nitrégeno fijado o .
" Carbohidratos nitrégeno/ceniza
fermentacion Fibra cruda Lipidos Ceniza Nitrégeno Proteina (mg)
totales (mg/mg)
(h)
0 845+9.9 24+4.1 46+4.2 13+0.2 11.47 £ 0.2A 7173+ 12A - 0.882
9 8398 12+0.5 57+1.2 134 1256+ 0.0B 78.52+0.3B 0.99 0.96
24 8413 91 64+£0.3 13+09 12.44+01B 77.75+£0.5B 0.96 0.95
48 8327 81 68+0.3 13+0.2 1252+ 0.0B 78.28 £ 0.0B 0.96 0.96

aLos resultados se expresan como medias = DE. Las diferencias se evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba de
comparacion mdltiple de Tukey (P <0,001). Diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticamente significativas

entre muestras.

BioTecnologia, Ao 2023, Vol. 27 No. 5

37




Articulos

Considerando que durante la fermentacion
pueden darse pérdidas de materia organica,
principalmente por metabolismo aerobio, se
propuso un marco matematico simple que
acopla las entradas de nitrégeno con las
salidas de carbono a través de la respiracion
para eliminar el sesgo que esta pérdida podria
tener sobre el aumento de nitr6geno
observado. Asi, la cantidad de nitrdgeno fijado
(Nfx) se calculé con la siguiente ecuacion:
NFx=Nf-Ni(Ci/Cf)
Donde:
Nf: es la concentracién final de nitrégeno en
un tiempo de fermentacion determinado x
Ni: es la concentracion de nitrégeno inicial en
la masa no fermentada
Ci/Cf: es la relacion de concentracion de
carbono entre la masa no fermentadas y la
masa fermentada en un tiempo determinado x

Adicionalmente, se determind la relacion
nitrégeno/ceniza, considerando que los
microorganismos emplean en minima

proporcién residuos inorganico. Con ambas
aproximaciones se observo un incremento de
8 a 9% a las 9 h de fermentacion (Tabla 1).
Estudios previos han reportado incrementos
mayores en el contenido de nitrégeno (21-

A -

ARA
(nmol C,H;h? g de masa?)

0 H 24 48 [ 9 2 48

Tiempo de fermentacion (h|
P ) Bl Pozol inoculado en medio MMK

W pozolinaculado en medio MMp/299

oY)
N

ARA
(nmol C,H;h ' g de masa?)

175 4

150 o

125 -

100 4

65%) a los observados en este trabajo
(Cravioto et al.,, 1955; Ulloa et al.,, 1971;
Ramirez, 1987; Giles, 1995; Rizo, 2015), sin
embargo, se debe considerar que en algunos
de ellos no se reportan duplicados biolégicos
o los respectivos andlisis estadisticos, por lo
que los incrementos observados pueden
deberse a errores en las técnicas utilizadas.
Ademas, estos aumentos se dan en etapas
tardias de la fermentacién, a partir de las 120
h, mientras que aqui se encontr6 en las
primeras 9 h, lo que podria explicar las
diferencias.

Para corroborar que el aumento de nitrégeno
es producto de la fijacion biolégica, se midio la
actividad nitrogenasa directamente en las
muestras de pozol inoculadas en medio libre
de nitrégeno MMK y MMp/299. En todos los
casos se encontré produccién de etileno, lo
que indica la presencia de bacterias fijadoras

de nitrégeno aun después de la
nixtamalizacion de la masa.
Independientemente del medio usado, la

méxima actividad nitrogenasa se cuantificé en
la muestra fermentada por 24 h, mientras que
para la muestra fermentada por 48 h la
actividad se redujo drasticamente (Figura 1A).

Ak

M Pozol sin inocular
M Pozolinoculado

B Kebsiella varicola (No.21)
inoculada en agar semisolido

B Kiebsiella variicola (No.21)
inoculada en medio MMK

24

48 0 9 24
Tiempo de fermentacion (h)

Figura 1. (A) Actividad nitrogenasa en las distintas muestras de pozol. Azul: pozol inoculado en medio semisélido MMK;
Naranja pozol inoculado en medio semisélido MMp/299. (B). Actividad nitrogenasa en muestras de pozol con diferentes
tratamientos. Para las muestras inoculadas se usé K. variicola (10" UFC/g muestra). Imagen tomada de Rizo et al., 2020

1.1. Bacterias fijadoras de nitrégeno

1.1.1. Aislamiento de bacterias

De todos los tiempos de fermentacion se
aislaron bacterias fijadoras de nitrégeno y con
base a las caracteristicas coloniales, se
seleccionaron veintiocho UFC (aislados
bacterianos) para determinar la actividad
nitrogenasa mediante el ensayo ARA.

Si bien algunas cepas una vez aisladas
tuvieron baja actividad, por ejemplo, la cepa
No. 16 solo produjo 0.16 nmol C2H4 h7, se
consideraron positivas ya que hubo formacion
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del pico de etileno caracteristico, mientras que
en los controles negativos y en dos aislados
bacterianos no se observé produccion de
etileno (datos no mostrados). Curiosamente,
casi todos los aislados tuvieron una alta
capacidad para fijar nitrégeno, ya que
mostraron una mayor actividad reductora de
acetileno que la del control positivo.
Especificamente, los aislados No. 2, 3, 4, 8,
10 y 21, mostraron una actividad 10 veces
mayor (Tabla 2). De todas estas veinticinco
presentaron caracteristicas microscépicas
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similares (bacilos gramnegativos y presencia
de exopolisacéaridos) y solo un aislado fue

Tabla 2. Ensayo ARA en las bacterias aisladas del pozol

diferente (bacilos gramnegativos que no
formaron exopolisacaridos).

Numero de identificacién de la ARA Numero de identificacién de la ARA Ndmero de identificacién de la ARA

colonia (nmol CzHs ) colonia (nmolCzHy h'1) colonia (nmolCzH4 hrt)
mﬁﬁégs) 10.4421.01 mgfllfgs) 20.4612.38 (N ,\,?Mz,g) 52.82+1.93
(Mw&;'fzzgg) 48.1622.33 (Mfr\d;fgg) 20.2121.66 PI,\,?M% 16.13:3.98
M&EZBQQ) 18.07=1.84 mgfllfgg) 16.62:2.61 ('\',\,?Mﬁ 15.25:0.05
Mﬁﬁké‘gg) 40.81£3.55 wﬁ,}gg, 15.35+1.52 m}ﬁﬂ% 18.02+1 05
m&&hﬁ;@g) 35.1927.20 mgfllfgg) 21.00+6.68 P',\,?M% 18.4125.73
(ubipizo9) 3783+349 P 0.16+0.09 N 218344 07
MM209) 41.56+1.80 YD 14.95:0.81 s s A 4212098
(MB&Z?Z?%) 3.67:0.28 Rﬁ’m% 19.15+7.40

Los medios de crecimiento indicados fueron donde las bacterias aisladas mostraron mayor actividad. 2lnoculado en medio

semisdlido MMp/299. PInoculado en medio MMK semisdlido.

1.1.2. Identificacién molecular

Los resultados de secuenciacion demostraron
que las bacterias tienen similitudes con tres
miembros de la familia Enterobacteriaceae. La
bacteria con caracteristicas coloniales
diferentes a las demas presentd la mayor
identidad con Kosakonia oryzendophytica

(99.90%) y wuna identidad menor con
Enterobacter sp. (99.88%). Dos de las
colonias se identificaron como Kosakonia con
99.80% y 99.70% de identidad,
respectivamente. El resto de los aislados tuvo
una identidad de méas del 99% con miembros
del género Klebsiella (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion molecular de las bacterias aisladas del pozol

Mimero de Condiciones de . L. . . .
identificacion . . s Identificacion basada en el gen 165 (RMA Identificacion basada en el gen nifH
. _— 1485 (TS
Koszakania radicincitans DSM 16656 a9 83,2{'%
Mo. 2 Oh MMp/299 14.89 5 Kosakonia przas R5-395 553 (TS)
i 98.11% (I
Kasakania oryzas a1 99.51% (i) m
Mo 3 Kiebsiella pneumoniae strain DSM 1500 (TS) . 571 (TS)
Oh MMp/299 99 76% () Klehaislla sp CREVOET 18 98 47% (1)
. N 1513(TS)
MNo. 5 9h MMp/299 Kishsiella varicola FZR3 99.58% (1)
Kiebsiells pnsumaniae strain DSM 1465 (TS)
No.7 24 MM/299 — 30 : ﬂi‘é’fﬁg;
Kiebsiella variicola strain F2RS 98.78% (1)
. N 1485 (TS)
MNo. 9 48h MMp/299 Kiebsiella varicola F2ZRS 99.63% (]
Kishsiellz pneumonise strain DSM 1498 (TS) ieliasp. CRLIQT2S 569 (TS)
Ho. 10 43h MMp/299 99.76% (1) Kiebsiala 99.37% (1)
) Kiebsielia preumoniae subsp. 18338 (TS) Kiebsiella pneumoniae 554 (TS)
hinosclerametis strain R-70 99.80% (1) NG14 99.36% (1)
. . 1500 (TS) Enterabacter sp strain S10(TS)
onzendaphytica
Hosaknoia REICA 082 99 76% (1) BrAd 95.62%(1)
MNo. 11 43h MMp/299 Enterobacter closcae DSM30054, 1469 (TS) Entembactsr 462(TS)
NERC 13535, 279-55 and subsp 98,02 (1) 9495211
i LMG26563 . REICA 052 )
Klehsiels quasipneumaoniag subsp 1480 (TS)
Mo. 12 48h Mp/299 similipneumanias 07A044 99.75% (1)
Klehsiells quasipneumonize subsp. 1504 (TS) Iitlebsinla sp 589 (TS)
Mo.13 45h Mbp/299 similipnsymanias strain 07AD44 39.76% () CRPVOG11a 99.37% (1)
o 1506 (15) ) ) 253 (T5)
Kosskanis radicincitazns DSM 16656 38.8% (1) Klebsiella preumonias 100% (1)
i iGinGE 468 (TS)
No. 17 Oh MMK DSM 16656 98.08% (1)
) 445 (T15)
Kosakonia oryzas R5-393 98.80% ()
Klebsiglla vanicola AJ29,
No. 21 24h MMK Kisbsislla variicola F2R9 L‘;ﬁgﬂq‘?gn E57.7, WCHKP19, GJ3, pretsy ﬁ}]
i GJ2, GJ1. DX120E
Kiebsiella
Klehsiells guasipneumonize subsp. 1506 (TS) quasipReLmonias subsp. 450 (TS)
Mo. 22 240 MMK il ise etrain 074044 99.76% () similipneumoniae strain 100% (1}
ATCC 700803
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Klsbsislia vadicnla gene
i i 1511 (TS) Tor dinitrogenass 490 (TS)
MNo. 23 24h MME Klebsiella varicola FZR3 100% (1) - partial 100% (1)
strainiGE-FRI6
Klebsiellz pneumoniae strain DS 14598 (TS)
Mo. 24 48h MMK 99.76% (I
0. Hlebsislla preumoniae subsp. 1820 (TS)
i ig sfrain R-70 99.31% {1
Kiebsiela
Klehsiella guasipneumoniae subsp. 1827 (T3) quasipneumaonias subsp. 499 (T3)
No. 25 480 MK similansumanize, strain 07AD44 56.46% (1) similipneumoniaz sirain 100% (1)
ATCC 700603

Klehsiells guasipneumoniae subsp. 1493 (TS)
Ho. 26 48n MMK similiposumoniae strain 07A044 99.51% (]

ndica el tiempo de fermentacioén y medio de cultivo del que se aislaron las bacterias.

TS (Score total)
| (Porcentaje de identidad)

Dado que el andlisis del gen 16S rRNA no
proporciona suficiente poder de resolucion en
especies estrechamente relacionadas como
es el caso de los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, se hizo la identificacion
de algunas cepas utilizando el gen
housekeeping  nifH. Nuevamente se
identificaron los géneros Klebsiella,
Enterobacter y Kosakonia (Tabla 3).

Aunque no se evaluaron los cambios en la
composicién de las bacterias fijadoras de
nitrégeno durante la fermentacion del pozol,
observamos que las bacterias aisladas
variaron en funcion del tiempo. Kosakonia,
género no reportado previamente en la
fermentacion, solo se aislé en la masa no
fermentada, Enterobacter solo se aislé a las
48 h de fermentacién y las cepas de Klebsiella
se aislaron en todos los tiempos de
fermentacion. La prevalencia de
enterobacterias en la fermentacion del pozol
ha sido estudiada por Giles (2012),
demostrando que Klebsiella pneumoniae
aislada del pozol es capaz de sobrevivir en
condiciones &cidas y con una concentracion
de &cido lactico de 2.1 g/100 g, en contraste
con el aislado clinico Klebsiella pneumoniae
que, en las mismas condiciones, es
indetectable.

1.2. Capacidad de fijacion de nitrégeno en el
pozol

Para corroborar que el aumento de nitrégeno
es producto de la fijacién biolégica, se midi6 la
actividad nitrogenasa directamente en las
muestras de pozol disueltas en agar
semisdlido. En todos los casos se encontrd
produccion de etileno, con un maximo en la
muestra fermentada por 24 h (Figura 1B).
Ademas, para demostrar definitivamente si los
diazotrofos aislados pueden fijar nitrdgeno en
el pozol, la bacteria con la mayor actividad
nitrogenasa aparente, Klebsiella variicola (No.
21), se inoculd directamente en la masa
homogeneizada y la masa inoculada se
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transfirio a agar semisolido. Al mismo tiempo,
una concentracion igual del aislado se inoculd
en agar semisdlido y en medio semisélido
MMK (Figura 1B). Los datos mostraron que la
inoculacién de K. variicola resultdé en un
aumento en la concentracion de etileno en la
muestra sin fermentar y con 9 h de
fermentacion, alcanzando la actividad maxima
en este periodo. Como era de esperarse, la
inoculacién de la bacteria en el medio MMK
también resulté en una actividad positiva,
mientras que cuando se inoculé en agar
semisdlido no se observd reduccion de
acetileno (Figura 1B). Estos resultados
indican que la fijacion de nitrégeno en el pozol
es un proceso activo, lo que representa la
primera demostracion de este fenémeno en un
alimento fermentado. La fijacion en el pozol
fue respaldada por el ensayo ARA
directamente en la masa, asi como por el
aislamiento de bacterias con esta actividad, y
por la deteccion del gen nifH en las cepas
analizadas. La importancia de este fenbmeno
en los alimentos se acentla si consideramos
que es un proceso simple y econémico que
podria permitir la mejora del valor nutricional
en bebidas y alimentos fermentados a base de
cereal.

2. Estudio metaproteémico del pozol

2.1. Estructura y cambios de la microbiota en
la fermentacién del pozol

En los alimentos fermentados tradicionales la
presencia y desarrollo de los diferentes
microorganismos esta determinada por el tipo
de sustrato utilizado para su elaboracién y por
su capacidad de adaptarse a las condiciones
que se generan a lo largo de la fermentacién.
En algunos alimentos, alteraciones menores
en la diversidad o el nimero de especies
pueden dar como resultado productos
alimenticios significativamente diferentes y
variaciones en la calidad y caracteristicas de
este (Labib et al., 2018). Por lo tanto, resulta
importante establecer la composicion y los
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cambios de los microorganismos durante la
fermentacion.

Para el pozol, diversos  estudios
microbiolégicos han demostrado los cambios
y la distribuciéon espacial de los principales
grupos microbianos durante la fermentacion y
se han aislado e identificado un gran nimero
de microorganismos (Nuraida et al., 1995;
Ampe, Ben Omar & Guyot, 1999; Ampe et al.,
1999; Wacher et al., 2000; Ben Omar & Ampe,
2000; Escalante et al., 2001; Diaz-Ruiz et al.,
2003; Sainz et al., 2005; Wacher-Rodarte et
al., 2015; Olvera et al, 2017; Lobpez-
Hernandez et al., 2018; Cooper-Bribiesca et
al., 2019; Rizo et al.,, 2020; Dominguez-
Ramirez et al., 2020). Sin embargo, los pocos
estudios que han determinado la dinamica de
la  comunidad microbiana durante la
fermentacion se enfocaron en las bacterias,
principalmente en las lacticas. En este trabajo
se realiz6 el estudio metaprotedmico del pozol
en diferentes etapas de la fermentacién para
determinar los principales cambios en las
comunidades microbianas.

Previo al analisis metaproteémico, se realizé
la cuantificaron de los principales grupos
microbianos  para  corroborar si la
fermentacion se estaba llevando a cabo como
ha sido ampliamente descrita.

En general, se observé que justo después de
la nixtamalizacion, los recuentos bacterianos
para todos los grupos analizados fueron del
orden de 10% UFC, excepto para el grupo de
enterobacterias que estuvieron en una
concentracién de 10* UFC. Los mesdfilos
aerdbicos iniciaron la fermentacién con una
concentracién de 105 UFC/g de masa,
incrementdndose después de 24 h de
fermentacion a 10° UFC/g. Entre ellas, las
BAL, el grupo predominante durante la
fermentacion (Nuraida et al., 1995; Wacher et
al., 2000; Ampe et al., 1999; Escalante et al.,
2000), comenzaron con un recuento de 1069
UFC/g y aumentaron después de 24 h de
fermentacion a 10° UFC/g. Este aumento
coincidié con la caida del pH de casi 3
unidades, de 7.75 a 4.83.

Respecto a las bacterias lacticas amiloliticas,
se observé el mismo comportamiento, una
cuenta inicial alta (108 UFC/g muestra seca) y
un aumento a las 24 h de fermentacion (10°
UFC/g de masa seca). La presencia de estas
bacterias al inicio de la fermentacion es
importante, considerando que el almidén el
principal sustrato para la fermentacion lactica.
Otro grupo importante fue el de las
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enterobacterias, que presenté un recuento
inicial de 10 UFC/g y un aumento durante las
primeras 9 h a 10® UFC /g, momento a partir
del cual detuvieron su crecimiento y
comenzaron a disminuir lentamente a 10°
UFC/g después de 48 h. Por otro lado, a
medida que el valor del pH del pozol se volvié
mas acido, la concentracién de los hongos
aumento, con un maximo de 10% UFC/g a las
48 h. Estos resultados concuerdan con todos
los estudios microbiolégicos descritos hasta la
fecha.

Por otro lado, el estudio metaproteémico del
pozol mostré que este alimento fermentado es
un ecosistema complejo, donde no solo
encontramos proteinas del sustrato, sino
también proteinas de bacterias, hongos y
arqueas. Evidentemente, las proteinas
identificadas en mayor proporcién fueron del
sustrato, 69.9% del metaproteoma
corresponde a maiz, con un importante
namero de proteinas de bacterias y hongos,
las cuales representaron el 28.5% del
metaproteoma y un menor porcentaje (1.6%)
asociado a arqueas.

El estudio por tiempo de fermentacion mostré
qué la masa no fermentada estd compuesta
por una microbiota heterogénea,
representada por proteinas de bacterias
relacionadas con el medio ambiente, el
sustrato o el material utilizado para la
elaboracién del pozol. Sin embargo, estas
proteinas se redujeron o eliminaron durante la
fermentacion, por lo que estas especies
pueden no ser necesarias para el proceso. A
medida que la masa se fermenta, la microbiota
se hace mas homogénea y se establece un
nacleo de microorganismos, compuesto
principalmente por BAL (Figura 2A). La
presencia de BAL en los alimentos
fermentados esta asociada a la produccion de
acidos organicos responsables de los sabores
y olores caracteristicos de cada alimento
(Blandino et al. 2003; Oyewole, 1997; Nout y
Rombouts, 1992). Durante la fermentacion del
pozol, la drastica disminucion de pH
correlacion6 con el aumento en la
concentracion de BAL y con el nimero de
proteinas identificadas para este grupo.
Dentro de las BAL el género predominante fue
Streptococcus, que al final de la fermentacion
representd el 56% del metaproteoma
bacteriano total (Figura 2A). Estudios previos
demostraron que Streptococcus infantarius
subsp. infantarius tiene caracteristicas Unicas,
como una alta velocidad especifica de
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crecimiento, una conversion eficiente de
sustrato a biomasa, tiene actividad amilolitica,
es capaz de crecer en arabinoxilano de maiz
y sobrevive en condiciones extremas de pH
(acidos y alcalinas), lo que le da ventajas
competitivas sobre otras bacterias y explica su
abundancia durante la fermentacion (Diaz-
Ruiz et al., 2003; Cooper-Bribiesca et al.,
2018; Dominguez-Ramirez et al., 2020).

Otras proteinas identificadas de BAL
corresponden a los géneros Leuconostoc,
Lactobacillus 'y Enterococcus, géneros
previamente descritos en el pozol (Figura 2A)
(Wacher, 1995; Nuraida et al., 1995; Ampe et
al.,, 1999; Ampe et al.,, 1999; Ben Omar &
Ampe, 2002; Escalante et al., 2001; Diaz-Ruiz
et al., 2003). Su presencia en la fermentacién
estd determinada por su capacidad para
degradar algunos de los polisacaridos
presentes en la masa. La baja abundancia de
proteinas identificadas para Enterococcus en
comparacion con los géneros Lactobacillus y
Leuconostoc, podria estar relacionada con su
baja actividad amilolitica (Diaz, 2003) y a que
algunas especies de Lactobacillus vy
Leuconostoc pueden utilizar almidon y xilano
como Unica fuente de carbono para crecer
(Nuraida et al., 2001; Flores, 1995; Flores,
2007).

Otros cambios importantes en la composicién
microbiana corresponden al grupo de las
enterobacterias. Tanto la cuenta en placa
como el andlisis metaprotedmico, mostraron
que estan presentes desde el inicio de la
fermentacion y que a medida que la masa se
va acidificando, su concentracién disminuye
considerablemente y, al final, las proteinas
identificadas para este grupo representaron
<3% del metaproteoma (Figura 2A).
Diferentes estudios han reportado la
presencia de enterobacterias en diferentes
etapas del proceso de fermentacion (Wacher,
1995; Ampe et al., 1999; Ampe et al., 1999;
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Wacher et al., 2000; Morales, 2011), su
caracterizacion ha permitido identificar varias
especies, Escherichia coli, Escherichia
fergusonii, Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter
sakazakii, Enterobacter spp., Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella sp., Klebsiella
variicola y Kosakonia sp. (Ulloa et al., 1987;
Sainz, 1998; Sainz et al., 2001; Rizo et al.,
2020). Su presencia a pesar de la alta
concentracién de acidos organicos puede
deberse a la generacién de microambientes
dentro de la masa, a la tolerancia de algunas
cepas O porque oOtros microorganismos
utilizan los acidos organicos para su
crecimiento, disminuyendo localmente su
concentracion (Ampe et al., 1999; Ben Omar
& Ampe, 2000; Giles, 2012).

Para los hongos los resultados de la cuenta en
placa y el analisis metaproteémico mostraron
que estos estan presentes desde el inicio de
la fermentacién. Se encontré que en la masa
no fermentada hay proteinas de hongos
filamentosos asociados a suelo y plantas
como Ajellomyces, Cercospora y Fusarium.
Mientras que los géneros predominantes a las
9 h de fermentacion fueron
Schizosaccharomyces y Saccharomyces. La
muestra fermentada por 48 h consistio
principalmente de proteinas del género
Neurospora que represento el 44%, mientras
que la abundancia de los géneros
Schizosaccharomyces y Saccharomyces se
redujo a menos del 10% (Figura 2B). El
desarrollo de este grupo coincidié con la
disminucién de pH asociada a la produccién
de acidos organicos. Se ha sugerido que la
proliferacion de hongos en los alimentos es
estimulada por las BAL y a su vez los hongos
favorecen el crecimiento de otras bacterias,
aportando factores de crecimiento como
vitaminas 'y compuestos nitrogenados
solubles (Nout, 1991).
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Figura 2. Abundancia relativa de las proteinas identificadas en el andlisis MS/MS. Las proteinas se identificaron a partir de 2

péptidos Unicos y se agruparon por género. (A). Proteinas identificadas para bacterias. (B): Proteinas identificada para

hongos. Imagen tomada de Rizo et al., 2021.

2.2. Meta-andlisis del metaproteoma

Para la construccion de las rutas metabdlicas
se utilizaron los datos metaprotedmicos de
bacterias, hongos y plantas, para cada
proteina se busco asignar su identificador KO
(KEGG Orthology) para su posterior

integracion en la respectiva via metabdlica. Se
analizaron un total de 3246 identificadores, los
cuales resultaron en la reconstrucciéon parcial
o total de diferentes rutas metabdlicas (Figura
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Figura 3. Atlas KEGG de las vias metabdlicas que se encuentran en el metaproteoma del pozol. Las proteinas identificadas
Unicamente en bacterias y hongos se muestran en azul. Las proteinas identificadas Unicamente en plantas se muestran en
rosa. Las lineas cian indican proteinas en comun. Imagen tomada de Rizo et al., 2021.

En las vias metabdlicas relacionadas con el
metabolismo central de carbohidratos, se
lograron detectar todas las proteinas que
participan en la glucolisis, gluconeogénesis,
oxidacién del piruvato, ciclo de Krebs y la ruta
de la pentosa fosfato. Mientras que para la
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ruta del catabolismo de glucosa a piruvato
(ruta  Entner-Doudoroff)  solo  algunas
proteinas fueron identificadas. Ademas, se
encontraron proteinas para el metabolismo de
carbohidratos complejos.
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En el metabolismo de aminoacidos se
agruparon diferentes proteinas tanto para su
biosintesis como para su degradacion. Sin
embargo, el analisis demostré que solo en
algunos casos se pudo hacer una
reconstruccion total de las vias.

Para el metabolismo de lipidos se encontraron
todas las proteinas para la biosintesis y
degradacion de &cidos grasos y algunas
proteinas para la biosintesis de otros lipidos
como lactosilceramida, triacilglicerol y acido
jasmonico.

Con relacion al metabolismo energético, todas
las proteinas se relacionaron con la fijacion de
carbono, en donde podemos encontrar
procesos exclusivos de plantas como la
fotosintesis para la produccién de energia en
forma de ATP y NADPH. Otras vias de fijacion
de carbono encontradas corresponden al ciclo
reductivo del acido citrico y a la via reductiva
de acetil-CoA.

Otra ruta metabdlica importante encontrada
en la fermentacion del pozol corresponde al
metabolismo de vitaminas y cofactores, para
las cuales se encontraron un menor namero
de proteinas asociadas a la biosintesis de
vitaminas como piridoxina, tiamina,
riboflavina, biotina y &cido pantoténico, sin
embargo, en ninguno de los casos se
encontraron todas las enzimas para completar
las respectivas vias.

Finalmente, se observd que dentro del
sistema puede haber complementacién
metabdlica ya que las proteinas de los
microorganismos y el sustrato pueden
contribuir a la misma via biosintética o
catabdlica. Otros procesos metabdlicos se
relacionaron  exclusivamente a platas,
bacterias u hongos.

2.2.1. Metabolismo de carbohidratos

El pozol se caracteriza por tener una baja
concentraciéon de carbohidratos solubles, un
alto contenido de almidén y presencia de
celulosa y hemicelulosa del pericarpio, por lo
que estos polisacéaridos representan las
principales fuentes de carbono, que en
conjunto deben sostener una abundante y
compleja microbiota.

En los datos metaprotedmicos se identificaron
diferentes enzimas implicadas en la hidrdlisis
de almidén, celulosa y hemicelulosa, fuentes
de carbono presentes en la masa
nixtamalizada. Para el almidon, se
identificaron dos proteinas en la base de datos
de plantas, una B-amilasa que produce
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maltosa y una a-glucosidasa que produce
glucosa a partir de almidén y maltosa. Estas
enzimas podrian jugar un papel importante,
principalmente en la primera etapa de
fermentacion, liberando azlcares simples que
pueden ser utilizados para el crecimiento de
microorganismos que se encuentran en la
materia prima. En bacterias, se identificaron
multiples enzimas amiloliticas, a-amilasas, a-
glucosidasas y enzimas desramificantes
(pululanasas), juntas pueden despolimerizar
al almidén en oligosacaridos y azlicares mas
pequefios (glucosa y maltosa) (Figura 4A).
Trabajos previos han reportado la presencia
de bacterias lacticas capaces de crecer e
hidrolizar almidén en distintas etapas de la
fermentacion (Nuraida et al., 1995; Ampe et
al.,, 2000; Diaz-Ruiz et al, 2003). La
caracterizacion de algunas bacterias resulté
en la identificacion de Streptococcus
macedonicus, Lactococcus lactis,
Enterococcus sulfureus y Streptococcus
infantarius subsp. infantarius, siendo esta
tltima la especie predominante durante la
fermentacion. Se sabe que la actividad de
estas bacterias esta asociada a la célulay que
sus amilasas son de alto peso molecular
(Diaz, 2003). Especificamente, Streptococcus
infantarius subsp. infantarius produce dos
amilasas, una amilopululanasa con capacidad
desramificante y una a-amilasa (Diaz-Ruiz et
al., 2003; Rodriguez et al., 2021). Con relacién
a los hongos y levaduras, los estudios han
resultado variables en cuanto a si este grupo
es capaz de degradar el almidén.

Para la hidrdlisis de celulosa, se identificaron
endoglucanasas en la base de datos de
bacterias y plantas para la hidrélisis inicial de
la celulosa. Ademas, de enzimas necesarias
para la produccién de celobiosa, glucosa y
celo-oligbmeros a partir de este sustrato
(Figura 4B). De manera inexplicable no se
identificaron enzimas celuloliticas de hongos

Por otro lado, la degradacion de la
hemicelulosa imponer varios retos, ya que es
un polimero de alto peso molecular y es muy
variable en su estructura, por lo que su
degradacion requiere la acciébn de varias
enzimas que deben actuar de forma sinérgica
para una eficiente degradacién del polimero
(van den Brink y de Vries, 2011). Ademas, la
completa degradacion de la hemicelulosa
requiere la presencia de enzimas que actien
sobre los distintos tipos de decoraciones, para
finalmente liberar azucares simples vy
xilooligosacaridos. En los datos

44



metaprotedmicos se identificaron proteinas de
bacterias y hongos que actlan sobre el
esqueleto principal de la cadena y las
diferentes sustituciones, lo que permite la

completa hidrélisis de este polisacéarido y la
liberacion de xilosa, xilobiosa y
xilooligosacaridos (Figura 4C).

"o

Figura 4. Representacion esquematica de los diferentes polisacaridos presentes en la masa de maiz y las enzimas implicadas en su
degradacion. (A) Proteinas identificadas en el metaproteoma para la hidrélisis del almidén; (B) celulosa y (C) arabinoxilano. Imagen

tomada de Rizo et al., 2021.

Se ha demostrado que algunas bacterias
aisladas de este alimento pueden degradar
xilano y recientemente se demostr6 que
Streptococcus infantarius subsp. infantarius es
capaz de degradar xilano de maiz o madera y
gue varias cepas de Weissella solo pueden
utilizar xilooligosacaridos como fuente de
carbono para su crecimiento (Cooper-Bribiesca
et al. 2018; Lopez-Hernandez et al. 2018).

En correlacién con los resultados anteriores, el
analisis quimico mostr6 una disminucion
importante en el contenido de fibra, carbohidratos
que se puede asociar a las actividades
enzimaticas de las proteinas identificadas en el
estudio metaprotebmico. Con estos datos se
puede sugerir que durante las primeras 9 h de
fermentacion la microbiota consume ademas del
almidon, polisacaridos como la celulosa y
hemicelulosa, lo que libera azucares solubles,
gue de hecho aumentaron significativamente.
Después de este periodo se observé una
disminucién importante de estos carbohidratos,
lo que implica su utilizacién y explicaria el
aumento en las cuentas de microorganismos.
Finalmente, el analisis de las proteinas sugiere
un posible sinergismo entre bacterias, hongos y
maiz para la degradacion de los diferentes
sustratos.

2.2.2. Metabolismo de aminoécidos

La biosintesis de amino&cidos se puede producir
a partir de precursores metabdlicos, por el
metabolismo de alguno de ellos o por la accion
de diferentes proteasas para el reciclado de
proteinas.

En el analisis metaprotedmico se logré identificar
la enzima necesaria para la condensacién de a-
cetoglutarato y amoniaco a glutamato, este
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aminoacido puede ser posteriormente
metabolizado a glutamina y a prolina. En el
primer caso se identificaron las proteinas
involucradas en su biosintesis y aunque para la
prolina la via qued6 incompleta, se identificé una
proteasa especifica (prolina iminopeptidasa)
para su produccion.

También se identificaron las proteinas
involucradas en el metabolismo de oxalacetato a
aspartato y asparagina. A pesar de que la
metionina y treonina también son sintetizadas a
partir de este precursor, el andlisis mostré que
estos aminoacidos se producen a partir de
homocisteina y homoserina, respectivamente.
Para la arginina se identificaron dos posibles
rutas para su sintesis, mediante la via ornitina
para la cual se encontraron las enzimas
necesarias para su produccidon y mediante el
ciclo de la urea.

Para los aminoacidos histidina, serina, leucina,
isoleucina y valina se observd lo mismo,
presencia de los precursores y la identificacién
de algunas de las enzimas para su produccion,
sin embargo, en todos los casos la via quedo
trunca en el paso final.

Respecto a la degradacion de aminoacidos se
identificaron las proteinas aminotransferasas
para la reaccion de transaminacion, sin embargo,
no se encontraron proteinas para la posterior
conversion de los a-cetoacidos, lo que indica que
la degradacibn de aminodcidos para la
produccion de sabores no es una via metabdlica
clave durante la fermentacion del pozol.

Para la degradacion de proteinas, se
identificaron diferentes proteasas,
aminopeptidasas y carboxipeptidasas, lo que
indica que esta puede ser una via alterna para la
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produccion de distintos aminoacidos, asi como
para la posible liberacién de péptidos.

2.4. Andlisis funcional de la microbiota

Por ser un intermediario importante para la
produccion de sabores se analiz6 el metabolismo
del piruvato. Se encontré6 que este puede ser
producido a través de la glucdlisis y que puede
ser metabolizado por cinco mecanismos
diferentes. En primer lugar, se identificaron
enzimas relacionadas con la produccién de
acetil-CoA, que luego puede ser metabolizado
hasta acetato y etanol. En segundo lugar, se
evidencio la reduccién de piruvato a lactato por la
lactato deshidrogenasa. En tercer lugar, se
encontré la piruvato descarboxilasa para la
produccion de acetaldehido. En cuarto lugar, el
analisis mostréo la presencia de la enzima
formiato acetiltransferasa, que cataliza la
conversion reversible de piruvato y coenzima A
en formiato y acetil-CoA. Finalmente, se encontrd
gue el piruvato se puede metabolizar a acetoina,
diacetiio 'y butano-2,3-diol mediante el
metabolismo del butanoato. La produccion de
lactato, acetato y etanol en el pozol implica que
en la fermentacion se desarrollan especies de
BAL homo y heterofermentativas. La actividad de
estas bacterias da como resultado la produccion
de lactato como principal producto de
fermentacion, acetato y etanol en menor
concentracién (Ampe et al.,, 1999). Aunque en
pozol no se ha estudiado la produccion de
acetoina y butanodiol, en otros alimentos
fermentados, la sintesis de estos dos
compuestos estd asociada principalmente al
metabolismo de las BAL y, aunque no
representan un producto principal de la
fermentacion, son importantes para la mejorar de
las caracteristicas organolépticas (Glizel-Seydim
et al., 1999; Jung et al., 2011; Wu et al., 2015).

Conclusiones

El analisis microbioldégico, bioquimico vy
metaproteémico  del pozol permiti6 la
construccion de una imagen integral del sistema
de fermentaciéon. Se logré6 determinar que
ademas de los sistemas enzimaticos del propio
sustrato, bacterias, hongos, levaduras y arqueas
también participan durante el proceso, siendo las
bacterias el grupo més representado durante los
tiempos estudiados.

Los principales cambios tanto en el sustrato
como en la microbiota se dan en las primeras 9
horas de fermentacién y se correlaciona con el
aumento logaritmico de los microorganismos,
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con la caida del pH, con la disminucion del
contenido de carbohidratos y fibra, lo que
muestra esta etapa como la de mayor actividad
metabolica.

Se encontraron por primera vez muchos
microorganismos ambientales, relacionados con
el maiz y con el agua, sin embargo, la mayor
parte de ellos desaparecen o disminuyen
drasticamente, por lo que se puede considerar
gue su presencia no determina las caracteristicas
del alimento. Las bacterias se encuentran
representadas en su mayoria por bacterias
lacticas y dentro de estas el género
Streptococcus es de manera contundente el mas
abundante, todas estas bacterias pueden
encontrarse en el medio ambiente pero su habitat
mas importante son los mamiferos, lo que indica
que si bien se trata de una fermentacion
espontanea, la participacién humana a nivel del
proceso de nixtamalizacion y de inoculacion es
determinante en la microbiota que se desarrolla.
Con relacién a las levaduras, se observé que
estan presentes en todas las muestras
analizadas, con un incremento de hongos
filamentosos al final de la fermentacion.

El enfoque metaprotedémico permitid6 encontrar
diversos complejos enzimaticos desconocidos
hasta el momento en el sistema. Se encontraron
también las enzimas necesarias para la hidrélisis
del almidén, la hemicelulosa y la celulosa por lo
que todos estos sustratos pueden ser utilizados
como fuente de carbono por la microbiota.
Resulta interesante que en la degradacion del
almidon no se encontraron sistemas enziméticos
de hongos y sean las enzimas propias del maiz y
de las bacterias las que se encarguen de la
hidrolisis del sustrato. En el caso de hemicelulosa
y celulosa intervienen tanto bacterias como
hongos, con predominancia siempre de las
enzimas bacterianas. Este diverso repertorio de
enzimas encontradas permitird nuevos estudios
bioguimicos y estructurales.

El metabolismo encontrado permite la sintesis de
diversos productos de fermentacién como &cidos
organicos, acetoina, butanediol e intermediarios
importantes involucrados en la sintesis de acidos
grasos y aminoacidos. Compuestos que
contribuyen con las caracteristicas
organolépticas y nutricionales del pozol.

Otra caracteristica distintiva e importante de esta
fermentacion fue la presencia de enterobacterias
diazotrofas capaces de fijar  nitrdgeno
atmosférico en la masa. La fijacion biolégica de
nitrégeno permite el incremento del valor
nutricional del pozol, lo que demuestra que la
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fermentacion del pozol puede transformar un
alimento relativamente pobre, en un mejor
alimento. Resultados que abre la posibilidad de
estudiar este proceso como un método viable
para ser utilizado en otros alimentos bajos en
contenido proteinico.
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