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INTRODUCCION

El pozol es una bebida refrescante de origen maya, consumida por diversos grupos
indigenas y mestizos del sur del pais. Para la elaboracién de este producto alimenticio se
utiliza maiz (blanco, amarillo o negro), el cual es nixtamalizado, amasado, envuelto en hojas

de plédtano y, por ultimo, fermentado.

La fermentacién del pozol es natural, ya que no se afiade intencionalmente un indculo,
y es llevada a cabo en estado semisélido con la intervencién de una microbiota compleja que
se incorpora al nixtamal durante su elaboracién, principalmente durante la molienda. Esta
microbiota estd conformada por diferentes grupos de bacterias, hongos y levaduras. El
presente trabajo se referird solamente a las bacterias l4cticas. Las bacterias l4cticas
predominan desde el inicio de la fermentacion de las masas y son las encargadas de acidificar

el producto.

Ademads del almiddn, en la masa de maiz nixtamalizado se encuentra otro componente
muy importante: la hemicelulosa, de la cual el xilano es el componente mayoritario. Flores

(1996)(2) encontré que existen cepas del pozol que tienen la capacidad de ser xilanoliticas.

En el presente trabajo se propone emplear la técnica molecular ARDRA (anélisis de
restriccion de ADN ribosomal amplificado) para tener un conocimiento mds amplio sobre la
ecologia microbiana de este alimento tradicional mexicano, especificamente de las bacterias

lacticas xilanoliticas.

El objetivo de este estudio fue tipificar las bacterias l4cticas por medio de la técnica
molecular ARDRA, con dos diferentes enzimas de restriccion, para posteriormente identificar

una cepa de cada grupo.

Otro de los objetivos fue determinar si una bacteria xilanolitica seleccionada era capaz
de crecer en un medio con xilano como unica fuente de carbono con el fin de determinar si

este polimero es un sustrato importante en la fermentacién del pozol.



ANTECEDENTES

1. El Pozol

a. Generalidades:

En la mayoria de los paises tropicales donde los productos lacteos son dificiles de
conservar, los alimentos con alto contenido de almiddén son las bases de la dieta diaria. Para
mejorar las posibilidades de almacenamiento de dichos alimentos, los procesos tradicionales

que usan fermentaciones espontdneas han sido establecidos y mejorados a lo largo del tiempo.

En Guatemala y el sureste de México, principalmente en los estados de Tabasco,
Quintana Roo, Campeche, Chiapas, Yucatan, Oaxaca y Veracruz (3), los indigenas y mestizos
usan maiz como alimento de primera necesidad y con €l preparan una bebida 4cida,

refrescante, no alcohdlica llamada pozol (4)

El pozol es consumido desde tiempos prehispanicos y es componente importante de la
dieta diaria de diferentes grupos étnicos. Ademads ha tenido gran importancia ceremonial, pues
ya desde aquellos tiempos se usaba como ofrenda en las diversas festividades mayas
relacionadas con el cultivo y la cosecha del maiz (4) Actualmente, entre la poblacion indigena

es consumida diariamente por adultos, nifios e infantes (5)

Los indigenas elaboran el pozol principalmente para consumo familiar, aunque algunos
lo producen en una escala ligeramente mayor para su venta, principalmente los mestizos o

ladinos (6).

b. Proceso de elaboracion
En general el pozol es elaborado cociendo el maiz en una solucién alcalina de cal
(Ca(OH),) aproximadamente del 1% (w/v), posteriormente se lava y se muele para hacer una

masa llamada nixtamal.



A dicha masa se le da forma de esfera y se la envuelve en hojas de pldtano, o/y bolsas
de plastico dejando que se fermente a temperatura ambiente de 0.5 a 4 dias. La masa
fermentada es suspendida en agua y posteriormente bebida (7) Al beber el pozol se le puede
adicionar sal, azucar, miel o chiles secos molidos (4) Existe una modalidad de este refresco

llamado chorote, preparado en Chiapas fermentando una mezcla de nixtamal y cacao molido

(4,8)

Algunos componentes fibrosos no se solubilizan completamente en la nixtamalizacion,
es por ello que al suspender la masa en el agua queda un sedimento no agradable, segin la
poblacién mestiza. Aparentemente los mestizos han modificado el proceso tradicional de
nixtamalizacién dando un segundo hervor, a los granos de nixtamal, en agua antes de molerlo

y convertirlo en masa. De ese modo se reducen los sedimentos indeseables (7)

Maiz Nixtamalizado

Lavado —"I:'Cal
Cascarilla

Molienda

y

Formado en bolas

Fermentacion

Figura 1. Diagrama del Proceso de elaboracion del Pozol



A continuacion se describen los pasos reportados por Cafias et. al. (9) involucrados en
la obtencién del pozol
i. Limpieza del maiz
El maiz se limpia para eliminar material extrafio y granos podridos, cominmente se
agrega agua al maiz crudo de manera que lo cubra de 10 a 15 minutos. Se deja reposar unos

minutos y se procede a retirar todo lo que flota (maiz picado, podrido o cascarillas)

Otro método tradicional consiste en vaciar maiz de un canasto sostenido a cierta altura
a otro que se encuentre mas abajo. Mientas el maiz cae, se sopla (por ejemplo con un

sombrero) y asi se separa la cascarilla. Posteriormente es necesario separar los granos malos.

ii. Nixtamalizacion
Consiste en la coccion de los granos en agua con cal. Su objetivo es lograr la
separacion de la cascarilla del grano. Los productores comerciales la llevan a cabo en cubetas

de metal y los familiares, en recipientes de peltre o de barro.

La cal, que se adquiere en el mercado local, se puede agregar directamente sobre el
maiz seco, al que después se le adiciona el agua, o sobre la mezcla de maiz con agua. Algunos
productores mestizos suspenden previamente la cal en agua, esperan a que se asiente y la

agregan sin el sedimento, los indigenas la afiaden directamente.

La cantidad de cal necesaria, la cual ha se ha determinado empiricamente, es muy
importante, ya que si es insuficiente dard dureza al maiz dando lugar al “maiz para puercos”.
Si la cantidad es mayor a la necesaria, es preciso lavar muy bien para eliminar el exceso y
debe hacerse en un tiempo no mayor a 4 horas; de lo contrario el grano de maiz se impregna
de cal y el color y sabor del pozol se alteran. Durante la nixtamalizacion el maiz adquiere un

color amarillo, que se elimina con el lavado.

La coccidn se lleva a cabo en hogueras y termina cuando el hollejo se puede eliminar

facilmente al frotar el grano con los dedos. El tiempo oscila entre los 60 y los 120 minutos.



iii. Lavado del nixtamal
Se lleva a cabo con agua potable y tiene como fin la eliminacién de la cascarilla. El
maiz contenido en recipientes perforados se lava y se frota con las manos hasta que el agua
residual sea transparente. Otra técnica consiste en agregar agua al nixtamal dentro de una
cubeta, frotar los granos y transferirlos manualmente a otra cubeta con agua limpia, y repetir el

procedimiento hasta que el agua de lavado quede libre de turbiedad.

iv. Segunda coccion o “reventado”

Esta operacion representa la diferencia mas importante entre pozol indigena y mestizo.
Consiste en cocer el nixtamal en agua hasta que el grano de maiz “revienta” o “florea” Esta
operacion solo es hecha por productores mestizos. El tiempo de coccién varia de 3 a 8 horas y
el grado de reventado determina la consistencia final del Pozol. Esto en realidad permite la

obtencion de un producto mas fino.

V. Remojo
Procede a la molienda y se lleva a cabo, en el caso del pozol indigena, incluyendo el
agua del ultimo lavado del nixtamal (en frio) El pozol mestizo se remoja con el agua de
reventado (en caliente) Por lo general el remojo dura toda la noche y permite aumentar la

retencion de humedad, para evitar que el maiz se seque durante la molienda.

vi. Molienda
Se lleva a cabo el dia siguiente a la nixtamalizaciéon o reventado, en un molino
comercial, manual, o bien en un metate. Para llevarla a cabo se agrega un poco de agua.
Algunos productores consideran que la calidad y caracteristicas sensoriales del producto

cambian de acuerdo con el molino empleado.

Resulta importante destacar que durante la molienda se observan focos potenciales de
contaminaciéon microbiana. Los molinos de mano jamds se desarman para su limpieza. Es
comun desechar la primera tapa de masa que sale, ya que desprende un olor que es inaceptable

en el producto. En el caso de molinos comerciales, se limpia una vez al dia, al término de la



jornada, esta limpieza es un limpiado en seco, en donde se elimina la masa que queda adherida

al molino. La piedra se enjuaga con agua después de su uso.

vii. Elaboracion de la bola
La masa se amasa vigorosamente durante poco tiempo (40 a 80 seg.). Inmediatamente
después se forman bolas con ambas manos, o sobre la mesa, la cual se enjuaga previamente
con agua. Durante la formacion de la bola, todos los indigenas y algunos mestizos, utilizan
agua para hidratar la masa. Tanto la manipulacién de la masa, como el agua agregada en esta
etapa pueden ser, al igual que la molienda, fuentes importantes de indculo para la

fermentacion.

La temperatura de las bolas de pozol varia de acuerdo con el tipo de proceso por el cual
fueron obtenidas. Asi, la temperatura interna de las bolas terminadas, oscila entre 20 y 27 °C y
la externa de 20 a 24 °C. La forma y peso de las bolas también varia entre productores. La
forma puede ser ovalada o redonda, mientras que el peso puede estar en el intervalo de 15 g a

1 Kg, siendo el pozol indigena el de mayor peso.

viii. Envoltura
Una vez amasado, el pozol se envuelve tradicionalmente en hojas de pldtano, sin
embargo actualmente es comtn envolverlo en bolsas de pléastico. Algunos indigenas
argumentan que la hoja retarda la acidificacion del pozol. Sin embargo, actualmente la bolsa
de pléstico es preferida por ser mds econémica y por disminuir el peso y el volumen del

producto.

ix. Fermentacion
La mayoria de los consumidores prefieren el pozol fresco, es decir, el que se prepar6 el
mismo dia. Aunque no es muy 4cido, ya presenta cierto grado de fermentacion ya que el
tiempo que transcurre entre su preparacion (envoltura) y su consumo (aproximadamente 8
horas) es suficiente para que las Bacterias Lécticas (BAL) responsables de la acidificacion

alcancen su maximo desarrollo.



Entre los indigenas es mas frecuente el consumo de pozol maduro o agrio, sobre todo
los hombres que realizan trabajo de campo, porque argumentan que les da energia para
trabajar. La maduracién, que consiste en dejar las bolas de Pozol en hojas de platano a
temperatura ambiente, tiene generalmente una duraciéon méaxima de 4 dias, aunque algunas
personas lo fermentan por mds tiempo y lo consumen cuando ya presentan un notorio

crecimiento superficial de mohos.

¢. Composicion Fisico-Quimica

La transformacion del maiz en masa requiere un proceso en el que se utiliza agua, calor
e hidréxido de calcio. Estos tres elementos influyen en la composiciéon quimica dando lugar a
modificaciones en su contenido de nutrientes. Los cambios se deben a las pérdidas materiales
de grano y a las pérdidas quimicas, que pueden derivar de la destruccion de algunos elementos

nutritivos y de la transformacion quimica de otros.

i. Contenido de fibras
En la masa se encuentran en promedio 5.97 y 2.98 por ciento (peso seco) de fibra
soluble en solucién neutrodetergente y acidodetergente, respectivamente. Con respecto a la

hemicelulosa: la masa contiene un 3.18 por ciento (10)

Empleando el método de Asp et al. (11), Acevedo y Bressani (12) han hallado una
disminucion de fibra insoluble en la transformacién del maiz crudo (13 por ciento) en masa (6
por ciento) La fibra soluble aument6 del 0.88 por ciento en el maiz crudo al 1.31 por ciento en
la masa. La disminucién debida a la transformacion del maiz crudo en masa se debe a la

pérdida de la cubierta seminal

ii. Carbohidratos
El maiz contiene aproximadamente 2% (w/w) de azucares solubles (sobre todo
sacarosa). Sin embargo, gran parte de esto es pérdida durante el cocido y los pasos de lavado,
dando como resultado en un 0.7% a 0.1% (w/w) en peso seco de estos azicares en la masa

(13). También se han detectado pérdidas de almidén de aproximadamente el 5%. Con respecto



al contenido de glucosa libre se han reportado valores menores a 2g/L. y el contenido de

humedad en pozol oscila entre 58 a 71% (14)

Robles, Murray y Paredes-Lépez (15) determinaron que la coccién en agua de cal y la
maceracion del maiz daban lugar a aumentos considerables de viscosidad y que el tiempo de
coccion influfa notablemente en las propiedades del empastado, aunque no se daba una
gelatinizacion difundida del almidén. A mayor tiempo de coccidén, mayor es la cantidad de

almidon sensible a las enzimas.

jii. Vitaminas
Se han reportado pérdidas de tiamina, riboflavina, niacina y caroteno durante la
transformacion del maiz en tortillas por coccion en agua de cal. La vitamina que ha despertado
la atencién de diversos investigadores ha sido la niacina, por sus relaciones con la pelagra.
Bressani, Gomez-Brenes y Scrimshaw (16) hallaron que la cantidad de niacina asimilable que

contiene el maiz tratado en agua de cal es ligeramente superior a la del maiz en bruto.

iv. Variacion del pH a lo largo de la fermentacion
Durante la fermentacion, el valor de pH de la masa disminuye de un valor inicial de
aproximadamente 7 6 7.5 a5 6 4 en 12 horas. Los valores de pH son de 4 a 4.7 después de,
aproximadamente, medio dia de fermentacién. Durante 6 a 9 dias de almacenamiento, el pH
declina a valores aproximadamente de 3.6 a 3.9. En algunos casos se ha apreciado que en la

superficie de la masa hay valores de pH de aproximadamente 4 a 4.4 (14)

Las concentraciones de acidez titulable (expresadas en por ciento de dcido lactico) se
encuentran en valores entre 0.45% a 0.35% en pozol indigena y mestizo respectivamente, en

este ultimo se han encontrado valores de acidez un poco mas altos (de 0.6% a 0.7%)



d. Composicion microbiologica
i. Fuentes de inéculo

Como el pozol es un alimento fermentado naturalmente, es decir, no se le afiade
intencionalmente un indculo, la microbiota existente en esa matriz es grande y diversa. En el
proceso de manufactura del pozol hay varios puntos en los que los microorganismos podrian
entrar en la matriz alimentaria. Nuriada, et al (1995)(14) encontré que el agua de remojo del
nixtamal permite el crecimiento de diversos tipos de bacterias, incluyendo BAL, meséfilos

aerobios y enterobacterias, las cuales constituyen la microbiota inicial del pozol.

Durante la molienda en molinos comerciales se contamina la masa con grandes
cantidades de bacterias lacticas, mesoéfilos aerobios y adiciona levaduras. Lo anterior debido a
la masa fermentada retenida en los espacios muertos del molino. Otros pasos del proceso,
incluyendo el contacto con las manos, tablas de madera, exposicion al aire, etc. contribuyen
solo en menor cantidad al inéculo de microorganismos en comparacién con el remojo y la
molienda (14)

ii. Microbiota a lo largo del proceso de fermentacion

La evolucién de la microbiota se divide en tres etapas. La primera etapa comienza con
una alta cantidad de microbiota, la mayoria de la cual procede de la molienda (17). Esta
microbiota inicial contiene aerobios estrictos, incluyendo Exiguobacterium y al menos dos
estreptococos, miembros del género Streptococcus y Enterococcus, quienes reportaron ser una

alta proporcién de la microbiota a través del proceso (17).

Los aerobios estrictos estdn presentes en el pozol durante los primeros dias de
fermentacion y consumen el oxigeno presente. Posteriormente disminuye su concentracion

hasta niveles indetectables.

Durante la segunda etapa (de 24 a 48 h) se desarrollaron BAL heterofermentativas,

incluyendo a especies de Leuconostoc 'y Lactobacillus fermentum, alcanzan su nivel maximo



a las 48 h. La importancia de estos organismos heterofermentativos fue la produccion de altos

niveles de etanol, cuya concentracion es similar a la de lactato (17).

La produccién de 4cido lactico por las BAL heterofermentativas resulta en un descenso
de pH (a aproximadamente 4.2) el cual es probablemente responsable del desarrollo de
levaduras y hongos que se desarrollan en la periferia de la bola de pozol. Finalmente el
nimero de enterobacterias presentes en la fermentacion decrece dentro de la bola, mas

aumenta en la periferia.

La etapa final (48 a 96 h) de fermentacion esta caracterizada por un descenso en la
concentracion de BAL heterofermentativas y el aumento de BAL homofermentativas
(parientes cercanos de Lactobacillus plantarum, Lacotbacillus casei y Lactobacillus
delbrueckii) y especies de Bifidobacterium, ninguna de las cuales han sido detectadas en
previas etapas del proceso. Este desarrollo repercute en una baja posterior del pH,

particularmente en el centro de la bola.

Las BAL homo fermentativas, mas resistentes al pH bajo son capaces de desarrollarse,
mientras que la concentracion de dcido lactico es alto y el pH cercano o por debajo de 4. Ellas
contindan con el proceso de acidificacién. Por ultimo, el desarrollo de Bifidobacterium,
ademads de la produccién de etanol (y no de acetato) por BAL heterolécticas, sugieren que las

condiciones anaerobias prevalecen en el pozol.

Como se menciond previamente, la microbiota dentro de las bolas del pozol varia. De
esta manera, las poblaciones de levaduras, y hongos productores de exopolisacdridos, las
bifidobacterias y las enterobacterias tienden a desarrollarse mas en la periferia que en el centro
de la bola. Sorprendentemente, los anaerobios estrictos y aerobios estrictos coexisten en la
periferia de la bola, donde el oxigeno del aire debe estar disponible. Probablemente la gran
cantidad de microorganismos que crecen en la superficie rdpidamente utilizan dicho oxigeno
de tal manera que la concentracién aparente es cero. Por otra parte, la baja cantidad de
bifidobacterias en las bolas de pozol sugieren que los nutrientes requeridos para su

crecimiento no estdn disponibles en dicha matriz, pero que podrian ser producidos por los



organismo presentes en la periferia, como los hongos. Ademads, las levaduras que se
desarrollan, sobre todo, en la periferia de la bola, tienden a limitar el descenso de pH durante
la produccién de acido lactico (pH de 8.33) lo cual podria ayudar al desarrollo de las
bifidobacterias, que son afectadas por bajo pH. Otros organismos, tales como Lactobacillus
plantarum, y Lactobacillus fermentum han sido identificados en una distribucién uniforme en

las bolas de pozol (17).
iii. Microorganismos encontrados en el pozol
Durante el largo tiempo que se ha estudiado a este alimento, se han podido identificar a

los siguientes microorganismos, gracias a diversas técnicas microbioldgicas:

Tabla 1. Bacterias, hongos y levaduras aislados del Pozol (7, 17-19)

Bacterias Mohos Levaduras
Bifidobacterium minumum Cladosporium cladosporoides | Candida guilliermondii var. guilliermondii
Clostridium sp. Penicillium fellutanum Debaryomyces hansenii
Enterococcus saccharolyticus Phoma fimeti Geotrichum candidum
Enterococcus sulfureus Phoma glomeratta Kluyveromices lactis var. lactis
Exiguobacterium acetylicum Rhodothorula minuta
Exiguobacterium aurantiacum Rhodotorula mucilaginosa

Lactobacillus alimentarium
Lactobacillus casei
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis sub. Lactis
Leuconostoc

Oxalophagus oxalicus
Pediococcus
Sphingomonas sp.
Streptococcus bovis
Streptococcus macedonicus
Streptococcus suis




2. Bacterias acido lacticas (BAL)

a. Generalidades

Las bacterias dcido lacticas (BAL) comprenden un grupo de organismos en forma de
bacilos o cocos, con baja proporciones de GC, son acido tolerantes, no formadoras de esporas,
catalasa negativo, gram positivo y se asocian de acuerdo con sus caracteristicas metabdlicas y

fisioldgicas.

Estas bacterias, que comunmente se encuentran en plantas en descomposicion y
productos lacteos, producen acido lactico como el producto final mayoritario del metabolismo
de los carbohidratos. La caracteristica anterior ha enlazado histéricamente a las BAL con las
fermentaciones alimentarias, puesto que la acidificacién inhibe el crecimiento de agentes de
putrefaccion. Muchas BAL producen proteinas-bacteriocinas, lo cual provee una barrera para
la descomposicion o bien, hacia microorganismos patdgenos. Aun mads, el dcido lactico y otros

metabolitos contribuyen al perfil organoléptico y de textura de un alimento(20).

La importancia industrial de las BAL es por su estatus de GRAS (Generalmente
reconocidas como seguras, por sus siglas en inglés). Los géneros que se encuentran reunidos
bajo la clasificacion de BAL son: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus y
Streptococcus asi como los géneros Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Teragenococcus, Vagococcus, y Weissella; estos ultimos pertenecientes a la orden de los

Lactobacilae.

b. Metabolismo

Hay dos rutas principales de fermentacion de hexosas, los cuales se usan para clasificar
las BAL. Bajo condiciones de exceso de glucosa y oxigeno limitado, las BAL homolécticas
catabolizan un mol de glucosa por la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) dando como
producto dos moles de piruvato. El balance intracelular se mantiene a través de la oxidacion de
NADH a la par que se realiza la reduccién de piruvato a acido l4ctico. Este proceso genera dos

moles de ATP por glucosa consumida.



Las bacterias acido lacticas heterofermentativas utilizan la ruta de las pentosas-fosfato
(o ruta de las pentosas fosfocetolasas) En esta ruta, una mol de Glucosa-6P es inicialmente
deshidrogenada a 6-fosfogluconato y subsecuentemente descarboxilada. La pentosa-5P se
rompe en un mol de gliceraldehido-P y un mol de acetil-P. El gliceraldehido-P es
posteriormente metabolizado a lactato como en una homofermentacion, con el acetil fosfato
reducido a etanol gracias a los intermediarios acetil-CoA y acetaldehido. Teéricamente, los
productos finales (incluyendo ATP) son producidos en cantidades equimolares a partir del

catabolismo de un mol de glucosa

c. BAL en el pozol
Las Bacterias Acido-Lacticas son un grupo dominante durante todas las etapas de la

fermentacion del Pozol (7, 14, 19, 21)

Debido a la baja concentracion de azucares remanentes en el maiz, después de la
nixtamalizacién (13), los polisacaridos deben ser el sustrato en mayor proporcién. Entre los
polisacéridos, el mds importante en cantidad es el almidén. 40% de las BAL presentes en la
masa inicial son amiloliticas, aunque la concentracion de almidon va descendiendo hasta el
3% después de las 72 h de fermentacion. (18). Lo anterior sugiere que el pH inicial (alrededor
de 7.4) puede favorecer el crecimiento de bacterias con alta actividad amilolitica. En contraste,
se observé una concentracion relativamente alta de BAL no amiloliticas al final de la
fermentacion. Lo anterior podria ser por un uso eficiente de mono y disacaridos inicialmente

presentes y de otros azucares que hayan sido hechos disponibles por las BAL amiloliticas (18).

Flores (1996)(2) ha detectado actividad xilanolitica en la coleccién de BAL aisladas
del pozol. Debido a la presencia de xilano en la hemicelulosa del maiz, estas bacterias podrian

contribuir en la fermentacion del pozol mediante el uso de este carbohidrato.



3. Métodos de estudio microbiolégico

a. Generalidades

La microbiologia de alimentos ha tendido a enfocarse en el estudio o deteccion de
ciertos microorganismos. Sin embargo, se ha visto la necesidad de considerar el ecosistema
completo, ya que el crecimiento, sobrevivencia y actividad de cualquier especie puede estar

determinada por la presencia de otras especies.

Los conceptos ecoldgicos constituyen las bases tanto para el control de
microorganismos indeseables como para el uso racional de microorganismos en la produccion

de alimentos y bebidas fermentadas, asi como para su uso como probidticos(22, 23).

b. Determinacion de la estructura de comunidades microbianas en alimentos

Al ser los alimentos fermentados matrices complejas, el uso de los métodos
convencionales para la identificacion de cada uno de sus miembros resulta insuficiente. Una
alternativa para determinar la estructura microbiana de estos alimentos es aislar
microorganismos Yy tipificarlos; otra es utilizar métodos que no dependan del cultivo, en los

que se extraen dcidos nucléicos directamente del alimento (24) (Fig. 2).
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Figura 2. Evaluacion de comunidades microbianas en alimentos fermentados(24)

Usando el enfoque ecoldgico seria posible recopilar:

e Datos confiables sobre la diversidad y la identificacién taxonémica de los
microorganismos que colonizan el alimento en cada etapa de su manejo

e Datos cuantitativos que describan cambios en las poblaciones durante la
produccion y cadena de distribucion.

e Informacidn sobre la distribucién espacial de lo microorganismos en el producto

e Impacto de los factores intrinsecos y extrinsecos en el crecimiento, sobrevivencia
y actividad bioquimica de los microorganismos

e Correlaciones entre el crecimiento y la actividad de los organismos individuales y

la calidad y seguridad del producto (24).



c. Msétodos Moleculares

Las relaciones entre los organismos constituyen la base més natural para clasificar a
microorganismos (25, 26). Idealmente las relaciones entre microorganismos podrian ser
establecidas comparando las secuencias nucleotidicas de sus genomas; sin embargo el andlisis
a esta escala es impractico, pero puede ser inferido con tan solo la secuencia de genes
individuales. Se utilizan entonces ciertas macromoléculas que funcionan como crondémetros
evolutivos. Gracias a estas moléculas se puede medir la distancia evolutiva por diferencias en

las secuencias de nucleétidos o aminodcidos de macromoléculas homdlogas aisladas de ellos.

Las macromoléculas a utilizar deben estar distribuidas universalmente en el grupo a
estudiar y deben ser funcionalmente homdlogas en cada organismo. También es requisito que
contengan regiones con similitud significativa y a la vez regiones que difieran para poder
comparar sus secuencias. Las regiones variables deben de cambiar a una velocidad
proporcional a la de la distancia evolutiva medida. En el caso de células procariontes, el ADN;

16S (aproximadamente 1600 nucleétidos) es el mas utilizado (27).

i. Métodos de tipificacion de microorganismos
Los siguientes métodos agrupan microorganismos, lo cual nos permite distinguirlos
mds alldi de la especie. Son muy dutiles para agrupar microorganismos antes de la

identificacion(24).

1. RFLP.- (Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion)
Esta técnica fue la primera en ser utilizada. Se extrae el ADN (el genoma completo) de cada
cepa, se digiere con enzimas de restriccion y los fragmentos obtenidos se separan y visualizan
por electroforesis en geles de agarosa. Se obtienen patrones de bandas con buena
reproducibilidad pero pro lo general son muy complejos. La forma como mads se ha estudiado
el RFLP es estudiando el polimorfismo de regiones particulares. Para hacer una
ribotipificacion se transfieren los fragmentos a una membrana, se hibridan con una sonda de
ARN; marcada y se visualizan dnicamente los fragmentos hibridados, los cuales pueden ser

comparados con cepas de referencia.



2. RAPD.-(Andlisis del DNA polimoérfico amplificado
aleatoriamente) Conocido también como AP-PCR (PCR cebado arbritariamente) Consiste en
amplificar al azar regiones de ADN extraido de microorganismos. Los cebadores se escogen al
azar, por lo que no es necesario contar con informacidén sobre secuencias especificas del
microorganismo a tipificar. Se utilizan temperaturas de alineamiento bajas, de manera que se
obtengan productos de PCR que permitan el alineamiento de los cebadores a pesar de que
existan una o dos bases que no coincidan. Después de su separaciéon mediante electroforesis en
geles de agarosa se obtienen patrones simples de fragmentos de ADN de diferentes tamafios.
El problema de esta técnica es su sensibilidad a las condiciones de la reaccidn, por lo que es

dificil en ocasiones obtener una reproducibilidad inter-laboratorios adecuada.

3. AFLP.- (Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados) Es
una combinacion de PCR y el uso de enzimas de restriccion. Se basa en la amplificacion por

PCR de fragmentos de restriccion de DNA gendmico. Se realiza en tres etapas:

a. Restriccion del ADN y ligamento de los adaptadores: Se
realiza la restriccion con dos enzimas que producen fragmentos de ADN con dos tipos
diferentes de extremos cohesivos. A estos se ligan adaptadores, que son oligonucledtidos
cortos que funcionardn como los sitios de alineamiento de los cebadores.

b. Amplificaciéon selectiva de algunos fragmentos de
restriccion: Se usan dos cebadores diferentes conteniendo la misma secuencia que los
adaptadores mds varias bases contiguas al sitio de restriccion. Se utilizan condiciones estrictas,
de manera que se amplifican inicamente los fragmentos en las que las extensiones del cebador
coinciden exactamente con los nucleétidos adyacentes al sitio de restriccion

c. Separaciéon de fragmentos por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (geles de secuenciacion): Generalmente se obtienen
patrones de 50 a 100 fragmentos, con mucha reproducibilidad debido a las condiciones

estrictas del alineamiento.



Esta y otras técnicas basadas en el PCR han sido automatizadas mediante el uso de
cebadores marcados con fluorescencia. Otros métodos se basan en la comparacion de DNA

ribosomal.

4. ARDRA.- Anilisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado.
Se basa en la comparacién de ADN ribosomal, para lo cual se obtiene el ADN, mediante
amplificaciéon por PCR usando cebadores universales. El producto es luego digerido con

enzimas de restriccion y los fragmentos se analizan en geles de agarosa.

Con todas estas metodologias se obtienen patrones de bandas o “huellas digitales” de
cada microorganismo. Se determinan las diferencias entre éstos y se construyen matrices de

distancias de los cuales se obtienen dendrogramas.

Para identificar los microorganismos clasificados, es comun incluir en el andlisis cepas
de referencia o identificar cepas representativas de cada grupo mediante la comparacién de

secuencias del gen ribosomal 16S.

Estas metodologias son muy convenientes para clasificar e identificar rapidamente
colecciones de microorganismos, sin embargo requieren del aislamiento y cultivo de los
microorganismos (18)

ii. Dendrogramas
Los dendrogramas son diagramas, con forma de drbol, que se utilizan para representar
las relaciones entre organismos. La longitud de sus ramas es proporcional al grado de

semejanza entre los microorganismos(28).

Para formar los arboles es necesario formar una matriz de distancias con datos
fenotipicos o genotipicos, posteriormente se realiza un agrupamiento. Los agrupamientos mas
comunes son el UPGMA (Agrupamiento por pares sin pesos usando medias aritméticas) y el
neighbor joining. El de UPGMA se usa mds debido a su simplicidad y aplicabilidad
universal(29, 30).



4. Xilano

El xilano es el mayor componente de la hemicelulosa de las plantas después de la
celulosa(31) El xilano y la celulosa son los polisacaridos hemiceluldsicos predominantes que

se encuentran en las paredes celulares de las plantas terrestres. En ellas pueden constituir mas

del 30% de peso seco (31)

a. Estructura

La estructura de los xilanos es variable, pues va de cadenas B-1,4 polixilosa a cadenas

altamente ramificadas de heteropolisacaridos (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de los arabinoxilanos (32)
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Figura 4. Estructura del xilano (33)

La cadena principal del xilano es andloga a la de celulosa pero compuesta de D-xilosa
en vez de D-glucosa. Las ramas consisten en L-arabinofuranosa ligada a las posiciones O-3 de
los residuos de D-xilosa. También pueden ser de dcido D-glucorénico o de dcido 4-O- metil-

D-glucorénico ligado a las posicion O-2. Ambas cadenas laterales estdn ligadas a-



glicosidicamente. La cantidad de ramas y su composicion varia dependiendo da la fuente de

procedencia.

Los xilanos son usualmente constituyentes primarios de la pared celular de semillas y
bulbos de ciertas plantas, en ellas su papel es el de carbohidrato de reserva. En cualquier parte
de la planta, los xilanos interactdan con otros componentes estructurales con los que puedan
hacer puentes de hidrégeno, en particular con las microfibrillas de celulosa, o bien con la

lignina. Los xilanos son solubles en soluciones alcalinas.

b. Xilano de fibra de maiz

La fibra de maiz es la fuente de una hemicelulosa. Puede ser obtenido por extraccioén
con agua alcalinizada (solucién diluida de hidréxido de calcio) de la fibra de maiz. Es usado
como espesante y/o como estabilizador de emulsiones y agente extensor. Esta fibra consiste en

una cadena con enlaces (1-> 4) unidades de B-D-xilanopiranosil altamente ramificada (23%).

La hemicelulosa de pericarpio de trigo es similar a la fibra de maiz en estructura y

composicion (34).

5. Enzimas Xilanoliticas

Tabla 2. Principales enzimas xilanoliticas

Enzima Numero de clasificacién
Endo fB-1,4-xilanasa EC3.2.1.8

endo -1,4-mananasa EC3.2.1.78
B-1,4-D-xilosidasa EC3.2.1.37
acetil-xilan-esterasa EC3.1.1.6
a-arabinofuranodasa EC3.2.1.55
a-glucoronidasa EC 3.2.1

Debido a la compleja estructura de los xilanos, diversas enzimas son requeridas para su

degradacion y modificacion.



Las principales glicanasas que depolimerizan la columna de la hemicelulosa son la
endo p-1,4-xilanasa y la endo [-1,4-mananasa. Los oligosacaridos pequefios son
posteriormente hidrolizados por la [-1,4-D-xilosidasa, B-1,4-D-manosidasa, y la [B-1,4-
glucosidasa. Los grupos laterales esterificados son liberados por la acetil-xilan-esterasa y la

acetil-galactoglucomanan-estearasa.

a. Xilanasas

Historicamente, la division funcional de las xilanasas ha estado relacionada a la
capacidad de ciertas xilanasas para liberar sustituyentes arabinosil del arabinoxilano. Hay
algunas que son cooperativas y otras que no asi como existen endo y exo xilanasas. La
xilotriosa es el oligdmero mds pequefio hidrolizado por las xilanasas caracterizadas y

reportadas(35)

b. B-XILOSIDASAS

Las 1,4-B-D-xilosidasas hidrolizan los xilooligosacaridos y la xilobiosa a xilosa al
remover sucesivamente residuos de D-xilosa del extremo no reductor. Estas enzimas son parte
de la mayoria de los sistemas xilanoliticos microbianos, sin embargo los niveles de produccién
extracelular mas grandes han sido reportados en hongos.

Las B-xilosidasas son enzimas grandes, con pesos excediendo a los 100 kDa y con
frecuencia se componen de dos o mds subunidades(35). La mayoria de estas enzimas
purificadas muestran alta actividad hacia la xilobiosa y no muestran actividad hacia el xilano.
La actividad hacia los xilo-oligosacaridos generalmente decrece rdpidamente con el

incremento de la cadena(35).

Ademds de la formacién de xilosa, muchas B-xilosidasas también pueden tener

actividad de B-glucosidasa. Estas enzimas son inhibidas por la xilosa.

¢. oArabinosidasas
Las a-L-arabinofuranosidasas hidrolizan los grupos a-L-arabinofuranosil no reductores

de los arabinanos, arabinoxilanos y arabinogalactanos. La produccion de arabinosidosas en los



microorganismos es frecuentemente asociado con la producciéon de enzimas pectinoliticas o

hemiceluldsicas.

d. a-Glucuronidasas
Para realizar la hidrdlisis de los enlaces a-1,2-glicosidicos entre la xilosa y el acido D-
glucurénico o su 4-O-metil éter, se necesitan las o-glucoronidasas. Solamente unas cuantas o-

glucoronidasas han sido purificadas o caracterizadas totalmente (35).

e. [Estearasas
Aunado a las enzimas que hidrolizan los enlaces glicosidicos de los xilanos, se

requieren estearasas para liberar los 4cidos esterificados de los xilanos.

Los xilanos son frecuentemente aislados por extraccion alcalina, en la cual los grupos
éster estdn saponificados. Algunas de las enzimas accesorias son capaces de liberar
sustituyentes del xilano polimérico y por lo tanto podrian ser utilizadas para cambiar la

viscosidad y solubilidad de xilanos.

En la naturaleza, todas estas enzimas estan presentes, usualmente, en mezclas con otras
enzimas degradadoras de biomasa y actdan sinergéticamente con ellas para romper las paredes
celulares. El sinergismo entre las a-arabinosidasas, xilanasas y las B-xilodisasas ha sido
demostrado en la hidrélisis de arabinoxilano de salvado de trigo con enzimas purificadas de 7.

reesei (35).

Debido al alto grado de acetilacion, las xilanasas tienen solo acceso limitado a la
columna polimérica en la ausencia de estearasas. Sin embargo, la desacetilacién por acetil-
xilan-estearasas previas a la accion de xilanasas, resultan en un rendimiento menor que cuando

actdan simultdneamente la xilanasa, la B-xilosidasa y las estearasas (35).

f. Aplicaciones
La aplicaciones biotecnoldgicas potenciales de las enzimas xilanoliticas han sido

descritas ampliamente, aqui presentamos un resumen de ellas (35):



e Preblanqueado de pulpa kraft

Las enzimas xilanoliticas requieren de una baja inversion, no complican el proceso,
reducen significativamente el uso de blanqueadores y reducen la contaminacion.

e Decortezado.

Ayudan a deshacer més eficientemente la capa de células entre la madera y la corteza,
reducen las pérdidas en el proceso e impiden que queden residuos de corteza que podrian
oscurecer el papel.

e  Modificacién de fibras

e Produccion de fibras disolventes

Estas fibras se utilizan para producir materiales celulésicos como acetatos, celofanes y
rayones. Las enzimas xilanoliticas ayudan a que estos materiales estén lo mds puro posible,
ayudan a quitar color y a utilizar menos quimicos, lo cual reduce costos y contaminacion al
ambiente.

e Remocion de fragmentos

Aumentan la calidad de la pulpa al eliminar los fragmentos de fibras que quedaron sin
separar durante el proceso, ademds eliminan color.

e Podredumbre controlada de fibras de lino y cafiamo

e C(larificacion d vinos y jugos

e  Extraccion de café, aceite de plantas y almidon

e Maceracion de plantas con paredes celulares

e Aumentar las propiedades nutricionales de los piensos

e Produccién de espesantes

e Modificador de textura de productos de la panificacion.

En resumen, se ha demostrado que las BAL son importantes en la fermentacion del
pozol, pues ellas son las encargadas de acidificar la masa(17). Debido a la baja concentracion
de azicares remanentes en el maiz, después de la nixtamalizacién (13), los polisacaridos
deben ser el sustrato en mayor proporcién para estas bacterias. Entre los polisacaridos, el mas
importante, en cantidad, es el almidén y se ha encontrado que 40% de las BAL presentes en la

masa inicial son amiloliticas, observando que la concentracion de almidon va descendiendo



hasta el 3% después de las 72 h de fermentacion. (18). En contraste, se ha observado una

concentracion relativamente alta de BAL no amiloliticas al final de la fermentacion.

Ademas del almiddn, en la masa de maiz nixtamalizado se encuentra otro componente
muy importante: la hemicelulosa, de la cual el xilano es el componente mayoritario. En el
pozol, de las 94 cepas de BAL aisladas 88% son xilanoliticas (2). El xilano es el componente
mayoritario de las hemicelulosas (mds del 30%), y la masa contiene un 3.18% de estos
polisacdridos. Se ha observado que 64% de las BAL aisladas del pozol, son alta o
medianamente Xilanoliticas por lo que deseamos saber si una de estas bacterias puede crecer
en un medio con xilano como unica fuente de carbono. Finalmente tipificar las cepas e
identificarlas nos ayudard para saber mds sobre la relacién entre este polimero y las BAL

aisladas del pozol.



HIPOTESIS

Si las bacterias lacticas xilanoliticas pueden desarrollarse en el pozol y existe una gran
variedad de éstas en el pozol, entonces esta actividad enzimética debe ser importante durante

la fermentacion de este alimento.



OBJETIVOS

Identificar y tipificar bacterias lacticas aisladas del pozol, con el fin de determinar si,
en un dendrograma, las bacterias xilanoliticas constituyen un solo grupo, asi como si son

capaces de desarrollarse en medios con xilano como fuente de carbono.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Tipificar y clasificar las bacterias l4cticas aisladas del pozol mediante la técnica
ARDRA (Anilisis de Restricciéon del ADN ribosomal Amplificado)

* Identificar bacterias seleccionadas de cada uno de los grupos obtenidos en el punto
anterior.

* Determinar si una bacteria xilanolitica es capaz de desarrollarse en un medio con
xilano como tnica fuente de carbono con el fin de determinar si este polimero es un sustrato

importante en la fermentacién del pozol.
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Figura 5. Diagrama general de la metodologia de la investigacion



1. Microorganismo empleados

a. Aislamiento

Se trabaj6é con una coleccién de 94 cepas de bacterias lacticas aisladas de diferentes
muestras de pozol elaboradas en Tapachula y San Cristébal de las Casas por un productor
local. Las cepas fueron aisladas por Nuraida (1988) (2, 36) y Cafas (1991) (37). Para ello se
tomé muestras de las bolas de pozol de la superficie y del interior, empleando una espétula
estéril. Se suspendieron las muestras (10 g) en 90 mL de agua peptonada al 0.1%, se hicieron
diluciones y se sembraron alicuotas de 0.1 en placas con medio de cultivo (Agar MRS),
posteriormente se incubaron 4 dias y se contaron todas las colonias catalasa negativo. Para el
aislamiento de las cepas de bacterias lacticas se transfirieron colonias representativas en placas
con medio de la misma composicién y se resembraron por estrias. Las colonias puras
resultantes se inocularon en medio semis6lido de APT adicionado con 0.2% de agar con un

apunta de espdtula de CaCOj; por tubo(2).

Las perlas fueron cultivadas por el método de ultracongelacién en perlas de vidrio

perforadas con glicerol (Technical Service Consultants, Ltd.) a -70°C

b. Hidrdlisis del xilano
Flores (1996)(2) caracterizé la actividad xilanolitica de la coleccién de BAL aisladas

del pozol de la siguiente manera:

Se sembraron los microorganismos por picadura en el centro de una caja petri con
agar-APT, en el cual se sustituyé la glucosa por RBB-Xilano (Azul de Ramazolio Brillante
unido a Xilana sicma m 5019)) al 1% como fuente de carbono y se incubaron a 29°C durante 168
h. El sustrato al ser hidrolizado se decolora en aquellas zonas en donde estd presente la
actividad enzimatica y los halos de hidrdlisis se observaron como zonas claras que

contrastaban con el color azul del resto del sustrato que no fue hidrolizado.

La actividad xilanolitica se defini6 como de acuerdo al tamano del diametro de los

halos (medidos en centimetros). De esta manera los halos de 0 a 1 cm se clasificaron como



actividad débil, los halos de 0.1 a 2 cm como actividad media y los halos de 2.1 a 3cm como

actividad fuerte.

2. Tipificacion de bacterias lacticas aisladas del pozol

a. Comprobar la pureza de la cepa
Para asegurar la pureza de las cepas aisladas se realizaron observaciones coloniales y
microscopicas. Se determind el gram y se realizé la prueba de la catalasa, para eliminar las que

no pertenecieran al grupo de bacterias lacticas.

i. Tincion de Gram
Debido a que la morfologia del gram puede cambiar con el tiempo y medio de cultivo,
se cuidaron estos pardmetros, siendo para todas las cepas el medio de resiembra APT por 24
horas a 30°C, con posterior plaqueo en medio MRS agar incubado en las mismas condiciones.
La tincién de gram para las BAL se realiz6 de acuerdo al método descrito por Harrigan y

McCance (38).

ii. Prueba de la catalasa
Para esta prueba, sobre un portaobjeto limpio, se colocé una gota agua, sobre ella una
asada del cultivo a probar. Finalmente se agregaron 1 6 2 gotas de peréxido de hidrégeno al

3%. Esta prueba se toma como positiva con la efervescencia del peroxido de hidrégeno (39).

b. Extraccion de ADN
Para extraer ADN a partir de cepas puras se empled el procedimiento modificado de

Lawson et al. (1989)(40) La metodologia se describe brevemente a continuacion:

e Colocar 500 pL de buffer TES en microtubos de 1.5 mL estériles. Con asa estéril
tomar y resuspender una muestra de biomasa bacteriana de los cultivos en placa de MRS del

tamafio de un grano de arroz aproximadamente.



e Adicionar 20uL de lisozima (20ug/pL), agitar con la mano. Incubar en un bafio a
37°C de 15 a 60 min. Se debera ver como la viscosidad aumenta. Este paso ayuda a romper la
pared celular

e Adicionar 8ul. de pronasa (20ug/ulL) para que degrade proteinas, y 8 ulL de
ARNasa (20pg/pL), 1a cual degrada el ARN. Se agita con la mano y se incuba en bafio a 65°C
por 1 h.

e Adicionar 120 pL. de SDS (10%), agitar en un vortex por 5 s. € incubar en bafio de
agua a 65°C por 1 h. Este tratamiento contribuye a romper células y la temperatura alta evita la
accion de las dnasas.

e Dejar enfriar y adicionar 600 pL de fenol-cloroformo (sigma-Aldarich, 25:24) Agitar
vigorosamente con la mano hasta formar una emulsién blanca y centrifugar 10 min. en
microcentrifuga emie) @ 14,000 rpm

e Extraer la fase superior y colocarla en un microtubo de 1.5 mL nuevo, adicionar
etanol absoluto frio en un volumen similar al extraido y mezclar suavemente.

e Centrifugar 10 min a 10,000 rpm

e Retirar el sobrenadante con cuidado y dejar secar

e Resuspender el pellet en 50ul. de agua desionizada estéril, dejar hidratar y

almacenar a 20°C

c. Comprobacion de la calidad de extraccion del ADN
Para dicha comprobacién se hizo una electroforesis convencional en geles de agarosa

(Agarosa ultrapura InvitrogenTM Life Technologies) 4 UNa concentracién de 0.9% w/v

Se corrieron las muestras en un equipo de electroforesis convencional, de campo
constante (Fuente de poder: BIO RAD Power Pac 300, BIORAD, EUA. Cdmara de electroforesis: Pharmacia Biotech, GNA 011,
Amsterdam Biosciences AB, Suecia) LOS amortiguadores usados fueron TAE 2X con azul de bromofenol,

como amortiguador de carga y como amortiguador de la cimara TBE 1x.

Las condiciones para la electroforesis fueron 55 V por 120 min. Al término de la

misma se tifié el gel en solucidén de bromuro de etidio (0.5 pL/mL) io-rap) ¥ se digitalizé la



imagen en un Fluor-S Multimager (gio-rad, Richmonton, California, EUA). E1l ADN debe aparecer como

una banda definida de alto peso molecular

d. Cuantificacion de ADN obtenido

Con el fin de determinar el grado de pureza de la extraccion, asi como para tener
condiciones semejantes en la concentracion de ADN que se va a amplificar por la PCR (una
unidad, es decir, 50ng/uL), se cuantificé el ADN por el método descrito por Sambrook et al.
(41). Para ello se midio la absorbancia de la solucién de ADN en el espectrofotometro yv.visible

Agilent 8453E) @ dos longitudes de onda 260 y 280 nm.

La lectura a 260 nm permite el cdlculo de la concentracién de ADN o ARN en la
muestra, la lectura a 280 nm estd asociada a la cantidad de proteina presente en la muestra y
por lo tanto la pureza del producto. La relacion entre ambas lecturas 260/280 estima la pureza

del 4cidos nucléicos; si la relacion es de 1.8 a 2.0 se dice que el ADN estd puro.

e. Unidades de ADN
Una unidad de ADN es igual a 50ng/pL. Para conocer la concentracion de ADN es

necesario multiplicar la absorbancia a 260 nm por el factor de dilucion por 50 ng/pL
f. Amplificacion del gen 16S por la PCR

Se realiz6 la amplificacion del gen 16S ribosomal con ayuda de los primers pA y anti

pH (Tabla 3)

Tabla 3 Secuencias de los primers usados para la amplificacion del gen ribosomal de

bacterias.
Primer Secuencia (5"— 37) Posicion Orientacion
PA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 9-28 Reverse
*pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 1540- Foward
1521

El PCR se llevo a cabo en un termociclador giomeTrA, T-PERSONAL) LOS TEactivos y su

concentracion utilizados para amplificar el gen ribosomal se muestran en la Tabla 4.



Tabla 4. Reactivos para la reacciéon de PCR para amplificar el gen ribosomal 16S de

bacterias.

Reactivos Volumen Concentracién en la reaccién
(uD)

ADN (50 ng/ml) 5 250 ng de ADN

Taq ADN polimerasa recombinante (1U/ul)! 1 1250

Buffer (10x)

MgCl, (25mM) 5 1x

dNTP’s (10mM) 2 5 2.5mM

Primer pA (200 ng/pl)3 1 0.2 mM

Primer pH (200ng/pul)’ 0.5 (20 ng/ul)

Agua desionizada, filtrada y estéril 0.5 (20 ng/pul )
cbp 50 -

Se uso el siguiente programa: 1 ciclo de desnaturalizacién a 94°C por 5 min., seguido
de 35 ciclos de: desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, anillamiento a 56°C por 30 s y un tiempo

de elongacién de 60 s a 72°C, con 1 ciclo final de elongacién de 5 minutos a 72°C.

Para comprobar la eficacia de este paso se hizo uso del gel de agarosa al 1.8 % cuyas
caracteristicas ya fueron abordadas. Para revelarlo se utiliza el mismo procedimiento que en el

caso del gel de agarosa para ADN.
g. Digestion con Hae I11 y Hinf I
Estas enzimas tienen una secuencia de corte de 4 a 6 pb, el tiempo 6ptimo de corte fue

de 6.5 h a 37°C, se utilizaron 7.5 pL de producto de PCR para digerir por 5 U de enzima.

Tabla 5. Caracteristicas de las enzimas de restriccion usadas

Enzima Marca Secuencia del Unidades por
sitio de corte microlitro

Hae III Invitrogen GGCC 10uw/pL

Hinf I Invitrogen GANTC 10u/pL




Se separaron los fragmentos obtenidos mediante una electroforesis convencional en gel
de agarosa al 1.8% en buffer TBE 1x, usando una cdmara de electroforesis de campo constante
a 55volts, durante 120 min, posteriormente se tiié con bromuro de etidio (0.5ul/ml) durante 10

min.

h. Dendrogramas
Una vez digitalizados los geles de agarosa en el Fluor S-Multimager, se analizaron los
mismos en el programa Diversity Database (richmonton, California, EUA, BIO-RAD), d€ €sa manera se

analizaron de manera eficiente las bandas existentes y se determiné su peso molecular.

Con los pesos moleculares se realizd una base de datos y se construyd una matriz
basada en la presencia o ausencia de bandas para cierta cepa. Esos datos se introdujeron en el
programa Treecon para Windows (Yves Van de Peer, Departamento de Biologia, Universidad de Konstanz) el Cual, por
el método UPGMA, estimando distancias por el modelo matematico de Nei y Li (42),
construy6 un dendrograma para cada enzima de restriccion utilizada.

i. Secuenciacion del gen 16S

En esta investigacion no hubo necesidad de secuenciar ninguna de las cepas, debido a

que la mayoria entran en los grandes grupos en los cuales ya hay cepas que fueron

identificadas en investigaciones anteriores.

3. Fermentacion en medio MRS- Xilano

Se eligio una cepa de alta actividad xilanolitica (2) y nula actividad amilolitica para
saber si era capaz de crecer en un medio con xilano como tnica fuente de carbono. La cepa en
cuestion esta clasificada en la coleccién de bacterias l4cticas aisladas del pozol como SnC11

(aislamiento hecho en San Cristébal de las Casas)

Al tratarse de una bacteria lactica, que presenta muchos requerimientos nutrimentales

se utilizé el medio MRS- Xilano cuya composicién se muestra a continuacion:



Tabla 6. Composicion del medio MRS-Xilano

CALDO MRS-XILANO
Medio no selectivo para crecimiento abundante de bacterias acido-lacticas
FORMULA
Para 1L de medio
Ingredientes g/L
Peptona 10
Polvo ""Lab-Lemco" 8
Extracto de levadura 4
Xilano 20
Monoleato de Sorbitan 1
Fosfato dibasico de potasio 2
Acetato de sodio*3H,0 5
Citrato de triamonio 2
Sulfato de Magnesio heptahidratado 0.2
Sulfato de Manganeso*4H,0 0.05
pH 6.2+0.2

El xilano utilizado fue “xilano de abedul” (Biochemika, Fluka, 95588), debido a su alta

solubilidad y nula fraccion amilolitica.

El procedimiento de la fermentacién se muestra en la Figura 6. Todas las pruebas se

hicieron por triplicado.



Figura 6. Procedimiento para la fermentacion de la cepa SnC11 en medio MRS xilano
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a. Reactivacion de la cepa

De la coleccion de BAL aisladas del pozol, se obtuvo una perla de vidrio, la cual se
introdujo en 4 mL de medio APT estéril (pifco-Laboratories) €] cual se incubd durante 24 h a 30°C.
Al término de ese tiempo se tomaron 400 pL del medio y se inocularon en 9.6 mL de medio
MRS  (oxoid) €sta preparacion se incubd durante 18 h a 30°C en un tubo de centrifuga.
Posteriormente se tom6 una asada de este ultimo cultivo y se sembré en medio MRS agar
(Oxoid) por la técnica de estriado para verificar la pureza de la cepa como se ha explicado

anteriormente.

b. Conteo en placa
Se realizaron diluciones del cultivo de 18 h en solucién salina al 0.85% para conocer la

cuenta en placa de la cepa a las 18 h. de incubacion.

c. Fermentacion

Una vez conocida la cuenta en placa se repitié la reactivacion de la cepa. Concluidas
las 18 h. en medio MRS se centrifugé a 8000 g por 7 min (43), se deseché el sobrenadante y se
lavé con solucién de cloruro de sodio al 0.85% 3 veces para eliminar el medio MRS. Al
finalizar el dltimo lavado se resuspendi6 la pastilla de células en 10 mL de medio MRS sin
glucosa. De esa suspension se tomé una muestra a la cual se le midi6 la densidad 6ptica a 600

nm. para estandarizar la concentracion del in6culo en posteriores fermentaciones.

Se prepararon 6 matraces Erlenmeyer de 100 mL con 49.5 mL de medio MRS-Xilano
y 6 matraces con medio MRS sin glucosa (los cuales sirvieron de blanco). Cada matraz se
inocul6 con 500 pL de la dilucién 107" se homogeneizé e incub6 a 30°C durante 0, 3,6,9,12 y

24 horas.



d: Muestreo y-Analisis

En cada tiempo de muestreo se retir6 el matraz correspondiente y se le hicieron
determinaciones tales como: peso seco, pH, actividad enzimdtica, carbohidratos totales y
carbohidratos reductores. Dichos anélisis permiten conocer la evolucion del microorganismo

en el medio en el cual el xilano es el principal carbohidrato a fermentar.

i. Peso seco
Se pusieron los filtros (amaso de poro: 0.22 um, Millipore) @ PESO constante en estufa a 90°C. Se
tomaron 5 mL de muestra y se filtraron en un equipo Millipore. Los filtros se pusieron
nuevamente a peso constante y finalmente se determiné la cantidad de biomasa por diferencia

de pesos.

ii. pH
Se determind el valor de pH a las muestras tomadas de los matraces en el

potencidmetro (enway 3020)

iii. Determinacion de actividad enzimatica
Se tomaron 25 mL de muestra homogeneizada y se centrifugaron a 8000 g por 7 min se

separ¢ el sobrenadante y el paquete de células se deposit6é en un eppendorf de 1.5 mL.

Al paquete celular se le centrifugd a 8000 g por 7 min, se lavo con buffer de fosfatos
(50mM, pH 7) 2 veces. Posteriormente se le adicion6 100 uL de xilano al 1% en buffer de
fosfatos (5S0mM, pH 7) y 200 pL de buffer de fosfatos (50mM, ph7). Se incub6 a 45°C por 30
minutos. Pasado ese tiempo se determinaron los carbohidratos reductores por el método del

acido dinitrosalicilico (DNS) contrastando con una curva patron de xilosa (giochemia, Fluka, 95731)-

iv. Determinacion de carbohidratos totales
En tubo de ensaye perfectamente etiquetados, se colocaron un mL de la solucién o

suspension acuosa de la muestra.



Para cada tubo se adicionaron 0.6 mL de una solucién acuosa de fenol al 5%.
mezclando perfectamente e inmediatamente después se adicionaron cuidadosamente 3.6 mL
de 4cido sulftirico concentrado, mezclando. Se realiz6 todo el procedimiento para un tubo

antes de seguir con otra muestra.

Se dej6 enfriar la mezcla a temperatura ambiente (aproximadamente 30 min) y se
determiné la intensidad del color naranja obtenida en un colorimetro a 480 nm, frente a un

blanco preparado de la misma manera utilizando agua.

Se calcul6 la cantidad de carbohidratos presentes en la muestra a partir de una curva
patrén preparada con glucosa (10 ug/mL a 100 ug/mL), tratada de la misma manera que el

problema.

\A Determinacion de carbohidratos reductores
Se tomaron 0.5 mL de la solucién acuosa de la muestra, se adicionaron 0.75 mL del
reactivo de DNS y se calenté por 5 min en un bafio de agua hirviente, se enfrié en bafio de
hielo y se ley6 la absorbancia del color producido a 540 nm frente a un blanco de reactivos y

agua tratado igual que la muestra.

Se cuantificaron los azucares reductores interpolando los valores de absorbancia

obtenidos en una curva estandar preparada con glucosa (0.2 mg/mL a 2 mg/mL).



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Tipificacion e identificacion de bacterias lacticas xilanoliticas

Se cuenta con una coleccion de bacterias l4cticas aisladas de diversas muestras de
pozol del Estado de Chiapas y caracterizadas mediante el sistema API S0CH (2) Algunas de
éstas fueron identificadas mediante la comparacion de secuencias del gen ribosomal 16S en

investigaciones anteriores. (44)

Antes de proceder a la extraccion de ADN se hizo tincién de gram, observacion al
microscopio y prueba de la catalasa resultando todas las muestras como cepas puras Gram

positivo, catalasa negativo. Lo cual ratifica que las bacterias son BAL, y estdn puras.

a. Extraccion de ADN

En la Figura 7 se muestra un eiemplo de los resultados de extraccion de ADN.
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Fig. 7. Gel de agarosa al 0.9 % en el que se muestra el DNA extraido de las primeras 6 cepas
de bacterias lacticas Carril 1:Lil2, Carril 2: Lil 6, Carril 3: SnC37, Carril 4: SnC44, Carril 5: SnC45,
Carril 6: SnC49. MM = marcador de peso molecular . DNA (100bp DNA Ladder, Gibco BRL). Se

cargaron 2l en cada pozo. Se corrié la electroforesis a 50 v por 120 min.

Las 94 cepas tuvieron una extraccién de ADN exitosa. Se puede observar que el ADN
extraido tuvo un peso mayor que 1500 pares de bases. Se descartaron aquellos ADN que en el

gel aparecian degradados, como el ejemplo del carril 3 o el 5.



b. Cuantificaciéon de ADN obtenido

Se obtuvieron valores DO,g0/DOsso aproximadamente de 1.8 de absorbancia, por lo que
la pureza del DNA obtenido fue adecuada. Con base en estos resultados de DO260 se hicieron
diluciones para obtener 1 unidad de ADN (50ng/pL) para que pudiesen ser amplificados por la
PCR y de esta manera tener concentraciones similares del gen 16S en todas las digestiones.
Sin embargo no todas las diluciones de 1 unidad de ADN amplificaron, por lo que fue

necesario calcular la concentracion de ADN a partir de la intensidad de la banda en la imagen

del gel de ADN.

En esta técnica, de la imagen de ADN se tom6 como referencia una muestra cuya
amplificacién haya sido exitosa en la PCR y se report6 la dilucion realizada para llegar a 1
unidad de ADN. Posteriormente se tom6 la imagen de las otras muestras de ADN y de acuerdo
a la intensidad de la banda se tomo la decisién de diluirla cierto nimero de veces teniendo en

cuenta la referencia antes mencionada.

c¢. Amplificacion del gen rRNA 16S mediante la técnica de PCR

En la Figura 8 se muestra un ejemplo de los resultados de PCR.

~1500 pb

Fig. 8. Gel de agarosa al 1.8 % en el que se muestra el DNA del gen 16s amplificado extraido
de las cepas SnC 22 (Carril 3) y SnC 28(Carril 5) de bacterias lacticas. Se cargaron 2pul en cada pozo de las

muestras. Se corrié la electroforesis a 50 v por 120 min.

Para las 94 cepas se obtuvieron exitosamente amplicones con un peso aproximado de
1500 pares de bases, lo cual coincide con el peso reportado para el gen 16S de 1542 pares de

bases (45).



d. Digestion con Hinf I y Hae I11
Se someti6 a las 94 cepas a digestion con las enzimas Hinf [ y Hae III. A excepcion de
la cepa SnC 05, todas las cepas mostraron al menos dos bandas de ADN producto de la

digestion del gen 168S.

La Figura 9 muestra un ejemplo de los resultados de digestiones con Hae IIl y en la

Figura 10 podrd observar resultados con Hinf I
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Figura 9. Gel de agarosa al 1.8 % en el que se muestra el producto de PCR, digerido por
la enzima Hae III, de las cepas SnC21(Carril 1), SnC45(Carril 2), SnC46(Carril 3), SnC49(Carril
4), Lil6(Carril 5), Lil9(Carril 6), Lil19(Carril 7), Lil23(Carril 8), Lil26(Carril 9) de bacterias
lacticas. MM = marcador de peso molecular A DNA (100bp DNA Ladder, Gibco BRL, Carril 10).

Se cargaron 7pl en cada pozo de las muestras. Se corrié la electroforesis a 55 v por 120 min.
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Figura 10 Gel de agarosa al 1.8 % en el que se muestra el producto de PCR, digerido por
la enzima Hinf I, de las cepas Lill(Carril 1), Lil2(Carril2), Lil3(Carril 3), Lil5(Carril 4),
Lil6(Carril 5), Lil7(Carril 6), Lil9(Carril 7), Lil10(Carril 8),Lil11(Carril 9) de bacterias lacticas.
MM = marcador de peso molecular Hae fragments (Gibco BRL Carril 10). Se cargaron 7pul en
cada pozo de las muestras del producto de PCR de las cepas. Se corrio la electroforesis a 55 v por

120 min.

Se puede observar en las Figuras 9 y 10 que existen algunas bandas demasiado gruesas
que podrian confundirse como una cuando podrian ser 2 o mds de dos, o bien, que existen
bandas muy tenues que podrian mezclarse con manchas en la impresion. Entonces, con el fin
de dar mayor soporte a los resultados de la presente investigacion se utilizd el programa
Diversity Database (giorad, Richmonton, California, EUA) €0 €l cual se analiza digitalmente el gel
eliminando el “ruido” y tomando en cuenta la densidad de la banda, ademads el programa es
capaz de discriminar si se trata de una, dos o mds bandas. Para esto se asigné un valor de

“shoulder sensitivity” de 4 y un “rolling disk™ con valor de 2.

El “shoulder sensitivity” determina, segin la grafica de densidad de la banda, si un
multiplete estd representando a una sola banda o a varias. El “rolling disk” se refiere a un

disco hipotético que sigue el contorno de la linea de densidad trazada, removiendo a su paso



intensidades de color que considera ruido. Un disco pequefio sigue la linea con mayor

cercania, identificando mayor ruido.

Se analizaron las bandas de 94 cepas, la matriz de distancias se realiz6 con base en los

pesos moleculares de las bandas, de este modo, se obtuvieron 276 tipos diferentes de ellas.

e. Dendrograma
A partir del programa Treecon ver. 1.3 para Windows se realizaron los dendrogramas
con las matrices de Nei y Li (1979) y el método de clustering UPGMA para cada enzima. Las

figuras resultantes se muestran en las Figuras 11 y 12.

i. Dendrograma hecho a partir de la matriz de distancias obtenidas
por medio de la digestion de PCR con la enzima Hinf I

En la Figura 11 podemos observar 3 grupos bien diferenciados y algunas cepas que no

tienen un parentesco cercano con ninguna otra analizada. Sin embargo, dentro de los grupos

no existe un agrupamiento que retina géneros y/o actividades xilanoliticas similares.

i Dendrograma hecho a partir de la matriz de distancias obtenidas por
medio de la digestion de PCR con la enzima Hae II1
En la Figura 12 se pueden observar 12 grupos bien diferenciados y otras cepas cuyo

parentesco parece ser diferente que las demds analizadas.

Este dendrograma si muestra una ligera asociacion de actividades xilanoliticas
(medidas en agar-APT-RBB-xilano) dentro de los grupos. Ademds, se observa una asociacion
de géneros y especies que solo es rota por agrupamientos entre Weissella confusa y
Leuconostoc citreum, Leuconostoc argentum, y Lactobacillus plantarum. Lo anterior, como se
explicard mas adelante, puede deberse al estrecho parentesco entre el grupo Weissella spp. y

los grupos de Lactobacillus spp. y Lactococcus spp .(46)
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Fig. 11. Dendrograma resultado de las bandas de digestion con la enzima Hinf I, Los recuadros de colores indican la
actividad xilanolitica en agar-APT-RBB-xilano, verde=débil o nula, café=media y azul=alta, punto rojo=actividad nula. Los

microorganismos cuyo nombre aparece en una rama son aquéllos que ya han sido secuenciados e identificados.
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Fig. 12. Dendrograma resultado de las bandas de digestion con la enzima Hae III, Los recuadros de colores indican la
actividad xilanolitica en agar-APT-RBB-xilano, verde=débil o nula, café=media y azul=alta, punto rojo=actividad nula. Los

microorganismos cuyo nombre aparece en una rama son aquellos que ya han sido secuenciados e identificados.



En general, el dendrograma realizado con la matriz de distancias proveniente de la
digestiéon con Hae III agrupa mejor las especies secuenciadas que el drbol proveniente de la
digestion con Hinf I. Debido a lo anterior, se decidi6 realizar los anélisis de resultados con el

dendrograma obtenido a partir de la digestién de los productos de PCR con la enzima Hae III.

Tomando en cuenta la actividad xilanolitica en agar-APT-RBB-xilano, notamos que las
bacterias con mayor actividad xilanolitica no se agrupan en un solo cimulo, como se esperaba,
sino que forman parte de varios. Sin embargo, si existe un buen grado de diferenciacién entre
grupos de bacterias lacticas xilanoliticas contra varios de baja actividad xilanoliticas. De este
modo, identificamos a los grupos II y VII como mayoritariamente con baja actividad
xilanolitica, los grupos V, IX y X con mediana actividad xilanolitica y el grupo III con un alta

actividad xilanolitica

El hecho de que la mayoria de los géneros y especies aislados fermenten el xilano
indica que esta actividad debe ser importante durante la fermentacion. Se propone hacer un
dendrograma con los datos de ambas matrices y observar si se puede lograr una mejor

diferenciacion entre bacterias xilanoliticas y no xilanoliticas.

En la bibliografia se encontraron referencias que muestran que Lactococcus lactis
variedad lactis tiene potencial xilanolitico alto, aunque atin en investigacion (1), mientras que
Lactobacillus plantarum tiene un bajo potencial xilanolitico (47) lo que coincide con nuestro

resultados.

b. Identificaciéon de cepas

Se habia propuesto seleccionar una cepa de cada grupo del dendrograma para
identificarla mediante la comparacion de secuencias del gen ribosomal 16S; sin embargo, en
vista que en cada grupo formado ya existe al menos una cepa identificada se decidi6 no enviar
a secuenciar otras cepas. En la Tabla 7 se muestran las cepas ya secuenciadas asi como su

porcentaje de identificacion con base en la comparacién de secuencias del GenBank.



Tabla 7. Listado de las cepas de pozol previamente secuenciadas (18, 44)

Clave de Microorganismo identificado Porcentaje de
identificacién identificacion (%)
Amil 30 Leuconostoc citreum 99
Amil 47 Streptococcus 93
Lil3 Lactobacillus plantarum 99
Lil 9 Weisella confusa 99
Lilis 14 Lactobacillus plantarum 99
Lilis 17 Weisella confusa 100
Lilis 19 Weisella confusa 99
Lilis 20 Weisella confusa 99
Lilis 28 Leuconostoc citreum 100
Lilis 36 Lactococcus lactis var. lactis 100
Lilis 39 Lactobacillus pentosus 99.65
Lilis 42 Leuconostoc citreum 99
Lilis 44 Lactobacillus plantarum 100
SnC 15 Lactococcus lactis var. lactis 100
SnC 22 Leuconostoc citreum 99.63
SnC 23 Lactococcus lactis var. lactis 99
SnC 28 Leuconostoc citreum 100
SnC 40 Weisella confusa 100
SnC 45 Weisella confusa 99.35
SnC 47 Leuconostoc citreum 99
SnC 5 Enterococcus sp. 92
SnC25 Lactococcus lactis var. lactis 99
Tap 05 Lactobacillus plantarum 100
Tap 50 Leuconostoc argentum 99

El porcentaje de identificacion de la cepas fue mayor a 97%, a excepcidon de

Enterococcus y Streptococcus sp., por lo que se considera que la misma fue exitosa.

Los microorganismos identificados sirvieron para que se pudiesen identificar aquellas
BAL que tuvieran un mayor parentesco en el dendrograma. Los resultados se muestran en la

Tabla 8.



Tabla 8. Cepas identificadas por medio del dendrograma hecho a partir de la matriz de

distancias obtenidas por medio de la digestion de la PCR con la enzima Hae I11

Grupo | Cepa tipo Cepa identificada | Actividad xilanolitica en agar-APT-RBB-
xilano

111 Lactococcus lactis var lactis SnC36 Alta
SnC41
SnC14
SnC17
SnC24
SnC29
SnCl11
SnC37
Lil37

SnC31
SnC49
SnC30
SnC44

\" Lactobacillus pentosus SnC20 Media
SnC09
Lill0

SnC13

VII Lactobacillus plantarum Lilo4 Baja
Lil35
Amil02
Amil51
SnC04
SnC46
Lill8
Lil22
Lil05

IX Lactococcus lactis lactis Lil07 Media
SnC19
SnC38
SnCl6
Lil34

SnC26




2. Comparacion de resultados de la técnica ARDRA vs. DGGE

En estudios recientes se menciona que al utilizar técnicas moleculares muy sensibles,
tales como el DGGE o el TGGE, se puede observar que es posible que en una sola banda de
ADN; 16S haya mds de dos especies bacterianas (48, 49) Lo anterior se atribuye
principalmente a una microvariacién producto de la incorporacion de artefactos. Esto puede
ocurrir por una variabilidad natural, por una introduccién artificial proveniente de la
amplificaciéon por la PCR o por la presencia de copias de los genes que tienen pequefas

diferencias en sus secuencias.

Este fendmeno estd asociado con la heterogeneidad intraespecifica, que es el resultado
de las multiples copias de los genes del ARN, que involucran diferencias en su secuencia
(cistrones que codifican al ARN; 16S con diferentes secuencia en un solo genoma) (50)
Existen reportes que sefialan que el nimero de operones de ARN, por genoma de bacteria

puede variar de 1 a 15 copias. (44, 51)

Bolaiios (2004) (44) ha encontrado este tipo de heterogeneidad en las cepas puras de
pozol al hacer la separacion de amplicones en DGGE. Considerando que las enzimas
degradaron todo el ARN; sin importar el nimero de copias o microvariaciones podemos

suponer que las asociaciones del grupo II podrian explicarse.

Debido a esta misma heterogeneidad, Bolafios (44) observé que entre las cepas puras
de pozol habia algunas que compartian bandas en el gel de DGGE. Los microorganismo que
comparten bandas son: Weisella confusa con Leuconostoc citreum, Leuconostoc argentum con
Leuconostoc citreum, y Lactobacillus pentosus con Weisella confusa y Streptococcus sp. Lo

anterior ayudaria a explicar las asociaciones de los grupos I, IV, Il respectivamente.

3. Fermentacion de la cepa SnC 11 en medio MRS-X
Se realiz6 la fermentacidn de una cepa xilanolitica para observar si se podia desarrollar
en medio MRS-Xilano con el fin de determinar si este polimero es un sustrato importante en la

fermentacion del pozol.



a. Caracteristicas de la cepa SnC11
Se escogid a la cepa SnC 11 para ser fermentada en un medio con xilano como unica
fuente de carbono, debido a su alto potencial fermentador en Agar-APT-RBB-xilano (2). Esta

cepa (SnC11) esta identificada, segun el dendrograma Hae III como Lactococcus lactis lactis.

b. Caracteristicas del medio control o blanco

El medio blanco (caldo MRS sin glucosa) contiene pequefias cantidades (<0.5 g/L) de
glucosa, maltosa y maltooligosacéridos (maltotriosa, maltopentosa, maltohexosa, maltotetrosa
y maltoheptosa) (18). El medio MRS-X contiene ademds xilano en una concentracion final de

1%.

c. Concentracion de biomasa

Los resultados de la concentracion de biomasa por el método de peso seco se presentan
en la Figura 13. En dicha figura se observa un incremento en la concentracién de biomasa,
hasta las 6 h de fermentacién con el medio MRS- xilano (Figura 13), de 0.0055 g/ml. Después
de este tiempo la concentracion disminuye hasta 0.0018 g/ml y se mantiene en ese valor hasta
el final de la fermentacion. Sin embargo, visualmente se percibe que hay una sobrestimacion
de la biomasa debido a una fuerte interaccion entre las células y el xilano, pues al realizar la
separacion de fracciones celulares (para determinar actividad xilanolitica) claramente se puede
ver en los centrifugados y lavados de células que hay una fracciéon café, de xilano, y una
fraccion blanca, de células, que no pueden separarse. Este fendmeno también ha sido

reportado por Pason (43).

Pason (43), mediante un estudio de microscopia electrénica de barrido, encontré que el
xilano se une a las células bacterianas de Paenibacillus curdlanolyticus. Esto pudo haber
ocurrido en el caso de la fermentacion estudiada, por lo que seria importante probar esta
posibilidad. Ademds, en dicha investigacién, Pason reporta una curva de crecimiento de P.
curdlanolyticus similar a la que mostré Lactococcus lactis var. lactis (SnC11), es decir, se
observa un incremento en la biomasa el cual disminuye posteriormente debido a una menor

adherencia del xilano a la bacteria xilanolitica.
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0.006

0.005

0.004 -

W/mL (g/mL)
o
o
o
w

0.002 -

0.001

N —

tiempo (h)

‘ e=g==[-crmentacion en Medio MRS-X === Fermentacion en Medio MRS sin glucosa Efecto del xilano

Figura 13.

Concentracion de biomasa (peso seco) de la cepa Lactococcus lactis var. lactis (SnC11), durante la fermentacion en los medios MRS y

MRS xilano. Promedio de 3 repeticiones



De ser cierta la suposicion acerca de la adherencia del xilano a Lactococcus lactis var.
lactis (SnC11) y por lo tanto la sobrestimacion de peso, nos topariamos con que el crecimiento
en medio MRS-Xilano no presenta diferencias significativas, en un andlisis de varianza
(0=0.05), con respecto al crecimiento en el medio blanco (MRS sin glucosa) y que el
crecimiento no presenta diferencias significativas (seguin analisis de varianza, a=0.05, a lo
largo del crecimiento) lo cual indica que las células de esta cepa no crecen favorablemente en

medio MRS-xilano.

d. pH

Se monitored el pH durante las 24 horas de fermentacion. Los resultados se condensan
en la Figura 14, donde se observa que la fermentacién del xilano por la cepa Lactococcus
lactis var. lactis (SnC 11) es minima (el valor de pH varia de 6.68 a 6.64) en comparacion con
la fermentacion de glucosa en medio MRS (pH de 5.98 a 4.43). En un analisis de varianza
(0=0.05) a lo largo de la fermentacidon se encontré que no hay cambios estadisticamente
significativos en este pardmetro Lo anterior confirma la idea del bajo crecimiento de la cepa

en medio con xilano como unica fuente de carbono.

Se propone utilizar en futuras investigaciones la técnica de HPLC para ir monitoreando
la fermentacién y observar qué dcidos se producen y en qué cantidad para de esa manera saber

mds acerca del metabolismo de xilano en las bacterias xilanoliticas aisladas del pozol.

e. Fermentacion de carbohidratos

En esta parte se esperaba una reduccién en los carbohidratos totales debido a la
hidrdlisis del xilano y consumo de los monémeros resultantes por la célula. Sin embargo, se
observé un aumento de carbohidratos debido solamente al xilano (Figura 15), de 9.77 mg/mL
a 12.17 mg/mL) el cual no es estadisticamente significativo, segun un andlisis de varianza
(0=0.05) A la vez, disminuye la concentracion de carbohidratos reductores (de 0.03 a <0.02
mg/mL). Estos resultados sugieren que, el bajo crecimiento de la cepa se debe a que solo se

aliment6 de los carbohidratos reductores presentes en el medio.
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Figura 15. Concentracion de Carbohidratos totales y reductores durante la fermentacién por la cepa Lactococcus lactis var.

lactis (SnC11) del medio MRS-xilano. Promedio de 3 repeticiones




f. Prueba de actividad xilanolitica

Se monitored la capacidad xilanolitica asociada a la célula y en el sobrenadante
siguiendo el método propuesto por Erlandson et al. (2001) (1); sin embargo la actividad
presente en las células y el sobrenadante fue tan baja que no pudo ser detectada por la reaccion
de DNS, lo cual indica una actividad menor a 150 umoles/mL. Se propone entonces utilizar,
en futuras investigaciones, otro método de determinacion de la actividad, como la técnica de

HPLC para monitorear la aparicion de los carbohidratos productos de la hidrdlisis del xilano.

La baja actividad xilanolitica en la fermentacion se ve respaldada por Erlandson et al.
(1) quien investigd acerca de la ruta metabdlica del xilano en varias cepas de Lactococcus
lactis var. lactis. Alli, encontré que al concentrar las células y sobrenadantes de 100 mL de
fermentacién de varias cepas de este microorganismo se obtenia una actividad baja (de 1x10°
u/mg de proteina y 6 x 10’4u/mg de proteina respectivamente). Tomando en cuenta que en el
caso de la cepa Lactococcus lactis var. Lactis (SnC11) solamente fueron concentrados 25 mL
de medio de fermentacion es 16gico que no podamos observar la actividad xilanolitica de esta

cepa.

Al haber observado una actividad xilanolitica baja en el medio especial MRS-xilano,
nos lleva a pensar que el medio no es el éptimo para el crecimiento de esta cepa, ya que puede
faltarle algin activador, algin nutriente, o bien, puede estar presente algin inhibidor de esta

actividad.

Otra posibilidad es que la cepa Lactococcus lactis var. lactis (SnC11) necesite
interactuar con otra(s) cepa(s) para poder expresar su actividad xilanolitica. Un ejemplo de lo
anterior fue investigado por Kato et. al. (2004)(52) con relacién a bacterias celuloliticas. En
dicha investigacion, el microorganismo Clostridium straminisolvens presentaba una actividad
celulolitica menor en un cultivo puro, pues para poder expresar la actividad se requeria de la
presencia de otros microorganismos que consumieran ciertos metabolitos que la inhibian.
Seria importante determinar si en cultivo mixto con cepas xilanoliticas y no xilanoliticas, de la

coleccion de BAL aisladas del pozol, la expresion de la actividad xilanolitica mejora.



Las hipétesis de una mejor expresion de actividad xilanolitica en cultivo mixto se
afianzan con el estudio de Erlandson et. al. (2001) (1) En dicha investigacién, Erlandson
descubri6 que varias cepas de Lactococcus lactis var. lactis tenian una ruta deficiente para la
degradacion del xilano pues el operdn de xilano-xilosa estaba incompleto. Por ello, en el caso
de la cepa Lactococcus lactis var. lactis (SnC11) podria ser necesaria la presencia de otro

microorganismo del pozol que le ayudase a completar la expresion de dicha actividad.

Por otra parte, segtin Bajpai (1997) (35), el xilano es soluble en dlcalis y es posible que
durante la nixtamalizacion del maiz aumente la disponibilidad de este polimero y que en esas

condiciones la cepa sea capaz de fermentarlo.

Existen también inhibidores de la actividad xilanolitica, Goesaert et. al. (2004) (53)
han reportado proteinas tipo inhibidoras de xilanasas en el maiz que podrian estar presentes

durante la fermentacion del pozol.

Debido a todo lo anterior es importante estudiar méds a fondo la actividad xilanolitica
de estas BAL aisladas del pozol. Sus interacciones, inhibidores, y condiciones Optimas de

crecimiento y de expresion de xilanasas.



CONCLUSIONES

Este trabajo constituye una primera aproximacién al estudio de las bacterias lacticas

xilanoliticas en el pozol.

1. Se caracterizaron las BAL xilanoliticas usando un enfoque polifasico

a. Con la enzima de restriccion Hae III se obtuvo un dendrograma cuya
distribucion fue mdas definida y l6gica que el dendrograma obtenido con
Hinf L.

b. Las BAL xilanoliticas se agruparon en 12 conjuntos en los cuales habia una
acumulacién de cepas con actividades xilanoliticas (en agar-APT-RBB-
xilano) similares.

c. Se lograron identificar las bacterias lacticas de los grupos III como
Lactococcus lactis var. lactis, V como Lactobacillus pentosus, VII como
Lactobacillus plantarum, y 1X como Lactococcus lactis var. lactis por
comparacion con cepas previamente identificadas.

d. 64% de las BAL del pozol son mediana o altamente xilanoliticas

2. Se realiz6 la fermentacion de una cepa que habia mostrado ser altamente

xilanolitica en medio RBB xilano en medio MRS-Xilano

a La cepa se identificé como Lactococcus lactis lactis.
b. La cepa no se desarrollé en medio MRS-xilano, en el que no se presentaron
incrementos significativos (a=0.05) de biomasa ni de actividad xilanolitica,

ni decrementos en el valor de pH ni en la concentracion de carbohidratos.

Sin duda la actividad xilanolitica constituye un punto importante en la fermentacién del
pozol debido a la gran cantidad de bacterias lacticas xilanoliticas presentes. Sin embargo

deben realizarse mas estudios con ellas para conocer a fondo su implicacion en este proceso.



ANEXOS

1. Lista de Cepas utilizadas
Nombre de
clasificacién | Origen Actividad xilanolitica en agar-APT-RBB-xilano
SnC 4 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 5 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 8 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 9 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 11 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 12 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 13 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 14 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 15 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 16 | San Cristobal de las Casas -
SnC 17 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 18 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 19 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 20 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 21 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 22 | San Cristobal de las Casas -
SnC 23 | San Cristobal de las Casas -
SnC 24 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 25 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 26 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 27 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 28 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 29 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 30 | San Cristobal de las Casas -
SnC 31 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 36 | San Cristobal de las Casas Débil
SnC 37 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 38 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 39 | San Cristobal de las Casas Débil
SnC 40 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 41 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 43 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 44 | San Cristobal de las Casas -
SnC 45 | San Cristobal de las Casas Fuerte
SnC 46 | San Cristobal de las Casas Débil
SnC 47 | San Cristobal de las Casas Media
SnC 49 | San Cristobal de las Casas Fuerte
Amil 2 | Tapachula -
Amil 18n | Tapachula Media
Amil 30 | Tapachula Fuerte
Amil 68 | Tapachula Débil
Amil 47 | Tapachula Débil




Amil 51 | Tapachula Débil

Tap 5 | Tapachula Débil

Tap 6 | Tapachula Fuerte
Tap 30 | Tapachula Media
Tap 50 | Tapachula Fuerte
Lil 1 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 2 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 3 | Altos de Chiapas Débil

Lil 4 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 5 | Altos de Chiapas Débil

Lil 6 | Altos de Chiapas Débil

Lil 7 | Altos de Chiapas Media
Lil 8 | Altos de Chiapas Media
Lil 9 | Altos de Chiapas Media
Lil 10 | Altos de Chiapas Media
Lil 11 | Altos de Chiapas Media
Lil 12 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 13 | Altos de Chiapas Débil

Lil 14 | Altos de Chiapas Débil

Lil 15 | Altos de Chiapas -

Lil 16 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 17 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 18 | Altos de Chiapas Débil

Lil 19 | Altos de Chiapas Media
Lil 20 | Altos de Chiapas Media
Lil 21 | Altos de Chiapas -

Lil 22 | Altos de Chiapas Débil

Lil 23 | Altos de Chiapas Media
Lil 24 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 25 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 26 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 27 | Altos de Chiapas -

Lil 28 | Altos de Chiapas -

Lil 29 | Altos de Chiapas -

Lil 30 | Altos de Chiapas Débil

Lil 31 | Altos de Chiapas Débil

Lil 32 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 33 | Altos de Chiapas Débil

Lil 34 | Altos de Chiapas Media
Lil 35 | Altos de Chiapas Débil

Lil 36 | Altos de Chiapas Media
Lil 37 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 38 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 39 | Altos de Chiapas Media
Lil 40 | Altos de Chiapas Fuerte
Lil 41 | Altos de Chiapas Débil

Lil 42 | Altos de Chiapas -

Lil 43 | Altos de Chiapas -

Lil 44 | Altos de Chiapas Débil




Lil 45 | Altos de Chiapas Débil
Lil 46 | Altos de Chiapas Media

La actividad xilanolitica se definié de acuerdo al tamafio de los halos (medidos en cm) en
agar-APT-RBB-xilano

- ausencia de actividad xilanolitica

De 0.1 a 1 cm. Actividad débil

De 1.1 a 2.0 actividad media

De 2.1 a 3.0 actividad fuerte

2. Medios de cultivo

a. Agar MRS (OXOID)

Version s6lida del caldo MRS para el cultivo de Bacterias acido lacticas.

Férmula g/l
Peptona 10.0
“Lab-Lemco’ polvo 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Monoleato de sorbitan Iml
Fosfato 4cido de potasio 2.0
Acetato de sodio 3H,O 5.0
Citrato de triamonio 2.0
Sulfato de magnesio 7H,O 0.2
Sulfato de manganeso 4H,0 0.05
Agar 10.0
pH6.2+£0.2

Indicaciones:

Suspender 62 g en 1 litro de agua destilada. Hervir hasta disolucién del medio. Vertir

en tubos, matraces o frascos y esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.



b. Caldo APT (Difco Laboratories)

Férmula tipica (g/L)

Férmula g
Extracto de levadura bacteriolégica 7.5
Triptona bacterioldgica 12.5
Dextrosa bacterioldgica 10
Citrato de sodio 5
Tiamina hidroclorada 0.001
Cloruro de sodio 5
Fosfato dipotésico 5
Cloruro de Manganeso 0.14
Sulfato de Magnesio 0.8
Sulfato ferroso 0.04
Monoleato de sorbitdn 0.2

pH final 6.7 + 0.2 a 25°C

Indicaciones:
Suspender 46.2¢g del medio de cultivo para 1 L de agua destilada, mezclar, calentar con
agitacion constante y hervir 1 min para disolver completamente. Esterilizar a 121°C por 15

min.

3. Reactivos para la extraccion de ADN

Lisozima (20ug/ul.): diolver 0.2 g de lisozima en 10 mL de agua desionizada, esteril y

filtrada

Pronasa (20mg/mL): diolver 0.2 g de pronasa en 10 mL de Tris-HCI 10 mM , incubar 1
h a 37°C y almacenar a -20°C

Tris-HCI1 (10 mM): A un matraz aforado de 250 mL adicionar 1.25 mL de NaCl 2M y
0.3025g de Tris, el pH debe ser de 7.5.

RNasa (20pg/uL): Disolver 0.2 g de la enzima en 10 mL de agua desionizada, esteril y

filtrada.

Amortiguador TES: Tris 0.605 g, EDTA(0.5M) 1 mL, NaCl 0.2922g, pH=8. Aforar a
100 mL

SDS (10%): Disolver 10 g de SDS en 100 mL de agua desionizada, estéril y filtrada




EDTA 0.5 M: Disolver 93.06 g en 500 mL de agua destilada, ajustando a pH=8 con
NaOH

4. Reactivos para gel de agarosa

Amortiguador TBE 10X: Tris 34g, Acido bérico 27.7g, EDTA(0.5M) 20 mL, llevar a
pH 8 y aforar a 500 mL

Amortiguador TBE 1x: Disolver 100 mL de TBE 10X en 900 mL de agua destilada

Amortiguador de carga (1mL): 500uL Glicerol al 50%, 40ul. amortiguador TAE 2x,
0.0025 de azul de bromofenol. Aforar a 1 mL con agua destilada

Amortiguador TAE 50x: Tris (2M) 242mL, 4dcido acético (1M) 57.1 mL, EDTA (0.5M,
pH=8) 100mL, agua destilada (c.b.p. 1L)

Agarosa ultra pura Invitrogen' ™ Life Technologies

Disolver la cantidad de agarosa, que corresponda con el gel a realizar(ADN al 0.9%,
PCR al 1.8%), en amortiguador TBE 1x. Calentar por aprox. 45s en horno de microondas a
m’axima potencia hasta disolucién completa . Enfriar a 50°C y verter en el molde de acrilico
con el peine correspondiente. Esperar a su solidificacion

Una vez solidificado quitar el peine y en cada pocillo colocar una mezcla compuesta
por: 2ulL de amortiguador TBE1x, 2ul. de amortiguador de carga, 2ul. de la muestra (en el
caso de gel de digestién son 8 pL)
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