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Resumen 

RESUMEN 

El pozal es una bebida ácida que se obtiene de la fermentación natural de 

la masa de nixtamal. Durante el proceso de nixtamalización del maíz, la 

concentraci.ón de mono- y disacáridos se reduce, dejando al almidón como el 

principal carbohidrato disponible para la fermentación ácido láctica. El objetivo de 

este trabajo fue determinar la diversidad de las bacterias lácticas amilolíticas 

durante la fermentación del pozal y sus principales características fisiológicas, con 

el fin de comprender su papel en este alimento. Mediante un enfoque fenotípico y 

molecular se caracterizaron las 40 cepas con mayor actividad amilolítica. Del 

dendrograma de la ribotipificación se observaron 4 grupos, de los cuales las cepas 

de Streptococcus bovis fueron las dominantes. Se identificaron también las 

especies Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y Enterococcus 

su/fureus. Las amilasas de S. bovis y L. /actis están asociadas a la célula, son de 

alto peso molecular (200-250 kDa) y presentan mayor actividad en el intervalo de 

temperatura de 30-37ºC y en valores de pH neutros. S. bovis cepa 25124 se 

caracterizó por tener un bajo rendimiento de amilasa relativo a la biomasa [139 U 

(g células secas)"1
] y una baja velocidad específica de producción de amilasa 

[130. 7 U (g células secas)"1 h-1
]. En contraste, la cepa mostró una alta velocidad 

especifica de crecimiento (0.94 h-1
) y una conversión eficiente de sustrato en 

biomasa [0.31 g biomasa (g sustrator1J. Estas características le darían a S. bovis 

ventajas competitivas sobre otras especies de bacterias lácticas y explicarían su 

dominio. Los maltooligosacáridos producidos por estas bacterias desde las 

primeras horas de la fermentación podrían ser utilizados por las bacterias lácticas 

no amiloliticas del pozal, lo que explicaría sus altas cuentas al final de la 

fermentación. Estos constituyen los primeros resultados para comprender la 

importancia de las bacterias lácticas amilolíticas durante la fermentación del pozal. 



Abstract 

ABSTRACT 

Pozal is an acid beverage obtained from natural fermentation of nixtamal 

(heat alld alkali~-tfeateC:l 'rnaize) dough. The concentration of mono- and 

disaccharides from maize is reduced during nixtamalization, so that starch is the 

main carboh~d~~{~.~~~Ú;·bl~ t6~ lactic acid fermentation. In arder to provide sorne 

basis . to. u~cferst~hd;iúl;~ ;Óle of amylolytic lactic acid bacteria (ALAS) in this 
~-· ---·- !' - --~-~--" ~::...::J-".~--~::;._.:::_· _ _'.,_!.:~í_:,..'.'.l'~!- _,::',,__.:_ ,._.·_,___, __ ___::_ -- - - - -

ferme~t~d fÓÓ'~Tt8~i7¿tj(y~~'$ity·~nd physiological characteristics were determined . 
. . .. - ... ;, -- "' · .. ··(···-·· .. -: ' 

Forty amylCÍlytic straiHs werecharácterized by phenotypic and molecular taxonomic 

methods.· Four diff~r~h(bidtypes:were distinguished through ribotyping, of which 

Streptococc~s .- bovis ··sirairnf were dominant. Streptococcus macedonicus, 

Lactococcus lactis and Entérococcus. sulfureus strains were also identified. 
. ·:: '' 

Amylases from S. bovis, L;, /~cti§ ahd -E. su/fureus are cell-associated, of high 

molecular weight (200-2BO k!J~);,. j,ith'optimum temperature of 30-37°C and neutral 
-·····t .... ,.,.,., 

pH. S. bovis strain 2s124:(s'~~YJ~d 1;extremely low amylase yield relative to biomass 

[139 U(g cell dry weight)~fr'.~Hd::s~e'cific rate of amylase production [130.7 U (g cell 

dry weight)"1 h-1]. In cóhtf~sf,-:it-~ll()wed a high specific growth rate (0.94 h-1) andan 
·. ··, ··-·;:.;';¡'>·').:,·-·:·::.,•- .. 

efficient energy conversibn.:yield to bacteria! cell biomass [0.31 g biomass (g 

substrate)"1
]. Thes.e ~Óuld confer the strain competitive advantage and are the 

possible reasons for its dominance. Transient accumulation of 

maltooligosaccharides during fermentation could presumably serve as energy 

sources for non-amylolytic species in pozal fermentation. This would explain the 

observed diversity and the dominance of non-amylolytic lactic acid bacteria at the 

end of fermentation. These results are the first step to understand the importance 

of ALAS during pozal fermentation. 
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Introducción 

CAPÍTULO l. INTRODUCCIÓN 

El poz9J ~-s tJna bebida ácida, refrescante, no alcohólica que se obtiene de 

la fermentación 'espontánea de masa de maíz nixtamalizado. Es de origen maya y 

hasta la fecha)asigllen consumiendo grupos indígenas y mestizos del sureste de 

Méxic~ (Ullo~:y ~;81.)e83). 

, l.a::(~'dne~t~bi6n del pozal es efectuada por una microbiota natural 
. - • ·,";·. , .,__e~ -;:;" .• ~:i·;. ~.~,,-~f~,-rn c:,_o' : , 

constituidatpó'~cbact~íias, hongos y levaduras (Wacher y col. 1993). Las bacterias 

lácticas ~~n;~~~e1\;~~%po predominante durante la fermentación del pozal. Su 

concentración inicial en masas frescas es de 10 5 
- 10 6 ufc/g, mientras que a las 

48 h esta concentración puede llegar hasta 1 O 9 ufc/g. Las bacterias lácticas del 

pozo! forman un grupo heterogéneo y se han identificado los géneros 

Lactococcus, Streptococcus, Lactobacil/us, Leuconostoc y Weisse/la (Nuraida y 

col. 1995; Wacher y col. 2000; Ampe y col. 1999; Escalante y col. 2001 ). 

El almidón es el principal carbohidrato del maíz (72 - 73%), otros 

carbohidratos como la sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa constituyen una 

proporción pequeña del grano (1 - 3% ) (Boyer y Shannon, 1987). En el proceso 

de nixtamalización del maíz (cocción alcalina, remojo y lavado del grano) se 

reduce drásticamente la concentración de los mono- y disacáridos. La 

concentración de sacarosa, el más abundante entre los disacáridos, se reduce de 

2 a O. 1 - O. 7 g/100 g en base seca (Santillana, 1995; Díaz, 1996). 

Si en el nixtamal, sustrato de la fermentación del pozal, la concentración de 

mono y disacáridos es tan reducida, entonces, a partir de ellos, no se explicarían 

una diversidad microbiana tan rica y números tan altos de bacterias lácticas 

totales. 
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Introducción 

En este trabajo se propone que el almidón es el principal sustrato disponible 

para la fermentación ácido láctica y que las bacterias lácticas que cuenten con la 

capacidad de hidrolizarlo tendrán un papel fundamental. 

El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad de las bacterias 

lácticas amilolíticas durante la fermentación del pozal y sus principales 

características fisiológicas, con el fin de comprender su papel en este alimento. 

Los resultados de este trabajo se separaron en cuatro partes. En la primera 

se determinó la importancia de las bacterias lácticas amilolíticas para la 

fermentación del pozal. Se establecieron los números de bacterias lácticas totales 

y bacterias lácticas con capacidad amilolítica presentes en las diferentes etapas 

de la fermentación del pozal. También se realizó el conteo de otros grupos 

microbianos tales como mesófilos aerobios, hongos y levaduras. De cada etapa de 

la fermentación se aislaron, caracterizaron y conservaron cepas de bacterias 

lácticas amilolíticas. De esas cepas, se observó la morfología y se determinó la 

actividad amilolítica mediante la medición de los diámetros de los halos de 

hidrólisis en el agar MRS-almidón. 

El proceso de obtención del nixtamal, sustrato de la fermentación del pozol, 

puéde afectar la composición de la microbiota, específicamente de las bacterias 

lácticas amilolíticas. En la segunda parte se identificaron las cepas de bacterias 

lácticas aisladas con mayor actividad amilolítica mediante pruebas fenotípicas, 

como el perfil de fermentación de carbohidratos y genotipicas como la 

ribotipificación y el análisis de la secuencia del rDNA 16S. Se determinó cuales 

eran las especies presentes y cual de ellas era la predominante entre las bacterias 

lácticas con mayor actividad amilolítica. Así mismo, se determinó si las especies 

encontradas son similares a las que se encuentran en otros alimentos 

fermentados tradicionales amiláceos. 

La hidrólisis eficiente del almidón durante la fermentación del pozal 

dependerá de las características bioquímicas de las amilasas producidas por las 

bacterias lácticas. En la tercera parte se detallaron las propiedades generales de 
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las amila~as prQcJ.lJcida~ por. tr13~ . de las especies de bacterias lácticas 

identificadas .• Se'detérminó la:propOrciÓn de la actividad amilolítica detectada en el 

med.io.de{~p~~ci@.~gJoi~S.sp€ct~.;a la que mantiene unida a las células. En los 

extractos ·~rJCíos;;5~ 1~'v~1LlÓ ;~rÚ~cto del pH y de la temperatura en la actividad 

amilolítiéa;Ccse estimó el peso molecular de la amilasa y se determinaron los 

producÍc'l~.d~ hidrólisis del almidón. 

En la última parte se evaluó la cinética de fermentación en almidón soluble 

por 1ma cepa de la especie dominante con el fin de determinar las condiciones 

bajo las cuales esta cepa crece en presencia de ese sustrato y la forma en que su 

amilasa lo hidroliza. Durante la fermentación se evaluó el pH, las concentraciones 

de biomasa, el ácido láctico, el almidón residual, los azúcares totales y reductores, 

así como mono- di y oligosacáridos. Se cuantificó la actividad amilolítica y se 

determinaron los parámetros de crecimiento de la cepa tales como la velocidad 

específica de crecimiento, los cocientes metabólicos y los rendimientos. 
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CAPÍTULO 11. ANTECEDENTES 

2.1 EL POZOL. 

Descripción. 

El pozal, del náhuatl pozol/i que significa espumoso, es una masa de 

maíz fermentada, moldeada en forma de bolas de diferentes formas y tamaños. 

El pozal es consumido por pueblos indígenas y mestizos principalmente en 

estados del sureste de México como Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatán y 

en menor proporción en Veracruz y Oaxaca. Para su consumo, las bolas de 

pozal son diluidas con agua, para obtener una bebida de sabor ácido a la que 

opcionalmente puede adicionársele sal, chile, azúcar o miel (Ulloa y col. 1983). 

Elaboración. 

Ulloa y col. (1983) indicaron que el pozal se prepara para consumo 

familiar o comercial a baja escala, según un proceso tradicional que se ha 

transmitido generacionalmente. El nixtamal es el sustrato de la fermentación del 

pozo!. El proceso de nixtamalización, que es similar al usado para la preparación 

de tortillas, consiste en la cocción alcalina del grano en exceso de agua, reposo 

y lavado del grano (Trejo-González y col. 1982). El nixtamal (maíz cocido y 

lavado) se muele para obtener una masa martajada a la que se le da forma 

esférica manualmente. Las bolas así formadas se envuelven en hojas de 

plátano para evitar la desecación y se fermentan durante un tiempo que varía de 

1 a 14 días o más, dependiendo de las preferencias del consumidor y de las 

circunstancias prevalecientes (Cañas y col. 1993). Los mestizos de Chiapas han 

modificado el proceso tradicional indígena agregando un paso extra de cocción 

para reducir la cantidad de sedimento sólido presente en la bebida cuando la 

masa se suspende en agua (Wacher y col. 2000). 

En Villahermosa, Tabasco, el consumo de pozal se encuentra muy 

arraigado en la población. El pozo! se consume sobre todo en la mañana o a 

medio día como parte de los hábitos de los ciudadanos y como forma de mitigar 
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el calor. La producción del pozal, inicialmente doméstica, se ha hecho comercial 

y hoy en día constituye una actividad económica importante. De hecho, hay un 

buen número de productores de pozal que venden su producto en el mercado o 

en locales comerciales denominados "pozolerías". La mayoría de los 

productores venden tanto la masa de pozal como la bebida ya preparada y las 

car1tidades de pozal destinadas a la venta pueden sobrepasar los 300 kg por 

día. En un trabajo de campo realizado por Río (1999), se encuestaron un total 

de 62 pozolerfas en tres zonas de esa ciudad. Los hábitos de consumo de pozal 

en Tabasco, específicamente en Villahermosa, son diferentes a los observados 

en otras zonas del sureste de México. La población, en su mayor parte, prefiere 

el pozal fresco y con cacao, aun cuando inicialmente se consumía natural y 

fermentado. El proceso de fabricación del pozal natural en Villahermosa es 

similar al que se describe para el pozal indígena en el estado de Chiapas, 

aunque hay que considerar algunas diferencias. Durante la nixtamalización del 

maíz, prácticamente se omite el reposo del grano en el agua de cocción, ya que 

se lava inmediatamente después de la cocción. El nixtamal se muele en 

pequeños molinos y la masa martajada se mezcla con agua para formar bolas 

de 1 hasta 30 kg, las cuales están listas para venderse o consumirse como 

bebida. Al pozal también se le puede adicionar cacao y en ese caso los granos 

de cacao se pasan por el molino al mismo tiempo que el maíz o se muelen por 

separado hasta formar una pasta que se agrega a la masa al momento de 

obtener el pozal. El producto que se fermenta hasta por 15 días, se venrle como 

"pozal agrio". Para preparar la bebida, la masa se mezcla manual o 

mecánicamente (en licuadora) con agua y otros ingredientes (azúcai, leche, 

horchata), según los gustos del consumidor. La mayor parte de las ventas son 

de pozal con cacao. Para algunos habitantes de Tabasco, el verdadero pozal es 

el "pozal con cacao". Algunos consumidores consumen el pozal acompañándolo 

con conservas (frutas confitadas), sal o chile. Consumen el pozal no sólo 

hombres ~· mujeres, sino también los niños. Su inicio en el consumo se da 

alrededor de 1 año de edad. 
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Microbiología del pozol. 

La fermentación del pozal es efectuada por una microbiota natural que es 

consecuencia de la contaminación del nixtamal durante la molienda y está 

constituida por bacterias, levaduras y hongos (Wacher y col. 1993). Las 

bacterias lácticas so.11 ~lj¡fupo principal entre las bacterias Gram positivas del 

pozal de acuerdo eón.los. resultados obtenidos al utilizar técnicas tradicionales 

de cuffivc:i~(Nu~~icf~º;~~;f~95) y de técnicas moleculares que dependen o no 

del cultivo. de los· mÍcr~organismos (Ampe y col. 1999; Ben Ornar y Ampe, 2000; 

Escalante y:col. 2001 ). No existe un consenso sobre cuál es el principal grupo 

de bacterias lácticas encontrado en muestras de pozal. Leuconostoc spp. fue el 

microorganismo predominante entre las cepas de bacterias lácticas aisladas (23 

de 46 cepas) de muestras de pozal del estado de Chiapas, aunque también se 

identificaron Lactobacil/us p/antarum, Lactobacil/us confusus, Lactococcus lactis 

y Lactococcus raffino/actis (Nuraida y col. 1995). Cuando se evaluó la diversidad 

de las bacterias lácticas del pozal mediante la secuencia de una biblioteca de 

clonas de una región del gen ribosomal 168, se determinó que Lactococcus 

/actis fue el organismo más abundante y que también se encontraban presentes 

las especies Lactobacil/us a/imentarius, Lactobacil/us plantarum, Streptococcus 

suis, Lactobacillus casei y Lactobacil/us delbruekii. En este trabajo no se 

detectaron especies nuevas de microorganismos, pero sí bacterias lácticas que 

no se habían reportado previamente en el alimento (Escalante y col. 2001 ). 

Mediante la técnica del DGGE se determinó la huella de la comunidad 

microbiana de una muestra de pozal con 5 días de fermentación. La banda más 

intensa correspondió a especies de Streptococcus. S. bovis fue el parie-nte más 

cercano que se encontró cuando se comparó la secuencia y se encontró en 

todos los tiempos de fermentación (Ampe y col. 1999). La cuantificación de los 

RNA's de los taxas microbianos usando sondas de oligonucleótidos, corroboró 

que el grupo de Streptococcus fue el principal grupo activo de la población del 

pozal (Ben Ornar y Ampe, 2000). También se identificaron otras bacterias 

lácticas que no se habían detectado antes: Lactobacillus casei, Lactobacil/us 
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fermentum, Lactobaci/lus pentosus y Weissel/a paramesenteroides (Ampe y col. 

1999); así comoE~teiOcoccus sacharo/yticus y Lactobacillus de/brueckii (Ben 

Omar.yAmp~i~~ÓOO). ,~· . 
• l\de~á's:;¡j~f~s bacterias lácticas, en el pozo! se han identificado otras 

especies,'éle'"b~Cterias como Bacil/us mínimum (Ben Ornar y Ampei 2000), 

Baci/lus ;d/Jtnís (Ampe y col. 1999), Baci/lus cereus, Bacil/us mycoides y Bacillus 

/entús (Rivera, 2001), Clostridium sp. (Escalante y col. 2001), Acetobacter sp. 

(Ampe y col. 1999), Exiguobacterium aurantiacum, Bifidobacterium mínimum, 

Sphingomonas sp. (Ben Ornar y Ampe, 2000) y diferentes serotipos de E. co/i 

(Sainz y col. 2001 ). Asimismo, se han identificado hongos como Geotrichum 

candidum, Cladosporium c/adosporioides, C/adosporium sp. (Ulloa y col. 1987), 

Phoma g/omeratta, Phoma fimeti y Penicillium fel/atanum (Wacher y col. 2000), 

así como las levaduras Gandida guilliermonddi var guil/iermondii (Ulloa y col. 

1987), Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Debariomyces hansenii y 

Kluyveromyces /actis var. /actis (Wacher y col. 2000). Mediante la técnica de 

DGGE se detectó la presencia de hongos y levaduras tanto en la superficie 

como en el interior de la bola de pozal pero no se precisaron géneros ni 

especies (Ampe y col. 1999). 

2.2 CARBOHIDRATOS DEL MAÍZ Y DEL NIXTAMAL. 

El principal carbohidrato del maíz es el almidón (72-73%) y los mono y 

oligosacáridos, principalmente sacarosa, glucosa y fructosa, representan del 1 al 

3 % del grano (Boyer y Shannon, 1987). Sin embargo, la concentración de estos 

carbohidratos disminuye durante el proceso de nixtamalización debido a las 

pérdidas de azúcares del maíz en las aguas de cocción y lavados. Trejo­

González y col. (1982) reportan una concentración de 14.5 g/L de carbollidratos 

totales en el nexayote (agua de cocción de nixtamal para la producción de 

tortillas). De los carbollidratos solubles de la harina de maíz nixtamalizada se 

han detectado: glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa, siendo este último el que 
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se encuentra en mayor concentración: 0.4 - 0.9 g/100 g materia seca (Santilfana, 

1995; Díaz, 1996). 

2.3 MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD AMILOLÍTICA EN EL POZOL. 

En el pozal se ha detectado la presencia de bacterias lácticas amilolíticas. 

La mayoría de las bacterias lácticas aisladas por Nuraida y col. (1995) 

hidrolizaron el almidón en cajas, mientras que Ampe y col. (1999) aislaron 

diversas cepas de L. fermentum con actividad amilolítica de una muestra de 

pozal dé 5 días de fermentación y sugieren un papel importante de este 

microorganismo en la fermentación. 

También se ha descrito la presencia de microorganismos no lácticos con 

actividad.amilolítica en el pozal. Dichos estudios incluyen bacterias del género 

Bac/l/us,·.hongos y levaduras. El 50% de las levaduras aisladas por Nuraida y 

col. (1995)hidrolizaron el almidón en medio sólido y sólo algunas cepas lograron 

hacerl.o en medio líquido, mientras que en una muestra de pozal de 5 días de 

fermentación se aislaron hongos y levaduras que carecieron de actividad 

amilolítica (Ampe y col. 1999). Rivera (2001) estudió el efecto de la presencia de 

un microorganismo amilolltico, Bacil/us /entus, en el crecimiento de una bacteria 

láctica no e1mil0Htica, Lactobacil/us p/antarum durante la fermentación del 

nixtamal y óbservó que el crecimiento de B. lentus se inhibía por los ácidos 

producidos por L. p/antarum, por lo que B. lentus no aportaba azúcares simples 

para la bacteria láctica, a pesar de que en cultivo puro se había detectado 

actividad. En este trabajo también se evaluó la actividad amilolítica de algunos 

hongos aislados del pozal, Phoma g/omeratta, Cladosporium sp. y C/adosporium 

c/adosporoides y se detectó menor actividad amilolítica que en las Ct?pas de 

Bacillus. 

2.4 LAS BACTERIAS LÁCTICAS Y SU CLASIFICACIÓN. 

El enfoque clásico de la taxonomía bacteriana se basa en características 

morfológicas y fisiológicas. Este enfoque se amplió para incluir la composición 
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de la pared celular, los ácidos grasos celulares, las quinonas isoprenoides y 

otras características de las células. Con frecuencia, la caracterización fenotípica 

se ve obstaculizada debido a la expresión variable de ciertos genes y a la 

interpretación ambigua que comúnmente se hace de esos datos. Actualmente, 

las características moleculares; tales como el contenido de G + C del DNA (% 

mol), las propiedades elestr~foréticas de los productos de los genes, los 

estudios de hibridación DNA-:DNA'Y las estructuras y las secuencias del RNA 
-- ,.- ., ,, -, 

ribosomal (rRNA), son herramientas taxonómicas importantes. Esto ha 

provocado cambios dramáticos en la taxonomía de las bacterias lácticas 
- ·'-- . : 

(Schleifer, 1987). En los últimos años se realizan estudios taxonómicos intensos 

y ha aumentado !~_urgencia para usar una aproximación polifásica que involucre 

la caracterizac,ión fenotípica y filogenética de las bacterias, Figura 1 (Vandamme 

y coL 1996; Stiles y Holzapfel, 1997). 

Filogenéticamente, las bacterias lácticas pertenecen a la rama clostridial 

de las bacterias gram-positivas. Son catalasa negativa, no forman esporas, son 

cocos, cocobacilos o bacilos que tienen un contenido de G+C menor al 55% mol 

en su DNA. Las bacterias lácticas de importancia en alimentos pertenecen a los 

géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacil/us, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus y Weissel/a (Vandamme y col. 1996). 

Streptococcus. 

La taxonomía del género Streptococcus ha sufrido revisiones importantes. 

El árbol evolutivo de la rama Clostridium de las bacterias gram positivas, basado 

en las similitudes de las secuencias del rRNA 168, mostró que era apropiado 

separar los estreptococos en tres grupos genéticamente distintos: Streptococcus 

sensu stricto, Enterococcus y Lactococcus (Schleifer y Kilpper-Bálz, 1984; 

1987). 

En la actualidad existen aproximadamente 40 especies dentro del género 

Streptococcus. Mediante el análisis comparativo de las secuencias del rDNA 

168 se demostró que la mayoría forman parte de seis grupos de especies: 
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Leuconostoc 
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Lactobacil/11s 

10% 

Bijidobaclerium 
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Do/osigranulum 

rt'~!" CON 
r~~ DE ORIGEN 

Propionihacterium 

Figura 1. Grupos filogenéticos principales de las bacterias lácticas y de bacterias Gram 

positivas con bajo (parte superior) y alto (parte inferior) contenido de G+C en el DNA (% 

mol). Basado en el análisis comparativo de secuencias del rRNA 168. --- % de 

divergencia (Stiles y Holzapfel, 1997). 
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"piogénico", mitis, salivarius, bovis, anginosus y mutans (Hardie y Whiley, 1995). 

Dentro de las especies que aún permanecen en este género destacan los 

estreptococos orales y patogénicos; S, thermophi/us es una excepción en este 

género debido a su importancia como cultivo iniciador para la elaboración de 

queso y yogurt, de hecho es el únic() microorganismo clasificado todavía como 

Streptococcus que se usa como cúltiyo .iniciador en alimentos (Stiles y Holzapfel, 

'1997). . 

s. bpvís es>uh h~b!t~nfü. rjoríl,ial del tracto digestivo de rumiantes y de 
· · ·:'-:.-.:.- · '.\>.~- -~·;.:<r,--_.;.'.:·};_ .. ~-; ·r.~:'.-~~_:::i:···.· .. -i).;:::~-/_;·<<,_ ·- _-·:;:: ··_, 

humanos. :oiversos:g'rüpos'' han' estüdiado la diversidad bioquímica y genética 
" • _·_._."_·. ,,:';::· .~· </.'· ,;-,~:·:,f~';.: :~ •;: :.·;' . '· '·-.'.1· . ·;. ''. .,>!.:.. ,e,::.~~ ·:.~.;J;· • 

entre cepá~'d.e\está'espéciey hafrd(iíflnido esquemas para distinguir cepas por 
• - •• '"• • ' ,, ' • - • ~- • - •• o 

medio de füci~!pos. 's.e dice qu~ .1a~· cepas de s. bovis de humanos son del 

biotipo 1 (o típicas) si fermentan el manito! y del biotipo 11 si no lo hacen. Dentro 

de ~st~ último, la fermentación de la trehalosa permite diferenciar los sub­

biotipos 111 (trehalosa negativo) y el sub-biotipo 112 (trehalosa positivo). Existen 

otras características que permiten igualmente diferenciar los sub-biotipos, ya 

que a diferencia de las cepas del sub-biotipo 111, las cepas del sub-biotipo 112 no 

producen ácido a. partir d.e almidón ni de glucógeno y ambas producen una [3-

glucuronidasa •• y. Urí~·~-~~lactosidasa. La cepa tipo de S. bovis (la cepa NCDO 

597) pertené!c~;al,~jotiPdÚ1 (Euzéby, 2000; Ciarridge y col. 2001 ). 
,. ··~ - . ', •. ' - ·--,.,. .• ·-;;:~- --~- '-'! ,, 

El est~íp~ J~~c)né>hiico de las cepas de S. bovis ha evolucionado en las 

últimas déca.das y ha cambiado progresivamente de acuerdo con la descripción 

de nuevas especies originalmente identificadas como S. bovis. En los años 90 
•. 

se describieron cuatro nuevas especies, Streptococcus gal/olyticus (Osawa y 

col. 1995), Streptococcus macedonicus (Tsakalidou y col. 1998), Streptococcus 

infantarius (Bouvet y col. 1997) y Streptococcus waius (Flint y col. 1999) aunque 

Manachini y col. (2002) reclasificaron a S. waius como S. macedonicus. Se han 

desarrollado tecnologlas basadas en los ácidos nucleicos, tales como la 

hibridación DNA:DNA o la amplificación de secuencias blanco seleccionadas, 

para complementar y mejorar la identificación de estreptococos a nivel de 

especie (Poyart y col. 2002). Farrow y Collins (1984) demostraron con base en 

13 



Antecedentes 

los datos de hibridaciones DNA:DNA que las cepas de S. bovis pueden 

clasificarse en 6 ~rupos genómicos que muestran entre el 40 y 60% de similitud 
..... - --- . ' -

de DNA entre,ellos:~Estos autores también demostraron que las cepas del 

biotipo 1 fueron genotípicamente homOgéneas y distintas de las cepas del biotipo 

11, el cual incluye las ~ep~~ tipo' de Streptococcus bovis y Streptococeus equinus. 

Más recientemen~!3··Ci~friclge y col. (2001), basados en el análisis de las 
~----->~"='--·,-;o--o-"'"°'...0-""'·-;.-__'.o_""''•--cÓo_;;-=-.--_·-- -

secuencias delr[)t\jA};1(3$,',sugirieron que las cepas de S. bovis del biotipo 112 

constituyen una esp~Ri~'separéldé! q~e es diferente de S. bovis, S. gal/olytieus y 

s. intantarius. 'l?o:Y~rt.y .coi. (2002) realizaron un análisis taxonómico de1 grupo 

de S. bovis, m~di~hte el análi~is de secuencias del gen sodA (el cual codifica 
.,, < ,. - ··-

para la su peróxido dismutasa .dependiente de oxígeno) y demostraron la utilidad 

de .la base de datos basada en la sodA para la identificación de cepas del 

complejo .s. bovis-S. equinus. Estudios filogenéticos de las secuencias de los 

genes sodA y experimentos de hibridación DNA:DNA soportan el 

reconocimiento de dos especies nuevas distintas dentro del género 

Streptoeoeeus, • para· las cuales se propusieron los nombres Streptocoeeus 

/utetiensis (antes S. infantarius subsp. coli) y Streptoeoeeus pasteurianus (antes 

S. bovis biotipo 112). 

Lactococcus. 

Las especies de Lactoeoceus se han aislado de plantas, tales como maíz 

fresco y congelado, frijoles, coles, lechuga, chícharos, trigo, papas, calabazas y 

melón. No se han encontrado en materia fecal ni en suelos. 

Las subespecies de Le. laetis son de gran importancia económica y se 

han estudiado mucho sus características bioquímicas y fisiológicas, así como su 

efecto en los alimentos. Comúnmente, Le. /actis se ha aislado de plantas 

aunque el hábitat más reconocido para los lactococos son los productos lácteos. 

Las cepas tipo se han aislado de leche cruda, leches fermentadas y quesos 

diversos. Son bacterias homofermentativas de forma cocoide, no móviles que 

crecen a 1 OºC pero no a 45ºC, no crecen en presencia de 6.5% de NaCI ni a pH 

9.6. Producen ácido L (+) láctico a partir de glucosa. La especie Le. /aetis es 
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capaz de fermentar el almidón a diferentes niveles de reacciones positivas (10-

90%) aunque son incapaces de fermentar el glucógeno. Mediante la adquisición 

de plásrnidos que codifican el sistema fosfoenolpiruvato-fosfotransferasa (PEP­

PTS) algun~s cepas están bien adaptadas para crecer en leche debido a un 

eficiente consumo y fermentación de la lactosa (Roissart y Luquet, 1994; Stiles y 

Holzapfel, 1997; Teuber, 1995). El género Lactococeus incluye algunas especies 

no comunes, como Le. garvieae asociada con mastitis en vacas, Le. piscium 

aislada de salmones, Le. plantarum aislada de chícharos congelados y Le. 

raffinolaetis aislada de leche bronca (Stiles y Holzapfel, 1997). 

Enterococcus. 

La taxonomía de este grupo de bacterias es vaga, ya que no hay 

características fenotípicas que separen al género de los otros cocos que son 

gram positivos y catalasa negativos (Stiles y Holzapfel, 1997). Por razones 

prácticas se utiliza la siguiente descripción para las bacterias del género 

Enterocoecus: cocos gram positivos, catalasa negativos, capaces de crecer en 

caldo con 6.5% de NaCI y de tener buen crecimiento en un medio con 0.04% de 

azida de sodio. Esta es comúnmente usada en el aislamiento selectivo de 

enterococos y puede usarse para la identificación presuntiva del género 

Enteroeoecus. En caso de duda, pueden hacerse las pruebas de fermemtación 

de ribosa y Voges-Proskauer, con resultados generalmente positivos. En forma 

típica, solo S. bovis presenta colonias características similares a las clásicas de 

enterococos en medios selectivos. S. bovis es ribosa negativo y no crece en 

6.5% de NaCI (Devriese y col. 1993). 

La aplicación de técnicas genéticas para diferenciar los enterococos ha 

resuelto algunas de las imprecisiones con estas bacterias. Desde el 

reestablecimiento del género en 1984, se han transferido un total de 9 especies 

hacia el género Streptocoeeus y se han agregado 1 O nuevas especies (Stiles y 

Holzapfel, 1997). 

Los enterococos se encuentran típicamente en el tracto intestinal y en las 

heces de hombres y animales. Algunas especies se han aislado del suelo, de 
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alimentos, agua y plantas. Su capacidad para crecer y sobrevivir bajo un amplio 

rango de condiciones ambientales, incluyendo temperaturas extremas y 

concentraciones altas de sal probablemente influyan para su distribución casi 

ubicua (Devriese y Pot, 1995). 

La importancia de los enterococos para los microbiólogos de alimentos y 

de s~I.~~ y~~lica está relacionada con su hábitat entérico, su uso como 

indicadores para la seguridad alimentaria y su posible involucramiento en 

enfermédadeS de o:-igen alimentario. 

Lós";'~nterococos también se han utilizado como cultivos iniciadores en 

algunos ~fff'rí~ntos y están disponibles comercialmente como probióticos para la 
-'·/; 

prevención,y ;tratamiento de trastornos intestinales de hombres y animales. En 

partiC:ula('g,·f~~gfurn está asociado con la fermentación de quesos del sur de 

Europa:y;¡;~:~Ge~ternente se aplican en su procesamiento. Algunas de las 

especie~d~Enterococcus descritas recientemente son de origen clínico, como 

E. durah~ y E. f/avescens, mientras que las especies pigmentadas como E. 

su/fureus se han aislado principalmente de plantas (Stiles y Holzapfel, 1997). 

Las bacterias de esta última especie, descrita por Martinez-Murcia y Collins 

(1991 ), son de color amarillo y no móviles. Crecen a 1 O y 40ºC pero no a 45ºC, 

en medios con NaCI al 6.5% y sobre agar bilis-esculina. No se ha reportado que 

esta especie produzca ácido láctico a partir del almidón pero se sabe que no lo 

hace a partir de glucógeno. 

Carnobacterium. 

Los análisis comparativos de las secuencias del rRNA 168 del género 

Carnobacterium indicaron que estos organismos son diferentes del resto de las 

bacterias lácticas. Filogenéticamente, Carnobacterium está más relacionado al 

género Enterococcus y Vagococcus que con los lactobacilos, aún cuando se 

asemejan mucho a éste último. Las carnobacterias asociadas con alimentos 

tienen características fisiológicas en común con los enterococos (y no con los 

lactobacilos), especialmente su capacidad para crecer a pH 9.5, resistencia al 

acetato, resistencia a antibióticos y requerimientos de vitaminas. Existe poca 
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información disponible . sqbre la asociación de carnobacterias con alimentos 

diferentes a la c~rn~ cl~r~s, ~oll~ y pescado. Se ha reportado a C. piscico/a y C. 

divergens como microorganismos que predominan en la microflora de queso 

blanco madurado con hongos (Milliére y col. 1994). Aún se desconoce el hábitat 

original de estas especies (Stiles y Holzapfel, 1997). 

Pediococcus, Tetragenococcus y Aerococcus. 

La formación de tétradas y su forma esférica sirvieron como 

características clave para su reconocimiento inicial. Los pediococos eran las 

únicas bacterias lácticas que se dividían en dos planos para producir tétradas o 

pares, pero los cambios taxonómicos han aumentado el número de géneros 

formadores de tétradas a tres: Pediococcus, Tetragenococcus y Aerococcus. Es 

común confundir a los pediococos con microcococos y con aerocococos, debido 

a sus similitudes morfológicas, producción de pseudocatalasa y tolerancia a la 

sal. Collins y col. (1991) demostraron que el género Pediococcus es 

filogenéticamente heterogéneo y que existe una relación entre los pediococos y 

los lactobacilos del grupo .Lb. casei a pesar de sus diferencias morfológicas. P. 

acidi/actici, P. damnosus, .·.P. parvulus y P. pentosaceus se agrupan 

evolutivamente con Lb. pentosus, Lb. brevis y Lb. buchneri. 

Es frecuente encontrar bajos números de pediococos, junto con 

leuconostocs y lactobacilos, en plantas, en diversos alimentos y como agentes 

de descomposición en bebidas alcohólicas tales como la cerveza. Los 

pediococos son importantes cultivos iniciadores en salsas fermentadas de 

diversas regiones. Algunos de esos cultivos, tales como P. acidi/actici y P. 

pentosaceus producen bacteriocinas. Los pediococos crecen poco en leche 

debido a que no usan rápidamente la lactosa. Algunas especies muestran 

tolerancia extrema a la temperatura, al pH y al NaCI. P. halophilus, 

microorganismo importante en la fermentación de la soya moromi para producir 

salsa, crece en 18% de NaCI, pero se ha transferido al género Tetragenococcus, 

el cual está más relacionado con enterococos y carnobacterias que con los 

rediococos y lactobacilos. Las cepas pertenecientes a P. urinaeequi, se 
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transifieron ai género Aerococcus. En este género también se encuentran A. 
, - - -- ·-,- " _·:/,_ -

viridans y A. urinae. El hábitat de estas especies no se re.laciona con alimentos 

(Stiles y Holzapfel, 1997; Dellaglio y col; 1994): 

Vagococcus. 

Mediante los estudios de comparación de secuencias del rRNA 168 se 

estableció que el grupo de estreptococos N móv.iles está más relacionado al 

género Enterococcys, a las carnobacterias y a Lís!eria que a los géneros 

Streptococcus y Lactococcus (Collins y col. 1993; Devriese y col. 1993). El 

grupo estreptococos N móviles aislado de heces de pollos y de agua de río se 

nombró Vagococcus f/uvia/is · (Collins y col. 1989). De salmón enfermo se aisló 

una especie nueva, V. salmonin~rum. (Wallbanks y col. 1990). 

Lactobacil/us. 

La división clásica de los lactobacilos estaba basada en sus 

características fermentativas: (1) homofermentativos obligados; (2) 

heterofermentativos facultativos y (3) hetercfermentativos obligados. Diversos 

lactobacilos de los grupos 1 y 2 y algunos lactobacilos heterofermentativos del 

grupo 3 se usan para producir alimentos fermentados, pero los del grupo 3 están 

comúnmente asociados con la descomposición de alimentos. El género 

Lactobacil/us es heterogéneo, contiene del 33 al 55 de G+C en el DNA (% mol) 

(Collins y col. 1991; Hammes y Vogel, 1995). Los lactobacilos son fermentativos 

estrictos y tienen requerimientos nutricionales complejos. Son acidúricos o 

acidofílicos, produciendo un pH de 4.0 en alimentos que contienen 

carbohidratos fermentables. Como resultado, inhiben el crecimiento de otras 

bacterias· o las matan. Generalmente se acepta que los lactobacilos se 

desarrollan a un pH máximo de 7.2, aunque existen excepciones en cuanto a los 

sustratos y a las cepas. Los lactobacilos son utilizados como cultivos iniciadores 

para diferentes variedades de queso, alimentos fermentados vegetales, carnes 

fermentadas, en la producción de vino y ceNeza, masas panaderas acidificadas 

y ensilados (Stiles y Holzapfel, 1997). 
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Leuconostoc. 

La clasificación original de las bacterias, basada en la morfología, colocó 

al género Leuconostoc cerca de los estreptococos, un género aparte que incluía 

a los "cocos heterofermentativos" inicialmente llamados betacocos por Orla­

Jensen en 1924. Se caracterizan pór producir 0(-) lactato a partir de glucosa, a 

diferencia de los lactococos, que producen L(+) lactato y al DL-lactato producido 

por los · lactobacilos hetE!roferrl'l~~tátivos, con quienes comparten algunas 

características. Leuconostoc •es el género predominante entre fas bacterias 

láctica~ de plante1s 1 • ~ieQdo'iLegc!mesenteroides subsp. mesenteroides el que se 

aisla rnás('.Éri lo~ alime.ritO~ fefM"entados de origen vegetal, generalmente Leuc. 
:··- '~., .. ~ .. : ~· .. : ,·,· .. -,,_-;~::.-·-:.···:~;'' ."·/;~<-··;·:. 

mesenteróid¿'.S S's e(pfirpe'.r,()fgcú1ismo que crece y fuego fe siguen lactobacilos 
·- ... - ,,., '- :;··- :,.;-·: .. ",. ' 

más tolerantes ·a la ?aci~S'z (Stamer, 1975). A Leuconostoc se le asocia con la 
- :, ,", 

produceión de dólllpue~tC>s aromáticos a partir del citrato en fermentaciones 

lácticas y la producción de dextranas que tienen amplias aplicaciones en la 

investigación, la industria y la medicina. En el procesamiento del azúcar, la 

presencia de Leuconostoc provoca descomposición del producto (Holzapfel y 

Schilfinger, 1991 ). Leuconostoc incluye tres grupos o líneas evolutivas distintas. 

Al grupo principal, sé le ha denominado Leuc. sensu stricto basado en una 

homología de· la~ .. secuencia del 97-99%. De este se han diferenciado tres 

subgrupos: (i) L~~d. mesenteroides y Leuc. pseudomesenteroides; (ii) Leuc. 

lactis y Lellc. Óitreum; y (iii) los aislados de la carne Leuc. carnosoum y Leuc. 

ge/idum. El organismo atípico parecido a leuconostoc aislado de col fermentada 

por Schillinger y col. (1989) tiene 94-96% de homología con Leuc. sensu stricto 

y representa una especie nueva designada Leuc. fallax (Martínez-Murcia y 

Collins, 1991 ). En un estudio de Leuconostoc spp. aislados de leche bronca en 

Argentina, se er.contró que del 7 al 10% de los aislados tenían bajos niveles de 

homología de DNA con otros leuconostocs y se les propuso como una especie 

nueva, Leuc. argentinum (Dicks y col. 1993). 

En los últimos diez años se han realizado diversos cambios en la 

clasificación taxonómica de las especies que conforman el género Leuconostoc. 
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Se han descrito especies nuevas y se han identificando tres géneros principales, 

Leuconostoc, Oenococcus y Weissel/a (Barrangou y col. 2002). Leuconostoc 

oenos, importante en la fermentación maloláctica en la manufactura del vino, fue 

reclasificada como Oenococcus oeni por Dicks y col. en 1995. 

Weissel/a. 

La filogenia de las bacterias que en la actualidad se clasifican dentro del 

género Weissel/a se ,aclaró en 1990. Mediante el uso de los datos de las 

secuencias del rRNA 16 y 23S, Martínez-Murcia y Collins (1990) y Martinez­

Murcia y coÍ:{(J$~3) demostraron que Leuconostoc paramesenteroides es 

filogenétié:arn~llt~ ;difere~te de Leuconostoc mesenteroides y que se agrupa 

junto cbll 6inC6 '/1~bfobacilos heterofermentativos, Lactobacil/us confusus, ,,. ;., 

Lactobacillus ha/otolerans, Lactobacil/us kandleri, Lactobacil/us minor y 

Lactobacil/us viridescens. En un estudio de organismos parecidos a los 

leuconostocs, aislados de salsas fermentadas (Collins y col. 1993) se evaluó la 

taxonomfa de estas especies. Se determinó que la descripción del género 

Weissel/a incluyera a Leuconostoc paramesenteroides, las cinco especies de 

Lactobacil/us y Weissel/a hel/enica, que en ese tiempo era una especie nueva. 

Posteriormente, se incorporaron dos especies nuevas, Weissel/a thai/andensis 

(Tanasupawat y col. 2000) y Weissel/a cibaria (Bjtirkroth y col. 2002). En la 

actualidad existen nueve especies en el género Weissella: Weissel/a confusa, 

Weissel/a halotolerans, Weissella hellenica, Weissel/a kandleri, Weissel/a minor, 

Weissel/a paramesenteroides, Weissella thai/andensis, Weissel/a viridescens y 

Weissel/a cibaria. Las cepas de Weissella se han aislado de distintas fuentes. 

Weissel/a paramesenteroides es una de las especies predominantes en 

vegetales frescos y también juega un papel importante en la primera etapa de la 

fermentación de ensilados. Weissel/a ha/otolerans, Weissel/a hellenica y 

Weissel/a viridescens se han asociado comúnmente con carne y productos 

cárnicos, mientras que se desconoce el hábitat natural de Weissel/a kand/eri. La 

cepa tipo de Weissel/a kandleri se aisló de plantas del desierto, por lo que se ha 

sugerido que este es el hábitat principal de esta especie. Las cepas de 
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Weissel/a confusa se han detectado en azúcar de caña, jugo de zanahoria y 

ocasionalmente en leche bronca y drenajes. Las cepas utilizadas para fa 

descripción de Weissel/a minor se aislaron de natas de máquinas lecheras. Las 

cepas tipo de Weissel/a cibaria sp. nov., se aislaron del chili bo en Malasia 

(Bj6rkroth y col. 2002). 

2.5 LAS AMILASAS Y LOS MICROORGANISMOS QUE LAS PRODUCEN. 

Almidón. 

El almidón se compone de dos tipos de moléculas de polisacárido, una 

lineal (amilosa) formada por unidades de a-O-glucosa con uniones a-1,4 y otra 

ramificada (amilopectina) con unidades de a-O-glucosa unidas tanto en a-1,4 

como en a-1,6. El grado de ramificación es una característica importante del 

sustrato, dado que fas enzimas hidrolizan los diferentes sustratos con 

especificidades diferentes. La fuente del almidón determina el contenido relativo 

de amilosa y amilopectina. El tamaño promedio de la cadena de amilosa es de 

aproximadamente 1000 unidades de glucosa mientras que la amilopectina tiene 

una distribución bimodal con cadenas más largas y más cortas que tienen 

longitudes promedio de 40 a 60 y de 11 a 24 residuos D-glucosil, 

respectivamente (Vihinen y Mantsala, 1989). 

Ami lasas. 

Las enzimas capaces de hidrolizar las uniones a-glucosidicas del almidón 

se denominan enzimas amilolíticas o a-glucanasas y son producidas por 

animales, plantas y microorganismos. Diversas enzimas amilolíticas hidrolizan el 

almidón o sus productos de degradación. Las acciones de estas enzimas 

pueden dividirse en dos categorías. Las endoamilasas, que rompen uniones al 

azar en el interior de la molécula de almidón y las exoenzimas, que hidrolizan a 

partir del extremo no reductor, produciendo productos pequeños. Se puede 

distinguir otra división de las amilasas, de acuerdo con los enlaces que las 

enzimas son capaces de degradar, por ejemplo, las enzimas desramificantes 

pueden hidrolizar uniones a-1,6. 
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La a-amilasa es una endoenzil'Tla que hidroliza enlaces internos a-1,4 y 

que puede saltarse las; uriiories-1,6. La p-amilasa es una exoenzima que libera 

maltosa hidrolizando úpicffiefo'..1T4 ia partir del extremo no reductor, no puede 

saltarse los enlaces-1,6 ;p~r ¡~·qte siempre habrá dextrinas P-límite después de 

su acción. La glucoamilasa p;f~d:~ce glucosa y puede degradar tanto enlaces 1,4 

c::omo 1,6 (Vihinen y Mantsala, 1989). Debido a sus usos comerciales e 

industriales, las a-amilasas de diversos orígenes se han estudiado con gran 

detalle. 

Microorganismos con actividad amilolítica. 

Una gran variedad de microorganismos producen y secretan amilasas de 

diferentes especificidades y algunas con características interesantes. Las 

bacterias Gram-positivas y particularmente las del género Bacil/us son 

productores prolíficos de amilasas y se encuentran muy pocas entre las 

bacterias Gram-r.egativas. Las enzimas producidas por Bacil/us 

amylolique{aciens y Baci/lus /icheniformis son de significado comercial particular, 

debido .a ~~ú(~~rari.térmoestabilidad. Una gran variedad de hongos producen 

amilasas, particularmente el género Aspergillus, mientras que de las amilasas 

producidas por levaduras se han generado un número importante de estudios 

(Pandey y col. 2000). 

2.6 BACTERIAS LÁCTICAS AMILOLÍTICAS. 

La capacidad de las bacterias lácticas para fermentar el almidón fue 

reportada por primera vez por Sherman en 1937 cuando encontró que algunos 

estreptococcos aislados del tracto digestivo de rumiantes producían ácido en 

sustratos amiláceos. A partir de esa fecha se han aislado bacterias lácticas 

amilolíticas de sustratos diversos. De ensilados de maíz se aislaron e 

identificaron las especies Lactobacil/us amylophilus y Lactobacil/us amy/ovorus 

(Nakamura, 1981; Nakamura y Crowell, 1979), mientras que Lactobacil/us 

cel/obiosus se aisló de desperdicios vegetales (Sen y Chakrabarty, 1984). De 

maltas y mostos cerveceros se aisló la especie Lactobacil/us amy/o/yticus 
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(Bohzk y col. 1998); Di.versas cepas de Streptococcus bovis con actividad 
. - -

amilolítica se]1an aislado ta~to de{tracto digestivo como de heces de bovinos, 
' .. ·- ' ..• .': .'. ' ,-_ • --.:"~· :.· . ~-1~.: - ·. - .. - - . < . 

ovejas -y ·puerc'os;~:si\~PtOboccl.I~ equinus se aisló de las heces de caballos 

(Cotta; 1-992): Al~~Íla~c~pa~''d~ Lactobaci//us se aislaron del tracto digestivo de 

pollos (Champ Y}~61."-1J?~)~:i:J~-'.~nsilados de pescado mezclado con cereal8s se 

aislaron cepas élílliiolltica~·decl.:e.uconostoc (Lindgren y Refai, 1984). 

Lo~; ~;1f~;~f8!at~~~~~t~~~s amiláceos son una fuente potencial de 

bacterias Iáctic~s)-~~~fl~Utip~s; Dichos alimentos se preparan con cereales 

::::~:it.f Ji~~~lf~l~f~~; l~I y~l:i~:: ::¡::":~ ~~:agr:: ~:,¡:~a::~: 
alimenticio ferrriente1dO?qÜ~ se.seca al sol y que tiene propiedades panaderas 

... • -: . -· i·:··.- ': ~:!·'f,:: .--;;:·,:~ .. - ;- ,.. ~ --~ ; -·: -·' ''·. ,' 

poco comlines.'.;_9e_i p~g(:¡Liqe\en Colombia y en Brasil, donde se le denomina 
·'L.::: 

"almidón 'agrio'.' y '1p~lviÍhÓ ~~edo" respectivamente. La producción de almidón 

ácido de yucél iriyolucra una fermentación ácido láctica que reduce el pH hasta 

3.5. La espeéie Lactobacil/us manihotivorans con actividad amilolítica se aisló de 

este producfo (Morlon-Guyot y col. 1998). En África, es común el consumo de 

productos de yuca fermentada, tal es el caso del gari y el fufu (Steinkraus, 

1996). Tradicionalmente, en paises africanos tales como Congo y Nigeria, la 

yuca entera se remoja en agua y se fermenta naturalmente de 3 a 5 días. 

Durante la fermentación el contenido de glucósidos cianogénicos se reduce del 

90 al 100% y se suaviza el producto, facilitando la extracción del almidón del 

tubérculo. El género Lactobacil/us es el predominante entre las cepas aisladas 

de la yuca fermentada tradicional y Lactobacíl/us plantarum fue la especie que 

se identificó con mayor frecuencia (Brauman y col. 1996). Nwankwo y col. 

(1989) así como Giraud y col. (1991) aislaron cepas amilolíticas de Lactobacil/us 

plantarum de la yuca ablandada por fermentación en Nigeria y en Congo, 

respectivamente. 

El ogi y el mawé son dos productos tradicionales africanos obtenidos de 

cereales fermentados y que se utilizan como productos intermediario!?. para la 

preparación de diversos platillos. El ogi se prepara a partir de maíz o de sorgo 
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remojado en agua, molido y cernido en forma húmeda y se deja sedimentar y 
' - ,. 

fermentar espontáneamente (Johansson y col. 1995). El mawé es una masa 

ácida clerilai.Z;:p~~él prepararlo, el maíz se lava, se fragmenta en un molino de 

discos y s~ ~~~~fa'n!as fracciones con cernidores metálicos, de nylon o de fibra 
..,:-_.:, ;;.:~¡-' -~;'.,:':·~: -· _,:.~~,,_.:, ,:--_-:'. 

de palma.'J~'a~trbzÓs de endospermo y el pericarpio se separan por gravedad en 

el cernido y .la tracción fina del endospermo se colecta en un recipiente. En el 

proceso comercial, los trozos de endospermo se lavan al chorro de agua, el 

germen y los restos de pericarpio flotan y se eliminan después de decantar el 

agua; los trozos de endospermo sedimentados se mezclan con la fracción fina 

del endospermo. En la producción casera, los fragmentos de endospermo no se 

lavan pero el pericarpio se separa manualmente. Los fragmentos de 

esdospermo resultantes y la fracción fina se humedecen de 2 a 4 horas y se 

muelen. El producto se amasa, se cubre con polietileno y se deja formentar 

naturalmente (Hounhouigan y col. 1993). Durante el proceso fermentativo del ogi 

y del mawé, se da una sucesión natural de microorganismos dominada por 

bacterias lácticas, siendo LactobEicillus spp. la bacteria predominante. Del ogi y 

del mawé producidos en Benin, se aislaron y caracterizaron cepas amilolíticas 

de Lactobaci/lus fermentum (Agati y col. 1998); mientras que del ogi nigeriano se 

aislaron cepas de L. plantarum y Leuconostoc mesenteroides (Johansson y col. 

1995). 

El kenkey es un alimento fermentado de maíz que se produce y consume 

en países africanos como Ghana y Nigeria. Se obtiene una masa que se moldea 

en forma de bolas y se envuelve en hojas de maíz o de plátano (Steinkraus, 

1996). De este alimento, se aislaron cepas de Lactobaci/lus plantarum con 

acti·1idad amilolítica (Olasupo y col. 1996). De otros alimentos fermentados 

tradicionales de Nigeria, como el nono, fufu, burukutu, ogi-baba y kunu-zakki, se 

aislaron cepas de bacterias con actividad amilolítica que se identificaron como L. 

plantarum y L. fermentum (Sanni y col. 2002). 

De otros alimentos fermentados que se preparan mezclando vegetales o 

pescado con cereales también se han aislado bacterias lácticas con actividad 
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amilolitica. El "sayur asín", un alimento en el que la col mostaza se fermenta 

naturalmente en presencia del agua de cocimiento de arroz, fue el origen de una 

cepa amilolítica de Leuconostoc (Puspito y Fleet, 1985). Del plaa som, que se 

prepara con pescado, arroz cocido y ajo, se aislaron tres cepas de Lactobacil/us 

p/antarum y una cepa de Lactococcus /actis subsp. /actis con actividad 

amilolítica (0stergaard y col. 1998). Así mismo, del burong bangus, un producto 

fermentado de arroz y pescado de Filipinas, se aislaron e identificaron cepas 

amilolíticas de Lactobacillus plantarum (Olympia y col. 1992). 

2.7 AMILASAS DE BACTERIAS LACTICAS. 

Aunque a la fecha existen diversos reportes sobre la presencia de 

bacterias lácticas amilolíticas tanto en alimentos fermentados como de otras 

fuentes, existe poca información respecto a la caracterización de sus amilasas. 

La mayoría de los estudios se han realizado en a-amilasas y en menor 

proporción en glucoamilasas (James y Lee, 1995). Sin duda, las amilasas 

producidas por bacterias del género Lactobacil/us han sido las más estudiadas, 

si bien, existen estudios en amilasas producidas por bacterias lácticas de otros 

géneros (Lindren y Refai, 1984; 0stergaard y col. 1998; Satoh y col. 1997; 

Simpson y Russell, 1998). La mayor parte de las amilasas producidas por 

bacterias lácticas son extracelulares, existen especies que producen amilasas 

asociadas a la célula y en algunos casos que son intracelulares. 

L. amylovorus produce una a-amilasa que libera al medio de crecimiento 

y que tiene su mayor actividad a pH 5 y 62ºC; también produce una 

glucoamilasa unida a la célula cuyos parámetros óptimos son pH 6.0 y 60ºC 

(Rodríguez-Sanoja y col. 2000; James y Lee, 1995). La a-amilasa de L. 

amy/ovorus es capaz de adherirse a los gránulos de almidón, lo cual permite la 

producción de ácido láctico a partir de almidón crudo o que no se ha 

gelatinizado previamente. La secuenciadón del gen a-amilasa de L. amy/ovorus 

determinó que consiste de 2862 pb que codifican para 954 aminoácidos y con 

una masa molecular de aproximadamente 105 kDa (Giraud y Cuny, 1997). 
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Rodrlguez-Sanoja y col. (2000) demostraron que el extremo e-terminal de esa 

enzima contiene secuencias repetidas involucradas en su capacidad para unirse 

al almidón crudo. 

Aguilar y col. (2000) purificaron y caracterizaron la amilasa extracelular de 

la cepa tipo de Lactobacil/us manihotivorans. El peso molecular aparente fue de 

135 kDa, el pH y temperatura óptimos fueron 55ºe y 5.5, respectivamente. La a­

amilasa presentó buena estabilidad en el rango de pH de 5 a 6 y la enzima fue 

sensible a la temperatura, perdiendo actividad después de 1 h de incubación a 

55ºe. 

De Lactobacil/us plantarum A6 se purificó una amilasa extracelular cuyos 

parámetros óptimos son pH de 5 y una temperatura de 65ºC. La hidrólisis de 

almidón por la enzima se presentó con una reducción rápida de la capacidad de 

tinción del yodo del sustrato y una liberación lenta de azúcares reductores. Los 

productos de la hidrólisis del almidón fueron glucosa, maltosa y oligosacáridos 

de bajo peso molecular. Se observó que la síntesis de la enzima se inhibe con 

glucosa y que su producción se ve afectada por el pH del medio. Se determinó 

la capacidad de la cepa de utilizar el almidón crudo y se evaluó su uso potencial 

como cultivo iniciador de ciertas fermentaciones. La secuencia complete. del gen 

a-amilasa incluye 2739 pb que codifican para 913 aminoácidos con una masa 

molecular aproximada de 100 kDa. El extremo N-terminal tiene caracteristicas 

similares a la familia de las amilasas, mientras que el extremo e-terminal 

muestra una estructura poco común que consiste de 4 secuencias repetidas 

(G!raud y euny, 1997). 

El análisis de las secuencias de los genes a-amilasa de Lactobacil/us 

amylovorus, Lactobacillus p/antarum A6 y Lactobacil/us manihotivorans LMG 

1801 O indica que tienen más del 98% de identidad en sus secuencias de 

nucleótidos y niveles similares de identidad para las secuencias deducidas de 

aminoácidos (Morlon-Guyot y col. 2001 ). 

Lactobacil/us cel/obiosus D-39, aislada de desperdicios vegetales, fue 

reportado como productor de a-amilasas por Sen y ehakrabarty en 1984. Los 
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estudios sobre la purificación y caracterización de la enzima mostraron que se 

trata de una amilasa de bajo peso molecular, 22.5 kDa, estable en un rango 

neutro de valores de pH (6.3-7.9) y a temperaturas hasta de 50ºC (Sen y 

Chakrabarty, 1986). 

Olympia y col. (1995) estudiaron las propiedades de la amilasa L 137 

producida por la cepa Lactobacil/us p/antarum L 137. La mayor actividad de la 

amilasa se presentó a pH 3.8-4 y a 35°C y tiene un peso molecular de 230 kDa. 

Los productos de la hidrólisis del almidón indicaron que se trata de una amilasa 

del tipo ende, ya que produce maltotriosa, maltotetraosa y maltopentaosa. La 

amilasa no fue capaz de hidrolizar el almidón crudo, dextranas ni a, 13 o y-ciclo 

dextrinas. 

Las cepas de Lactobacil/us fermentum (Ogi E1 y Mw2) aisladas del ogi y 

del mawé, respectivamente, produjeron amilasas extracelulares y asociadas a la 

célula en cultivos de 12 horas. La mayor actividad para la cepa Ogi E1 se 

presentó a un pH de 5 y 45ºC mientras que para la cepa Mw2 se obtuvo a pH 

4.5 y 35ºC (Agati y col. 1998). 

La actividad a-amilasa de una cepa de Leuconostoc (presumiblemente se 

trata de Leuc. dextranicum) está asociada a la célula y sólo se libera al medio en 

la última etapa de crecimiento. La mayor actividad de la amilasa se presentó a 

pH 6.0 y 40ºC y es sensible al almacenamiento a valores de pH menores a 4 y 

mayores a 8. La enzima tiene un peso molecular mayor a 50 kDa y produce 

maltosa y glucosa (en relación 5:1) como principales productos de la hidrólisis 

de almidón (Lindgren y Refai, 1984). 

Dos cepas amilolíticas del género Lactobacíl/us aisladas del tracto 

digestivo de pollos tuvieron actividad amilolítica asociada a la célula (Champ y 

col. 1983). La mayor actividad de las amilasas de las cepas LEM 220 y LEM 207 

fueron pH 5.5 y 55ºC y pH 6.4 y 40°C, respectivamente. Mediante el uso del 

microscopio electrónico de barrido se pudo observar el rompimiento de los 

gránulos de almidón in vitro e in vivo por las amilasas de esas cepas en tejidos 

del tracto digestivo de pollo. 
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Se ha profundizado en el estudio de dos cepas de S. bovis aisladas del 

rumen, JB1 y 148. S. bovis 148 produce amilasas intra y extracelulares 

codificadas por genes diferentes y produce altas concentraciones de ácido 

láctico tanto de almidón crudo como de almidón soluble. Ambas enzimas se 

purificaron y caracterizaron. El principal producto obtenido de la hidrólisis del 

almidón por la amilasa intracelular de S. bovis 148 fue la maltotriosa (80%), 

mientras que la enzima extracelular mostró un patrón de hidrólisis de almidón 

típico de las amilasas sacarificantes. Se determinó que la mayor actividad se 

presentó a pH 6.5 y 40ºC para la amilasa intracelular y a pH 5.5 y 50ºC para la 

amilasa extracelular. La amilasa intracelular no fue capaz de unirse al almidón 

crudo mientras que la extracelular si lo hizo. La secuencia deducida de 

aminoácidos de la enzima intracelular correspondió a 484 codones con una 

masa molecular de 56 kDa y se determinó que la proteína no tiene péptido 

señal. La amilasa extracelular está formada por 703 codones y tiene una masa 

molecular de 79,000 Da. El análisis de la secuencia de la a-amilasa extracelular 

de S. bovis 148 confirmó su similitud con las a-amilasas extracelulares de 

Bacil/us subti/is y no se observó homología entre las a-amilasas intra y 

extracelulares de esa cepa (Satoh y col. 1993; 1997). Al igual que la cepa 148, 

S. bovis JB1 también produce amilasas intra y extracelulares, las cuales 

presentan prácticamente las mismas características bioquímicas a las descritas 

para las correspondientes amilasas de la cepa 148. Se determinó que la 

distribución celular de la enzima depende del sustrato en el que crece. Cuando 

crece en un medio que contiene almidón, aproximadamente el 80% de la 

actividad amilolítica total está asociada a la célula, mientras que cuando crece 

en presencia de maltosa, más del 90% de la actividad amilolítica total se 

encuentra en el medio de cultivo. La síntesis de amilasa se reprime por glucosa, 

celobiosa y fructosa, mientras que la inulina y la lactosa tuvieron un pequeño 

efecto en la acumulación de la enzima (Cotta y Whitehead, 1993). 

Del estudio del gen de la amilasa de S. mutans se determinó que la 

proteína no tiene uri péptido señal típico de las proteínas secretadas y parece 
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localizarse predominantemente de forma intracelular. Este consta de 486 

aminoácidos con un peso molecular calculado de 56,347 Da. En presencia de 

almidón, la enzima produce desde glucosa hasta maltohexaosa así como 

oligosacáridos de mayor tamaño (Simpson y Russell, 1998). 

2.8 FERMENTACION DEL ALMIDON POR BACTERIAS LACTICAS. 

El almidón se utiliza comúnmente como materia prima para la producción 

industrial de ácido láctico. Las bacterias lácticas amilolíticas, en especial 

aquéllas capaces de hidrolizar el almidón crudo, son una alternativa adecuada 

para realizar este tipo de procesos. Diversos autores han estudiado las cinéticas 

de fermentación del almidón crudo y soluble utilizando diversas cepas de 

bacterias lácticas. Con Lactobacil/us amylophi/us, se evaluó la producción de 

ácido láctico usando glucosa y almidón como sustratos y a diferentes valores de 

pH (de 5.4 a 7.8) (Mercier y col. 1992). Con Lactobacil/us amylovorus se evaluó 

la producción de ácido láctico a partir de almidón gelatinizado. La conversión de 

almidón a ácido láctico fue de 98.1 % bajo condiciones óptimas (Cheng y col. 

1991 ). Zhang y Cheryan (1991) estudiaron la fermentación directa del almidón 

hasta ácido láctico por Lactobacil/us amylovorus en cultivos por lotes y en 

continuo, lográndose una mayor productividad en este último en condiciones 

similares: 4.8 g/L/h y 8.4 g/L/h, respectivamente (Zhang y Cheryan, 1994). 

También se ha evaluado el uso de diferentes sustratos en la producción 

de amilasas por bacterias lácticas, así como el efecto del pH en el crecimiento y 

producción de amilasas. Lactobacillus pi'antarum A6 presentó crecimiento similar 

tanto en glucosa como en almidón (0.43 - 0.45 hº1
) y tuvo un alto rendimiento de 

conversión de almidón/ácido láctico (80%). La velocidad de hidrólisis del almidón 

fue mayor que la de consumo de los productos de hidrólisis, ya que a las 7 

horas se acumuló la maltosa (Giraud y col. 1991 ). Se comparó la fermentación 

del almidón por Lactobacil/us rr.anihotivorans y L. plantarum A6 a pH controlado 

y no controlado. L. plantarum fue capaz de crecer y de convertir el almidón en 

ácido láctico más rápida y eficientemente hasta valores de pH de 4.5. Cuando el 
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pH se mantuvo en 6.0 se observó un aumento en la producción de ácido láctico, 

de amilasa y de biomasa final para L. manihotivorans mientras que para L. 

plantarum sclo se obsen1ó un aumento en la producción de amilasa. La 

velocidad especifica de crecimiento fue la misma tanto en glucosa como en 

almidón para L. manihotivorans (0.35 h"1
) y la bacteria no produjo amilasa en 

presencia de glucosa (Guyot y col. 2000). 

Las investigaciones también se han dirigido a otros aspectos como son 

las condiciones para el crecimiento de las bacterias lácticas amilolíticas. El 

estudio de los requerimientos nutricionales de LactobBci!lus fermentum Ogi E1 

dio como resultado un medio simplificado (SYAM) (extracto de levadura, acetato 

y solución de minerales) que produjo resultados similares a los obtenidos con el 

medio MRS, pero sin la cinética de fermentación bifásica que se presenta en 

dicho medio. Los mejores sustratos tanto para el crecimiento como para la 

producción de amilasa fueron la maltosa y el almidón (Calderón y col. 2001). 

Desde hace varios años se han realizado diversos estudios sobre 

Streptococcus bovis, bacteria láctica amilolítica habitante del rumen de ganado y 

del colon de humanos (Hardie, 1986). S. bovis es una bacteria que crece 

rápidamente y que tiene requerimientos nutricionales simples. S. bovis puede 

dominar en el rumen cuando estan disponibles grandes cantidades de 

carbohidratos (azúcares o almidón). S. bovis puede cambiar su fermentación de 

lactato a acetato, formato y etanol para obtener más ATP, pero no es capaz de 

competir efectivamente con otras bacterias del rumen si hay limitación de 

carbohidratos. La mayoría de las cepas de S. bovis no pueden utilizar las 

pentosas pero crecen rápidamente (más de 1.5 h"1
) en una gran variedad de 

mono- y disacáridos (Wells y col. 1997; Bond y col. 1998). Se han reportado 

velocidades máximas de crecimiento en glucosa de diversas cepas de colección 

de S. bovis de 1. 71± 0.15 h·1
• Otros trabajos con S. bovis JB 1 indicaron que la 

velocidad máxima de crecimiento podría llegar hasta 2.0 h"1 en cultivos con 

varias resiembras (Jarvis y col. 2001 ). 
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Como parte de un estudio global sobre la capacidad de diversos 

microorganismos del rumen para crecer en un medio con almidón y producir 

amilasas, Cotta (1988) determinó que S. bovis JB1 es capaz de crecer a 

velocidades similares de crecimiento cuando se encuentra en presencia de 

glucosa o almidón (2.07 y 1.98 h·1
, respectivamente) y a menor velocidad en 

presencia de maltosa (1.38 h"1
). S. bovis JB1 creció a mayor velocidad que el 

resto de las bacterias del rumen evaluadas en los distintos sustratos (glucosa, 

maltosa y almidón). También se estudió la hidrólisis y el uso de los 

oligosacáridos, productos de la hidrólisis del almidón por cepas de bacterias 

amilolíticas y no amilolíticas del rumen utilizando cultivos puros y mixtos y se 

sugiere que existe un intercambio de maltooligosacáridos entre especies de 

bacterias y que dicho intercambio es el responsable de la complejidad de los 

tipos de bacterias encontrados en el rumen (Cotta, 1992). 

Con el fin de determinar si la velocidad de crecimiento en diversas cepas 

de S. bovis está regulada por la disponibilidad de intermediarios glicolíticos 

tempranos o por la generación de ATP per se, Bond y col. (1998) determinaron 

que veinte cepas de S. bovis del rumen (tanto cepas tipo como otros aislados) 

crecieron más lentamente en lactosa (1.21 ± 0.12 h"1
) que en glucosa (1.67 ± 

0.12 h"1
) y resiembras repetidas o crecimiento prolongado en cultivo continuo 

(más de 200 generaciones en cada caso) no mejoraron la velocidad de 

crecimiento en lactosa. Se concluyó que se requiere de un flujo glucolítico rápido 

a través de la vía EMP para el crecimiento rápido (más de 1.2 h"1
) de S. bovis. 

El papel de la amilasa intracelular en el crecimiento de S. bovis Wl-1 fue 

estudiado por Brooker y McCarthy (1997) mediante la eliminación selectiva del 

gen de la amilasa intrace!ular. La velocidad de crecimiento exponencial de la 

recombinante fue del 15-20% de la cepa silvestre en un medio con glucosa, 

almidón o celobiosa al 1 %. La actividad amilolítica de los extractos libres de 

células del cultivo recombinante en presencia de 1 % de almidón fue de sólo 7% 

del de la cepa silvestre. Los resultados sugieren que podría ser importante un 
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nivel critico de expresión del gen amilasa intracelular para el crecimiento rápido 

de la baCteria. 
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CAPÍTULO 111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La investigación sobre bacterias lácticas amilolíticas en alimentos 

fermentados amiláceos se ha justificado debido al alto contenido de almidón en 

la materia prima (cereales como el maíz y sorgo o tubérculos como la yuca). Sin 

embargo, el papel de ese almidón en las fermentaciones lácticas aún tiene que 

estudiarse, dado que también se encuentran presentes mono y disacáridos 

(como la glucosa y sacarosa) que podrian estar disponibles para la 

fermentación. 

La manera en que se procesa la materia prima podría determinar la 

composición de la microbiota y específicamente la relevancia de bacterias 

lácticas amilolfticas. Por ejemplo, durante el procesamiento de la yuca para la 

producción de almidón ácido, la extracción del almidón se realiza mediante 

cernido de la materia prima bajo una corriente de agua, lo que favorece la 

eliminación de la mayoría de los mono y disacáridos, dejando al almidón como el 

principal sustrato disponible, permitiendo que predominen las bacterias lácticas 

amilolíticas (Ben Ornar y col. 2000). De forma similar, el pozal puede ser otro 

ejemplo interesante de la influencia de las condiciones del proceso en la 

diversidad microbiana. En el proceso de nixtamalización del maíz (cocción 

alcalina, remojo y lavado del grano) se reduce drásticamente la concentración de 

la sacarosa, principal carbohidrato soluble, de 2 a 0.1-0. 7 g /1 OOg (base seca). Si 

la concentración de azúcares solubles en el nixtamal es tan baja sería difícil 

mantener una diversidad microbiana tan rica y números tan altos de bacterias 

lácticas totales, tal como se ha reportado previamente por Wacher y col. (2000) y 

Escalante y col. (2001 ). 
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CAPÍTULO IV. HIPÓTESIS 

Siendo el almidón el principal sustrato disponible para la fermentación 

ácido láctica del nixtamal, las bacterias lácticas amilolíticas deberían constituir 

una proporción importante dentro de las bacterias lácticas y tener un papel 

determinante para sostener la diversidad microbiana obseNada. 

34 



Objetivos 

CAPÍTULO V. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: Determinar la diversidad y la importancia de las 

bacterias lácticas amilolíticas durante la fermentación del pozo!, así como sus 

principales características fisiológicas. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Determinar la diversidad de bacterias lácticas amilolíticas durante la 

fermentación del pozol. 

• Identificar las bacterias lácticas con mayor actividad amilolítica y 

caracterizar sus amilasas. 

• Evaluar los parámetros cinéticos de la bacteria láctica amilolftica 

predominante durante la fermentación de almidón soluble. 
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CAPÍTULO VI. MATERIALES Y METODOS. 

6.1 Descripción de la muestra. 

Se adquirieron dos muestras de pozal recién molido (A y B) en un 

mercado de Villahermosa, Tabasco. Cada muestra se dividió en porciones de 

100 g, se envolvieron en hojas de plátano y se incubaron a 30ºC por 7 días. 

6.2 Medición de pH. 

Se midió en un potenciómetro Jenway 3020 a 25ºC, suspendiendo 2 g de 

muestra en 5 mi de agua destilada. 

6.3 Cuantificación de bacterias lácticas y de bacterias lácticas amilolíticas. 

Se homogenizaron 25 g de masa en 225 mi de peptona al 0.1 % en un 

equipo Stomacher 400 (Seward) a velocidad normal durante un minuto y se 

realizaron las diluciones correspondientes. El conteo de bacterias lácticas y de 

bacterias lácticas amilolíticas se realizó por duplicado, inoculando 

superficialmente cajas de agar MRS (Oxoid, CM361) y de agar MRS con 2% de 

almidón soluble (J.T. Baker) en lugar de glucosa, respectivamente (Tabla 1). La 

humedac1 de las masas se determinó por pérdida de peso después de secarlas a 

80ºC por 24 h. Las cuentas se expresaron como el lag UFC/g masa seca. Las 

colonias seleccionadas al azar se evaluaron mediante la tinción de Gram y la 

reacción catalasa. Para las bacterias lácticas amilolíticas se consideraron las 

colonias que presentaron halos de hidrólisis después de adicionar lugol a las 

cajas con almidón. 

6.4 Cuantificación de otros grupos microbianos. 

Se realizó el conteo de enterobacterias, mohos y levaduras, mohos y 

levaduras amilolíticas, mesófilas aerobias y mesófilas aerobias amilolíticas. En la 

Tabla 1 se describen las condiciones para el conteo de cada grupo. 

36 



Materiales y !nétodos 

Tabla 1. Condiciones para la cuantificación de diversos grupos microbianos. 
Microorganismo Medio de cultivo Temperatura Tiempo de Tipo de 

de incubación incubación inoculación 
Bacterias lácticas Agar MRS 30ªC 1-2 días superficial 

(Oxoid CM 361) 
Bacterias lácticas Agar MRS- 30ªC 1-3 días superfici:al 
a milo líticas almidón a 

Enterobacterias Agar bilis rojo 30ªC 1-2 días vertido 
violeta glucosa 
(Oxoid CM 485) 

Mohos y levaduras Agar papa 30°C 3-7 días superficial 
dextrosa 
(Oxoid CM 139) 

Mohos y levaduras Agar papa 30ªC 3-7 días superficial 
amilolfticas dextrosa afmidón 

b 

Mesófilas aerobias Agar cuenta en 30ªC 2 días superficial 
placa 
(Oxoid CM 325) 

Mesófilas aerobias Agar cuenta en 30ªC 2 días superficial 
amilolfticas placa almidón e 
d .. 

Compos1c1ón del medio MRS-alm1dón (g/L). peptona pancreática de caserna, 1 O, extracto de 
carne, 1 O; extracto de !evadura, 5; almidón, 20; citrato diamoniacal, 2.17; acetato de sodio, 5; 
sulfato de magnesio heptahidratado, 0.207; sulfato de manganeso, 0.056; fosfato dipotásico, 
2.62; agar bacteriológico, 15. El pH final fue de 6.8. 
b Preparación del medio papa dextrosa almidón: El extracto obtenido después del cocimiento de 
300 g de papa blanca pelada en 1 L de agua, se mezclo con 20 g de agar bacteriológico y se 
aforó a 1 L. Se esterilizó el medio ( 121 ºC por 15 minutos) y se acidificó con ácido tartárico al 10% 
para tener un valor final de pH de 5.5. 
e Componentes del agar cuenta en placa almidón (g/L): triptona, 5.0; extracto de levadura, 2.5; 
almidón, 1.0; agar bacteriológico, 9. El pH final fue de 7.0. 

6.5 Aislamiento de bacterias lácticas amilolíticas. 

Las bacterias lácticas amilolíticas se aislaron de duplicados df! placas 

MRS-almidón tomando colonias al azar con diferentes diámetros de zonas de 

hidrólisis. Las cepas recuperadas se purificaron inoculando por estría sobre el 

medio MRS-almidón. Para determinar la pureza se observó la homogeneidad en 

la morfología de las colonias y de las células después de realizar una tinción de 

Gram. Se realizó la reacción catalasa (Harrigan y McCance, 1976). Los cultivos 

puros se almacenaron a -70ºC en perlas de vidrio con glicerol al 20% como 

crioprotector (Feltham y col. 1978). 

6.6 Determinación de la vía metabólica. 

La vía metabólica se determinó mediante el análisis de los productos 

finales de la fermentación, ejemplo: lactato (homofermentativa) o una mezcla 
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equimolar de lactato y etanol/acetato (heterofermentativa). Se incubaron las 

cepas durante 18 h'a 30ºC er;i10 mi de caldo MRS (Difco Laboratories 0881-17-

5, Detroit, MI, U.SA.).- Las~ células se separaron por centrifugación y los 

sobrenadantes se filtraron a través de membranas de 0.22 µm de tamaño de 

poro (Millipore, HVLP 04700). Los filtrados se analizaron en un cromatógrafo de 

líquidos Waters 515 (Waters, Milford, MA, USA) equipado con una columna de 

intercambio iónico (BioRad Aminex HPX-87H, 300x7.8 mm). La fase móvil fue 

H2S04 6.mM, con una velocidad de flujo 0.8 ml/min a 65ºC. Se utilizó un detector 

de índice de refracción Waters 241 O. El caldo MRS no inoculado se utilizó como 

control. 

6.7 Identificación bioquímica. 

Los perfiles de fermentación de carbohidratos se hicieron con el sistema 

API 50 CH (bioMérieux, Marcy-l'étoile, France) de acuerdo a las instrucciones 

del proveedor. Las pruebas enzimáticas y de fermentación de las cepas 15430, 

25124, A56203, A57206, A12203, A57103, A45201, A36202 y A45212 se 

realizaron con el sistema API 20 STREP (bioMérieux, Marcy-l'étoile, France). Se 

obtuvieron identificaciones preliminares mediante el uso del programa APILAS 

Plus V.3.3.3. 

6.8 Ribotipificación. 

Un cultivo de 18 h se diluyó 1: 1 O en caldo MRS fresco y se incubó por 4 

horas a 30ºC. Las células se colectaron centrifugando (10 min, 4480 g, 4ºC) y se 

lavaron dos veces con solución amortiguadora TS (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, 

sacarosa 25% p/v). Las células se resuspendieron en solución amortiguadora TS 

hasta lograr un valor de absorbancia de 3 a 600 nm. La suspensión celular se 

trató con lisozima (100 mg/ml) durante una hora a 37°C. Los protoplastos se 

colectaron centrifugando (10 min, 4480 g, 4ºC), se resuspendieron en 500 µL de 

solución amortiguadora SE (NaCI 75 mM, EDTA 25 mM) y se incubaron por una 

hora a 37ºC. La preparación de los bloques de agarosa que contenían el DNA 

extraído y su digestión con la endonucleasa EcoRI se realizó de acuerdo con el 
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método de McClelland y col. (1,987). La electroforesis de la~ muestras de DNA 

se realizó• en u~a,~elcla>gr~nde (30x20 cm) en un gel de agarosaal 1 % en 

solucióh ~r'lorti~GadoraTAE-(iris'40mM,acetato 40 mM, EDTA,2~M, pH a:o)·a 
.·,, ;• . . . . ·~--·· -....... (;.. . ·~ ,. . . ~ .-- '" :• 

4V/cmy10ºC:por'15 horéls. La sonda utilizada para la hibridación consistió de 

una mezcla de fragmellfos del gen rRNA 16S amplificados por PCR, de las 

cepas 15136, 15125 y 25421. Se utilizaron los cebadores 27f 

(5'AGAGITTGATCMTGGCTCAG3') y 354r (5'CTGCTGCSYCCCGTAG3') 

(Lane, 1991) para la amplificación del gen rRN/\ 16S. Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: la desnaturalización inicial fue de 94ºC por 

11 min, 30 ciclos de desnaturalización de 30 s a 94 ºC, alineamiento por 30 s a 

50ºC y elongación a 72ºC por 30 s. La extensión final a 72ºC por 7 min. Los 

productos de la amplificación se limpiaron (Wizard, DNA clean-up system, 

Promega), se liofilizaron y se marcaron con digoxigenina siguiendo las 

indicaciones del proveedor (Dig high prime detection kit, Boehringer Mannheim). 

Los geles a los que se les aplicó la electroforesis y que contenían los fragmentos 

de DNA generados con EcoRI se sumergieron dos veces en HCI 0.25N por 15 

min y en una solución de NaCI 1.5M/NaOH 0.5N por 20 min. Se realizó una 

transferencia Southern (Southern, 1975). Las membranas se fijaron calentando a 

80ºC por 30 min. Durante la prehibridación se agregaron 15 mi de la solución de 

hibridación (SSC 5X, N-laurilsarcosil al 0.1 %, agente bloqueador al 10%, SOS al 

0.02%) en cada membrana y se incubaron a 65ºC por 3 horas. La detección de 

la hibridación se llevó a cabo mediante quimioluminiscencia, utilizando los 

componentes de un sistema comercial de marcaje y detección de DNA y los anti­

DIG-anticuerpos de Boehringer Mannheim de acuerdo con las recomendaciones 

del proveedor. Los perfiles de bandas de la hibridación se evaluaron por la 

presencia o ausencia de bandas únicas comunes y se construyó una matriz, la 

cual se analizó utilizando el programa Treecon v.1.2 (Van de Peer y De Wachter, 

1994). El análisis incluye el cálculo de similitud de distancias usando el 

procedimiento de Link y col. (1995), la construcción del árbol usando el método 

de pares de grupo no proporcionales con promedios aritméticos (UPGMA) y la 

generación del fenograma. 
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6.9 Determinación de las secuencias del gen rRNA 168. 

Se amplificó un fragmento del gen rRNA 168 (correspondiente a las 

posiciones 30 a 1521 del gen rRNA 168 de Escherichia co/1) mediante PCR 

utilizando cebadores conservados cercanos a los extremos 3' y 5' del gen. Los 

productos de PCR se secuenciaron directamente utilizando el sistema de 

secuenciación (Taq dye-Deoxy terminator cycle sequencing kit, Applied 

Biosystems, Foster City, Calif., U.S.A.) y un secuenciador automático (modelo 

373, Applied Biosystems). Las identificaciones se basaron en comparaciones de 

las secuencias parciales (correspondiente a las posiciones 30 - 338 del gen 

rRNA 168 de Escherichia co/1) o casi totales (correspondiente a las posiciones 

30 - 1521 del gen rRNA 168 de Escherichia cofl). Los "parientes" más cercanos 

se determinaron realizando búsquedas en las bases de datos del GenBank 

utilizando el programa BLA8T. 

6.1 O Números de acceso de las secuencias de nucleótidos. 

Los número de acceso al GenBank de las secuencias parciales del gen 

rRNA 168 de las cepas 25124, 15430, A12203, A45201, A57206, A57103, 

A56203, A45212 y A36202 son AY184231 a AY184239, respectivamente. 

6.11 Evaluación de la actividad amilolítica extracelular y asociada a las 

células de bacterias lácticas del pozol. 

Los cultivos de bacterias lácticas a los que se les midió la actividad 

amilolítica crecieron por 23 h a 30ºC en el medio MRS-almidón. Para separar las 

células del sobrenadante, se centrifugaron a 27200 g por 15 minutos a 4°C. Las 

células se lavaron dos veces con agua estéril y la actividad asociada a las 

células se determinó en la suspensión celular obtenida al resuspender las 

células lavadas en agua destilada. Tanto la actividad amilolitica extracelular 

(sobrenadantes) como la asociada a las células se midieron con el método de 

extinción del complejo almidón-yodo y con el método de reductores con DN8. 

La determinación de actividad amilolítica, usando el método de extinción 

del complejo almidón-yodo, se basa en la propiedad del almidón soluble de 
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formar un complejo café en presencia del reactivo yodo-yoduro que absorbe a 

620 nm, Por ~cdón de la amilasa disminuye el color producido por el complejo 
,' ' 

al111idé>11-:Yoc:lo (Agati y col. 1998). Una unidad de actividad enzimática se definió 

como la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidón en 30 

minutos (Anexo 1). 

La actividad amilolítica también se determinó midiendo el incremento de 

los azúcares reductores que se forman por la hidrólisis enzimática del almidón 

soluble. Los azúcares reductores se cuantificaron por el método de DNS (Miller, 

1959), usando glucosa (Sigma) como patrón. Una unidad de actividad amilolítica 

se definió como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 ~tmol de azúcares 

reductores por minuto (Rodríguez-Sanoja y col. 2000). 

6.12 Caracterización de amilasas de S. bovis cepa 25124, L. /actis cepa 

A45212 y E. su/fureus cepa A36202. 

La descripción de amilasas se realizó en tres especies de bacterias 

lácticas amilolíticas. Las cepas A45212 (Lactococcus /actis) y A36202 

(Enterococcus sulfureus) se aislaron de la muestra A, a las 48 y 24 h de 

fermentación, respectivamente. La cepa 25124 (Streptococcus bovis) se aisló de 

la muestra B cuando habían transcurrido 24 h de fermentación. 

a) Preparación de los extractos celulares. 

Las cepas crecieron durante 4 h en 250 mi de medio MRS-almidón (20 

g/L). Se centrifugaron estos cultivos (10 min a 15300 g y 4ºC) y las células se 

lavaron con agua destilada estéril. Las células se trataron con lisozima 4 mg/ml 

(Sigma L-6751) en solución amortiguadora TS (Tris-HCI 50 mM; pH 8, sacarosa 

25%) durante 1 h a 37ºC. Los protoplastos se recuperaron al centrifugar 15 min 

a 27200 g y 4 ºC y se resuspendieron en 1 O mi de solución de rompimiento 

[solución amortiguadora de fosfatos 0.1 Mal pH óptimo de cada amilasa, EDTA 5 

mM, NaCI 50 mM y mezcla inhibidora de proteasas (Roche) 1/100 volumen 

final]. Se realizó el rompimiento con la sonda de ultrasonido 550 (Fisher), el 

número de ciclos fue variable según la cepa a romper y se realizaron ciclos 
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intermedios de enfriamiento. Los protoplastos rotos se trataron con tritón X-100 

(Sigma) al 1 % de concentración final y se agitaron a baja temperatura durante 1 

hora. El extracto celular se separó centrifugando (15 min a 27200 g y 4 ºC). 

b) Actividad amilolítica del extracto celular. 

Se midió la actividad amilolítica en el extracto celular mediante la técnica 

de extinción del complejo almidón-yodo, previa adición de cloruro de cak:io a una 

concentración final de 50 mM, a pH y temperatura óptimos tal como se describió 

previamente por Agati y col. (1998). 

c) Estimación del peso molecular. 

El peso molecular de las amilasas en el extracto crudo se estimó por 

SDS-PAGE como lo describió Laemmli (1970). Se utilizaron los equipos de 

electroforesis vertical Mini Protean 11 y 3 de BioRad. La actividad amilolítica en el 

gel del SDS-PAGE se desarrolló según Lacks y Springhorn (1980). Las 

soluciones necesarias para la migración y la obtención de los geles se 

prepararon siguiendo las instrucciones del proveedor BioRad. Las migraciones 

se realizaron bajo la acción de una corriente eléctrica continua de 11 O V. Para la 

revelación de los geles se utilizaron las siguientes técnicas: Coloración de las 

proteínas totales con azul de Coomasie y nitrato de plata (Silver Stain Plus, 

BioRad) y detección de la actividad amilolítica en los geles mediante un 

zimograma. 

d) Efecto del pH en la actividad de la enzima (pH óptimo y estabilidad al 

pH). 

El efecto del pH sobre la actividad de los extractos crudos se evaluó en el 

intervalo de valores de pH 4.0 a 7.5 con solución amortiguadora citrato-fosfato 

0.1M y en el intervalo de 7.5 a 9.0 con solución amortiguadora Tris-HCI 0.1M. 

Para determinar la estabilidad al pH, se utilizaron las soluciones amortiguadoras 

descritas previamente y también se consideró la solución amortiguadora citrato­

fosfato 0.1 M pH 3.0. Los extractos celulares se dializaron contra agua destilada 
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durante .24. horas:ª 4 ºC utilizando la membrana SpectraPor 7, PM 50,000. Se 

incubaron ílofomenés iguales del extracto dializado y de la solución 

amortigu~d9~a:'~1ipH correspondiente durante 25 horas a 4 y 30ºC y se midió la 

activid~d ~~ilolítié~ residual en condiciones óptimas de cada amilasa (pH 6.8 y 

37ºC para la amilasa de S. bovis cepa 25124 y pH 6 a 30ºC en el caso de la 

amilasa de L. lactis cepa A45212). Antes de la medición de la actividad 

amilolítica se agregó cloruro de calcio a una concentración final de 50 mM. 

e) Efecto de la temperatura en la actividad de la amilasa (temperatura 

óptima y estabilidad a la temperatura). 

El efecto de la temperatura se estudió entre 1 O y 65ºC al valor de pH de 

mayor actividad amilolítica para cada cepa. 

La estabilidad de la amilasa se evaluó incubando los extractos crudos a 

15, 25, 30, 37, 45, 50, 55 y 60ºC para la amilasa de S. bovis cepa 25124 y a 15, 

25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55ºC para la amilasa de L. /actis cepa A45212. Los 

extractos celulares se incubaron por 1 O y 60 minutos en presencia y en ausencia 

de almidón (0.7 %) en solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M, con un valor de 

pH correspondiente a la mayor actividad amilolítica (6 y 6.8 para el extracto 

celular de L. lactis cepa A45212 y S. bovis cepa 25124 respectivamente), 

también se agregó cloruro de calcio a una concentración final de 50 mM. Las 

muestras se enfriaron en un baño de agua después de la incubación y se 

determinaron las actividades residuales bajo condiciones óptimas. 

f) Energía de activación. 

La energía de activación se calculó siguiendo Ja ecuación de Arrhenius: 

d(lnV) / d(1/T) = - Ea/R = - p 

donde: 

Ea: energía de activación de la reacción (J/mol o cal/mol) 

R: constante de los gases (J/mol.K o cal/mol.K) 
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p: pendiente de la zona lineal al graficar el In actividad (%) vs. 1 OOO!T(K - 1
) 

g) Productos de la hidrólisis del almidón. 

La hidrólisis de los productos del almidón soluble (Prolabo-Merck Eurolab) 

se determinó agregando 0.1 mi del extracto crudo de la amilasa de S. bovis cepa 

25124 y de L. /actis cepa A45212 (13.9 y 13.7 U/mi, respectivamente) a 0.8 mi 

de una solución de almidón 1 O mg/ml en solución amortiguadora de fosfatos 

0.1 M a las condiciones óptimas de pH y temperatura para cada amilasa. La 

hidrólisis se efectuó durante 16 h. Los productos de hidrólisis del almidón se 

analizaron por cromatografía de líquidos de alta resolución. Se utilizó una bomba 

isocrática (LC 250 Perkin Elmer) y un detector de índice de refracción (RI 30 

Perkin Elmer). Se usó la columna C18 Prodigy 5 ODS (2) 250 x 4.6 mm 

(Phenomenex) a 35ºC con agua como fase móvil (0.8 ml/min). 

6. 13 Fermentación del almidón por una cepa de la especie dominante. 

Se realizó la fermentación del almidón con S. bovis cepa 25124. 

a) Activación de la cepa. 

Para activar la cepa se inoculó 1 mi del cultivo S. bovis cepa 25124, 

conservado en glicerol a -70ºC, en 1 O mi de medio MRS-A (2% de almidón 

soluble de papa, Prolabo-Merck Eurolab) y se incubó por 8 o 9 horas a 30ºC. 

b) Preparación del precultivo. 

El precultivo se obtuvo inoculando 1 O mi del cultivo de la cepa activada en 

100 mi de medio MRS-A (2% de almidón soluble de papa, Prolabo-Merck 

Eurolab) y se incubó por 12 horas a 30ºC. 

c) Cultivos. 
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Se realizaron cultivos en matraces de 1 L con 800 mi de medio MRS con 

almidón soluble de p~pa', Prolabo-Merck Eurolab, (20 g/L) en lugar de glucosa, 

inoculando el volumen necesario del precultivo para tener una densidad óptica 

inicial de 0.1. Se incubaron en condiciones estáticas a 30ºC. 

d) Seguimiento de la fermentación. 

Se evaluó el crecimiento de la cepa durante 26 horas. Desde el tiempo 

cero hasta a las 7.5 horas, se tomaron muestras cada 30 minutos; desde ese 

momento y hasta las 12 horas las muestras se tomaron cada hora. A las 26 

horas se tomó una muestra final. La fermentación se realizó por triplicado. 

e) Determinación de la concentración de biomasa. 

La concentración de biomasa se determinó en forma indirecta, midiendo 

la densidad óptica (a 600 nm en el espectrofotómetro Spectronic Milton Roy) y 

relacionándola con una curva patrón de densidad óptica vs. peso seco. 

Determinación de peso seco. 

La determinación de peso seco se realizó según lo reportado por Cooney 

(1981). Condiciones del cultivo: S. bovis cepa 25124 creció en 200 mi de medio 

MRS-almidón durante 8 horas a 30ºC bajo condiciones estáticas. Las células se 

separaron del cultivo por centrifugación (27 200 g por 15 mina 4ºC) y se lavaron 

dos veces con agua destilada. Las células lavadas se diluyeron en 20 mi de 

medio MRS y se prepararon las diluciones correspondientes. A dichos cultivos 

se les determinó la densidad óptica y se filtraron de acuerdo con el siguiente 

procedimiento: se secaron membranas de 0.45 ~1m de tamaño de poro y 45 mm 

de diámetro (Millipore HVLP04700) hasta peso constante en un horno (Felisa) a 

BOºC. Las membranas se colocaron en el equipo de filtración (Millipore) y se 

humedecieron uniformemente con agua destilada estéril. Las células se 

homogenizaron y se procedió a filtrar. Al final, se adicionaron 20 mi de agua 

destilada para lavar la membrana y se secó hasta peso constante. El peso seco 

de la muestra se obtuvo restando el peso inicial del peso final. 
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f) Parámetros de crecimiento. 

La velocidad específica máxima de crecimiento (~Lmax) se determinó 

durante la fase de crecimiento exponencial como pendiente de la recta obtenida 

mediante la regresión lineal del In de la biomasa vs. tiempo. Los rendimientos de 

producto y de crecimiento (Y 1ac1s y Y x/s, respectivamente) relativos al sustrato se 

calcularon como la pendiente de las regresiones lineales, ya sea del ácido 

láctico o de la biomasa vs. sustrato residual. De manera similar, graficando los 

productos vs. la biomasa, se calcularon los rendimientos de amilasa y de ácido 

láctico respecto a la biomasa (Y amy/x y Y 1ac1x. respectivamente). Todos los 

cálculos se realizaron con los datos obtenidos durante la fase exponencial de 

crecimiento. Las velocidades especificas de producción de ácido láctico y de 

producción de amilasa (q rae y q amy, respectivamente), así como la de consumo 

de sustrato (q 5 ) se calcularon de acuerdo con Pirt (1985): qp = Y p/x ~L (p para 

producto, por ejemplo, ácido láctico o amilasa) y q5 = ~L I Y x/s· 

g) Medición de pH. 

Se midió en un potenciómetro Jenway 3020 a 25ºC 

h) Métodos analíticos. 

Las muestras se centrifugaron para separar las células (27200 g por 15 

min a 4 ºC) y se filtraron con membranas de 0.22 ~tm de tamaño de poro 

(Millipore GSWP 01300) y prefiltros Millipore AP2501000. Para la cuantificación 

de ácido láctico, las muestras filtradas se analizaron en un cromatógrafo de 

líquidos Perkin Elmer 250 al que se conectó una columna de intercambio iónico 

(Bio-Rad Aminex HPX-87H, 300x7.8 mm) a 50ºC; se utilizó H2S04 0.01N a 0.6 

ml/min como fase móvil. Como patrón se utilizó L-lactato (Sigma L-2250). Los 

productos de hidrólisis generados durante la fermentación del almidón se 

cuantificaron mediante cromatografía de líquidos de alta resolución. Se utilizó 

una columna C18 Prodigy 5 ODS (2) 250 x 4.6 mm (Phenomenex) y un detector 

de índice de refracción. Los productos eluyeron con agua a un flujo de 0.8 

ml/min y la temperatura de la columna era de 35ºC. Como patrones se utilizaron 
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desde maltosa. hasta maltoheiptaosa (Sigma). El almidón residual se determinó 

mediant~; e1··11l~t.od~ ~:ie 'extinción del complejo almidón-yodo (Nakamura, 1981 ). 

Los c~rbC>hid.ratQ'.faotales'y reductores se cuantificaron mediante los métodos de 

Du~ois ;~· J~~;;)(~ ~~6) y. Miller (1959), respectivamente. La cuantificación de 

glucosa y de maltosa se realizó con el sistema enzimático comercial (Boehringer 

Mannheim 1113950). 

i) Actividad amilolítica asociada a las células. 

Para cuantificar la actividad amilolítica asociada a la célula, por 

centrifugación se separaron las células de cultivos de 10 mi (27200 g por 15 

minutos a 4°C). Las células se lavaron con agua destilada estéril y se 

resuspendieron en agua o solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6.8. La 

actividad amilolitica se determinó a pH 6.8 y 37°C determinando la capacidad 

que tiene el almidón de acomplejar al yodo tal como fue descrito por Agati y col. 

(1998). Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de 

enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidón en 30 minutos (Anexo 1). 
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CAPÍTULO VII. RESULTADOS 

7.1 CARACTERIZACIÓN MICROBIOLÓGICA DEL POZOL. 

CUANTIFICACIÓN, AISLAMIENTO Y CONSERVACIÓN DE BACTERIAS 

LÁCTICAS AMILOLÍTICAS. 

Descripción de la etapa. 

En la fermentación del pozal participa una microbiota compleja que incluye 

bacterias, levaduras y hongos. La acción de las bacterias lácticas es muy 

importante ya que son las responsables de iniciar la fermentación, acidificar el 

producto y producir aromas y sabores característicos del producto (Wacher y col. 

1993). El pozol se prepara y consume en diversas regiones del sureste de México. 

La caracterización microbiológica del producto se ha realizado de muestras del 

estado de Chiapas (Wacher y col. 1993; 2000; Nuraida y col. 1995) y de muestras 

de pozal del estado de Tabasco (Ampe y col. 1999). Algunas de las bacterias 

lácticas aisladas del pozal tienen actividad amilolítica (Nuraida y col. 1995; Ben 

Ornar y Ampe, 2000), aunque no se ha evaluado su desarrollo ni su proporción 

con respecto a las bacterias lácticas totales durante la fermentación. 

Objetivos: 

Determinar la proporción y el desarrollo de las bacterias lácticas amilolíticas 

durante la fermentación del pozol. 

Aislar y conservar bacterias lácticas amilolíticas de las diferentes etapas de 

la fermentación del pozal. 

Cuantificar los principales grupos microbianos presentes durante la 

fermentación del pozal. 
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Resultados y discusión 

Se cara_ctE3S}zaron dos muestras de pozal, A y B, adquiridas en un mercado 

de Villahermosa, Tabasco (fueron dos muestras independientes, adquiridas en 

tiempos diferentes y del mismo productor). En ambas muestras se cuantificaron a 

lo largo de la fermentación las bacterias lácticas totales y las bacterias lácticas 

amilolíticas. En la muestra A se realizó además el conteo de otros grupos 

microbianos con el fin de determinar si la fermentación del pozal se realizaba de 

acuerdo con lo reportado previamente. 

La concentración inicial de bacterias lácticas fue de 4.9 lag ufc/g de masa 

seca (Tabla 2). A las 24 h, ésta se incrementó hasta 9.9 lag ufc/g de masa seca y 

se mantuvo constante hasta las 72 h de fermentación. Las bacterias lácticas son el 

grupo predominante durante todas las etapas de la fermentación del pozal, tal 

como se ha demostrado previamente tanto por métodos de cultivo tradicionales 

(Nuraida y col. 1995; Wacher y col. 2000), como por métodos independientes de 

cultivo (Ampe y col. 1999; Escalante y col. 2001 ). La cuenta inicial de bacterias 

lácticas amilolíticas (BLA) fue alta (4.5 lag ufc/g de masa seca). Ésta aumentó 

hasta 8.4 lag ufc/g de masa seca durante las primeras 24 h y permaneció 

constante hasta las 72 h, 8.7 lag ufc/g de masa seca (Tabla 2). 

Tabla 2. Concentración de bacterias lácticas, bacterias lácticas amilolíticas y 

valores de pH durante la fermentación del pozal a 30ºCª. 

Tiempo de Valores de Concentración (log UFC/g de masa seca) de: 
fermentación pH 

(horas) Bacterias lácticas amilollticas Bacterias lácticas 
o 7.4 4.5 4.9 
6 5.9 7.6 8.2 

24 4.8 8.4 9.9 
48 4.8 8.7 10.4 
72 4.4 8.7 10.2 

ª Son los valores promedio de dos fermentaciones independientes (muestras A y B). Los valores 

de pH variaron de 0.2 a 1.6 y los valores del log UFC/g de masa seca variaron de 0.1 a 0.6 . 
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Debido a la baja concentración de azúcares que permanecen en el maíz 

después de la nixtamalización, de 0.1 hasta 0.7 g de sacarosa/100 g maíz 

nixtamalizado seco (Santillana, 1995), el almidón debe ser un sustrato importante 

para la fermentación láctica. Cuarenta por ciento de las bacterias lácticas 

presentes en la masa al inicio de la fermentación fueron amilolíticas y esta 

proporción se redujo hasta 3% después de 72 h (Tabla 2). 

El valor de pH se redujo de 7.4 a 4.8 en 24 h y permaneció constante hasta 

las 72 h (Tabla 2). El valor inicial de pH de esta muestra coincide con los 

reportados de muestras de pozal de la misma región (Sainz y col. 2001 ). En 

muestras de pozol del estado de Chiapas, los valores iniciales de pH de las 

muestras fueron menores a 7.0, a las 12 h fueron de 4.7 a 5.0, hasta llegar a 3.9 -

4.1 en 3 o 4 días (Wacher y col. 2000). 

De ambas muestras se aislaron y conservaron 257 cepas de bacterias 

lácticas amiloliticas de diferentes tiempos de fermentación. 
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Figura 2. Morfologías de las bacterias lácticas amilolíticas en la fermentación del 

pozo!, muestra A. 
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En todas las etapas de la fermentación se aislaron cepas con morfologías 
-· . . --- ',·_•'•. _, ; 

bacilares y~cbcoides (Figura 2). De acuerdo con la morfología observada, no 

predominan . las cepas con forma bacilar cuando se aislaron de muestras 

acidificadas (valores de pH de 4.8 a 4.4 a las 24 y 72 h de fermentación, 

respectivamente). Esto contrasta con lo que se ha observado en etapas finales de 

otras fermentaciones lácticas, donde predominan las bacterias con formas 

bacilares como Lactobacillus, que generalmente predomina por ser más resistente 

a la acidez (Damelin y col. 1995). La mayor parte de las cepas de bacterias 

lácticas con actividad amilolítica aisladas de alimentos fermentados pertenecen al 

género Lactobacillus (Morlon-Guyot y col. 1998; Sanni y col. 2002). Los resultados 

descritos indican que las cepas de bacterias lácticas amilolíticas aisladas del pozal 

presentan diversidad en cuanto a su morfología, aunque no es un criterio de 

identificación concluyente. Se ha descrito la tendencia polimórfica de las bacterias 

lácticas de morfología bacilar, ya que se presentan en formas que van desde 

coco-bacilos distribuidos irregularmente a bacilos largos en cadenas (Parés y 

Juárez, 1997). Los Lactococcus presentan una morfología básica típica, células 

ovoides que pueden estar solas, en pares o en cadenas y que pueden elongarse 

en la dirección de la cadena, que no es suficiente para diferenciar a este género 

de otros como Streptococcus o Enterococcus (Teuber, 1995). De hecho, la 

elongación de algunas de las células de Lactococcus en el plano de formación de 

la cadena (pareciendo coco-bacilos) provoca la clasificación errónea de algunos 

lactococos como lactobacilos (Stiles y Holzapfel, 1997). 

Las cepas aisladas de la muestra B presentaron halos de hidrólisis en el 

medio MRS-almidón de mayor diámetro (2 - 18 mm) que los producidos por las 

cepas de la muestra A (1 - 9 mm). Un gran número de cepas tuvieron halos de 

hidrólisis de 7 mm de diámetro y el diámetro promedio fue de 6.8 mm tanto a las 6 

como a las 24 h mientras que a las 72 h fue de 2.7 mm (Figura 3). Los mayores 

diámetros de halos de hidrólisis del almidón (18 mm) se observaron en cepas 

aisladas a las 24 h en la muestra B. $e obtuvieron resultados similares para las 

cepas de la muestra A. 
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Figura 3. Distribución de los diámetros de hidrólisis en el medio MRS-almidón por 

bacterias lácticas amilolíticas aisladas del pozal (muestra 8). 

Los halos de hidrólisis observados en el medio MRS-almidón fueron 

similares (1 O - 15 mm) a los reportados para cepas amilolíticas de Lactobacillus 

fermentum, aisladas del ogi en el mismo medio de cultivo (Agati y col. 1998). 

La alta concentración inicial de BLA indica su importancia durante la 

fermentación del pozal, principalmente en las primeras 24 horas, cuando un alto 

número de BLA presentan diámetros de halos de hidrólisis en el rango de 7 - 18 

mm. Esto sugiere que condiciones tales como valores iniciales de pH altos (7.4) 

podrían haber favorecido el crecimiento de bacterias con mayor actividad 

amilolítica. En contraste, el alto número relativo de bacterias lácticas no 

amilolíticas que se observó al final de la fermentación se podría explicar por un 
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uso eficiente de mono y disacáridos presentes inicialmente en la masa a 

concentraciones bajas Y a otros azúcares disponibles a partir de la hidrólisis del 

almidónporlasBtA' . 
----=-- o,_'--= - -;-;-,,-=,--·,'7'"-·c=·:-=--;c~;o:": -'-=-_=.=;-o---=-"-

La. presencia de bacterias lácticas con capacidad amilolítica ya se había 

reportado previamente en el pozo!. La mayoría de las bacterias lácticas aisladas 

por Nuraida y col. (1995) hidrolizaron el almidón en cajas: Ampe y col. (1999) 

sugieren un papel importante de Lactobacil/us fermentum con actividad amilolítica 

en el pozal. Ben Ornar y Ampe (2000) detectaron BLA aunque no recuperaron ni 

identificaron alguna de las cepas. Sorpresivamente, estos autores reportaron 

cuentas similares tanto de bacterias lácticas amilolíticas como de bacterias 

lácticas totales (mayores a 1 O 9 ufc/g a las 72 h de fermentación), esto pudo 

deberse a errores en la técnica de cuenta en placa, ya que el conteo total de 

colonias en las placas de agar MRS-almidón, sin considerar solo las que tengan 

zonas claras de hidrólisis, puede dar resultados similares a la cuenta en placa en 

MRS-glucosa. 

Aunque existen diversos reportes de la presencia de bacterias lácticas 

amilolíticas en alimentos fermentados, éste es el primer trabajo en el que se 

realiza un conteo, purificación y conservación de ese grupo de microorganismos 

durante toda la fermentación, sin considerar sólo las más amilolíticas, tal como ha 

sucedido en dichos reportes. 

Cuantificación de grupos microbianos. 

La fermentación del pozal inició con una cuenta de enterobacterias de 

1.3x106 ufc/g de masa seca, con una cuenta máxima de 5.1 x108 ufc/g de masa 

seca a las 24 h. Aunque la cuenta disminuyó durante el avance del proceso 

fermentativo, no desaparecieron después de una semana de fermentación, 

3.3x106 ufc/g de masa seca (Figura 4). 
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Durante toda la fermentación se tuvieron cuentas altas de mesófilos 

aerobios. Inicialmente se detectó una cuenta de 1.8x1 o9 ufc/g de masa seca y la 

cuenta más alta se presentó a las 72 h, 2.5x1o10 ufc/g de masa seca (Figura 4). 

La cuenta de mesófilos aerobios amiloliticos fue aumentando con el avance de la 

fermentación, ya que al inicio se tuvo una cuenta de 1.6x106 ufc/g de masa seca y 

a las 72 h aumentó hasta 2.6x109 ufc/g de masa seca (Figura 4). 

La fermentación del pozal inició con cuentas bajas de hongos y levaduras 

(5x102 y 1:1x104 ufc/g de masa seca, respectivamente). Desde las 24 h las 

cuentas se incrementaron en forma acelerada, a las 72 h se tuvo una cuenta de 

hongos de 1.2x108 ufc/g de masa seca y una cuenta de levaduras de 6.1 x109 

ufc/g de masa seca (Figura 4). 
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Figura 4. Cuantificación de grupos microbianos durante la fermentación del pozal. 
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La cuantificación de los grupos microbianos presentes en la muestra A 

indicó que la fermentación del pozal se desarrolló de acuerdo con lo reportado 

previamE,7ntE;¡ (\f\/ac:ll~ry.§gl .. J 993; Nuraida y col. 1995; Ampe y col. 1999). 

No füe p9si~le realizar el conteo de hongos y levaduras amilolíticas, ya que 

el crecimiento de dichos grupos se dio sin la presencia de halos de hidrólisis del 

almidón y .coincide con lo reportado por Ampe y col. (1999) en una muestra de 

pozal de 5 días de fermentación. Se ha reportado la capacidad de algunas 

levaduras aisladas del pozal para hidrolizar el almidón tanto en medio sólido como 

liquido (Nuraida y col. 1995) así como de algunos hongos (Rivera, 2001 ). De los 

mesófilos aerobios, se evaluó la actividad amilolítica de algunas cepas de Bacil/us. 

Se determinó que Bacil/us /entus es muy sensible a la acidez cuando crece en 

cultivo mixto con Lactobacil/us plantarum, reduciendo su actividad amilolítica y su 

crecimiento (Rivera, 2001 ). Durante la fermentación del pozal se da una reducción 

en los valores de pH, por lo que es muy posible que la actividad amilolítica sea 

aportada básicamente por las bacterias lácticas, dada la incapacidad de otros 

grupos para mantener su actividad amilolítica en las condiciones del medio. 
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Gonclusiones 

Los altos números de bacterias lácticas amilolíticas y su desarrollo 

durante la fermentación indican que son importantes para la 

fermenté)ción del pozal. 

Las bacterias lácticas con la mayor actividad amilolítica (halos de 

hidrólisis en cajas de medio MRS-almidón) proceden de las etapas 

iniciales de la fermentación. 

Por las morfologías encontradas a lo largo de la fermentación, parece 

que la diversidad de las bacterias lácticas amilolíticas es amplia y no 

predominan las formas bacilares. 
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7.2 DETERMINACIÓN DE LA DIVERSIDAD DE LAS BACTERIAS 

LÁCTICAS AMILOLÍTICAS EN EL POZOL MEDIANTE UNA 

APROXIMACIÓN POLIFÁSICA. 

Descripción de la etapa. 

Las bacterias lácticas amilolíticas son un grupo importante en la 

fermentación del pozal ya que se encuentran presentes en números altos 

durante todo el proceso fermentativo. En el caso del pozal, como en el de otros 

alimentos fermentados que sufren una fermentación natural, es posible que la 

acción de las bacterias lácticas sobre el almidón no se deba a la presencia de 

un solo tipo de bacterias sino a la intervención conjunta de grupos diferentes. Se 

determinán las diferencias entre las cepas aisladas de diferentes etapas de la 

fermentación. Se utilizará una aproximación polifásica, que incluya el uso de 

pruebas fenotípicas y genotípicas. 

Objetivo: 

Identificar a las cepas de bacterias lácticas con mayor capacidad 

amilolítica mediante pruebas fenotípicas y genotípicas. 
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Resultados y discusión. 

Se caracterizaron las 40 cepas más amilolíticas (aquéllas con diámetros 

de hidrólisis mayores a 9 mm) mediante una combinación de enfoques 

fenotípicos y taxonómicos moleculares. 

Evaluación de la diversidad de las BLA mediante ribotipificación y análisis 

de la secuencia del rDNA 165. 

Del dendrograma de la ribotipificación de las bacterias lácticas amilolíticas 

se distinguieron dos grupos y dos líneas, las líneas son grupos con una cepa 

(Figura 5). El grupo 1a incluyó 22 cepas (19 de la muestra By 3 de la muestra 

A) y emergieron a un nivel de similitud del 54%. El grupo 1 b incluyó 1 cepa de la 

muestra By 13 cepas de la muestra A, mismas que emergieron con un nivel de 

similitud del 54%. Una de las líneas (L 1), que emergió a un nivel de similitud del 

32%, incluyó una cepa de la muestra A. Dos cepas de la muestra A emergieron 

a un nivel de similitud del 49% (grupo 2) y una línea (L2) con una cepa de la 

muestra A emergió a un nivel de similitud del 10%. 

Se observó que mayoría de las cepas de la muestra B se agruparon en el 

grupo 1 a, mientras que en el grupo 1 b se aglutinaron la mayor parte de las 

cepas de la muestra A (Figura 5). El agrupamiento generado no está 

relacionado con el tiempo de fermentación del cual se aislaron las cepas, sin 

embargo, debe considerarse que la selección de cepas se realizó con base en la 

capacidad amilolítica sin considerar el tiempo de fermentación en el que se 

aislaron, de ahí las diferencias en el número de cepas por etapa de 

fermentación. 

Se ha demostrado que la ribotipificación es un método general para el 

análisis taxonómico de bacterias. Este método es una herramienta poderosa 

para la identificación de especies y también para distinguir entre subespecies o 
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Patrón de bandas de la ribotipificación Identidad de especies 
(Análisis de secuencias del rDNA16S) 

a 
S. bovis, S. infantarius (99 %) 

S. bol'is, S. infa111ari11s (100 %)ª 

S. bovis, S. i11fantari11s (99 %)ª 
S. bo1·is, S. infa111ari11s (99 %)ª 
S. bovis, S. i11fantari11s (99 %)ª 

S. bovis, S. infa11tari11s (100%)ª 

Streptococcus macedo11ic11s (100%)b 

lactococc11s /actis (99%) e d 
Enterococcus s11/f11re11s (98 %) 

Figura 5. Dendrograma de las 40 cepas de bacterias lácticas con mayor actividad amilolitica (muestras A [cepas marcadas con una "Al y B [cepas que no tienen letra en su clave]) basado en la 
ribotipificación con EcoRI. El análisis de similitud se realizó con el procedimiento de Link y col. (1995) y se construyó el árbol usando el UPGMA. las identificaciones de "a", "b" y "c" se basaron en 
comparaciones con la secuencia del gen rRNA 16S de una secuencia parcial (correspondiente a las posiciones 30 - 338 del gen rRNA 16S de Escherichia co/1) y la identificación de "d" se basó en 
la secuencia casi completa (correspondiente a las posiciones 30- 1521 del gen rRNA 16S de Escherichia co/1). En paréntesis se indican los porcentajes de similitud de las identificaciones por f'591 ) 
comparación de secuencias del gen rRNA 16S. ~ 
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biotipos. Hasta la fecha, la aplicación de la ribotipificación se ha extendido más 

allá de la diferenciación de especies bacterianas de importancia médica y tiene 

un gran potencial para su uso en otras áreas, incluyendo aquéllas de la industria 

de alimentos y de los lácteos. 

Schfegel y col. (2000) utilizaron la ribotipificación en combinación con 

otros métodos moleculares y pruebas fenotípicas para la identificación de 18 

cepas aisladas de humanos y de alimentos, las cuales se caracterizaron como. 

variantes atípicas manito! negativas de Streptococcus bovis. El análisis 

comparativo de las secuencias del rRNA 16S demostró que estas cepas 

representan a una especie nueva, Streptococcus infantarius (Bouvet y col. 

1997). Los resultados de la ribotipificación y de las pruebas de hibridación 

demostraron la presencia de dos subgrupos de DNA diferentes entre las 18 

cepas. Con base en estos datos, se propusieron los nombres S. infantarius 

subs. infantarius (aesculina negativa) y S. infantarius subsp. coli (aesculina 

positiva) para nombrar a las subespecies dentro de esa especie. 

Se obtuvieron las secuencias de la región hipervariable V1 (posiciones 

30-338 del gen rRNA 168 de Escherichia co/1) de los genes rRNA 16S de cepas 

de los principales grupos del dendrograma de la ribotipificación (Figura 5). Las 

cepas 15430, 25124, A56203 y A57103 del grupo 1 a y las cepas A57206 y 

A 12023, del grupo 1 b se identificaron tentativamente como Streptococcus bovis, 

ya que tuvieron coeficientes de similitud entre 99 y 100% con esta especie, pero 

también con Streptococcus infantarius ssp. co/i. Estas cepas de S. bovis fueron 

las bacterias lácticas amilolíticas dominantes. La cepa A45201 (L 1) mostró 

100% de similitud con Streptococcus macedonicus y la cepa A45212 (grupo 2) 

99% de similitud con Lactococcus /actis (L. /actis). La secuencia casi completa 

(posiciones 30-1521 del gen rRNA 16S de Escherichia co/1) de la cepa A36202 

mostró 98% de similitud con Enterococcus su/fureus (E. su/fureus), Figura 5, 

aunque aún debe confirmarse su identidad, ya que algunas especies de 
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enterococos muestran. menos del 1 % de divergencia en sus secuencias 

(Devriese y Pot, 1995). 

En trabajos previos (Ampe y col. 1999; Escalante y col. 2001; Nuraida y 

col. 1995) ya se había demostrado que las bacterias lácticas del pozal forman 

un grupo heterogéneo, identificandose los géneros Lactococcus, Streptococcus, 

Lactobacil/us, Leuconostoc y Weissel/a. En este trabajo se demuestra la 

importancia y la diversidad de las bacterias lácticas amilolíticas del pozal. Las 

cepas aisladas pertenecen a géneros relacionados: Streptococcus, 

Enterococcus y Lactococcus, con S. bovis como la especie dominante durante la 

fermentación. 

Se han aislado cepas amilolíticas de S. bovis del rumen de bovinos 

(Cotta, 1988; Walker, 1965). Streptococcus suis fue detectado en el pozal por 

Escalante y col. (2001 ). Previamente ya se había detectado la presencia de S. 

bovis en muestras de pozal mediante patrones generados en el DGGE y con 

sondas moleculares (Ben Ornar y Ampe, 2000), sin embargo, no se había 

logrado aislar al microorganismo. 

S. bovis incluye cepas capaces de crecer en presencia de 6.5% de NaCI 

y a pH 9.6 y algunas cepas son termodúricas (Hardie y Whiley, 1995). 

Considerando estas características, es posible que la cocción alcalina realizada 

durante la elaboración del nixtamal contribuya en la selección de este tipo de 

bacterias. Sin embargo, no se esperaban altas frecuencias de sobrevivencia de 

esta bacteria durante la fermentación, pues se ha reportado que esta especie 

inhibe rápidamente su crecimiento cuando el pH baja (Hardie y Whiley 1995). 

Esto podría influir en la reducción de la población global de bacterias lácticas 

amilolíticas al final de la fermentación del pozal; sin embargo, las cepas que 

pertenecen a la especie S. bovis se aislaron durante todo el proceso de 

fermentación, a pesar de la disminución del pH a valores de 4.8 hasta 4.4. Estos 
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resultados. contradicen r.esultados preliminares (Ampe y col. 1999; Ben Ornar y 

col. 2000), en fes q;ll~ ~sé mostró una banda intensa en el DGGE 
• • • • • 1 

correspondienté'~;;~;s,,,:L)ovis durante 96 h de fermentación, la cual además .. · .· ,,. ·,.·:· '.,··,, '." '. .. 

representó ~150°/o de>la microbiota total activa. Sin embargo, de acuerdo con los 
... ,: ....... , ... . 

aufores, ¿stÓs datos podrían estar sesgados por las técnicas utilizadas para 

determinar 1.a abundancia de especies y por una posible ca-migración del rDNA 

16S de especies diferentes (Ben Ornar y Ampe 2000). Sin embargo, una 

concentración alta de DNA no es contradictoria con las cuentas en placa bajas, 

ya que la capacidad de crecimiento de las especies podría verse alterado por las 

condiciones de pH generadas durante la fermentación, produciéndose por 

ejemplo, células viables pero no cultivables. Otra explicación complementaria 

para la sobrevivencia de S. bovis en la masa acidificada sería la presencia de 

microambientes de pH más alto (mantenidos después del tratamiento alcalino 

del maíz). 

Se encontraron otras tres especies de bacterias lácticas amilolíticas, 

Streptococcus macedonicus, Lactococcus /actis y Enterococcus su/fureus. Hasta 

donde se sabe, este es el primer reporte de cepas amilolíticas de S. 

macedonicus y de E. su/fureus. S. macedonicus se aisló de un queso griego 

Kasseri (Tsakalidou y col. 1998) y ya se había reportado la presencia de L. /actis 

en el pozal (Ben Ornar y Ampe, 2000; Escalante y col. 2001; Nuraida y col. 

1995). De un producto tailandés, el plaa-som, se aisló una cepa de L. lactis 

subsp. /actis que fermenta el almidón (0stergaard y col. 1998), sin embargo, a 

diferencia de la cepa aislada del pozal, ésta solo se aisló durante el primer día 

de fermentación (Paladun-Müller y col. 1998). La mayoría de las bacterias 

lácticas amilolíticas aisladas de alimentados fermentados de otros cereales o de 

la yuca pertenecen al género Lactobacil/us (Agati y col. 1998; Johansson y col. 

1995; Sanni y col. 2002). En comparación con los alimentos fermentados 

africanos que se preparan con cereales, pareciera que el pozal es un 

ecosistema alimenticio en el que se desarrollan otros tipos de bacterias lácticas 
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amilolíticas. La ausencia de Lactobacil/us entre las bacterias lácticas más 

amilolíticas en el pozal podría estar relacionado con las condiciones impuestas 

por el proceso (la cocción alcalina) o a que su actividad amilolítica sea más baja 

en estas condiciones. 

Se ha utilizado con éxito el análisis de las secuencias del rDNA 16S en 

combinación con otras herramientas moleculares o taxonómicas para identificar 

cepas del género Streptococcus y para ayudar a esclarecer la taxonomía del 

grupo S. bovis, cuya diversidad genética y bioquímica no han permitido un 

consenso. Se han identificado especies nuevas, como Streptococcus infantarius 

(Schlegel y col. 2000); mientras que Clarridge y col. (2001) utilizaron el análisis 

de las secuencias del rDNA 16S para diferenciar un conjunto de cepas clínicas 

de S. bovis aisladas de hombres adultos; demostraron que las cepas analizadas 

son distintas a las cepas tipo de S. bovis, S. gal/o/yticus y S. infantarius y que 

pertenecen a variedades nuevas de S. bovis. 

La interpretación de los datos de secuencias del rDNA 16S puede ser 

complicada, dado que pueden existir secuencias diferentes del rDNA 16S dentro 

de un solo organismo (Ueda y col. 1999) o de manera alternativa, por el hecho 

que especies diferentes puedan tener secuencias de rDNA 16S casi idénticas. 

Esto último se ha observado para miembros del género Streptococcus, 

principalmente Streptococcus pneumoniae, Streptococcus milis y Streptococcus 

ora/is (Kawamura y col. 1995). Las secuencias del rDNA 16S de las cepas tipo 

del grupo de S. bovis (S. bovis, S. caprinus, S. equinus, S. ga//olyticus, S. 

infantarius y S. macedonicus) muestran un porcentaje de identidad en el rango 

del 97.1 (por ejemplo para S. equinus y S. gal/o/yticus, y S. gal/olyticus y S. 

infantarius) al 99.8% (S. bovis y S. infantarius). Para diferenciar dichas cepas, se 

requiere que las secuencias a estudiar tengan una sola copia y que tengan una 

mayor divergencia que la del rDNA 16S. El gen sodA de los cocos Gram­

positivos, que codifica para la enzima superóxido dismutasa .dependiente de 

63 



Resultados II 

manganeso (Mn-SOD) cumple con este requisito (Poyart y col. 2002). A pesar 

de las limitaciones, el análisis de las secuencias del gen rRNA 16S es de gran 

importan,cia para la taxonomia bacteriana moderna y la base de datos de las 

secuencias de este gen es la más completa que existe (Larsen y col. 1993). 

Poyart y col. (2002) realizaron un análisis taxonómico del grupo de S. 

bovis, mediante el análisis de secuencias del gen sodA y demostraron la utilidad 

de la base de datos basada en este gen para la identificación de cepas del 

complejo S. bovis - S. equinus. Mediante estudios filogenéticos de las 

secuencias de los genes sodA y experimentos de hibridación DNA:DNA se 

reconocieron dos especies nuevas dentro del género Streptococcus, para las 

cuales se propusieron los nombres Streptococcus lutetiensis (antes S. 

infantarius subsp. co/1) y Streptococcus pasteurianus (antes S. bovis biotipo 112). 

Esta misma metodología podría utilizarse para ayudar a determinar la identidad 

de las cepas de S. bovis aisladas de pozal. 

Caracterizacion de cepas por métodos fenotípicos. 

Determinación de la vía metabólica. 

Mediante el uso de una técnica de cromatografía de líquidos de alta 

resolución (HPLC) se determinó que todas las cepas eran homofermentativas. 

Las cepas solo produjeron ácido láctico a partir de glucosa, en concentraciones 

promedio de 50 - 60 mM, excepto la cepa A36202 cuya concentración de ácido 

láctico en el cultivo fue de 25 mM. 

La mayoría de las bacterias lácticas amilolíticas aisladas de alimentos 

fermentados son homolácticas, como L. manihotivorans (Morlon-Guyot y col. 

1998) o heterolácticas facultativas, tales como L. plantarum (Olympia y col. 

1995). También hay reportes sobre el aislamiento de bacterias lácticas 

amilolíticas heterofermentativas estrictas, tales como Leuconostoc 

mesenteroides aisladas del ogi nigeriano (Johansson y col. 1995), cepas de 
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Leuconostoc sp. aisladas de forraje de pescado fermentado (Lindgren y Refai, 

1984) y Lactobaci/lus fermentum aislada de masas fermentadas de maíz, mawe 

y ogi (Agati y col. 1998). 

Identificación bioquímica de BLA. 

A partir del sistema API 50 CH se determinó que todas las cepas de 

bacterias lácticas amilolíticas aisladas del pozal fueron capaces de fermentar 

sacarosa, maltosa, glucosa, fructosa y almidón, los cuales corresponden a los 

principales carbohidratos del maíz (Boyer y col. 1987), reflejando una 

adaptación a su hábitat. Además, todas las cepas (excepto la A36202) fueron 

capaces de fermentar rafinosa, un a-galactósido que se encuentra presente en 

cereales y leguminosas y que es responsable de trastornos digestivos. Otros 

sustratos como la D-manosa, la N-acetil glucosamina, la esculina, la salicina y el 

glucógeno también fueron fermentados por todas las cepas. 

Ninguna de las cepas produjo ácido a partir de eritritol, D-arabinosa, L­

arabinosa, D-xilosa, adonitol, [3-metil-xilósido, L-sorbosa, ramnosa, dulcitol, 

inositol, manito!, sorbitol, a-metil-D-manósido, lactosa, inulina, melezitosa, xilitol, 

D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2-

ceto-gluconato y 5-ceto-gluconato. La producción de ácido fue variable a partir 

de glicerol, ribosa, galactosa, a-metil-D-glucósido, N-acetil-glucosamina, 

amigdalina, arbutina, celobiosa, melibiosa, trehalosa, D-rafinosa, [3-gentobiosa y 

D-turanosa (Tabla 3). La mayoría de las cepas de los grupos 1 a y 1 b de la 

ribotipificación (Figura 5) compartieron el mismo perfil bioquímico, con la 

excepción de la fermentación de trehalosa, la cual fue negativa para la mayoría 

de las cepas del grupo 1 a y positiva para la mayoría de cepas del grupo 1 b. En 

comparación con los grupos 1 a y 1 b, las cepas del grupo 2 y de ambas líneas 

mostraron variaciones en la fermentación de a-metil-D-glucósido, amigdalina, 

arbutina, celobiosa, D-turanosa, melibiosa, glicerol, [3-gentobiosa, galactosa y D­

rafinosa. De acuerdo con los perfiles API 50 CH, el programa APILAB Plus 
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Tabla 3. Perfiles de fermentación de carbohidratos de las bacterias lácticas amilolíticas del pozal ª (muestras A y 8). 
Número de 

Cepa GLY RIB GAL MDG NAG AMY ARB CEL MEL TRE RAF GEN TUR grupo• 
15133 + + ·+ + 1a 
15136 + + ·+ + 1a 
15430 + + - + + 1a 
15220 + + + +. + + + 1a 
15431 + + + + + 1a 

A46116 + + + + + 1a 
25245 + + + + 1a 
25318 + + + + + 1a 
25109 + + + + 1a 
15124 + + + + 1a 
25113 + + + + 1a 
25148 + + + + 1a 
25139 + + + + 1a 
25233 + + + + 1a 
25421 + + + + 1a 
25137 + + + + 1a 
15125 + - + + + 1a 
15414 + - + + + + 1a: 
25124 + + + + 1a 
15312 + + - + + + 1a 

A56203 + + + + + + + 1a 
A57103 + - + + + + + + + 1a 
A57206 + + + + 1b 
A45208 + + + + 1b 
A37103 + + + + + 1b 
A37202 + + + + + 1b 
A36111 + + + + + 1b 

~ A12203 + + + + + + + 1b 

t=:- A56101 + + + + + + + 1b 
i:-- ·-~ A56201 + + + + + + 1b 
)>. rj 15319 + + + + + 1b . ../) A46112 + + + + + + + + + + 1b 
~U) A46113 + + + 1b 

08 A47212 + + + + + 1b 
A5620B + + + + + 1b 

~z A56202 + + + + + + + 1b 
o A45201 + + + + + + + + + + l1 
~ A45226 + + + + + + + + 2 
~ A45212 + + + + + + 2 

A36202 + + + + + + + L2 
• (+), el carbohidrato se fermentó; (-). no se fermentó el carbohidrato. Abreviaciones: GLY, glicerol; RIB. ribosa; GAL, galactosa; MDG, n-metil-D-glucósido, 
NAG, N-acetil-glucosamina; AMY, amigdalina; ARB, arbutina, CEL, celobiosa; MEL, melibiosa; TRE. trealosa; RAF, D-rafinosa; GEN, p-gentobiosa; 

TUR, D-turanosa. •Los números de grupo corresponden a los de la ribotipificación (Figura 5). 
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identificó a todas las. cepas. com9 Lactobacilllis crispatus, sin embargo, solo el 

dudosas•····. 

25124~~~~~~~i~l"!~!~i~ll~~lt~it~:t~~jtt~~~~~c::: :::~~ 
b1ot1po 111 .. con.un.pqrC?entaj~c!~ 1c!eqtifiS"!.c:1gri (~1d)q~I i:J;3··t,1§1~·9~Pª~ A57103 y 

A45212 s~ id~~tifi~~r~tj c~rnp\~(~~~{p~~:c~¿~.'IJ~~js;·:bi~ii~~:ll~ ~en. 95.1 y 96.3 

%id, respectiv9rl)ente. ·~L'.as'. é:~p~s:f.4§201 y A36202 se identificaron como 

Streptococcus ~quinús d~~· B5.7 y45.9 °loid, réspectivamente. En el caso de las 

cepas 15430, 261Ú,A56203, A57206, A57103 y A12203, las cuales tuvieron 

alta homologla en la secuencia del rDNA 16S con S. bovis, las galerías APl20 

STREP dieron buenas identificaciones con esta especie, mientras que las cepas 

A45201 y A45212 se identificaron como S. equinus y S. bovis, respectivamente 

y se obtuvo una identificación no válida para la cepa A36202. Desde el principio 

de los años 80's se ha evidenciado la diversidad bioquímica en el grupo de S. 

bovis. Diversos grupos han estudiado esta diversidad y han producido 

esquemas para clasificar estas cepas en biotipos (Clarridge y col. 2001). El 

biotipo 1 incluye a las cepas manitol-positivas, mientras que el biotipo 11 

considera a las cepas manitol-negativas. Las cepas del biotipo 111 fermentan 

almidón, melibiosa y glucógeno pero no trehalosa; no producen [3-glucuronidasa 

o [3-galactosidasa. Las cepas del biotipo 112 fermentan trehalosa pero no almidón 

ni glucógeno; producen ¡3-glucuronidasa y [3-galactosidasa (Schlegel y col. 

2000). Esta terminología se ha utilizado comúnmente para la identificación de 

cepas clínicas y en ella se basa la identificación con el API 20 STREP. La 

caracterización fenotípica del grupo de S. bovis ha sido utilizada por diversos 

autores, incluyendo el uso de sistemas comerciales como el API 20 STREP y el 

Rapid ID32 Strep (Clarridge y col. 2001; Schlegel y col. 2000; Devriese y col. 

1998). 
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Se han descrito las limitaciones del uso de sistemas comerciales. para la 
- ·-::.--- -·-·- -· ... ·- - . 

identificación de cepas aisladas de ambientes qu'e :5~ 'tí~~~ri',;-estudiado 

extensamente, como en el caso del pozo!. En general, IÓs.sist~m~s d'omerciales 

(como las galerías API) basan su identificación eri ba~7~<:d~)~t6~ preexistentes, 

que contienen información de especies clinicas.o·d~':i~t:;rés'comércial y no son 
·' . --·· . ·-· ·- -

adecuadas para especies de ambientes distintos (BUs~e y c~I. 199.6; Russek-

Cohen y C:o1we1f.~l996). Asimlsfüe>2·~s~7 h~~:"reportado las. d~ficiencias de los 

sistemas comercialel) disponible$. parai la identificación de especies clínicas 

importante~ del género Enterococcus (lwen y col. 1996). 
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Conclusiones 

- Del dendrograma. de la ribotipificación y del perfil de~fermentación de 

carbohidratos se observa que existe diversidad entre las cepas de bacterias 

lácticas del pozoic ;,: , 

- El agrGpaffli~ntO c:ie las cepas de bacteíias lácticas . arriilolíticas obtenido del 

análisis de .los perfiles de la ribotipificación no está relacionado con el tiempo de 

fermentación pero sí con la muestra de la cual se aislaron. 

- Streptococcus bovis es la especie dominante entre las cepas de bacterias 

lácticas amilolíticas del pozal, aunque también se identificaron otras especies 

como Streptococcus macedonicus, Lactococcus /actis y Enterococcus sulfureus. 

- No fue pOsible precisar la identidad de las cepas relacionadas con S. bovis y 

con E. su/fureus. Es necesario el uso de otros métodos como el análisis de los 

patrones de proteínas totales o la comparación de secuencias de otros genes 

como el de la superóxido dismutasa y el rpoB. 

- El sistema API 50 CH no fue suficiente para la identificación de las bacterias 

lácticas amilolíticas del pozal aunque coinciden los perfiles de fermentación de 

carbohidratos de las cepas de cada grupo de ribotipificación. Con las galerías 

API 20 STREP se obtuvieron buenas identificaciones para la mayoría de las 

cepas que tuvieron alta similitud en la secuencia del rRNA 168 con S. bovis. 
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7.3 CARACTERIZACIÓN DE LAS AMILASAS. 

Descripción de la etapa. 

Las bacterias lácticas amilolíticas son importantes en la fermentación del 

pozal. Existe diversidad entre las cepas de bacterias lácticas amiloliticas y 

pertenecen a los géneros Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus, siendo S. 

bovis la especie dominante. 

En comparación con los alimentos fermentados africanos que se preparan 

con cereales, en los que las bacterias lácticas amilolíticas pertenecen al género 

Lactobacil/us, parece que en el pozal se desarrollan otros tipos de bacterias. Las 

diferencias entre las especies de bacterias lácticas amilolíticas encontradas en el 

pozol podrían estar relacionadas con las condiciones del proceso (ejemplo: la 

cocción alcalina). Este mismo proceso podria influir en las caracteristicas de las 

amilasas de las bacterias lácticas del pozal de tal forma que las amilasas 

producidas por estas bacterias sean diferentes a las reportadas previamente. 

Mediante el estudio de las propiedades bioquímicas de las amilasas 

producidas por las bacterias lácticas del pozal se determinará su importancia en la 

fermentación. Es de particular interés determinar si dichas enzimas se mantienen 

activas a lo largo de la fermentación, cuando el pH baja. 

Objetivos: 

Determinar la actividad amilolítica de las cepas de bacterias lácticas con mayor 

capacidad amilolítica del pozal. 

Describir las propiedades generales de las amilasas producidas por tres 

especies de bacterias lácticas del pozal (S. bovis cepa 25124, L. /actis cepa 

A45212 y E. su/fureus cepa A36202). 
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Resultados y discusión. 

Determinación de la actividad amilolítica extracelular y asociada a las células 

en las cepas de bacterias lácticas con mayor actividad amilolítica. 

a) Actividad amilolítica extracelular. 

No se detectó actividad amilolítica en los sobrenadantes de los cultivos 

MRS-almidón de algunas de las cepas más amilolíticas (A57206, A36202, 

A56203, A12203, A57103, 25124, A45212, 15430, 25318, A46116, A46112, 

A45201, A45208, A36111 y A45226) cuando se utilizó la técnica del complejo 

almidón-yodo. Tampoco se detectó actividad amilolítica extracelular en los cultivos 

de las cepas: A57206, A36202, A56203, A12203, A57103, 25124, A45212 y 15430 

con la metodología de reductores con DNS. 

b) Actividad amilolítica asociada a las células. 

La actividad amilolítica asociada a las células de las cepas 25124, A36202 y 

A45212 fue de 1.1, 0.07 y 1.7 U/mi, respectivamente cuando se usó la técnica de 

reductores con DNS. Usando el método de extinción del complejo almidón-yodo, 

se determinó la actividad amilolitica de cinco cepas: 15430, A57206, A46112, 

A45212 y A~6202. No se detectó actividad amilolítica a 55ºC ni a 45ºC cuando el 

pH era de 5.5. A 45ºC y pH 7.0 tres cepas tuvieron actividad: 15430 (1.36 U/mi), 

A36202 (0.42U/ml) y la A45212 (0.28 U/mi). 

La mayoría de las bacterias lácticas aisladas de alimentos fermentados, 

principalmente del género Lactobacil/us, liberan las amilasas que producen al 

medio de crecimiento (Olympia y col. 1995; Giraud y col. 1991 ), mientras que 

otras, como Lactobacil/us fermentum y L. manihotivorans producen amilasas tanto 

extracelulares como asociadas a la célula (Agati y col. 1998; Morlon-Guyot y col. 

1998). 
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Caracterización de las amilasas de S. bovis cepa 25124, L. lactis cepa 

A45212 y E. sulfureus cepa A36202. 

Se caracterizaron las amilasas de S. bovis cepa 25124, L. lactis cepa 

A45212 y E. su/fureus cepa A36202. 

Amilasa de Streptococcus bovis cepa 25124. 

a) Actividad amilolítica asociada a las células. 

La actividad amilolítica asociada a las células fue de 0.06 U/mg células 

cuando se evaluó con el método de extinción del complejo almidón-yodo y de 

0.125 U/mg células cuando se utilizó el método de reductores con DNS. El hecho 

de que S. bovis cepa 25124 sólo presente actividad amilolítica asociada a la célula 

la hace diferente a otras cepas de la misma especie aisladas de hábitats 

diferentes al pozol. Las cepas de S. bovis (148 y JB1) aisladas del rumen 

producen amilasas intra y extracelulares. Los primeros estudios con la cepa 148 

se dirigieron a la amilasa extracelular y se desconocía la presencia de la amilasa 

intracelular. Se determinó que la distribución celular de la enzima depende del 

sustrato en el que crece. Cuando crece en un medio que contiene almidón, 

aproximadamente el 80% de la actividad amilolítica total está asociada a la célula, 

mientras que cuando crece en presencia de maltosa, más del 90% de la actividad 

amilolítica total se encuentra en el medio de cultivo (Satoh y col. 1993; 1997). 

b) Rompimiento celular y liberación de la enzima. 

Una vez que se determinó que la actividad de la cepa estaba asociada a la 

célula, se probaron diferentes metodologías (físicas y químicas, así como 

combinaciones de ellas) para romper las células y liberar a la enzima. 

El uso de la sonda de ultrasonido facilitó la liberación de la amilasa. Las 

células limpias se trataron con lisozima, mutanolisina o la mezcla de ambas, los 

protoplastos obtenidos se rompieron con la sonda de ultrasonido y los fragmentos 

generados se trataron con un detergente no iónico. La mayor actividad del extracto 

celular (73 U/mi) se dio en cultivos MRS-almidón de 250 mi cuyas células se 

trataron con lisozima. Dada la alta concentración de enzima en el extracto, se 
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consideró a esta metodología como la más eficiente para la extracción de la 

enzima y se contlnuÓ utilizélndo poÚeriormente (Ver Materiales y Métodos). Este 

tratamiento favoreció la extracción de la amilasa, pero no indica la localización de 

la enzima. 

c) Efecto del pH y de la temperatura en la actividad amilolítíca de la enzima. 

Para estudiar el efecto combinado de la influencia del pH y de la 

temperatura en la actividad amilolítica del extracto celular de S. bovis cepa 25124 

se utilizó un diseño de segundo orden rotativo (Murado y col. 1993). Se obtuvo la 

mayor actividad de la amilasa de S. bovis cepa 25124 a pH 6.6 y 36 - 40ºC (Figura 

6). Esto coincide con los parámetros de mayor actividad amilolítica de la amilasa 

intracelular de S. bovis 148, pH 6,5 y 40ºC (Satoh y col. 1997). La amilasa 

extracelula,...de s.')JÓyis~cepas·· 14a y;:)_.JB'Í, .éJSÍ como las producidas por algunas 
--- 0 ' -••.:·- ' O>-: ''' H ;-• '< '',' ', < .-·,. • '• ,-:.·,· ,·<··,; ''• <'•,, ', •,'; ;-- •• ·'~_,:.,, >' 

especies de LactobaCi/lus:pr~sentan · n-;·ayor actividad a pH 5.5 (Freer, 1993; Satoh 
.· -. ; . .. : . . ' ~ ' ' -'• ' -· - ; · .. -~ - ' ., - . ,:- ; - -

y col. 1997;;Jv1orlon~Guyo,t y'pol> 199ar Otras como Lactobacil/us cel/obiosus D-39 

tiene mayor- actividad a pH 7.3 (Sen y Chakrabarty, 1984). 

100 

80 

Actividad 60 

relativa(~ 40 

20 

o 
5.5 6.0 6 5 7 o 

pH . . 7.5 8.0 8.5 

Figura 6. Actividad amilolitica de la amilasa de S. bovis cepa 25124 en función del 

pH y de la temperatura. 
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La mayor estabilidad de laan~ilasa de ~.bovis.cepa 25124se observó apH 

6.5 cuando.se• intubó.por~5 .. h.•tarit()~a4ºcoma·i 30ºC.(Figurá.7):Lfa/mll~sa~fue 
más.:est~b~e. ~:)'~.lor~s·.1~ .~h.~~11.tf~·f ·º:~~. 9.0 .·(60~80% de:··.a3ti~,i~~~)~.~f \f~)~q~:e· .. ·~ -
valores de_pHac1_dos;_con u_na~_d1smmuc1on muy marcaqaen_elJ.ª,r,gogepH de 5:0 

a 6.0. En ambas ternpefé:Úurás se observó una inactivaciÓn~fof~I ;.de:fla 1énzima 
.,, .-; .. · '•' .. •'. , .. ," -,•'.·· :¡,,., .. '-·1·· ._ 

cuando se·•incubóa·•pffA: En el. intervalo de valores de:.pH 5\r¡3. 6 1kactividad 
.[.f 

residual para la ami lasa incubada a 30ºC fue menor q\je~Jíi(cj~ la.:.if1cUbada a 4 ºC. A 
__ , -.,o:_- . -..• ·- :F-<.c- ,-.- "i'-- -~ . • - '· - • - "· ,-.-" . • ·:,· ,-._,_ -

valores dé.pHf yJ~hub_o .. ITiayor actividad residual enTos~extractos incubados a 

30ºC qué e'11.12s in._cu.~ados a 4ºC, mientras que a pH 8 las actividades residuales 

fueron simil~re~ ai~n}b~s temperaturas (Figura 7). 
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pH 

Figura 7. Estabilidad al pH de la amilasa de S. bovis cepa 25124, después de 25 h 

de incubación a 30ºC (Á) y a 4ºC (.6). 

La mayor parte de la actividad amilolítica del extracto celular de S. bovis 

cepa 25124 se mantuvo a temperaturas menores de 45ºC cuando se incubó por 

1 O minutos. A medida que las temperaturas de incubación se incrementaron se 

observó una reducción en la actividad de la enzima, la cual fue más marcada en 

ausencia de almidón. A 60ºC, la enzima perdió la actividad (Figura 8). 

'l't:'f.'H• r.QN l :: ,_·.\a_ V 
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Figura 8. Estabilidad a la temperatura de la amilasa de S. bovis cepa 25124. (60 

minutos: •. sin almidón; O, con almidón; 10 minutos: •. con almidón; b,,, sin 

almidón). 

La amilasa de esta cepa fue sensible a temperaturas mayores a los 30ºC 

cuando se incubó por 1 hora, perdiendo aproximadamente el 70% de su actividad 

a 45ºC en ausencia de almidón, mientras que la estabilidad térmica fue mas alta 

en presencia de almidón. Después de que la enzima se incubó por una hora a 

50ºC perdió su actividad (Figura 8). La a-amilasa extracelular de S. bovis JB1 fue 

relativamente estable entre pH 5.5 y 8.5 y a temperaturas menores a 50ºC (Freer, 

1993). 

d) Estimación del peso molecular de la enzima. 

La amilasa de S. bovis cepa 25124 tuvo un peso molecular aproximado de 

250 kDa (Figura 9), que es el mayor peso reportado para una amilasa de bacterias 

lácticas. Estos resultados se obtuvieron cuando la separación electroforética se 

realizó tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes. Se han reportado 

amilasas de alto peso molecular como la de una cepa de Lactobacil/us plantarum 

cuyo peso es de 230 kDa (Olympia y col. 1995) y la amilasa de Lar:tobacil/us 

amylovorus con 105 kDa (Nakamura, 1981 ). Rodriguez-Sanoja y col. (2000) 

demostraron que el papel de las secuencias repetidas en el extremo carboxilo de 
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la amilasa de Lactobacillus amy/ovorus es el de unirse al almidón crudo. Las 

amilasas intra y extracelulares de S. bovis 148 tienen pesos moleculares de 57 y 

77 kDa, respectivamente (Satoh y col. 1997) menores al reportado en este trabajo. 

Gel 1. Coloración de proteínas totales Gel 2. Detección de actividad amilolitica 

PM 
kDa 

'º 

2 J 4 'i 7 H IO 

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

de extractos celulares de S. bovis cepa 25124. Gel 1: La tinción de las proteínas 

se realizó con nitrato de plata. Carril 2, marcador de peso molecular; carril 3, 

extracto celular de S. bovis cepa 25124. Gel 2: Zimograma. Carriles 5-8, extracto 

celular de S. bovis cepa 25124. 

Amilasa de Lactococcus lactis cepa A45212. 

a)Actividad amilolítica asociada a las células. 

La actividad amilolítica asociada a las células fue de 0.04 U/mg células con 

el método de extinción del complejo almidón-yodo y de 0.19 U/mg células cuando 

se utilizó el método de reductores con DNS. 

b) Efecto del pH y de la temperatura en la actividad de la amilasa. 

El pH y la temperatura óptimos de la amilasa de L. /actis A45212 fueron 6 y 

30ºC, respectivamente (Figura 1 O). La ley de Arrhenius se siguió entre los 1 O y 

30ºC y la energía de activación de la enzima fue de 16.1 Kcal/mol y de 67.43 

KJ/mol. A temperaturas mayores a 37ºC se observó una reducción muy marcada 

en la actividad. 
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Figura 10. Efecto del pH y de la temperatura en la actividad de la amilasa de L. 

/actis cepa A45212. 

La mayor estabilidad de la amilasa de L. /actis cepa A45212 se observó en 

el rango d~v~lores de pH entre 5 y 9 a 4ºC y la enzima se inactivó a pH 4.0 

(Figura 11 W}.',A. 30ºC, se observó una mayor inestabilidad de la enzima a valores 

ácidos d~, ~tLA esta temperatura, la máxima estabilidad se observó a pH 8.0. La 

amilasa"fu~~~s:table en valores de pH alcalinos (6.5-9.0) en ambas temperaturas 

de incubación (Figura 11 B). 
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Figura 11. Estabilidad a la temperatura y al pH de Ja amilasa de L. /actis cepa A45212. A: 

temperatura (60 minutos: •. sin almidón; D, con almidón; 10 minutos: .A., sin almidón; D., 

con almidón). B: pH, después de 25 h de incubación a 30ºC (.A.) y a 4ºC (D.). 
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No se obser\ló pérdida de actividad .arriiloHtica entre 15 y 25ºC después de 

60 minutos. de ihcubaCióntanto:enpreiseincia como en ausencia de almidón. Se 

observó .. una~reducdón~gradual ~·n=lá-a6ti~idadcuando ·la enzima se incubó entre 

30 y 40ºC; y~ ~k~Gb~/ªcti~id~J~~W~0 <f {~i9G~a 11 A). 
' ~~~:·,:~:.:'~~-::'.!;::~ ... '¡;:;' .. -,, }~,:.: ::~,:~-'.~:·; h;?,tc~~· '~~~~: .· ·-."> .. _~:.;~ ~r?-· ;,,.. ::< -j .,,. 

Cual)tj<;)'. l~t afüil~sa'.·se:.:incubó solo por 1 O minutos, la mayor actividad 

amiloHtica~~epr~~~~!9~~ritie!'i(,~1 15y 35ºC, con y sin almidón (Figura 11 A). A 
partir de 16~ 4o~C ~~ <:Íbs~rvÓ ~~a reducción en la actividad de la enzima y se 

determinó J:1J~ la presencia de almidón favoreció la conservación de mayor 

actividad amilolítica que en ausencia del mismo. A los 55ºC ya no se detectó 

actividad residual. 

Las amilasas de S. bovis cepa 25124 y L. lactis. cepa A45212 tienen 

estabilidad muy baja a valores de pH menores de 5.0. La estabilidad a valores 

bajos de pH se incrementó ligeramente en presencia de almidón, sugiriendo que el 

alto contenido de almidón en el pozal podría tener un papel protector. Es 

interesante observar que las amilasas de ambas cepas están bien adaptadas a las 

condiciones de pH inicial que imperan en el nixtamal debido a la cocción alcalina, 

pero su inestabilidad a valores bajos de pH probablemente limitarían su acción 

durante el desarrollo de la fermentación. 

Aunque existen algunos reportes de las condiciones óptimas de pH y 

temperatura para las amilasas de bacterias lácticas, no en todos los casos se 

reportan pruebas de estabilidad. El hecho de que algunas amilasas de bacterias 

lácticas presenten un pH óptimo en el rango ácido no significa que sean estables a 

una incubación prolongada en esas condiciones. La amilasa de L. manihotivorans 

tuvo un pH óptimo de 5.5 pero no fue resistente a una incubación prolongada a pH 

ácido (Aguilar y col. 2000). 

Algunas amilasas de bacterias lácticas aisladas tanto de alimentos 

fermentados como de otros sustratos mostraron un comportamiento de estabilidad 
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al pH similar a las amilasas de las cep~s estudiadas en este trabajo. Las amilasas 

de las especies L. cel/obiosus· D. 39 (aislada de desperdicios vegetales), L. 

manihotivorans (aislada.de·h~drÍa de.yuca fermentada), Leuconostoc (aislada de 

pescado fermentadoc()n d~;~~l~s)fueron estables en un rango neutro de valores 

de pH pero inestabl~s·~r1 cririHidbne~ ácidas o alcalinas (Sen y Chakrabarty, 1986; 

Aguilar y col. 2000/ull.dgr~n y Refai, 1984). A diferencia de las amilasas de las 

especies des9ritas previa\riente; las amilasas de la especie L. plantarum aislada 

del Buí-on9 isdaY:d~'la.yuca fermentada (cepa A6) fueron estables en el rango de 

valoresdepH 3~5 a 5.3 (Olympia y col.1995; Giraud y col. 1993). 

En cuanto a la termoestabilidad, las amilasas de las cepas del pozal se 

inactivaron rápidamente a temperaturas mayores a 40ºC tal como se reportó para 

las amilasas de L. plantarum (aislada del burong isda) y de L. manihotivorans 

(aislada de la harina de yuca fermentada). La amilasa de esta última especie tuvo 

una temperatura óptima mayor (55ºC) a la que presentaron las amilasas 

estudiadas (30 - 37ºC) pero mostraron la misma sensibilidad cuando se incubaron 

por tiempos prolongados a su temperatura óptima o mayores (Aguilar y col. 2000). 

En contraste, la amilasa de L. amy/ovorus fue estable a mayores temperaturas 

(Rodriguez-Sanoja y col. 2000). La amilasa de Lactobacil/us cellobiosus se 

inactivó a temperaturas mayores que las de las amilasas de las cepas evaluadas, 

90ºC (Sen y Chakrabarty, 1984). 

No es posible comparar todos los estudios sobre termoestabilidad de 

amilasas, ya que en muchos de ellos la incubación de la enzima se realizó en 

períodos muy cortos de tiempo o en condiciones diferentes. También existen 

algunos factores que pueden afectar la termoestabilidad, tal es el caso de la 

pureza del preparado, así como la presencia de calcio (estabilizante y activador), 

del sustrato y de otros estabilizantes (Vihinen y Mantsala, 1989). 

79 



Resultados III 

c) Estimación del peso molecular. 

La amilasa de esta cepa tiene un peso aproximado de 200 kDa, que es 

menor al obtenido para la amilasa de S. bovis cepa 25124 (Figura 12). 

Gel 1. Tinción de proteínas totales Gel 2. Detección de actividad amilolítica 

4 7 
PM 
kDa 

200 

50 

Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

de extractos celulares de L. /actis cepa A45212. Gel 1: La tinción de las proteínas 

se realizó con nitrato de plata. Carril 2, marcador de peso molecular; carriles 1 y 3, 

extracto celular de L. /actis cepa A45212. Gel 2: Zimograma. Carriles 4 y 7, 

extracto celular de L. /actis cepa A45212. 

Amilasa de E. sulfureus cepa A36202. 

a)Actividad amilolítica asociada a las células. 

La actividad amilolítica asociada a las células de E. su/fureus cepa A36202 

fue de 0.048 U/mg células cuando se utilizó el método de extinción del complejo 

almidón-yodo y de 0.008 U/mg células cuando se utilizó el método de reductores 

con DNS. 
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b) Efecto del pH y de la temperatura en la actividad de la enzima. 

La mayoractividad de la amilasa de E. sulfureus cepa A36202 se dio a 

37°CypH 6'.0,(FigÚra 13). La enzima no estaba activa en valores de pH de 4.5 y 9 

ni a 65ºC. IJe' la:representación de Arrhenius (entre 15 y 37°C) se calculó la 

energía d~ a~tiVadiÓn'de la enzima y fue de 25.54 Kcal/mol y de 106.89 KJ/mol. A 

temperaturas m~~~res a. 45ºC se observó una reducción muy marcada en la 

actividad · Estos·vJ1;¿-r~:~ flfE!tC)nT¡Tiiygr~s~,~ 165 c.aJcülaaOs para la ami lasa de L. 

lactis A4,5212 .. «frf~ ~Jí~~I).~ ti·~"· ~'~=e'~ª¡él¡i".d~·~~·3ti~~~~iw~ cj:e las a-ami lasas de L. 

plantarum ¡'.\6 {y ;·;·de L' maniho.tivoran~ ·iú~K·, d~f3.o.6 
respectivame:~t~ (~i;aud y col. 1993; A~uil~rVc~I:. iüo6). -

y de 32.6 KJ/mol, 

120 120 : 

100 100 
ns ns 
~ 80 ~ 80 
..!ll ..!ll e 60 e 60 "C "C ns ns 
:!2 40 :!2 40 ~ ~ u u 
<( 20 <( 20 

o o 
3 4 5 6 7 8 9 10 o 10 20 30 40 50 60 

pH Temperatura ºC 

Figura 13. Efecto del pH y de la temperatura en la actividad de la amilasa de E. 

sulfureus cepa A36202. 

E. sulfureus cepa A36202 perdió la actividad amilolítica después de 

almacenarse a -70ºC, por lo que no fue posible estimar el peso molecular de su 

amilasa ni realizar pruebas de estabilidad al pH y a la temperatura. 

La pérdida de la actividad amilolítica en esa cepa podría indicar que el gen 

correspondiente se encuentra en un plásmido. Olimpia y col. (1995) sugieren que 

un plásmido de 33-kb contiene un gen necesario para la síntesis de la amilasa 

producida por Lactobaci/lus plantarum cepa L-137. Se ha demostrado que L. 

manihotivorans pierde su actividad amilolítica irreversiblemente y se han aislado 

algunas variantes que carecen de actividad ·amilolítica (Morlon-Guyot y col. 2001 ). 
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Productos de hidrólisis del almidón. 

Se cuantificóla concentración de almidón presente antes y después de16 h 

de hidrólisis por las amilasas a evaluarse. En todos los casos se partió de una 

concentración inicial de almidón de 10 g/L y después de la hidrólisis se detectaron 

concentraciones muy bajas de sustrato sin hidrolizar (menores a 2 g/L). 
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Figura 14. Productos de hidrólisis del almidón por la amilasa de L. lactis cepa 

A45212. La separación se realizó por cromatografía de líquidos de alta resolución. 

La amilasa de S. bovis cepa 25124 y L. /actis cepa A45212 produjeron 

desde glucosa hasta maltooctaosa y maltodextrinas. Los principales productos de 

la hidrólisis del almidón por la amilasa de L. /actis cepa A45212 fueron maltosa, 

maltotriosa, maltotetraosa y maltopentaosa (Figura 14). La maltotriosa, 

maltotetraosa, maltopentaosa y maltohexaosa fueron producidos por la amilasa de 

S. bovis cepa 25124 (Figura 15). 
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Figura 15. Productos de hidrólisis del almidón por la amilasa de S. bovis cepa 

25124. La separación se realizó por cromatografía de líquidos de alta resolución. 

Con las condiciones cromatográficas utilizadas no se lograron separar 

componentes mayores a 1 O unidades de glucosa (maltodecaosa) y es posible que 

la amilasa haya producido fragmentos de mayor tamaño, dado el escaso almidón 

residual detectado después de la hidrólisis y que las concentraciones de los 

oligosacáridos con cadenas menores a 10 unidades de glucosa no fueron muy 

altas (la suma de dichas concentraciones no corresponde a la cantidad inicial de 

almidón). El perfil de compuestos generados durante la hidrólisis del almidón por 

la amilasa de L. /actis cepa A45212 fue diferente al obtenido para la amilasa de S. 

bovis cepa 25124. 

Se han evaluado los productos de hidrólisis del almidón por amilasas tanto 

intra como extracelulares de diversas cepas de S. bovis. En el caso de amilasas 
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extracelulares se ha reportado la producción de glucosa, maltosa, maltotriosa y 

maltotetraosa (Cotta, 1988; Satoh y col. 1997), mientras que con la amilasa 

intracelular se produjo principalmente maltotriosa (Satoh y col. 1997). En el perfil 

de oligosacáridos para la amilasa de la S. bovis cepa 25124 también se detectaron 

los productos ya descritos, aunque por su concentración sobresalieron los de 

mayor tamaño. 

Aunque ya se ha descrito la capacidad de algunas cepas de Lactococcus 

lactis para hidrolizar el almidón (0stergaard y col. 1998), hasta la fecha no hay una 

descripción de sus amilasas y se desconoce el perfil de productos de la hidrólisis 

del almidón. Las amilasas de otras bacterias lácticas produjeron desde glucosa 

hasta maltohexaosa en diferentes proporciones. Por ejemplo, la amilasa de 

Lactobacillus amylovorus produjo preferencialmente glucosa, maltosa, maltotriosa 

y maltotetraosa después de 7 h de incubación a 37°C y pH 6 (Nakamura, 1981 ); 

mientras que la amilasa de Lactobacillus cellobiosus produjo glucosa y maltosa, 

sin que se indiquen las condiciones de la hidrólisis (Sen y Chakrabarty, 1984). La 

amilasa de Lactobacillus plantarum L-137 produjo principalmente maltotriosa, 

maltotetraosa y maltopentaosa después de 1 h de incubación a 37°C y pH 4.5, 

este mismo perfil se obseNó después de 24 h de hidrólisis (Olympia y col. 1995). 

El patrón de acción de una a-amilasa es característico del origen de la 

enzima y de las condiciones experimentales bajo las que se realizó la hidrólisis. 

Algunas de las condiciones que afectan el patrón de rompimiento son: estructura y 

longitud de la cadena del sustrato, temperatura, pH y ciertos aditivos (Pandey y 

col. 2000). También se tendría que considerar la forma en que se analizaron y 

cuantificaron los productos de la hidrólisis, por ejemplo si se utilizo cromatografía 

en capa fina o cromatografía de líquidos de alta resolución. En esta última, el tipo 

de separación utilizada (fase reversa o de intercambio iónico) puede influir en la 

detección de compuestos en concentración baja. 
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El cons.umo de. los maltooligosacáridos producidos por las amilasas de las 

bacterias lácticas del pozal, tales como S. bovis cepa 25124 y L. lactis cepa 

A45212, dependerá d_e la~.capac;idad de las bacterias lácticas para transportarlos. 

Existen pocos repOrte~ ~obre el transporte de maltooligosacáridos y de dextrinas 

por bact~rias lá.dti&~·s;/~~~l~L;i,~~oría de los reportes se estudia el transporte de 
::·.,;!": .: >;,'.'" ~ .. :<-.-~~-. :·'<-,:.;,~\.,, ': 

mono~ y disacáridos, tales> como la glucosa y la lactosa, respectivamente, 

medianteºel '·sistema fosfotrafü;férasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). S. 

mutans, que posee una a-amilasa intracelular, puede introducir dextrinas límite al 

interior de la célula mediante el sistema de transporte de metabolismo múltiple de 

carbohidratos (Simpson y Russell, 1998). El operen de ese sistema (msm), que no 

es un sistema de transporte de azúcares PTS, es el responsable del transporte y 

metabolismo de azúcares como la melibiosa, rafinosa e isomaltosacáridos. Del 

operen msm de S. mutans se identificaron y secuenciaron ocho genes. Dentro de 

las proteínas correspondientes a los genes de este operón se incluyen una a­

galactosidasa, una proteína de unión a carbohidrato, dos proteínas de membrana, 

una sacarosa-fosforilasa, una proteína de unión al ATP y una dextrana­

glucosidasa. Parece que estos genes están bajo control de un regulador positivo 

(msmR) y tienen un alto grado de homología con los componentes de unión 

periplásmica de los sistemas de transporte dependiente de proteína de las 

bacterias Gram-negativas (Tao y col. 1993). E. coli produce una a-amílasa 

citoplasmática que hídroliza los maltooligosacáridos de seis o siete unidades de 

glucosa y que se pueden transportar a la célula mediante el sistema de transporte 

de maltosa, MalK. Las maltodextrinas (compuestos con más de 6 unidades de 

glucosa) que entran al periplasma mediante la maltoporina de membrana externa 

LamB pueden ser hidrolizadas por una a-amilasa periplásmica producida por E. 

coli (Raha y col. 1992). 
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Conclusiones 

La actividad°"de,las cepéls ~e bacterias fácticas más amifolíticas aisladas del 

pozal se encUe~t.raas(),ciada\a las células. No se detectó actividad extracelular. 

La inayorcaPii~l~'~J;.de 18; ;.~~Uasas producidas por S bavis cepa 25124, L. 

/acti~ 9~~~·:8~5?1? y E sulfureus cepa A36202 se presenta en valores de pH 

cercanos"af~neuÍralidad. Estas amilasas son estables en condiciones de pH 

alto e inestables a valores bajos de pH. Estos resultados sugieren que la 

actividad de estas enzimas sería mayor al inicio de la fermentación del pozal 

cuando los valores de pH se aproximan a la neutralidad y se reduciría a 

medida que la fermentación avance cuando los valores de pH sean más bajos. 

Las amilasas de S bovis cepa 25124, L. /actis cepa A45212 y E. sulfureus cepa 

A36202 tienen mayor actividad amilolitica en el rango de temperatura de 30 a 

37ªC, lo que coincide con las condiciones de incubación del pozal en 

Villahermosa, Tabasco. Estas enzimas se mantienen estables a temperatura 

ambiente y pierden rápidamente su estabilidad a temperaturas mayores a los 

40ªC. 

Las amilasas producidas por las cepas S bovis cepa 25124 y L. /actis cepa 

A45212 son de alto peso molecular. El peso molecular de la amilasa producida 

por S. bovis cepa 25124 es el más grande que hasta el momento se ha 

reportado y no coincide con los reportados para las amilasas de otros 

estreptococos. 

El perfil de productos de la hidrólisis del almidón generado por las amilasas de 

las cepas S bovis cepa 25124 y L. /actis cepa A45212 indica que se trata de 

amilasas del tipo ende o a-amilasas. Los maltooligosacáridos liberados por 

estas amilasas podrían ser utilizados por otras bacterias lácticas no amilolíticas 

presentes durante la fermentación del pozal. 
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7.4 FERMENTACIÓN DEL ALMIDÓN POR S. bovis CEPA 25124. 

Descripción de la etapa. 

La investigación sobre la fisiología de bacterias lácticas de origen no 

lácteo y particularmente los miembros del grupo amilolítico, es necesaria para 

determinar su relevancia ecológica en fermentaciones naturales, para el 

desarrollo de nuevos procesos y para mejorar los criterios existentes, con una 

base más racicmal, para la selección de cultivos iniciadores específicos. 

·Se han realizado estudios sobre la fermentación del almidón de bacterias 

lácticas tales como L. manihotivorans (Guyot y Morlon-Guyot, 2001 ), L. 

p/antarum A6 (Guyot y col. 2000) y L. fermentum (Calderón y col. 2001; 2003A; 

20038), aisladas de fermentaciones naturales de yuca y de maíz. Algunos 

reportes han descrito aplicaciones posibles de las bacterias lácticas amilolíticas, 

tales como la producción de ácido láctico a partir de almidón crudo por 

Lactobaci/lus amylophi/us y Lactobacil/us amy/ovorus (Zhang y Cheyran, 1991; 

Mercier y col. 1992; Yumoto e lkeda, 1995; Xiaodong y col. 1997). 

En cambio, no existe mucha información sobre los parámetros cinéticos 

de fermentación del almidón por cepas de S. bovis. El estudio de la fermentación 

del almidón en medio líquido (MRS-almidón) por una cepa de la especie 

dominante (S. bovis) en la fermentación del pozal, determinará las condiciones 

bajo las cuales esta cepa crece en presencia del almidón soluble y la forma en 

que su amilasa lo hidroliza. 

Objetivo: 

Determinar los parámetros cinéticos de fermentación del almidón soluble 

de una cepa de la especie dominante (Streptococcus bovis). 
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Resultados y discusión. 

Se estudió la fermentación del almidón por una cepa de la especie 

dominante (S; bovis cepa 25124) en el medio MRS-almidón. Después de una 

fase lag de 1:5':11 {Figurá 16 A}, las concentraciones de biomasa y de ácido 

láctico se incr~m,~nt~rc>n con un~velocidad específica de 0.94 h-1 y 2.4 g ácido 

láctico/g ce1füa_5jº?s~~~~~/B;~~i*s~~ctivamente (Tabla 4), mientras que el pH 

disminuyó ha-~t~-"4.~;·<~1ªJ'p~~:1~~-.fs). La actividad amilolítica, que se encuentra 
· ...... : .. .; __ :,"········'"º'' ,.-

asociada a la célula;'t~'i'~'C:cifüo se describió en los resultados previos, se 

incrementó con una velb~i'd~lj,'~~pecífica de 130.7 U/g células secas/h (Tabla 4). 
' ¡_·,: ,' ' 

Los rendimientos de producto (Yrac1s) y de biomasa (Yxis) relativos al sustrato 

fueron de 0.31 y 0.78 (gAcido láctico o biomasa/g sustrato), respectivamente, 

mientras que los rendirni~rífo's de producto relativos a la biomasa (Y1ac1x y Yamyix) 

fueron de 2.56 g ácidd; l:~cti.co/g células secas y de 139 U/g células secas, 
. ~ ;::._ ,l~~{~;::::.··:.;~~-; ' 

respect1vamente.(Tabl.aA):·· 

Los cocientes metabólicos y el rendimiento de ácido láctico relativo al 

sustrato (Yrac1s) están en el rango de los valores clásicos reportados para otra 

bacterias lácticas, entre 1.1 y 3.1 g/g células secas/h para qrac. 2.3 a 3.5 g/g 

células secas/h para q5 y 0.67-0.84 (g/g) para Y1ac1s· El resto de los parámetros 

fueron diferentes. En este estudio, la cepa se caracterizó, en primer lugar, por un 

bajo rendimiento de ácido láctico relativo a la biomasa (Y1ac1x) y un bajo 

rendimiento de amilasa relativo a la biomasa; Yamyix (Tabla 4). En segundo lugar, 

por una alta velocidad específica de crecimiento y un alto rendimiento de 

biomasa (Yxis). Estos últimos parámetros son muy diferentes a los descritos para 

bacterias lácticas amilolíticas aisladas de otros alimentos fermentados amiláceos 

como L. manihotivorans, L. plantarum (Guyot y col. 2000) y L. fermentum 

(Calderón y col. 2001), Tabla 4. 

Las cepas de S. bovis aisladas del rumen de bovinos crecieron más 

rápido que otras bacterias lácticas con glucosa o lactosa, así como sobre una 

amplia variedad de mono y disacáridos, con velocidades específicas de 

crecimiento mayores de 1.5 h-1 (Bond y col. 1998). En particular, S. bovis JB 1 

88 



Tabla 4. Rendimientos y cocientes metabólicos para S. bovis cepa 25124, L. manihotivorans 18010 r, L. p/antarum A6 y 
Lactobacil/us fermentum Ogi E1. 

Parámetroª 1 S. bovis 25124° 
Azúcares totales 1 25.5 
consumidos(%) 
Y x/s (g g ·1) 1 0.31 

Y lac/s (g g ·1) 

Ylac/x (g g ·1) 

µ (h ·1) 

qlac [g (g .:célúlas'}peso 
seco} ·1 h •1¡ · · .,, .:. ··'' .::·· .... '· · 
qs [g (g células peso seco ) 
·1 h ·1¡ 

qamy [U (g células peso 
seco) ·1 h ·1¡ 

0.78 

2.4 

3.0 

130.7 

Valor' obtenido para: 
L manihotivorans 18010d · L plantarom A6d L fermentum OgiE1ª 

45 1 Nd•···•·· 
.".- :.-:::~- ,. . 78 

0.09 (0.15) 0.1 

0.71 (0.67} Nd (0.~4) 0.33 

7.89 (4.47) Nd (4.7} 3.3'.. 

2400 (4900} 2300 (5700) 5400, 

Nd (0.36) 0.43 (0.41} 0.35' 

Nd (1.0) '3.1 (3.0) 1.1 

Nd (2.4) Nd. (2.3) 3.5 

Nd (1764) 989 (2337) 1890 

' . ~ ' 'i 

ªY x/s,rendimiento de crecimiento relativo al sustrato; Y lac/s, rendimiento de ácido láctico relativo al sustrato; Ylac/x, rendimientó de áci~o láctico 

relativo a la biomasa; Yamy/x, rendimiento de amilasa relativo a la biomasa; µ , velocidad especifica de crecimiento; qlac, veloci,dad especifica de 

producción de ácido láctico; qs, velocidad específica de consumo de sustrato; qamy, velocidad especifica de producción de amilasa. 

b Los valores obtenidos a pH controlado (6.0) se indican con paréntesis. Nd, no determinado. 

0 Resultados de este trabajo. 

d (Guyot y col. 2000). •(Calderón y col. 2001 ). 
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Resultados IV 

aislada del. rumen de bovinos creció más rápido en almidón que en maltosa; 1.98 

y 1.38 h-1
, respectivamente (Cotta, 1988). Para explicar el alto rendimiento de 

crecimiento relativo al sustrato (Yxts) observado en este trabajo se tendrían que 

profundizar los estudios fisiológicos, particularmente sobre la eficiencia del 

acoplamiento energético con la síntesis de material celular. 

5 
1.2 

A 0.5 4.5 

0.4 ~ -
4 

3.5 
~ 0.8 

..... '§i 
3 13 ..... 

ro 0.3 ;g 8 2.5 
~ 0.6 .Q 'B 

'E ·rn 2 rn -
i:O 0.4 .. 0.2 ~ .g 

1.5 
~ ;e 

0.2 0.1 ~ 
0.5 

o .o o-, 
o 2 4 6 8 10 o 2 4 6 

Tiempo (h) Tierrpo (h) 

Figura 16. Crecimiento de Streptococcus bovis cepa 25124 en el medio MRS-A. 

A: Concentración de biomasa (O ) y actividad amilolítica asociada a la célula (o). 

B: Concentración de ácido láctico (O ) y valores de pH (.ó. ). 

8 

Durante la fermentación, las concentraciones de almidón y de azúcares 

totales se redujeron hasta 9. 7 y 14.8 g/L, respectivamente (Figura 17). A 

diferencia de las cinéticas de fermentación con L. manihotivorans y L. fermentum 

Ogi E1 (Guyot y col. 2000; Calderón y col. 2001), el almidón se hidrolizó 

lentamente y al final de la fermentación permaneció una alta concentración de 

carbohidratos totales. La hidrólisis lenta del almidón podría explicarse por el bajo 

nivel de arr.Hasa producida, pero como se demostró para L. manihotivorans y L. 

fermentum Ogi E1, aún con una actividad amilolítica reducida, estas especies 

hidrolizaron completamente el almidón cuando crecieron en el mismo medio 

(Guyot y col. 2000; Calderón y col. 2001). La inestabilidad de la amilasa de S. 
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bovis cepa 25124 a valores bajos de pH podría explicar la baja eficiencia en la 

hidrólisis del almidón; 

Con S. bovis cepa 25124, la concentración inicial de azúcares reductores 

se redujo de 0.25 hasta 0.05 g/L a las 6.5 h (Figura 17). No se observó una 

acumulación de azúcares reductores, a pesar de que durante la fermentación del 

almidón por algunos Lactobacil/us amilolíticos se presenta una acumulación 

temporal de esos carbohidratos (Guyot y col. 2000; Calderón y col. 2001). 

:::?20 0.3, -.9 
0.25 2' ~ 18 

J§ .9 
.8 16 0.2 

U) 

U) ~ 
~ -§ 
ctl ,g 14 0.15 ª 
N ~ ctl 

>-12 0.1 
U) 

e: ~ 
•O ctl 

32 
(.) 

•:::J 
E10 0.05 :;!, 
<( 

8 o 
o 2 4 6 

Tiempo (h) 
8 10 

Figura 17. Presencia de carbohidratos en la fermentación del almidón por S. bovis cepa 

25124. Concentración de: azúcares totales (D); almidón ( <> ); y azúcares reductores 

(6). 

Después de 10.5 h, la cepa había fermentado solo el 26.6% de los 

azúcares totales y había hidrolizado el 50% de la concentración inicial de 

almidón. Estos valores se mantuvieron constantes después de 26 h de 

fermentación. La diferencia entre las concentraciones de los azúcares totales y 

de almidón sin hidrolizar sugiere la presencia de dextrinas en el medio de cultivo. 

En el medio inicial se detectaron pequeñas concentraciones (menores 

que 0.5 g/L) de glucosa, maltosa y maltooligosacáridos [maltotriosa (G3), 
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. .., 

maltopentosa (G5), l):l~lt91l13,)(apsa (G6) y maltoheptaosa (G7)] y 0.82 g/L de 

maltotetraosa, ~G4'."(Fi~'ur~' 1 S).' las concentraciones de G3 y. G7 ~e redUj~ron 
después_de{2·;~2.i,111-~1ae:fermehtación, mientras que las de G5 y G6 lo hicieron 

después :\C:J~\ J.: bj k8~--}{~altotetraosa fue el principal maltooligosacárido 

intérmédi~'riÓ,5·, ~H)dÜCidbf{ciuirante la hidrólisis de almidón (Figura 18), su 

conce~tr~di¿A· ~~~J~i"ta }~e presentó entre las 4 y las 5 h y correspondió 

aproximad~rli.~~:f~;t~º la diferencia entre las concentraciones de los azúcares 

totalé$y :I~ ciW1 ~~-llllidón. La glucosa sólo se detectó durante las primeras 1.5 h y 

la collc~llt~~é::iÓn. de maltosa fue variable. Las concentraciones de 

malto61ig~sa,6áridos se redujeron hasta 0.2 ,g/L a las 8.5 h de fermentación. El 

patrón décproductos observado durante la fermentación fue consistente con el 

encontrado para la amilasa del extracto crudo de S. bovis cepa 25124. Además, 

la diferén6i'a entre las concentraciones de los azúcares totales y de los azúcares 
. o· .• - ""'"''· .,,. 

redüctóres;junto con la baja concentración de maltooligosacáridos de bajo peso 

molecular, indica que se producen dextrinas. 

o 2 4 6 
Tiempo (h) 

8 10 

Figura 18. Maltooligosacáridos presentes en la fermentación del almidón por S. bovis 

cepa 25124. Concentración de: glucosa (+); maltosa (•); maltotriosa (.A); 

maltotetraosa (O); maltopentaosa <* ); maltohexaosa (• ) y maltoheptaosa (+). 

---··--------i 
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La velocidad específica de crecimiento determinada para la cepa S. bovis 

del pozal (0;94 h-1
) podrfa conferirle una ventaja competitiva sobre otras 

especies de bacterias lácticas. Aún cuando la producción de energía, indicada 

por los parámetros de consumo de sustrato y de producción de ácido láctico, se 

encuentran dentro del rango clásico observado para otras bacterias lácticas 

(Tabla 4), la conversión eficiente de energía en biomasa, indicada por el 

rendimiento de crecimiento relativo al sustrato (Y xts). le daría a la cepa una 

ventaja competitiva adicional, a pesar de la baja eficiencia para la hidrólisis de 

almidón y para el consumo de azúcares totales. Sin embargo, se tendrían que 

considerar otros parámetros para explicar la dinámica de las poblaciones 

microbianas, tales como los relacionados con la baja tolerancia al pH de la cepa 

de S. bovis del pozal y la inestabilidad a bajos valores de pH de su amilasa, tal 

como se determinó en los resultados previos con el extracto celular de S. bovis 

cepa 25124; aunque se obtuvo la mayor actividad amilolítica de la cepa cuando 

el pH del medio era de 4.9 (6.5 h). Las diferencias en los resultados podrían 

estar relacionadas con la forma como se evaluó la actividad amilolítica, 

directamente en las células o en la enzima soluble extraída de la célula. Si los 

valores bajos de pH afectan menos la actividad amilolítica de la enzima asociada 

a la célula que a la enzima soluble, entonces la asociación a la célula le confiere 

una ventaja a S. bovis cepa 25124. 

Además, estas ventajas competitivas sólo serían efectivas durante las 

primeras horas de la fermentación del pozal, cuando el pH es lo suficientemente 

alto, ya que a medida que la fermentación avanza se presentaría un efecto 

inhibitorio debido a la acidificación. Este hecho tendría que investigarse 

posteriormente con cultivos mixtos definidos compuestos por esta cepa y otras 

bacterias lácticas. Además de esto, se tendrían que investigar otros factores, 

tales como las posibles limitaciones nutricionales y el comportamiento celular en 

fermentaciones sólidas. 
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Los maltooligosacáridos producidos por S. bovis podrían servir, 

presumiblemente, como fuentes de energía para especies no amilolíticas en la 

fermentacióri,defipozol y sostener la diversidad observada. En este respecto, se 

tendría que ~~tJáiar la capacidad de otras bacterias lácticas presentes en el 

pozal para consumir esos maltooligosacáridos. 

94 



Resultados IV 

Conclusiones 

S. bovis cepa 25124;7hidrolizó lentamente el almidón, produciendo una 

alta concentración' de dextrinas y una menor conc~ntración de glucosa, 

maltosa · •y' .. ,, ha1tbbiiQC>sacárid~s · (malfotriosa~maltoheptaosa). La 

maltotetrabs:~ tJ~ ~'l';p~i,~ci~·ai'i~termed i~ ri~ ··~~dd u cid o. 
-ce -·ceo· =-~'--;" '-=- .:;_~~~-}~~~~· ~ ~-~'-:~---~ ="":-'~-~,~~-=-:""º"~i-~0-;--~~f; i.·-~-/~f('7-c e;;,~ !•_-~e _o_ ;,_ -- •• 

La hidrÓlisislent~ /p~'rd~I d~l:~lmidón por la amilasa de S. bovis cepa 

25124 podría estar asociada con la inestabilidad de la amilasa cuando 

disminuye el pH del medio. 

Es posible que la alta velocidad específica de crecimiento y la eficiente 

conversión de sustrato en biomasa por S. bovis cepa 25124 le confieran 

una ventaja competitiva sobre otras especies de bacterias lácticas no 

amilolíticas del pozal. Estas ventajas podrían explicar la dominancia de 

esta cepa durante la fermentación del pozal. 
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CAPÍTULO VIII. DISCUSIÓN GENERAL 

El propósito de este trabajo fue determinar la diversidad de las bacterias 

lácticas amilolíticas durante la fermentación del pozal y sus principales 

características fisiológicas, con el fin de comprender su papel en este alimento. 

En este proyecto se trabajó con dos muestras de pozal de Villahermosa, 

Tabasco; La microbiología de esas muestras se desarrolló de acuerdo con lo 

esperado, ya que se detectaron los grupos microbianos descritos previamente 

(Nuraida y col. 1995; Wacher y col. 2000): enterobacterias, hongos, levaduras y 

bacterias mesófilas aerobias. Las bacterias lácticas totales estuvieron presentes 

en números similares a los reportados y el producto se acidificó antes de 24 h. Los 

valores iniciales de pH fueron similares a los reportados de muestras de pozal de 

Tabasco (Sainz y col. 2001 ). Esto aseguraba que las muestras analizadas eran 

representativas. 

En este trabajo se demostró que las bacterias lácticas amilolíticas son 

importantes, ya que se desarrollan durante toda la fermentación. Constituyen una 

proporción importante de las bacterias lácticas totales, principalmente durante las 

primeras horas de la fermentación, cuando los valores de pH son más altos (7.4 -

5.9). Las cepas de bacterias lácticas con mayor actividad (hasta 18 mm de 

diámetro de hidrólisis en cajas de medio MRS-almidón) se aislaron de las etapas 

iniciales de la fermentación. Esto podría sugerir que los valores altos de pH inicial 

favorecieron tanto el desarrollo como la actividad amilolítica de las cepas. 

Ya se había reportado que algunas cepas de bacterias lácticas aisladas de 

muestras de pozal del estado de Chiapas tienen la capacidad para hidrolizar el 

almidón cuando crecen en medio sólido con almidón (Nuraida y col. 1995), sin 

embargo esta actividad es mucho menor que la de las cepas aisladas en este 

trabajo. 
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En la mayoria de los,reportes sobre bacterias lácticas amiloliticas aisladas 
- . ~ - .. -

de alimentos ferrn~ntac::lo~. la atención se dirige a las cepas con mayor actividad 

amilolf!ic~ ~_st~ e_s;~eJ~ p-rlmer reporte del conteo, purificación y conservación de 

bacterias láctic~~ ~ lo-lar~() de la fermentación de un alimento amiláceo. 

De la caracterización de las cepas con mayor actividad amilolítica (aquéllas 

con diámetros de:hidrólisis mayores a 9 mm), mediante un enfoque fenotípico y 

molecülar, ;e determinó que comparten algunas características, como la de 

producjr · sólo ._ácido láctico a partir de la fermentación de la glucosa 

(homofer~elltativas) y la capacidad de crecer en glucosa, fructosa, sacarosa y 

maltosa, c_arbohidratos presentes en baja concentración en el nixtamal. También 

se determinó que existen diferencias entre esas cepas. El dendrograma de la 

ribotipificación y el perfil de fermentación de carbohidratos indican que existen 

diferencias entre las cepas de bacterias lácticas con mayor actividad amilolítica. 

De acuerdo con el análisis de las secuencias del rDNA 16S, la mayoría de 

las cepas se identificaron tentativamente como S. bovis, ya que se obtuvieron 

coeficientes de similitud entre 99 y 100% con esta especie pero también con 

Streptococcus infantarius ssp. coli. Estos resultados confirman que el 

esclarecimiento de la taxonomía del grupo S. bovis es un asunto pendiente y que 

será necesario utilizar herramientas alternativas para identificar las cepas. 

S. bovis fue la especie dominante dentro de las bacterias lácticas con 

mayor capacidad amilolítica en la fermentación. Se identificaron también las 

especies Streptococcus macedonicus, Lactococcus Jactis y Enterococcus 

su/fureus. 

La presencia y la importancia del género Streptococcus entre las bacterias 

lácticas del pozal fue reportada previamente cuando se utilizaron técnicas 

moleculares que no dependen del cultivo de los microorganismos. Con el uso de 

métodos tradicionales de cultivo no se habían logrado aislar cepas de esta 
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especie. Es P()Sfül~ que la presencia de almidón en los medios de cultivo 

favorezca sU crecimiénto. Su presencia y dominancia entre las bacterias lácticas 

de mayoc;actividad ainilolítica confirman su importancia durante la fermentación 

delpozol. 

La mayoría de las bacterias lácticas amilolíticas aisladas de alimentos 

fermentados-tradicionales de otros cereales o de la yuca pertenecen al género 
·- '-"--'o: 

Lactobacil/us. En cOrriparación con estos alimentos pareciera que el pozal es un 
--,,· 

ecosistema alimenticio en el que se desarrollan otros tipos de bacterias lácticas 

amilolíticas. Se propone que la capacidad de las cepas de S. bovis para sobrevivir 

a valores altos de pH y a temperaturas altas, como las que prevalecen durante el 

proceso de obtención del nixtamal, como las razones para explicar su 

predominancia en el mismo y para explicar la ausencia de Lactobacil/us. 

La dominancia de S. bovis durante la fermentación del pozal también podría 

relacionarse sus características fisiológicas, tales como su alta velocidad 

específica de crecimiento (µ = 0.94 h - 1
) y con la conversión eficiente de sustrato 

en biomasa (Y x/s = 0.31 g g -1 ). 

La descripción de las propiedades generales de la amilasa producida por 

algunas de las especies de bacterias lácticas del pozal permitió determinar su 

importancia en la fermentación. Las amilasas de S. bovis y de L. lactis son de alto 

peso molecular y están asociadas a la célula, lo que las hace diferentes a las 

amilasas producidas por bacterias lácticas aisladas de otros alimentos 

fermentados amiláceos. La asociación con la célula podría representar una ventaja 

ecológica para estas bacterias. 

Las amilasas de las diferentes especies de bacterias lácticas están bien 

adaptadas a las condiciones de pH inicial que imperan en el nixtamal debido a la 

cocción alcalina, pero su inestabilidad a valores bajos de pH puede limitar su 

acción durante el desarrollo de la fermentación. Esto coincide con la reducción en 
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la proporción de bacterias lácticas amilolíticas a medida que la masa se acidifica y 

con el menor diámetro de hidrólisis de almidón de las cepas aisladas en las 

últi111as horas de fermentación. La inestabilidad de la amilasa de S. bovis cepa 

25124 a los valores bajos de pH explica la baja actividad amilolítica mostrada por 

esta cepa cuando creció en almidón soluble. 

Las amilasas de S. bovis cepa 25124, L. lactis cepa A45212 y E. su/fureus 

cepa A36202 tienen mayor actividad amilolítica entre 30 y 37°C. Estas 

temperaturas coinciden con las que se lleva a cabo la fermentación del pozal. 

La acción de las amilasas producidas por S. bovis cepa 25124 y L. /actis 

cepa A45212 sobre el almidón, similar a la que ejercen las a-amilasas, genera 

maltooligosacáridos de bajo peso molecular que podrían estar disponibles para 

estas bacterias y para otros microorganismos durante la fermentación del pozal. 

Durante la fermentación del almidón por S. bovis cepa 25124 se produjeron 

maltooligosacáridos de bajo peso molecular y dextrinas en alta concentración. El 

perfil de productos observados durante esa fermentación coincidió con el que se 

obtuvo cuando la amilasa del extracto celular hidrolizó el almidón soluble. 

La reducción de la proporción de bacterias lácticas amilolíticas con respecto 

a las bacterias lácticas totales al final de la fermentación del pozol podría ser 

consecuencia de la inhibición en el crecimiento de la especie dominante, S. bovis, 

y a la inestabilidad de su amilasa frente a valores bajos de pH. Es posible, sin 

embargo, que los maltooligosacáridos producidos por estas bacterias desde las 

primeras etapas de la fermentación, puedan ser utilizados por las bacterias 

lácticas no amilolíticas del pozal, lo que explicaría sus altos números al final de la 

fermentación. 
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CAPÍTULO IX. CONCLUSIONES GENERALES 

./ Los altos números de bacterias lácticas amilolíticas y su desarrollo 

durante la fermentación indican que son importantes para la 

fermentación del pozal. 

./ Existe diversidad entre las bacterias lácticas amilolíticas del pozal, 

mostrada por los diferentes perfiles de ribotipificación y de 

fermentación de carbohidratos . 

./ Las cepas de bacterias lácticas amilolíticas del pozal, S. bovis, S. 

macedonicus, L. /actis y E. sulfureus, son diferentes a las reportadas 

de otros alimentos fermentados amiláceos, en los que predominan 

cepas del género Lactobacil/us . 

./ S. bovis es la especie dominante entre las cepas de bacterias 

lácticas amilolíticas del pozal. Las características fisiológicas de esta 

especie seguramente promueven su permanencia después del 

proceso de nixtamalización del maíz y facilitan su desarrollo durante 

la fermentación del pozal. 

./ Las amilasas de S. bovis cepa 25124 y de L. lactis cepa A45212 son 

diferentes a las amilasas producidas por bacterias lácticas aisladas 

de otros alimentos fermentados amiláceos. Son de alto peso 

molecular, están asociadas a la célula, su pH de mayor actividad se 

presenta en valores cercanos a la neutralidad y son inestables a 

valores bajos de pH . 

./ El perfil de productos de la hidrólisis del almidón generado por las 

amilasas producidas por S. bovis cepa 25124 y L. /actis cepa A45212 

indica que se trata de amilasas del tipo endo o a-amilasas. 
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Conclusiones generales 

./ La presencia de bacterias lácticas desde las primeras horas de la 

fermentación explica la diversidad de la población microbiana 

mediante relaciones tróficas. Es posible que las bacterias lácticas 

amilolíticas aporten sustratos para las bacterias lácticas no 

amilolíticas. Esta consideración abre nuevos campos de 

investigación en la ecología microbiana de alimentos fermentados 

amiláceos. 
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Perspectivas 

CAPÍTULO X. PERSPECTIVAS 

>- La masa de maíz nixtamalizado, sustrato de la fermentación del pozal, 

contiene partículas pequeñas de germen, pericarpio, aleurona, gránulos de 

almidón, proteínas y lípidos. Ya se comprobó que el almidón es importante 

para el desarrollo de las bacterias lácticas, sin embargo, es importante 

evaluar la importancia de otros componentes presentes en el maíz 

nixtamalizado para el desarrollo de las bacterias lácticas. 

>- Mediante el uso de otras metodologías confirmar la identidad de las cepas 

relacionadas con las especies Streptococcus bovis y Enterococcus 

su/fureus. 

~ Evaluar el crecimiento en almidón soluble de las distintas cepas de S. bovis 

y de las otras especies de bacterias lácticas amilolíticas encontradas. 

~ Profundizar en la caracterización de las amilasas producidas por las 

diferentes especies de bacterias lácticas del pozal, lo que permitiría explicar 

sus diferencias con respecto a las que producen las bacterias lácticas 

aisladas de otros alimentos amiláceos. 

~ Estudiar el crecimiento en almidón de cultivos mixtos compuestos por una 

cepa de Streptococcus bovis y por una bacteria láctica sin capacidad 

amilolítica. 

:i;. Investigar si las bacterias del género Streptococcus y Enterococcus, 

presentes desde el inicio de la fermentación y reconocidas por su 

capacidad de tolerar condiciones extremas como altas temperaturas, 

pueden permanecer en el maíz después del proceso de nixtamalización. 
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Anexo 1 

Anexo 1. 

Determinación de la actividad amilolítíca por el método de extinción del 

complejo almidón-yodo. 

La porción amilosa del almidón es responsable del color azul obtenido con 

yodo. Las unidades de glucosa en la cadena de amilosa están dispuestas en 

forma helicoidal de tal forma que 6 anillos piranosa forman una vuelta de la hélice. 

Las dimensiones internas de la espiral son tales que la interacción del yodo con la 

amilosa produce un complejo de inclusión helicoidal en el que la molécula del 

halógeno ocupa el centro de la cavidad de la estructura helicoidal (Fogarty, 1983). 

Se han propuesto diversas modificaciones al método original de Wohlgemuth 

reportado en 1908. Smith y Roe, en 1949, indicaron que bajo condiciones 

apropiadas de análisis se pueden obtener intensidades de color almidón-yodo 

proporcionales al tiempo de incubación y a la concentración de enzima utilizada. 

En este trabajo la determinación de actividad amilolítica se realizó con la 

siguiente metodología: 

Dentro de una celda desechable se agregaron 2.4 mi de la solución yodo­

yoduro al 4%. Se agregó 0.1 mi de la muestra a analizar (siempre en hielo) y se 

agitó vigorosamente. Se leyeron los valores de absorbancia a 620 nm y se 

relacionaron con una curva patrón de almidón (en todos los casos se utilizó 

almidón soluble de papa Prolabo-Merck Eurolab). Los controles o blancos se 

trataron de misma forma. Una unidad de actividad enzimática se definió como la 

cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 O mg de almidón en 30 minutos 

(Fórmula 1 ). 

Actividad amilolítica (U/mi)= (A blanco - A muestra) X 1 /P X 3 ................. (1) 
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Donde: 

P = pendiente de la curva patrón de almidón (absorbancia a 620 nm vs. 

concentración de almidón en g/L). 

Para confirmarla linearidad de la reacción en 30 min (el tiempo empleado 
,. ·- . .,.-!.'.· .. -,<- ; 

para calcula'l';ia''actividad amilolítica), se determinaron las concentraciones de 

almidón re'sidual durante 60 min de reacción de una suspensión celular de s. bovis 
-,:~_:: . '--\.:.: 

cepa 25124 (actividad amilolítica asociada a la célula) con una solución de 

almidón (12 g/L). La reacción se efectuó a 37°C y pH 5.8 (Figura 19). 
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Figura 19. Hidrólisis de almidón por la amilasa de S. bovis cepa 25124. 
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l'ozol is 1111 acid hcvcra¡:c ohtaincd from tite natural fcrmentalion uf nixtmnal (heat- and nlkali-treated 
maizc) dou¡:h. Thc conccntrnlion or mono- and dis:u·charidcs from nmi7.e is reduccd durln¡: nixlamalizalion, 
so llrnl slnrch Is tite main carhohydrale nvailahlc for laclic acid fermcnlalion. In ordcr lo provldc sume hasis 
lo nndersland the role of mnylnlytic lactic acid bacteria (ALAll) in this fermented fnod, lhcir dh·ersity and 
physiological clmraclerislics were dctermincd. Fnrly amylnlytic strains were characterized by phenotypic and 
molecular laxonnmic metllods. l'our dill'crcnl hiotn1cs were distinguisllcd vin rihotypin¡:; Streplococc11s bm•fr 
strnins wcrc found to bl' J>rcclominnnt . . \'trcptococc11.\' macct/011ic11.\·, /.,actococc11s /acli.\', and ¡.,_~11terococc11s suljureus 
strnlns wcrc also idcntilicd. S. /uJl'is slrain 25124 sllowcd extremely low amylase yicld rclatlve to hinmass (139 
U g [cell dry weight]- 1) nnd specific rate of amylasc produclion (IJ0.7 lJ ¡: [cell dry weight]- 1 11- 1¡. In 
conlrnst, it sllowed n lli¡:ll spccific growth ralc (0.9~ 11- •) :111d :m cflicicnt cner¡:y conversion yicld to hactcrinl 
cell hlomass (0.31 g of hinmass ¡: of suhstratc- • ). Thcsc wnuld con fer 011 llle si rain a compctitivc admntagc ami 
nrc the 11ussihle rcasons for its clominancc. Transicnt accumulation oí mallooligosaccharidcs during formen .. 
tation could presurnahly serve as encrcy sources for nonnmylolytic spccics in poznl fcrmcutation. This would 
explain lhc ohscrved dh·ersity and tllc dominance nr nonamylolytic lnctic acid bacteria al llle cnd or fcrmcn­
tatiou. These results are tllc firsl stcp lo undcrstandin¡: the importnncc of ALAB duriug 1wznl fcrmcutation. 

Amylolytic laclic acid haclcria (ALAl3) have heen reportcd 
from differ<:nl lropical amylaceous fcrmcnlcd foods, prepared 
mainly frorn cassava ami ccrcals (e.g., rnaiz<! and sorghum). 
Amylolytic strains of L11ctob11cillus p/1111/l/nim have becn iso­
latcd frorn African cassava-bascd fcrmcntcd products (26), and 
thc ncw ALAB species L11ctoh11cillus m1111i/10tivorc111s (23) was 
isolatcd from cassava sour starch fcrmcntations carricd out in 
Colombia. ALAB havc also hecn isolatcd from cereal-hascd 
fermcnlcd foods. Olympia el al. (27) characterized amylolytic 
slrains of L. p/1111tm11111 isnlatcd from burong isda, a fermcntcd 
food madc from fish ami rice in Philippincs. Amylolylic slrains 
of Lactohacil/11sferme11111111 wcrc isolated for !lle firsl time frnm 
Benin maize sourdough (ogi and mawc) by Agali et al. ( 1 ). 
More rcccntly, Sanni el al. (30) dcscrihed amylolytic strains of 
L. p/1111/anim and L. fermen/11111 strains in various Nigcrian 
traditional amylaccous ícrmcntcd foods. 

Thc scarch for ALAB in fcrmcntcd amylaccous foods has 
bc<.:n juslified hy lh<.: high slarch contcnt of lhc raw malerial. 
Their role has yet to he cluciclatcd since mono- and disaccha­
ridcs, such as gJucosc and sucrosc 1 which occur naturally in 
ccrcals ami cassava, are rcadily avaiiablc for lactic acid fcr­
mentation. Tite way the raw material is proccsscd may deter­
mine the composilion of tite microbiota and, in particular, the 
occurrence of ALAB (14). For inslance, during cassava pro· 
ccssing for sour starch procluction, s1<1rch washing by sicving 

• Corrcsponding author. Mailing addrcss: Dcpnrtumcnto de Ali· 
mentas y IJintccnologín, rucullad de Química, UNi\M, 04510 México 
D.F., México. Phone: 52-55-56-22-53-15. rux: 52-55-56-22-53-15. E­
mail: wachcr@scrvidor.um1m.mx. 
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undcr running water climinatcs most of mono~ and disacchn .. 
rides leaving starch as !he main subslratc available (21), thus 
allowing ALAU (L. 11u111i/101ivon111.1·) to preclominatc (6). 

In addition, pozo! may olfcr annthcr intcrcsting examplc of 
the inílucncc of proccssing conditions on microhial diversity. 
Pozol is a popular maize sourdough producecl in urhan ancl 
rural arcas in Southeastcrn Mcxico (34). Maize processing for 
pozol production involvcs a lirsl stcp known as nixtamalization, 
which corrcsponds to the boiling of kcrncls in a lime suspcn­
sion for ca. 1.5 h. The grains me thcn clchullcd ancl washecl. 
This water (called ncxayotc) is eliminatcd, the maizc kcrnels 
(nixtamal) are ground, and the rcsulting clough is shaped into 
halls, wrappcd in banana lcaves, and lcft to ferment for scvcral 
days. Thc main soluble sugar of maizc is sucrosc, which is 
prescnt al a conccntration of 2 g IOO g of the whole kcrncl- 1 

on a dry wcight basis (5). lt is rcduced to 0.1 to 0.7 g 100 g of 
dry dough- 1, after alkaline cooking, soaking, and washing to 
produce nixtamal (31). Thus, thc question is raised as to how a 
low free sugar content might determine such rich microhial 
divcrsity and support a high numher of lactic acid bacteria in 
pozol as reportcd by Wacher et al. (34) and Escalan te et al. 
(12). 

Rescarch on tite physiology of nondairy lactic acid bacleria 
ancl, in particular, members of the amylolytic group is neccs­
sary in order to determine lheir ecological significance in nat­
ural fcrmcntations of amylaceous suhstrates, to dcvelop new 
proeesscs, and lo improve existing techniqucs on a more ra­
tionnl basis by using spccific startcrs. 

The purposc of the prescnt study was lo detcnninc the 
divcrsity of ALAB during pozol fcrmcntation and thcir main 
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physiological charactcristics in ordcr to undcrstand their role 
in lhis foml ccosystcm. 

MATEIUALS AND ~mTllOl>S 

Snm11lc dL·srri11linn. Twu frcshly ground nix1mm1J dough snmplcs (/\ mul B) 
wcrc purchascd at Villnhcrmosn rnarkct (TahiL'~Co, Mcxicu). E;u:h smnplc was 
dividcd inlo l llO·g purtions, wrnppcd in hanmrn !caves, ;md incubatcd :it JOºC for 
7 days. 

Enumcrutinn ní lnclic ncid lmctcrin nnd ALAH. Finil, 25 ¡.: dnugh was mldcd to 
225 111l 11f 0.1 % pcptonc water; al! furthcr 10-ftild dilutions wctc pn:parcd in this 
dilucnl. LaL·tic acid hactcria ami Al.AU wc1c L'llllmcratcd 011 duplicatc, surf;u:c­
inoculiucd platcs of MRS ;1gar (CM:\íil; 0.'l:oid, Lid., llampshirc, England) ;ami 
MRS agm wi1h 1.5% soluhlc starch (J. T. Bakcr, Mcxico Cily, f\1c'~1co} instcad uf 
2% ghJL'osc, rcspccti\'cly. \V;11cr conlenls nr p<uol dnu¡.!11s were mcasurcd hy 
ih:tcrmining loss in weighl allcr hcing dried <11 MllºC ím 24 h. a1HI counls \\•ere 
exprcsscd il!-. lhc lo}! CFU g oí dry tfough 1

. Ham.lomly selel·ted l'nlonics Wt!lc 
d1eded h~· L"11ntluc1ing a Oram stain and catalase rcaction. Fm Al.AB, cnlnnics 
with de;ir hydrnlys1s wncs alter hcing lloodcd with (iram indine solulinn wcre 
l"tmsidcn:d. 

lsulnliun ul" Al..All. Al.AB wc1e 1snla1cd frum MRS·March rcplic¡¡ plales hy 
picking ;11 random culonics with tliffcrcnt diamctcr!-. nf hydrnly~is 1nncs. The 
s1rai11s rccovcrcd wcrc purihed furlher hy strcaking them onlo MRS·starch 
mcdium. Thcy wcrc lcstcd for Oram Main ami calalase rcaction. l'urc c;:ullures 
were stnrctf al -7ll"C on glass hcads with 211';;, glyccrtll as Cl)'nprotectant ( IJ). 

l>clcrminnlion nf U1l' llll'lllholic ¡mlhwny. Cclls wcrc culture<.J ínr 18 hin 10 mi 
of MH.S hmth (08Hl-17·5; D1ko Lahorato1ies, Dctroit, Mich.). Cultures we1e 
cen1riíugcd ( 10 rnin al 15,Jf}{) ·..; ~ ami 4ºC), ami lhc supcrnalanls wcre lillcred 
lhrnugh a 0.22-¡1m·porc·si1.e mcmhrnnc filler (Milllpnrc). The lillrates werc 
mmlyzcd on a \V¡¡ters (Milford, Mass.) 515 liquid chromatoi.:rnph cquipped with 
a hydrogen loaded ion cxchange column (Bio-Rad Aminex l IPX-8711, JOO hy 7.8 
mm). The rnohilc phase was h mM Jl1SO.a with a llow r;11e of 0.8 mi min 1 ;11 
65"C. ¡\ Watcrs 241fl rcíraclive imlc.l detector was used. Nnninoculated MRS 
hroth servcd as a contwl. l lurnofermenlative or hcterofcrmcntalivc pathways 
wcre C!\lahlishcd hy detcrmination oí end·fcrmcnl;itinn prmhu:ts, i c., lm:tale or 
íl?l cquimolur mixture oí lactalc ami ethanol·acctalc, re!-.pcclivcly. 

Jlinchcmicnl idcnlificntinn. Cirhnhydrale fcrmcnlHlinn prnlilcs \\ere done 011 
API SOCI 1 (hioMCricux, Marcy 1'1!1oile, France} according tn the manufacllHt!J's 
i11st1ucti1rns. 

1Uhnt.n1ing. Overnight cuhures werc diluted in frcsh MRS hroth ami incuhuted 
for 4 h al JffC. Thc t•ells werc harvestcd hy ccntrifugation ( 111 min, 4,480 Y~. 
4"C) ami washcd lwkc in slerile TS hulfer (5rJ mM Tris-1 ICI, pi 1 7.5; 25% 
lwl/vnlJ sucro\c). 'l11e cclb were thcn suspended in TS huffcr to nhtain un 
ah~orhance v;ilue of :\ ;1t 600 11111. ·111e c:ell suspcnsion was trealed with lysnzymc 
( IOfl mg mi 1

) fot 1 h al J7"C. Aµarosc hlm:ks cuntaining the extrncted DNA 
were pteparcd and digcsted with EcoRI endonucleasc (Eurogcnlec, Serning, 
Bclgium) un:on.Jing In lhe mclho<l nf McClelland et ;11. (20). Stundard clectro­
phnresis ní thc IJNA sarnples was períormc<.J in a largc clectrophorcsis cell (30 
hy 20 cm) wilh J'!t, (wl/vol) agarose µel wilh TAE buffer (411 mM Tris, 40 mM 
acelale, 2 mM EDTA !pi 1 XJ) ;11 4 V cm 1 ami JO"C for 1.5 h. DNA was 
lransícrred h1 nylon mcmhrancs (l lyhond·N ,..; Arncrsham, Buckingh111nshire, 
United Kinµdom) hy lhc a\k;iline mcthnd ncrnrdinv. to the instructinns providcd 
hy !he manulacturcr. ·1111.: ¡nohe used íor hyhti<lization was a cornhinalion uí 
PCl~-amplificd lfiS rRNA gene fragmcnts uf cach of the 15 IJC1, 1.5125, und 25421 
isolates. l1rune1s 27f (5'·AUAllTITGATCMTGGCl'CAO·J') mul J54r (.5'·CI' 
GCTGCSYCC:CGTA(J.J') were uscd ( 17}. The amplilicalion conditions were us 
follows: ini1i:1I denaturation at lJ4ªC íor 11 min and .10 cycles of denaturntion for 
.10 s at 'J4ºC, annealing íor JO s at 5trc, ;md clnngatinn al 72"C for JO s. ¡\ llnal 
cxtension wa!-1 L'<mied out al 72"C lnr 7 min. Amplifü:;11in11 producls were ckaned 
(Wizard DNA Clcan-Up Sy!-.lem; Prmm:ga). 'J11c amplified prmluct was lhcn 
lahclcd wilh digoxiµcnin (lJICi)·<lUTI' hy using lhe DIO laheling kil Mlpplicd by 
Roche (Mcylan, Frnnce). l lyhridizalion ami dc1ection expcrimcnts werc per­
formcd with a DIG dcteclion kit (Roche, Mcylan, France), according to the 
instruclions provided hy tite manufocturer. l lyhridiz;itinn hand prnliles wcrc 
evaluatcd íor lhc prcsencc nr ahsence uf cummon uniquc han<ls, mu.! a m;1tril 
was constructed. 11 was analyzed hy ll!-.ing thc TREECON vi .2 progrnm (JJ). ·111e 
unalysis includes calculntion oí similarity distance hy using the J>rnt·edure of l.ink 
t!I al. (l'J), cnnstruction of lhe tree topology hy using UPGMA (unwcightcd 
pair-group rnethnd with arithmetic ave ruges), and gcneration uf the phenogrnm. 

l>cll'rmlnntion uf 165 rRNA gene scquenccs. A frugmcnt of 1hc l<>S rRNA 
gene (corrcspnnding In positions JU to 1521 uf thc Eschericl1ia coli l6S rRNA 
gene) wmi umpliricd hy PClt with conscrvcd prirners closc to thc J' and S' cnds 
uf lhc gene. The l1CR products were dircctly sequcnccd (u single strund) by using 
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u Tílq dye·dcoxy tcrminalnr cyclc se,¡uencing kit (Applied niosyslcms, Fuslcr 
City. Cillif.) and un ;1utoma1ic DNA sequenl·er (model .l7.l; Applied Jlinsy.¡tcms). 
ldcntificatinns wcrc hused nn ;1 p;irtial se,1ucnce (corrcsponding 10 positinns JO 
In .138 oíthc /;,'. n11i lí1S rRNA gene) or ll nearly full sc,¡ucncc (corresponding to 
positiuns .lll to 1521 nf lhe E. n1lt lí1S rRN1\ gene) cmnp<1risnns. The closesl 
known relatives wcre dctermincd hy pt::rfurming datahase se;1rches al Ge11Bm1k 
hy using thc Bl.AST program. 

Slurch ícrmrntatiun hJ S. /Hwi.,· 1iotrnin 2512.a: gruwlh condilions. Cultures wcrc 
gn1wn in l·liler ll;1sks wilh SIKJ mi llf MH.S medium ('J) wilh s,,luhle ptllato slarch 
(20 g liter 1

; l'rolaho-Merck Eumlah} inslc;id oí v,lucme, inuculated with 25 mi 
nf 12 h p1cL"t1hures grnwn in M RS-~tard1 medium ;il JWC. Fermenlation hrolh 
w;as sampled evel)' JO min. The fcrmenlillinn w;is pcrformcd in triplicllle. 

llinmnsli l'Stitnnlinn und i:rottth 1rnruntclL•rs. A c;11ihrntion l'llr\'c hclween thc 
opticHI dcnsity at 600 nm (OD1•1111 ) ;iml the ccll dry wcighl w;1s cstahlishcd fnr thc 
Mrain. "ll1t:: hiomalis conccntratinn wa~ detcrmincd hy mcasuring the OD,~ 111 with 
Spcctronic (iene~ys 5 !-.pec1rophu1nmctcr (Mihnn Roy) alHI relaled 10 dry wcighl 
mca~urcd alter 1wn washi11g ;111d L'c1111if11~a1ion cydes, fo\lowcd hy a 1lrying step 
;it fülºC for ::?4 h. Thc maximum spcdlic gruwth ratc w;1s es1ima1ed dunng cxpn· 
nenti;il gtowlh phase hy !mear IC!!rc~sion ol lht:: ln(OlJ,dNI) \'Crsus timi::. Product 
and growth yicld!o. relalive to suh!o.lrille (}'1,,. '• ami >' ..... respcctively) werc rnlcu· 
latcd ;1s lhe ~lope of thc linc;1r regressions oí cithcr lactic add or hiomass vi::rsus 
resil.Jua\ suhslrnle. l .al·tic al'id ami amylase yiclds frnm hiom;1sli ( )'1.,..1, ami )'.,.11 y1,, 

respeclivcly) wcrc cakulatcd m a similar manncr hy plotting thc prm.Juct wrsus 
lhc hiornass. All calculat1om wcre mm.le w11h data ohtained during che corrc­
"Jlºllding C.\(ltJllClll ial grnwth phasc. Spccilic ratcs or lactiL" ucid or amylast:: 
prmluction (q1,,. and q,.,.,P rcspec1ivcly) ;111d M1hs1ra1e consumption (q.) wcre 
c;ilculated as indicated hy Pirt (2 11): '/p""" }'1,, .. · 11 ("p" for product, i.c., lactic acid 
or umyla~e) a1HI '/~ "" 1t.ir, ,. 

Annl)·lirnl melhods. C:clb werc removed by filtering thc me<.Jium thnmgh a 
memhranc filler (0.22·¡llll pore size; Millipore). To 'ltlantiíy lac1ic acid, fihrates 
wcrc ;111aly1.cd 011 a Pcrkin-Elmcr 250 liquid chrnmatograph equipped wi1h a 
hydroi.:cn loadcd lllll·exch;mge nilurnn (Bio·Rad Amincx llPX-8711, JIXI hy 7.8 
mm) ami a l'crkin-Elmer JO rcfractive indcx detector (l'erkin-Elmer, Norwalk, 
C:onn.). The rnohilc pha!-.c was O.U 1 N l l!So ... wilh a llow rnte of IH1 mi min - 1 al 
Sll°C. 1.-1.aclale (l.·2250; Sigma) was u ... ed as ~tandard. l lydrolysis products írom 
s1ard1 íermenta11011 werc cxamincd hy high·pcrformancc liquid chroma1ography 
hy using :i l'rodigy 5 ODS 2 C 111 column (250 hy 4.6 mm; Phcnomcncx) with tht:: 
refr:1ctive indcx dc1cclor. Tht:: producls werc cluted with water at a llow ratc of 
O.H mi min 1 und il column tempcrature of JSºC. G2 (maltnse) to 07 (nmlln· 
hcptaosc) were uscd as Mandardli (Sigma). Total and reducing sugars wcrt:: 
t.lctcrmincd hy thc methods of Duhnis el al. ( 11) ami Miller (22), rcspcclivcly. 
·me residual starch conlent was determmed hy mcasuring lhc indinc-slarch 
complex color (24). Gluc:mc ami malto~e wcre dctermined hy using a commercial 
e11zyma1ic test (product 1113950; Bnehringer, Mannhcirn, Gcrmany). 

Amyh1sc ncllvily. To dc1ect l'ell·hnund amylase ac1ivity, thc cultures ( 10 mi) 
wcrc harvcslcd hy ccnlriíugation ( 15 min 111 27,21XI / g und 4"C); the ccll pellt:ts 
werc washed and suspended in 0.1 M phosplmlc huffcr (pi 1 6.8). Ccll-hound 
amyl;isc ílCtivity was assayed al pi 1 (1.8 and 37"C hy mcasuring the iodinc­
complexing i1hility of starch ilS dcscrihcd hy Agati el al. (1). Onc cnzyme unit wus 
dclincd as thc amount of enzymc hydrolyzing 1 O mg uf starch in JO min. 

Nuclcotldc sct1ucnce nl·ccsslnn numhcrs. ·111c GcnlJank accession numbcrs fur 
thc p•1rlial J6S rRNA gene sequcnces oí strains 25124, 15430, Al2203, A45201, 
A572U6, A57 IU.1, A562U3, A45212, ¡uul A'\6202 rcported in thc prcsent study urc 
AYl842JI 10 AYl842J9. 

RESULTS 

Enumcration and isolation or ALAB. The initial concentra­
tion of laclic acid bacteria was 4.9 log CFU g of dry dough- 1 

(Table 1 ). This conccnlration incrcascd to 9.9 log CFU g of dry 
dough- 1 aflcr 24 h and was kepl approximateiy constan! for 
72 h of fcrmenlation. The initial numbcr of ALAB was high 
( 4.5 log CFU g of dry dough 1 

). This lcvel increased during the 
lirst 24 h or fcrmcnlation to 8.4 lag CFU g of dry dough- 1 and 
rcmaincd constan! unlil 72 h (8. 7 lag CFU g of dry dough- 1 ). 

The pl-1 valuc dccrcascd from 7.4 to 4.8 in 24 h and lo 4.4 in 
72 h (Table 1 ). 

A total of 257 strains of ALAB werc isolatcd from both 
samplcs al dilfcrcnt fcrmentation limes. Rod and coccoid mor­
phology wcre obscrved at ali times. Strains isolated from sam-
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TABLE 1. Conccntrations of lactic ucid bacteria nnd ALAB, and 
pH vulucs during pozo) fermentution 111 30ºC' 

Fcrmcntntion 
Concn (log CFU g of 

time (h) pll dry wclght- 1) or: 

Al.AD Lactic ucid bacteria 

o 7.4 4.5 4.9 
6 5.9 7.6 R.2 

24 4.8 8.4 9.9 
48 4.8 8.7 10.4 
72 4.4 R.7 10.2 

" Value.ir; urc the mcans ar two indepcndcnl fcrmentations (samptes A and B). 
pH vulucs varlcd from U.2 to 1.6 U. and lag CFU g of dry wcight- values varicd 
from 0.1 to 0.6 U. 

ple B showed larger hydrolysis diamctcrs (2 to 18 mm) on 
MRS-starch mcdium than thosc from samplc A (1 lo 9 mm). A 
starch hydrolysis zonc of 7 mm in diamctcr was cvidcnl in a 
largc number of strains (Fig. 1 ). The largcsl slarch hydrolysis 
zoncs (9 to 18 mm) wcrc obscrvcd in strains isolated al 24 h in 
samplc B. Similar rcsulls wcrc obtaincd for samplc A. 

Thc 40 mosl amylolylic strains (lhose wilh slarch hydrolysis 
diamctcrs largcr lhan 9 mm) wcrc furlher characlcrizcd by 
using a combinalion of phcnolypic and molecolar laxonomic 
approachcs. Ali strains wcrc homofcrmcnlalivc, since thcy 
produced only laclic acid from glucosc. 

Evaluation uf divcrsity uf AL.Ali by rihotyping and 165 
rRNA gene scc1ucncc analysis. Two cluslcrs ancl two lincs (lincs 
are onc-strain clustcrs) werc distinguishcd by riholyping (Fig. 
2). Cluster 1 a included 22 isolates (19 from samplc B and 3 
from sample A) lhal merged al a similarily leve! of 54%. 
Cluster lb includcd 1 isolale from samplc B and 13 isolatcs 
from samplc A that mcrged al 54% similarity. A line (Ll) 
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included one isolate from sample A that mcrged at 32% sim­
ilarity. Two isolates from samplc A mcrged al a similarity leve! 
of 49% (cluster 2), anda line (L2) with an isolate from sample 
A merged at a similarity level of 10%. 

16S rRNA genes of strains from thc main clusters wcrc 
partially scquenccd (positions 30 to 338 of the E. coli 16S 
rRNA gene). Strains 15430, 25124, A56203, and A57103 from 
group la and strains A57206 and A12203 from group lb wcrc 
tentatively identificd as S. bovis, since they showcd similarity 
coellicients of betwecn 99 and 100% with this species, but 
was also clase to Streplococcus i11fa111ari11s suhsp. coli. Strain 
A45201 (a line bctwecn clustcrs lb and 2) showed 100% sim­
ilarily with S. macedo11icus, whcrcas strain A45212 (group 2) 
showcd 99% similarity with L. laclis. Strain A36202 full sc­
quencc (positions 30 to 1521 of lhe E. coli 16S rRNA gene) 
showcd 98% similarily to E. sulf11re11S (Fig. 2), bol its idenlily 
would have to he confirmcd, since many dilfcrcnt cntcrococcal 
spccics display < 1 % scqucnce divcrgencc (JO). 

Biochemical identilication of ALAB. From API 50CH strips, 
ali strains fcrmcnted n-glucosc, n-fruclosc, o-mannosc, N-acct­
ylglucosamine, esculin, salicin, maltosc. sucrosc. glycogcn, and 
starch. Sugars with variable fermcntation profilcs are prc­
sentcd in Table 2. None of thc othcr sugars tcstcd wcrc fer­
mcnted. Mosl strains from ribotyping clustcrs la and 1 b slmred 
the same biochcmical profile, with thc exception of trchalose 
fcrmcntation, which was negative for most strains from cluster 
la and positivc Cor most strains from cluster lb. Strains from 
both lines and cluster 2 showcd variations in u-methyl-o-glu­
coside, amygdalin, arbutin, ccllohiosc, o-turanosc, mclibiosc, 
glycerol, 13-gentobiosc, galactose, and u-raflinosc comparcd to 
clustcrs la and 1 b. 

Time (h) 

Dlameter of claar hydrolysls zonas tn MRS ... tarch medlum (mm) 3 

FIG. l. Distribution of hydrolysis diamctcrs in MRS-starch mcdium of ALAB isolatcd from pozal (samplc B) at diffcrcnt fcrmcntation 
times. ···--
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Slm/lartty 

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% BO% 90% 

1, 

1L 

~ 

L1 

2 

l2 

lsolate 

15133 
15136 
15430 
15220 
15431 
A46116 
25245 
25318 
25109 
15124 
25113 
25148 
25139 
25233 
25421 
25137 
15125 
15414 
25124 
15312 
A56203 
A57103 
A57200 
A45208 
A37103 
A37202 
A36111 
A12203 
A56101 
A56201 
15319 
A46112 
A46113 
A47212 
A56208 
A56202 
A45201 
A45226 
M5212 1 
A36202 

EcoR1 ribopattems 

1 1 1 

1 1 
1 
1 
1 1 
1 
1 
1 1 

1 1 1 
1 1 1 

1 1 

1 1 
1 

1 1 
1 1 
1 

1 1 
1 
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Specles ldenlity 
(165 IDNA sequence analysis) 

S. bovis, ~'. it¡fat~arf1<S (99 %)ª 

S. bovis, S infantariur ( 100 o/o)ª 

S. bo,•/j·, S. itifa11tt1rius (99 %)ª 
S. bavls, S. itifa111ar/11s (99 %)ª 
S. hnvi.t, S. infcmtariu.' (99 %)ª 

Slreploc:occw 1nacedo11icm (100%)b 

lactocrx:r:us lu<.111 (99%)c 
En!erococcus nJ/urc1.r (98 %)d 

FIG. 2. Dendrogrum of thc 40 most amylolytic of thc lactic acid bacteria isolatcd from pozal (sumples /\ [strnins murked with an "/\") and O 
[strninswith no lctter in thc numbering systcm)) lmscd on EcoRI rihotyping. Schcmatic ribopatterns are shown. /\ similarity anulysis was pcrformcd 
by using thc proccdure of Link et al. (19) ami clustcring by UPGMI\. ldcntilications of "a," "b," und "e" wcrc bascd on a partial scqucncc 
(corrcsponding to positions 30 to 338 of thc Escl1ericl1i11 coli 16S rRN/\ gene), and idcntilications of "el" wcrc bascd on a ncarly full scquencc 
(corrcsponding to pnsitions 30 to 1521 of thc E. co/i 16S rRNA gene) J6S rRN/\ gene scqucncc comparisons. Thc pcrccnt similarity valucs of thc 
l 6S rRNA gene scqucncc comparison idcntifications are shown in purcnthcscs. 

Slnrclt ícrmcnlation by S. bm•is 25124. Starclt fermcntation 
by a slrnin from tite dominan! specics, S. bovis, was studicd in 
MRS-starclt medium (Fig. 3). Tite initial medium contained 
small amounts ( <0.5 g Ji ter - 1

) of glucose, maltose, aml malto­
oligosaccltaridcs (maltotriosc 103), maltopentaose 105], mal­
toltexaose 106], and maltolteptaose 107]) and 0.82 g of mal­
totetraosc (04) liler- 1. After a lag phasc of 1.5 lt (Fig. 3A), 
hiomass and lactic acid conccntrations incrcascd al spccific 
rales of 0.94 lt 1 and 2.4 g of Jactic acid g of cell dry weigltt 1 

11- 1
, rcspcctivcly. Amylase aclivity, found to be only associated 

witlt cclls (unpublished data), incrcascd at a rnaximum specific 
rate of 130.7 U g of ccll dry weigltt 1 h 1 (Table 3), wltercas 
tite pH dccreased lo 4.9 (Fig. 3A). Y'""'' and Y'·" wcre, respcc­
tively, 0.3 J and 0.78 (g of Jactic acid or biornass g of sub­
strate-1 ), and product yields relative to biomass Y1""'' and 
Y""'Y" were 2.56 g of Jaclic acid g of cell dry wcight - 1 and 139 
U g of cell dry weigltt 1

, respcctively (Table 3). Tite concen­
trations of starclt and total sugars were reduced to 9.7 and 
14.8 g liler--•, respectively. Willt strain 25124, tite low initial 
concentration of reducing sugars decreased from 0.25 to 0.05 g 

litcr- 1 (Fig. 3B). As for maltooligosaccharides, tite 03 and 07 
concentrations were reduccd after 2 to 2.5 lt fcrmentation, and 
tite 05 and 06 conccntrations were reduced after 4 lt. Mal­
totetraose (04) was the main inlermediary maltooligosacclta­
ride produced durrng starclt ltydrolysis (Fig. 3C); tite peak 
concentration was noted betwcen 4 and 5 lt and corresponded 
approximately to tite di!Terence hetween tite total sugars and 
starch. Olucose was only detecled during tite first 1.5 lt, and tite 
maltose concentration was variable. Maltooligosaccltarides 
concentrations decrcased to Je~~ than 0.2 g liter- 1 al 8.5 h. 
After 10.5 lt of fermcntation, tite strain ltad fermented only 
26.6% total sugars and ltydrolyzcd 50% of the initial starch 
concentration. Tltese values werc constan! after 26 lt of fer­
mentation. 

DISCUSSION 

lm¡1ortance of ALAB during fcrmcnlntion. Lactic acid bac­
teria are the dominan! group during ali stages of pozal fer-
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TABLE 2. Curbohydrntc fcrmcntation profilcs of ALAU fmm pozol (samplcs A and B) 

Fcrmcnl;Uion'' ní: 
Struin Clmitcr,nn.'' 

Gl.Y 1\111 GAi. MDG NAG AMY AIUI CEI. ME!. TRE RAF GEN TUR 

15133 + + + + la 
15136 + + + + la 
15430 + + + + la 
15220 + + + + + + + la 
15431 + + + + + In 
A46116 + + + + + fa 
25245 + + + + fa 
25318 + + + + + la 
25109 + + + + fa 
15124 + + + + la 
25113 + + + + fa 
25148 + + + + la 
25131) + + + + la 
25233 + + + + la 
25421 + + + + la 
25137 + + + + la 
15125 + + + + fa 
15414 + + l· + la 
25124 + + + + la 
15312 + + + + + la 
A56203 + + + + + + + fa 
A57103 + + + + + + + + fa 
A57206 + + + + lh 
A45208 + + + + lb 
A3710J + + + + + lb 
A37202 + + + + + lb 
A36f 11 + + + + + lh 
A12203 + + + + + + + lb 
A56IOI + + + + + + + lb 
A56201 + + + + + + lb 
15319 + + + + + lb 
A46112 + + + + + + + + + + lb 
A46113 + + + lb 
A47212 + + + + + lb 
A56208 + + + + + lb 
A56202 + + + + + + + lb 
A45201 + + + + + + + + + + Ll 
A45226 + + + + + + + + 2 
A45212 + + + + + + 2 
A36202 + + + + + + + L2 

.. -f, Fcrmentation; -. no íermcntation; Abhrcvintions: GLY, glyccrol; RIB, ribosc; GAL. gnlnctose¡ MDG, a-mcthyl-1rglucoslde; NAO, N-ncctyl glucosnminc; 
AMY, umygdalin; ARB, nrhutin; CEL, ccllohiosc; MEL. mclibiosc; TRE1 trchalosc¡ RAF, o-mffinose; GEN, P,·gcntoblosc¡ TUR, o-turanose. 

1
' Cluster numhcrs corrcspond to thosc ohtaincd by rihotyping (Fig. 2). 

mcntation, as has bccn shown prcviously by classical culture 
mcthods (25, 34) and culturc-indcpcndcnl methods (2, 12). 
Beca use of the low concentration of sugars remaining in maize 
after nixtamalization (0.1 to O. 7 g of sucrose 100 g of dry 
nixtamalized dough- 1) (31), starch must be an importan! sub­
stratc far lactic fcrmentation. Forty percent of lactic acid bac· 
tcria prescnl in thc initial dough wcre amylolytic, and this ratio 
dccreased to 3% aftcr 72 h of fcrmentation (Table 1 ). The high 
initial conccnlration of ALAB indicatcs their importancc dur­
ing pozal fcrmcntation, mainly during the lirsl 24 h, when a 
high number of ALAll with a 7- to 18-mm hydrolysis zone 
diametcr on agar plates wcrc prcsent. This suggcsts that con­
ditions such as high initial pH valucs (7.4) could have favored 
the growth of bacteria with higher amylolytic activity. In con­
trast, a relatively high numbcr of nonamylolytic lactic acid 
bacteria were obscrved at thc cnd of fermenlation that might 
be cxplained by an efticient use of mono- and disaccharides 

initially present and other sugars made available from starch 
hydrolysis by ALAB. 

Divcrslty of AlAB. An integrated vision of the role and the 
diversity of ALAB in pozal, together with their main physio· 
logical characteristics, is reported in this investigation. Ali of 
the 40 amylolytic isolates werc homofcrmenlativc laetic acid 
bacteria. Frequently, ALAll isolated from foods belong to the 
gcnus Lactobaci//us and are commonly homofcrmcntativc such 
as L. ma11i/101ivora11s (23) or facultative heterofermentative 
such as L. pla11tamm (16, 26, 27). Strictly hcterofcrmentative 
ALAB strains havc also bcen isolatcd, such as Lc11co11ostoc 
mcsentcroidcs from Nigerian ogi (16), Lc11co11ostoc sp. from lish 
silage ( 18), and L. fenncntwn from fermcntcd maizc dough 
(mawe and ogi) (1). 

From lhe API 50CH profiling results, ali ALAB isolatcd 
from pozal were able to fcrmcnt sucrose, mallase, glucose, and 
fructose, which are the main soluble sugars of maize (5), re· 
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FIO. 3. Fcrmcntation uf starch by S. b,wis strain 25124 at 30ºC withoul pi 1 conlrol. (A) Biomass ( >), laclatc (6), amylasc aclivily (O), and pH 
valucs (O); (B) total sugars (O), rcducing sugars (L'.), and slarch (O); (C) glucosc (+),mallase(•), 03 (.A.), 04 (O), 05 (•), 06 (e), und 07 (+). 
Thc rcsulls are lhe meuns of lhrcc indcpcndcnl rcplicatcs. Variation cocflicienls were lower lhan !0% except far biomass (0.5 to 44%), lnclute (0.2 
lo 25%), and mallase (5.3 to 47%). 

llccting adaptation to their habita!. Furlhcrmore, ali ALAB 
( cxcepl slrain A36202) werc able lo fcrment raffinose, an 
u-galactosidc containcd in ccrcals and lcgumes that is rcspon­
siblc for digcstive disordcrs. 

Thc isolatcs bclong to thc closcly rclatcd Streptococcus, En-
1erococc11s, and Lactococcus genera, with S. bovis as the dom­
inan! spccics during fcrmcntation. Ribotyping and fcrmenta­
tion profilcs indicate strain diversity among pozal isolatcs 
hclonging to the group S. bovi.1'. Thc presence of S. bovis in 
pozal sourdoughs has previously been dctected by denaturing 
gradicnt gel elcctrophoresis lingerprints and molecular probes 
(3), but the organism was not isolated. S. bovis comprises 
strains capable of growth in the presencc of 6.5% NaCl and at 

pH 9.6, and sorne strains are thermoduric (15). Considering 
these properties, alkaline cooking of maize to prepare nixtamal 
would have contributed in selecting these bacteria. However, 
high survival ratcs could not be expcctcd, sincc rapid inhibition 
of growth of this species linked to pH fall has been reported 
(15). This could account for the decrcasc in overall ALAB 
population al the end of pozal fermentation; however, strains 
belonging to S. bovis species were isolatcd throughout pozal 
fcrmentation, dcspite thc increasing acid conditions. These 
results seem to contradict prcvious studics (2, 3) that showed 
an intense denaturing gradicnt gel elcctrophoresis band corre­
sponding to S. bovis over the cntire period of 96 h of pozal 
fermentation, which accounted for 50% of the total active 
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TABLE 3. Yiclds and metabolic quoticnts for S. bovis 25124, /,, 111<111ilwlil'lm111.r 1801!fr, /.. pla111an1111 A6, ;ond /.. femu•11111111 OgiEI 

Valuc1
' ohlnincd for: 

P11rnmctcr" 
S. /ml'i.r 25124'. l .. numilwtil'fmm."i IHOIU1'' L phmlrmm1 AC.'1 l .. fcm1cntwn OgiEI'' 

Tolal sugar consumcd (%) 
l'.,, (g g · •i 
}'•·"'' (g g-•i 
l',,,..,. (g g-•i 
)"umyl'I (LJ g-I) 
11 (11- 1) 

"'·" (g g of ccll dry wt-• 11- 1
) 

q, (g g uf ccll dry wt - 1 11- 1) 

q,,,,,, (U g ofccll dry w1-• 11- 1) 

25.5 
0.31 
0.78 
2.56 

139 
0.94 
2.4 
3.0 

130.7 

45 
0.09 (0.15) 
0.71 (0.67) 
7.89 (4.47) 

2,400 (4,900) 
ND (0.36) 
ND (1.0) 
ND (2.4) 

ND (J,764) 

ND 
ND (0.18) 
ND (0.84) 
ND (4.7) 

2,300 (5,700) 
0.43(Cl.41) 
3.1 (3.0) 

ND (2.3) 
989 (2,337) 

78 
0.1 
0.33 
3.3 

5,4()(} 
0.35 
1.1 
3.5 

1,890 

" l',,., !trowth yicl<l rclutivc 10 suhsua1c; )'1.,l.,., laclic ;1cid yicld rclalivc to suhstratc; Y1.,c1 •• lactic ucid yicltl rclativc to hinmass; Y., 111r1 .. amylusc yicld rclativc to biomass; 
jl, nmximum spccitic growth rntc; "'··~·· spccific rntc of luctic acid prmtuctinn; q .. spccific rule uf suhstrntc consumplion: q,1111 ,., spccific rntc of 11myl;1sc pmduction. 

1
' Fcrmcn1;11ion valucs ohtaincd al il rnnlrnllcd pi 1 (6.0) me gívcn in pmcnthcscs. ND, not dctcrmincd. 

' As dctcrmincd in lhi" sludy. 
'
1 Ouynt et al. ( 14). 

,. Caldcron el al. (7). 

microbiota. Thcsc data could havc becn overestimatcd since 
the authors of that study emphasized that their results eould be 
biased by the techniques used to determine relative abumlancc 
of species and by possible comigration of fragmcnts from dif­
fcrent spccics (3). Howcver, a high DNA conccntration is not 
contradictory with low plate counts, sincc the growth ability of 
the specics coukl have bcen altered by pH conditions dcvel­
oped during fcrmentation, lcading to viable but nonculturable 
cells. Another aspee! that cannot be neglected is the potential 
presence of highcr pH microcnvironmcnts (maintainecl after 
thc alkali treatrm:nt) that coold explain S. bovis survival in the 
acidified dough. 

Three other spccics of ALAB wcrc found: S. macedo11ic11s, 
L. /actis, and E. sulfurcus. To our knowledge, ours is thc first 
report of the amylolytic S. macedo11icus ancl E. mlfureus strains. 
S. 11111cedo11ic11s was isolated from Greek Kasseri cheese (32). 
L. lacti.1· has been reported previously in pozal (3, 12, 25), a 
starch-fermenting L. lactis subsp. /aclis strain was isolated from 
tite Thai product plaa-sorn (28). Most of thc ALAB isolated 
from other cereal- or cassava-based fermented foocls belong to 
the genus Lactobaci/111.1· (1, 16, 30). In cornparison to African 
cereal-based fermentecl foods, pozo! thus appears to he a food 
ecosystem in which olhcr typcs of ALAB havc dcveloped. The 
absence of Lac1obacil/11s among thc most amylolytic of the 
lactic acid bacteria in pozol might be linked to conditions 
imposcd by proccss conditions (i.c., alkalinc cooking). 

Stnrch fcrmcntntion by S. b1wi.1·. Unlike starch fermentation 
by L. mw1ilw1imm11s and L. Jcr111e11tu111 Ogi El (14, 7), starch 
is only poorly hydrolyzed by the dominan! species S. /Jovis, ancl 
a high conccntration of total sugars rcmains al thc end of 
fcrmentation. Poor starch hydrolysis could he explained by the 
low lcvel of arnylasc produced but, as shown for L. ma11i'10-
lil'Om11.1· and L. fcr111e11111111 Ogi El, cvcn at low amylase aetivity 
starch can he complctely degradcd ( 14, 7). Furthermore, the 
diffcrcnce betwecn total sugar and rcdueing sugar concentra­
tions, together with the Jow eoncentration of low-moleeular­
weight maltooligosaccharidcs indieates that higher-molecular­
wcight dcxtrins werc producecl. 

In the prescnt study, thc main strain was characterized by a 
low yield of lactic acid relativc to biomass (Yi .. c1x), an cxlremely 
low arnylase yicld rclative to hiomass (Y;,my1x), and a specilic 
rate of amylase produetion (q,.m,l (Table 3) and by a high 

specilic growth ratc ancl hiomass yield (Y x1.l· Thesc character­
istics are very cliffcrcnt from those described far ALAB such as 
L. 11u111ilro1i1•ora11s or amylolytic strains of L. pla111arr1m ancl 
L. ferme11111m (Table 3). S1rcplococc11s strains isolated from 
bovinc rumen grew faster than othcr lactic acid hacleria on a 
wide variety of mono- and disaccharidcs, with specilic growth 
ratcs highcr than 1.5 h 1 (4). In particular, S. hovi.1· JBl pre­
sentcd higher specific growth ratc on starch ( 1.98 11- 1) than on 
maltosc ( 1.38 11- 1

) (8). Thc spccilic growth rate dctcrmincd for 
thc pozal S. hovis strain (0.94 h · 1) could give it a competitivc 
advantagc over thc othcr nonamylolytic lactic acid hacterium 
spccics of pozal. In addition, although substrate consumption 
and lactatc produetion paramcters are in the classical range 
observcd for othcr ALAB (Table 3), a rclatively high valuc of 
Y,.;, indicatcs efficient cnergy convcrsion into biomass, which 
would also eonfcr an additional competitive advantagc, in spite 
of a vcry low eflicicncy in starch hydrolysis ancl total sugar 
consumption. Ncvertheless, a low tolerancc al acidic pH of S. 
bovis strains will also havc to he takcn into account to cxplain 
thc dynamics of microhial populations. 

Since carly and drastic rcduction in the contenl of mono­
ancl disaeeharides in nixtamal, microhial divcrsity and the high 
bacteria! conccntration reported in pozol cannot be supported 
by thesc carbohydrates. Howcver, the prcsence of ALAB from 
the first stagc of thc fcrmentation could explain thc divcrsity of 
mierohial population through trophic rclationships. Based on 
the spccific propertics ami intrinsic limitations of S. bovis 
strains, it can he assumecl that thc majar role of S. bovis could 
he to provide low-molecular-weight maltooligosaccharides to 
thc nonamylolytic micro llora cluring the early stcps of nixtamal 
dough fcrmentation. This assumption opens new liclds of in­
vcstigations on thc microhial ecology of starchy fcrmented 
foods. 
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