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Resumen

RESUMEN

EI pozol es una beblda acida que se obtiene de la fermentacion natural de

la masa de mxtamal Durante el proceso de nixtamalizacion del maiz, la
5 ‘de mono- y disacaridos se reduce, dejando al almidén como el

pr|nu|pal carbohld‘rato disponible para la fermentacion acido lactica. E! objetivo de
este’ trabajo fue determinar la diversidad de las bacterias lacticas amiloliticas
durante la fermentacion del pozol y sus principales caracteristicas fisioldgicas, con
el fin de comprender su papel en este alimento. Mediante un enfoque fenotipico y
molecular se caracterizaron las 40 cepas con mayor actividad amilolitica. Del
dendrograma de la ribotipificacion 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
sulfureus. Las amilasas de S. bovis y L. lactis estan asociadas a la célula, son de
alto peso moleculakr (200-250 kDa) y presentan mayor actividad en el intervalo de
temperatura de 30-37°C y en valores de pH neutros. S. bovis cepa 25124 se
caracterizé por tener un bajo rendimiento de amilasa relativo a la biomasa [139 U
(g células secas)'] y una baja velocidad especifica de produccién de amilasa
[130.7 U (g células secas)" h™']. En contraste, la cepa mostré una alta velocidad
especifica de crecimiento (0.94 h™") y una conversién eficiente de sustrato en
' biomasa [0.31 g biomasa (g sustrato)™']. Estas caracteristicas le darian a S. bovis
ventajas competitivas sobre otras especies de bacterias lacticas y explicarian su
dominio. Los maltooligosacaridos producidos por estas bacterias desde las
primeras horas de la fermentacién podrian ser utilizados por las bacterias lacticas
no amiloliticas del pozol, lo que explicaria sus altas cuentas al final de la
fermentacion. Estos constituyen los primeros resultados para comprender la
importancia de las bacterias lacticas amiloliticas durante la fermentacion del pozol.




Abstract

ABSTRACT

Pozol is.an acid:'bei/erage obtained from natural fermentation of nixtamal
(heat and a!kall ,treated"’ malze) dough. The concentration of mono- and
. > is reduced during nixtamalization, so that starch is the
fo’*laChc acid fermentation. In order to provide some
f amylolytlc lactic acid bacteria (ALAB) in this
nd Vooysiological characteristics were determined.

charaoterlzed by phenotypic and molecular taxonomic

methods Four dlfferen biotypes were distinguished through ribotyping, of which
were dominant. Streptococcus macedonicus,

Streptococcus bovrs stram
Lactococcus /act/s and Enterococcus ‘sulfureus strains were also identified.
lactis n‘df E. sulfureus are cell-associated, of high
ith o:'otimum temperature of 30-37°C and neutral

Amylases from-S. bov

molecular weight: (200 -2
pH. S. bovis stram 25' '
[139 U(g cell dry welg

extremely low amylase yield relative to biomass
cific rate of amylase production [130.7 U (g cell
dry weight)™* h™), In c" wed a high specific growth rate (0.94 h™') and an
efficient energy. conver yield to bacterial cell biomass [0.31 g biomass (g
substrate)™]. These would confer the strain competitive advantage and are the
possible reasons o for " its dominance. Transient accumulation of
’ maltooligosaccharldes" during fermentation could presumably serve as energy
sources for non-amylolytic species in pozol fermentation. This would explain the
observed di\[erSity 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 ALAB during pozol fermentation.




Introduccidn

CAPITULO I. INTRODUCCION

“El pozol es una bebida acida, refrescante, no alcohdlica que se obtiene de

la fermentacwn espontanea de masa de maiz nixtamalizado. Es de origen maya y

upo predominante durante la fermentacién del pozol. Su

con¢éﬁtraci6n inicial en masas frescas es de 10 ° - 10 © ufc/g, mientras que a las
48 h e's'\ta‘ concentracion puede llegar hasta 10 ° ufc/g. Las bacterias lacticas del
pozol forman un grupo heterogéneo y se han identificado los géneros
Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella (Nuraida y
col. 1995; Wacher y col. 2000; Ampe y col. 1999; Escalante y col. 2001).

El almidon es el principal carbohidrato del maiz (72 — 73%), otros
carbohidratos como !a sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa constituyen una
proporcién pequefa del grano (1 — 3% ) (Boyer y Shannon, 1987). En el proceso
de nixtamalizacion del maiz (coccién alcalina, remojo y lavado del grano) se
reduce drasticamente la concentraciéon de los mono- y disacaridos. La
concentracion de sacarosa, el mas abundante entre los disacaridos, se reduce de
2a0.1-0.7 g/100 g en base seca (Santillana, 1995; Diaz, 1996).

Si en el nixtamal, sustrato de la fermentacion del pozol, la concentracion de
mono y disacaridos es tan reducida, entonces, a partir de ellos, no se explicarian
una diversidad microbiana tan rica y numeros tan altos de bacterias lacticas

totales.



Introduccion

En este trabajo se propone que el almidén es el principal sustrato disponible
para la fermentacion acido lactica y que las bacterias lacticas que cuenten con la

capacidad de hidrolizarlo tendran un papel fundamental.

E! objetivo de este trabajo fue determinar ia diversidad de las bacterias
lacticas amiloliticas durante la fermentacidn del pozol y sus principales
_caracteristicas fisiolégicas, con el fin de comprender su papel en este alimento.

. Los resultados de este trabajo se separaron en cuatro partes. En la primera
se determind la importancia de las bacterias lacticas amiloliticas para la
fermehtacién del pozol. Se establecieron los nimeros de bacterias lacticas totales
y bacterias lacticas con capacidad amilolitica presentes en las diferentes etapas
de la fermentaciéon del pozol. También se realizé el conteo de otros grupos
microbianos tales como mesdfilos aerobios, hongos y levaduras. De cada etapa de
la fermentacién se aislaron, caracterizaron y conservaron cepas de bacterias
lacticas amiloliticas. De esas cepas, se observé la morfologia y se determiné la
actividad amilolitica mediante la medicion de los diametros de los halos de
hidrélisis en el agar MRS-almidén.

El proceso de obtencidn del nixtamal, sustrato de la fermentacién del pozol,
. puede afectar la composicion de la microbiota, especificamente de las bacterias
lacticas amiloliticas. En la segunda parte se identificaron las cepas de bacterias
lacticas aisladas con mayor actividad amilolitica mediante pruebas fenotipicas,
como el perfil de fermentacion de carbohidratos y genotipicas como la
ribotipificacion y el analisis de la secuencia del rDNA 16S. Se determind cuales
eran las especies presentes y cual de ellas era la predominante entre las bacterias
lacticas con mayor actividad amilolitica. Asi mismo, se determiné si las especies
encontradas son similares a las que se encuentran en ofros alimentos
fermentados tradicionales amilaceos.

La hidrolisis eficiente del almidén durante la fermentacién del pozol
dependera de las caracteristicas bioquimicas de las amilasas producidas por las
bacterias lacticas. En la tercera parte se detallaron las propiedades generales de




Introduccidn

productos de hidrélisis del almidon.
‘ En la-Gltima parte se evalud la cinética de fermentacién en almidén soluble

por una 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 fermentacién se evalué el pH, las concentraciones
de biomasa, el acido lactico, el almidén residual, los azucares totales y reductores,
asi como mono- di y oligosacaridos. Se cuantificd la actividad amilolitica y se
determinaron los parametros de crecimiento de la cepa tales como la velocidad

especifica de crecimiento, los cocientes metabdlicos y los rendimientos.



Antecedentes

CAPITULO Il. ANTECEDENTES

2.1 EL POZOL.
Descripcion.

El pozol, del nahuatl pozolli que significa espumoso, es una masa de
maiz fermentada, moldeada en forma de bolas de diferentes formas y tamarios.
El pozol es consumido por pueblos indigenas y mestizos principalmente en
estados del sureste de México como Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y
en menor proporcién en Veracruz y Oaxaca. Para su consumo, las bolas de
pozol son diluidas con agua, para obtener una bebida de sabor acido a la que
opcionalmente puede adicionarsele sal, chile, azticar o miel (Ulloa y col. 1983).
Elaboracion.

Ulloa y col. (1983) indicaron que el pozol se prepara para consumo
familiar o comercial a baja escala, segun un proceso tradicional que se ha
transmitido generacionalmente. El nixtamal es el sustrato de la fermentacion del
pozol. El proceso de nixtamalizacién, que es similar al usado para la preparacion
de tortillas, consiste en la coccién alcalina del grano en exceso de agua, reposo
y lavado del grano (Trejo-Gonzalez y col. 1982). El nixtamal (maiz cocido y
lavado) se muele para obtener una masa martajada a la que se le da forma
esférica manualmente. Las bolas asi formadas se envuelven en hojas de
platano para evitar la desecacion y se fermentan durante un tiempo que varia de
1 a 14 dias o mas, dependiendo de las preferencias del consumidor y de las
circunstancias prevalecientes (Canas y col. 1993). Los mestizos de Chizpas han
modificado el proceso tradicional indigena agregando un paso extra de coccién
para reducir la cantidad de sedimento sélido presente en la bebida cuando la

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

En Villahermosa, Tabasco, el consumo de pozol se encuentra muy
arraigado en la poblacion. El pozol se consume sobre todo en la mafiana o a

medio dia como parte de los habitos de los ciudadanos y como forma de mitigar
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el calor, La produccién del pozol, inicialmente doméstica, se ha hecho comercial
y hoy en dia constituye una actividad econémica importante. De hecho, hay un
buen numero de productores de pozol que venden su producto en el mercado o
en locales comerciales denominados "pozolerias". La mayoria de los
productores venden tanto la masa de pozol como la bebida ya preparada y las
c.antldades de pozol destinadas a la venta pueden sobrepasar los 300 kg por
dla En un trabajo de campo realizado por Rio (1999), se encuestaron un total
de 62 pozolerias en tres zonas de esa ciudad. Los habitos de consumo de pozol
en Tabasco especmcamente en Villahermosa, son diferentes a los observados

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

eI pozol fresco y con cacao, aun cuando inicialmente se consumia natural y

fermentado El proceso de fabricaciéon del pozol natural en Villahermosa es

S|m|lar alk'que se describe para el pozol indigena en el estado de Chiapas,
aunque hay que considerar algunas diferencias. Durante la nixtamalizacion del
maiz, practicamente se omite el reposo del grano en el agua de coccidén, ya que
se lava inmediatamente después de la coccion. El nixtamal se muele en
pequéﬁos molinos y la masa martajada se mezcla con agua para formar bolas
de 1 hasta 30 kg, las cuales estan listas para venderse o consumirse como
bebida. Al pozol también se le puede adicionar cacao y en ese caso los granos
de cacao se pasan por el molino al mismo tiempo que el maiz o se muelen por
separado hasta formar una pasta que se agrega a la masa al momento de
obtener el pozol. El producto que se fermenta hasta por 15 dias, se vende como
"pozol agrio". Para preparar la bebida, la masa se mezcla manual o
mecanicamente (en licuadora) con agua y otros ingredientes (azUcar, leche,
horchata), segun los gustos del consumidor. La mayor parte de las ventas son
de pozol con cacao. Para algunos habitantes de Tabasco, el verdadero pozol es
el "pozol con cacao". Algunos consumidores consumen el pozol acomparnandolo
con conservas (frutas confitadas), sal o chile. Consumen el pozol no sélo
hombres y mujeres, sino también los nifios. Su inicio en el consumo se da

alrededor de 1 afio de edad.
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Microbiologia del pozol.
La fermentacion del pozol es efectuada por una microbiota natural que es
consecuencia de la. contamin’\acién del nixtamal durante la molienda y esta

constituida por bacterlas Ie'\/aduras y hongos (Wacher y col. 1993). Las

bacterias lactlcas so elfg;_'fpo prmcupal entre las bacterias Gram positivas del

pozol de acuerd ) con ‘los resultados obtenidos al utilizar técnicas tradicionales

de cult|vo (Nuraada 0 1995) y de técnicas moleculares que dependen o no
del cultwo dé los: mlcroorgamsmos (Ampe y col. 1999; Ben Omar y Ampe, 2000;
Escalante Y. ol‘yk 2001) No existe un consenso sobre cudl es el principal grupo
de bactenas lacticas encontrado en muestras de pozol. Leuconostoc spp. fue el
mlcroorganlsmo predominante entre las cepas de bacterias lacticas aisladas (23
de 46 cepas) de muestras de pozol del estado de Chiapas, aunque también se
identificaron Lactobacillus plantarum, Lactobacillus confusus, Lactococcus lactis
y Lactococcus raffinolactis (Nuraida y col. 1995). Cuando se evalud la diversidad
de las bacterias lacticas del pozol mediante la secuencia de una biblioteca de
clonas de una region del gen ribosomal 16S, se determiné que Lactococcus
lactis fue el organismo mas abundante y que también se encontraban presentes
las especies Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus plantarum, Streptococcus
suis, Lactobacillus casei y Lactobacillus delbruekii. En este trabajo no se
detectaron especies nuevas de microorganismos, pero si bacterias lacticas que
no se habian reportado previamenle en el alimento (Escalante y col. 2001).
Mediante la técnica del DGGE se determind la huella de la comunidad
microbiana de una muestra de pozol con 5 dias de fermentaciéon. La banda mas
intensa correspondié a especies de Streptococcus. S. bovis fue el pariente mas
cercano que se encontré cuando se comparo la secuencia y se enccntré en
todos los tiempos de fermentacién (Ampe y col. 1999). La cuantificacién de los
RNA's de los taxas microbianos usando sondas de oligonucleétidos, corroboré
que el grupo de Streptococcus fue el principal grupo activo de la poblacién del
pozol (Ben Omar y Ampe, 2000). También se identificaron otras bacterias

lacticas que no se habian detectado antes: Lactobacillus casei, Lactobacillus
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fermentum, V:L_Lactr_obagi/,l»u.sjprenktosus y Weissella paramesenteroides (Ampe y col.
199:9)‘;faf:as:“i;:c‘6mq =nterococcus sacharolyticus y Lactobacillus delbrueckii (Ben

esp"é:iC‘le actérias como Bacillus minimum (Ben Omar y Ampe 2000),
Bacillus s b’t‘i is (Ampe y col. 1999), Bacillus cereus, Bacillus mycoides y Bacillus
2001), Clostridium sp. (Escalante y col. 2001), Acetobacter sp.

lentus (Rivera
(A‘mpe y cvol'.v~1999), Exiguobacterium aurantiacum, Bifidobacterium minimum,
Sphihgomonas sp. (Ben Omar y Ampe, 2000) y diferentes serotipos de E. coli
(Sainz y col. 2001). Asimismo, se han identificado hongos como Geofrichum
candidum, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sp. (Ulloa y col. 1987),
Phoma glomeratta, Phoma fimeti y Penicillium fellatanum (Wacher y col. 2000),
asl como las levaduras Candida guilliermonddi var guilliermondii (Ulloa y col.
1987), Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Debariomyces hansenii 'y
Kluyveromyces lactis var. lactis (Wacher y col. 2000). Mediante la técnica de
DGGE se detectd la presencia de hongos y levaduras tanto en la superficie
como en el interior de la bola de pozol pero no se precisaron géneros ni

especies (Ampe y col. 1999).

2.2 CARBOHIDRATOS DEL MAIZ Y DEL NIXTAMAL.

El principal carbohidrato del maiz es el almidén (72-73%) y los mono y
oligosacaridos, principalmente sacarosa, glucosa y fructosa, representan del 1 al
3 % del grano (Boyer y Shannon, 1987). Sin embargo, la concentracién de estos
carbohidratos disminuye durante el proceso de nixtamalizacién debido a las
pérdidas de azucares del maiz en las aguas de coccidn y lavados. Trejo-
Gonzalez y col. (1982) reportan una concentracién de 14.5 g/L de carbohidratos
totales en el nexayote (agua de coccién de nixtamal para la producciéon de
tortillas). De los carbohidratos solubles de la harina de maiz nixtamalizada se

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

1985; Diaz, 1996),

2.3 MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD AMILOLITICA EN EL POZOL.

En el pozol se ha detectado la presencia de bacterias lacticas amiloliticas.
La mayoria de las bacterias lacticas aisladas por Nuraida y col. (1995)
hidrolizaron el almidén en cajas, mientras que Ampe y col. (1999) aislaron
diversas cepas de [. fermentum con actividad amilolitica de una muestra de
pozol de 5 dias de fermentacién y sugieren un papel importante de este
microorganismo enla fermentacién

Tamblen se ha descnto la presencua de microorganismos no lacticos con

act;vudad amvlolltlca en el pozol. Dichos estudios incluyen bacterias del género

BaC///us\<hongos y levaduras. El 50% de las levaduras aisladas por Nuraida y

col. (1995 hldrollzaron el almidén en medio sélido y sélo algunas cepas lograron

hacerlo en: fned:o liguido, mientras que en una muestra de pozol de 5 dias de
fermentacxon se aislaron hongos y levaduras que carecieron de actividad
amﬂohtlca (Ampe y col. 1999). Rivera (2001) estudi6 el efecto de la presencia de
un mlcroorganlsmo amilolitico, Bacillus lentus, en el crecimiento de una bacteria
lactica no amllolltlca Lactobacillus plantarum durante la fermentacién del
nixtamal y observo que el crecimiento de B. lentus se inhibia por los acidos
producidos . por L. plantarum, por lo que B. lentus no aportaba azlcares simples
para la bacteria lactica, a pesar de que en cultivo puro se habia detectado
actividad. En este trabajo también se evalué la actividad amilolitica de algunos
hongos aislados del pozol, Phoma glomeratta, Cladosporium sp. y Cladosporium
cladosporoides y se detectd menor actividad amilolitica que en las cepas de

Bacillus.

2.4 LAS BACTERIAS LACTICAS Y SU CLASIFICACION.
El enfoque clasico de la taxonomia bacteriana se basa en caracteristicas

morfolégicas vy fisiolégicas. Este enfoque se amplié para incluir la composicién
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de la pared celular, los acidos grasbs celulares, las quinonas isoprenoides y
otras caracteristicas de las célulasv Cbn frecuencia, la caracterizacion fenotipica
se ve obstaculizada debido - a Ia expreston variable de ciertos genes y a la
mterpretamon ambigua que comunmente se hace de esos datos. Actualmente,

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

mol), las propiedades elegtr ff,/oretlc;as de los productos de los genes, los
estudios de hibridacion D A y las estructuras y las secuencias del RNA
ribosomal (rRNA), soin h‘e |
| atlcos f,en la- ‘taxonomia de las bacterias lacticas

'vnii‘iehtaé ) taXonémicas importantes. Esto ha
provocado camblos
(Schlel‘er 1987) | n Ios 'ult|mos afios se realizan estudios taxondmicos intensos
y ha aumentadd L
la caracterlzacmn fenotiplca y filogenética de las bacterias, Figura 1 (Vandamme

y col,.j1996, ,Stlles y Holzapfel, 1997).
j Filogehéticamente. las bacterias lacticas pertenecen a la rama clostridial

urgenma para usar una aproximacion polifasica que involucre

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 lacticas de importancia en alimentos pertenecen a los
géneros:  Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoz, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella (Vandamme y col. 19986).

Streptococcus.
La taxonomia del género Streptococcus ha sufrido revisiones importantes.

El arbol evolutivo de la rama Clostridium de las bacterias gram positivas, basado
en las similitudes de las secuencias del rRNA 16S, mostré que era apropiado
separar los estreptococos en tres grupos genéticamente distintos: Streptococcus
sensu stricto, Enterococcus y Lactococcus (Schleifer y Kilpper-Balz, 1984,
1987).

En la actualidad existen aproximadamente 40 especies dentro del género
Streptococcus. Mediante el andlisis comparativo de las secuencias del rDNA

16S se demostré que la mayoria forman parte de seis grupos de especies:

11
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Oenococcus

Streptococcus

Lactococcus
Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tetragenococcus
Vagococcus
Carnobacterium
Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Trere oo
FALLA DF ¢
ALLA DE ORIGEN

Propionibacterium

Bifidobacterium
Figura 1. Grupos filogenéticos principales de las bacterias lacticas y de bacterias Gram

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

mol). Basado en el analisis comparativo de secuencias del rRNA 16S.

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 aun pe'r'mah'ecen en este género destacan los
estre'ptdcocos orales y patogénicosnr—S:—thefmophilus es una excepcion en este
genero debldo a su importancia como cultivo iniciador para la elaboracion de
queso y yogurt de hecho es el unl mlcroorgamsmo clasificado todavia como

St/eptococcus que 5€e usa como. cult o iniciador en alimentos (Stiles y Holzapfel,

blotlpo I.~(o tlplcas) si fermentan eI manltol y del biotipo Il si no lo hacen. Dentro

de este ultlmo la fermentacnon de la trehalosa permite diferenciar los sub-
blotlpos 11 (trehalosa negatlvo) y el sub-biotipo 112 (trehalosa positivo). Existen
otras’ caracterlstlcas que permlten iguaimente diferenciar los sub-biotipos, ya
que a diferencia de las cepas del sub-biotipo II1, las cepas del sub-biotipo 1i2 no
producen ac:Ido a_partir: deA almidén ni de glucogeno y ambas producen una B-
‘ alactos1dasa La cepa tlpo de S. bovis (la cepa NCDO

glucuronjdasa \

ultimas dér'adas y ha. ca’rhbiado nrogresivamente de acuerdo con la descripcidon
de nuevas ’espeCIes‘onglnalmente identificadas como S. bovis. En los afios 90
se descrlbleron cuatro nuevas especies, Streptococcus gallolyticus (Osawa y
col. 1995), Streptococcus macedonicus (Tsakalidou y col. 1998), Streptococcus
infantarius (Bouv:e_,tv y.col. 1997) y Streptococcus waius (Flint y col. 1999) aunque
Manachini y cal. (2002) reclasificaron a S. waius como S. macedonicus. Se han
desarrollado técnologlas basadas en los acidos nucleicos, tales como la
hibridacion DNA:DNA o' la amplificacién de secuencias blanco seleccionadas,
para complementar y mejorar la identificacion de estreptococos a nivel de
especie (Poyart y col. 2002). Farrow y Collins (1984) demostraron con base en

13
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los datos de hlbrldacnones DNA DNA que Ias .cepas de S. bovis pueden
clasmcarse en 6 grupos 'enomlcos que muestran entre el 40 y 60% de similitud

g utores tamblen ‘demostraron que las cepas del

‘ nte homogeneas y distintas de las cepas del biotipo

i e' Streptococcus bovis y Streptococcus equinus.

'e"-v: col (2001) basados en el analisis de las

' ?‘ »,allzaron un analisis taxonémico del grupo

de secuencnas del gen sodA (el cual codifica

de S. bows med'_ﬂv e el anaIIS| _
para: la supe ox1do dlsmutasa dependlente de oxigeno) y demostraron la utilidad
dela: base de datos basada en la sodA para la identificacion de cepas del

complejo S.. bows—S equmus EStUdIOS filogenéticos de las secuencias de los

genes.. sodA y: expenmentos de hibridacion DNA:DNA soportan el
reconoctmlento de dos especies nuevas distintas dentro del género
Streptooooous, -~,pa:‘|_'9 ;_las‘ cuales se propusieron los nombres Sireptococcus
lutetiensis "(énte's S. ihfantarius subsp. coli) y Streptococcus pasteurianus (antes
S. bovis biotipo 112).

Lactococcus.

Las especies de Lactococcus se han aislado de plantas, tales como maiz
fresco y congelado, frijoles, coles, lechuga, chicharos, trigo, papas, calabazas y
meldn. No se han encontrado en materia fecal ni en suelos.

Las subespecies de Lc. /actis son de gran importancia econémica y se
han estudiado mucho sus caracteristicas bioquimicas vy fisiolégicas, asi como su
efecto en los alimentos. Comunmente, Lc. /actis se ha aislado de plantas
aunque el habitat mas reconocido para los lactococos son los productos lacteos.
Las cepas tipo se han aislado de leche cruda, leches fermentadas y quesos
diversos. Son bacterias homofermentativas de forma cocoide, no moviles que
crecen a 10°C pero no a 45°C, no crecen en presencia de 6.5% de NaCl ni a pH

9.6. Producen acido L (+) lactico a partir de glucosa. La especie Lc¢. /actis es

14
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capaz de. fermentar el almidén a diferentes niveles de reacciones positivas (10-

90%) aunque son mcapaces de fermentar el glucogeno Mediante la adquisicién

~de: plasmldos que codlﬂcan el sistema fosfoenolpiruvato-fosfotransferasa (PEP-

PTS) algun’i"s cepas estan bhien adaptadas para crecer en leche debido a un

ef|C|ente conéumo y fermentacion de la lactosa (Roissart y Luquet, 1994; Stiles y

‘Holzapfel 1997 Teuber 1995). El género Lactococcus incluye algunas especies

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

alslada ‘de salmones, Lc. plantarum aislada de chicharos congelados y Lc.

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

Enterococcus.

La taxonomia de este grupo de bacterias es vaga, ya que no hay
caracteristicas fenotipicas que separen al género de los otros cocos que son
gram positivos y catalasa negativos (Stiles y Holzapfel, 1997). Por razones
practicas se utiliza la siguiente descripcion para las bacterias del género
Enterococcus: cocos gram positivos, catalasa negativos, capaces de crecer en
caldo con 6.5% de NaCl y de tener buen crecimiento en un medio con 0.04% de
azida de sodio. Esta es comlUnmente usada en el aislamiento selectivo de
enterococos y puede usarse para la identificacién presuntiva del género
Enterococcus. En caso de duda, pueden hacerse las pruebas de fermentaciéon
de ribosa y Voges-Proskauer, con resultados generalmente positivos. En forma
tipica, solo S. bovis presenta colonias caracteristicas similares a las clasicas de
enterococos en medios selectivos. S. bovis es ribosa negativo y no crece en
6.5% de NaCl (Devriese y col. 1993).

La aplicacion de técnicas genéticas para diferenciar los enterococos ha
resuelio 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 Streptococcus y se han agregado 10 nuevas especies (Stiles y
Holzapfel, 1997).

Los enterococos se encuentran tipicamente 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 cdndiciohes ambientales, incr:lvuy'endo temperaturas extremas vy
conbehtfacionés?alta‘s de sal probablemente influyan para su distribucion casi
ubic:uak (Devriese y Pot, 1995).

' La (mportanCIa de los enterococos para los microbidlogos de alimentos y

de salud publlca esta relacionada con su habitat entérico, su uso como

mdlcadores 'ara: la seguridad alimentaria y su posible involucramiento en

enfermed des de origen alimentario.

espeme de'Enterococcus descritas recientemente son de origen clinico, como
E. du(an y E. flavescens, mientras que las especies pigmentadas como E.
su/fureusse Vhan aislado principalmente de plantas (Stiles y Holzapfel, 1997).
Las ‘?ryb;a"ctyerias de esta Ultima especie, descrita por Martinez-Murcia y Collins
(199j1), son de color amarillo y no moviles. Crecen a 10 y 40°C pero no a 45°C,
en medios con NaCl al 6.5% y sobre agar bilis-esculina. No se ha reportado que
esta especie produzca acido lactico a partir del almidén pero se sabe que no lo
hace a partir de glucégeno.

Carnobacterium.

Los analisis comparativos de las secuencias del rRNA 16S del género
Carnobacterium indicaron que estos organismos son diferentes del resto de las
bacterias lacticas. Filogenéticamente, Carnobacterium esta mas relacionado al
género Enterococcus y Vagococcus que con los lactobacilos, aun cuando se
asemejan mucho a éste Ultimo. Las carnobacterias asociadas con alimentos
tienen caracteristicas fisiolégicas en comun con los enterococos (y no con los
lactobacilos), especialmente su capacidad para crecer a pH 9.5, resistencia al

acetato, resistencia a antibidticos y requerimientos de vitaminas. Existe poca
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informacion ‘djsponiblé}s'qbr'éj la ésociacic’:n de carnobacterias con alimentos
diferentes a la carne de re
divergens comohicrdbfgénisn’ios que predominan en la microflora de queso
blanco madurado con hongos (Milliére y col. 1994). Aun se desconoce el habitat

s, polIAS")'/'pés"cado. Se ha reportado a C. piscicolay C.

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

La formacion de tétradas y su forma esférica sirvieron como
caracteristicas clave para su reconocimiento inicial. Los pediococos eran las
Unicas bacterias lacticas que se dividian en dos planos para producir tétradas o
pares, pero los cambios taxondmicos han aumentado el numero de géneros
formadores de tétradas a tres: Pediococcus' bTetragenococcus y Aerococcus. Es
comun confundir a los pedlococos con microcococos y con aerocococos, debido
a sus SImllltudes morfologlcas produccnon de pseudocatalasa y tolerancia a la
sal. Collins y col. (1991) demostraron que el género Pediococcus es

fllogenetlcamente heterogeneo y que existe una relacion entre los pediococos y

los lactobacilos del grupo. L yc‘a"sze/ a pesar de sus diferencias morfoldgicas. P.

acidilactici,. P. damnosus, “P. parvulus 'y P. pentosaceus se agrupan

evolutivamente con 'Lb.-’"p'entosus, Lb. brevisy Lb. buchneri.

Es frecuehté encontrar bajos numeros de pediococos, junto con
leuconostocs y lactobacilos, en plantas, en diversos alimentos y como agentes
de descomposicion en bebidas alcohdlicas tales como la cerveza. Los
pediococos son importantes cultivos iniciadores en salsas fermentadas de
diversas regiones. Algunos de esos cultivos, tales como P. acidilactici y P.
pentosaceus producen bacteriocinas. Los pediococos crecen poco en leche
debido a que no usan rapidamente la lactosa. Algunas especies muestran
tolerancia extrema a la temperatura, al pH y al NaCl. P. halophilus,
microorganismo importante en la fermentacién de la soya moromi para producir
salsa, crece en 18% de NaCl, pero se ha transferido al género Tetragenococcus,
el cual esta mas relacionado con enterococos y carnobacterias que con los

pediococos y lactobacilos. Las cepas pertenecientes a P. urinaeequi, se
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transifieron ai género Aerococcus. En este genero tamblen se encuentran A.

viridans y A. urinae. El habltat de estas espeCIes no se relacuona con allmentos

(Stiles y Holzapfel, 1997 Dellagllo y col: 1994)

Vagococcus.
Mediante los estudios de comparaclon de secuencnas del rRNA 18S se

establecié que el grupo de estreptococos N moviles estd mas relacionado al
género Enterococcus a las carnobacter;as y a Listeria que a los géneros
Streptococcus y Lactococcus (Col!ms y col. 1993; Devriese y col. 1993). El
grupo estreptococos N mowles alslado de heces de pollos y de agua de rio se
nombro Vagococcus f/uv:a//s (Collms y col. 1989). De salmon enfermo se aislo
una especie nueva, V. sa/mon/narum (Wallbanks y col. 1990).

Lactobacillus. : ‘
La division clasica de Ios lactobacilos estaba basada en sus

caracteristicas fermentatlvas (1) homofermentativos  obligados; (2)
heterofermentativos facultatlvos 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 estan
comunmente asociados con la descomposicién de alimentos. El género
Lactobacillus 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 fermentatives
estrictos y tienen requerimientos nutricionales complejos. Son aciduricos o
acidofilicos, produciende 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 maximo 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 produccién de vino y cerveza, masas panaderas acidificadas

y ensilados (Stiles y Holzapfel, 1997).
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Leuconostoc.
La clasificacion orlglnal de las bacterias, basada en la morfologia, coloco

al género Leuconostoc cerca: de Ios estreptococos un género aparte que incluia
a los “cocos heterofermentativos” inicialmente llamados betacocos por Orla-
Jensen en 1924, Se caracterizan por produ0|r D(-) lactato a partir de glucosa, a
dlferenma de los lactococos, que. producen L(+) lactato y al DL-lactato producido

por los Iactobacnlos heterofe ivos, con quienes comparten algunas

caracterlstlcas Leuconos‘ c ;eI:':géhero predominante entre las bacterias

‘é".s'enteroides subsp. mesenteroides el que se

» entados de origen vegetal, generaimente Leuc.
mesentem/de yrgamsmo que crece y luego le siguen lactobacilos

mas. tolerantes a le (Stamer 1975). A Leuconostoc se le asocia con la
producclén de compuestos aromaticos a partir del citrato en fermentaciones
lacticas 'y la bpro'dAué'cic':Jﬁ de dextranas que tienen amplias aplicaciones en la
investigacion, Ia‘vind‘usﬁ'ia y la medicina. En el procesamiento del aztcar, la
presencia de Leuconostoc provoca descomposicidon del producto (Holzapfel y
Schillinger, 1991)'
Al grupo priﬁdipél
e- la secuenma del 97-99%. De este se han diferenciado tres

Leuconostoc incluye tres grupos o lineas evolutivas distintas.

e le ha denominado Leuc. sensu stricto basado en una

homologia  d
subgrupos: {(i euc. mesentem/des y Leuc. pseudomesenteroides; (ii) Leuc.
lactis y Leub“:/treum y (iii) los aislados de la carne Leuc. carnosoum y Leuc.
gelidum. EI i organlsmo atipico parecido a leuconostoc aislado de col fermentada

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

y representa una especie nueva designada Leuc. fallax (Martinez-Murcia y
Collins, 1991). En un estudio de Leuconostoc spp. aislados de leche bronca en
Argentina, se ercontré que del 7 al 10% de los aislados tenian bajos niveles de
homologia de DNA con otros leuconostocs y se les propuso como una especie
nueva, Leuc. argentinum (Dicks y col. 1993).

En los dltimos diez afios se han realizado diversos cambios en la

clasificacion taxonémica de las especies que conforman el género Leuconostoc.
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Se han descrito especies nuevas y se han identificando tres géneros principales,
Leucdno‘stoc', Oenococcus y Weissella (Barrangou y col. 2002). Leuconostoc
oenos, importante en la fermentaciéon malolactica en la manufactura del vino, fue
reclasificada como Oenococcus oeni por Dicks y col. en 1995,

Weissella.

La filogenia de las bacterias que en la actualidad se clasifican dentro del
genero Weissella se’ aclaro en 1990. Mediante el uso de los datos de las
secuencuas del’ "rRNA 16 'y 238, Martinez-Murcia y Collins (1990) y Martinez-
' 3) demostraron que Leuconostoc paramesenteroides es

nte de Leuconostoc mesenteroides y que se agrupa
¢ ! ‘tolliacnlos heterofermentativos, Lactobacillus confusus,
Lactobar;/llus' ‘ ha/otolerans Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor y
Lactobam//us V/r/descens En un estudio de organismos parecidos a los
leuconostocs, aislados de salsas fermentadas (Collins y col. 1993) se evalué la
taxohomia de estas especies. Se determind que la descripcién del género
Weissella incluyera a Leuconostoc paramesenteroides, las cinco especies de
Lactobacillus y Weissella hellenica, que en ese tiempo era una especie nueva.
Posbteriormente, se incorporaron dos especies nuevas, Weissella thailandensis
(Tanasupawat y col. 2000) y Weissella cibaria (Bjoérkroth y col. 2002). En la
actualidad existen nueve especies en el género Weissella: Weissella confusa,
Weicsella halotolerans, Weissella hellenica, Weissella kandleri, Weissella minor,
Weissella paramesenteroides, Weissella thailandensis, Weissella viridescens y
Wéissella cibaria. Las cepas de Weissella se han aislado de distintas fuentes.
Weissella paramesenteroides es una de las especies predominantes en
vegetales frescos y también juega un papel importante en la primera etapa de la
fermentacién de ensilados. Weissella halotolerans, Weissella hellenica vy
Weissella viridescens se han asociado comunmente con carne y productos
carnicos, mientras que se desconoce el habitat natural de Weissella kandleri. La
cepa tipo de Weissella kandleri se aisl6 de plantas del desierto, por lo que se ha

sugerido que este es el habitat principal de esta especie. Las cepas de
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Weissella confusa se han detectado en azucar de cafia, jugo de zanahoria y
ocasionalmente en leche bronca y drenajes. Las cepas utilizadas para la
descripcion de Weissella minor se aislaron de natas de maquinas lecheras. Las

cepas tipo de Weissella cibaria sp. nov., se aislaron del chili bo en Malasia

(Bj6rkroth y col. 2002).

2.5 LAS AMILASAS Y LOS MICROORGANISMOS QUE LAS PRODUCEN.
Almidén.

El almidén se compone de dos tipos de moléculas de polisacarido, una
lineal (amilosa) formada por unidades de a-D-glucosa con uniones a-1,4 y otra
ramificada (amilopectina) con unidades de a-D-glucosa unidas tanto en o-1,4
como en «-1,6. El grado de ramificacion es una caracteristica importante del
sustrato, dado que las enzimas hidrolizan los diferentes sustratos con
especificidades diferentes. La fuente del almidén determina el contenido relativo
de amilosa y amilopectina. El tamafio promedio de la cadena de amilosa es de
aproximadamente 1000 unidades de glucosa mientras que la amilopectina tiene
una distribucion bimodal con cadenas mas largas y mas cortas que tienen
longitudes promedio de 40 a 60 y de 11 a 24 residuos D-glucosil,
respectivamente (Vihinen y Mantsala, 1989).

Amilasas.

Las enzimas capaces de hidrolizar las uniones c.-glucosidicas del almidén
se denominan enzimas amiloliticas o w-glucanasas y son producidas por
animales, plantas y microorganismos. Diversas enzimas amiloliticas hidrolizan el
almidén o sus productos de degradacion. Las acciones de estas enzimas
pueden dividirse en dos categorias. Las endoamilasas, que rompen uniones al
azar en el interior de la molécuia de almidén y las exoenzimas, que hidrolizan a
partir del extremo no reductor, produciendo productos pequefios. Se puede
distinguir otra division de las amilasas, de acuerdo con los enlaces que las
enzimas ~son capaces de degradar, por ejemplo, las enzimas desramificantes

pueden hidrolizar uniones «-1,6.
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La a-amilasa es-una endoenznma que hidroliza enlaces internos a-1,4 y

que puede saltarse. las. unnones”” 6 La [3 -amilasa es una exoenzima que libera

maltosa h|dro||zan,d,o ’-":,'partlr del extremo no reductor, no puede

saltarse los' enlace’sb'1'6’por 0. ersiempre habra dextrinas p-limite después de
su accton La glucoam:lasa 4 oduce glucosa y puede degradar tanto enlaces 1,4
como 1,6 (Vihinen vy Mantsala 1989). Debido a sus usos comerciales e

industriales, las a-amilasas de diversos origenes se han estudiado con gran
detalle.
Microorganismos con actividad amilolitica.

Una gran variedad de microorganismos producen y secretan amilasas de
diferentes especificidades y algunas con caracteristicas interesantes. Las
bacterias Gram-positivas y particularmente las del género Bacillus son
productores prolificos de amilasas y se encuentran muy pocas entre las
bacterias ~ Gram-negativas. Las enzimas producidas por  Bacillus
iefacie Bacillus licheniformis son de significado comercial particular,

,,gran'”termoestablhdad Una gran variedad de hongos producen
amllasas parncularmente el género Aspergillus, mientras que de las amilasas
produmdas por levaduras se han generado un numero importante de estudios

(Pandey y col. 2000).

2.6 BACTERIAS LACTICAS AMILOLITICAS.

La capacidad de las bacterias lacticas para fermentar el almidén fue
reportada por primera vez por Sherman en 1937 cuando encontré que algunos
estreptococcos aislados del tracto digestivo de rumiantes producian acido en
sustratos amilaceos. A partir de esa fecha se han aislado bacterias lacticas
amiloliticas de sustratos diversos. De ensilados de maiz se aislaron e
identificaron las especies Lactobacillus amylophilus y Lactobacillus amylovorus
(Nakamura, 1981; Nakamura y Crowell, 1979), mientras que Lactobacillus
cellobiosus se aislo de desperdicios vegetales (Sen y Chakrabarty, 1984). De

maltas y mostos cerveceros se aislé la especie Lactobacillus amylolyticus
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acido de yuca mvolucra una fermentacion acido lactica que reduce el pH hasta

3.5. La especne f'Lkéctobacﬂ/us manihotivorans con actividad amilolitica se aisl6 de
este. producto (Morlon Guyot y col. 1998). En Africa, es comin 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 § dias.
Durante la fermentacién el contenido de glucésidos cianogénicos se reduce del
90 al 100% y se suaviza el producto, facilitando la extraccion del almidén del
tubérculo. El género Lactobacillus es el predominante entre las cepas aisladas
de la yuca fermentada tradicional y Lactobacillus plantarum fue la especie que
se identifico con mayor frecuencia (Brauman y col. 1996). Nwankwo y col.
(1989) asi como Giraud vy col. (1991) aislaron cepas amiloliticas de Lactobacillus
plantarum de la yuca ablandada por fermentacion en Nigeria y en Congo,
respectivamente.

El ogi y el mawe son dos productos tradicionales africanos obtenidos de
cereales fermentados y que se utilizan como productos intermediarios para la

preparacion de diversos platillos. El ogi se prepara a partir de maiz o de sorgo
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remo;ado en agua molido y cernldo en forma himeda y se deja sedimentar y

fermentar espontanea'r“nenﬂte (Johansson y col. 1995), El mawé es una masa

acuda de mai ara p;epararlo, el maiz se lava, se fragmenta en un molino de
' las fracciones con cernidores metélicos, de nylon o de fibra

,o:é de endospermo y el pericarpio se separan por gravedad en

el cernldo y.ra fraccuon 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 fraccion fina
del endospermo. En la produccién casera, los fragmentos de endospermo no se
lavan pero el pericarpic se separa manualmente. Los fragmentos de
esdospermo resultantes y la fraccion fina se humedecen de 2 a 4 horas y se
muelen. El producto se amasa, se cubre con polietileno y se deja fermentar
naturalmente (Hounhouigan y col. 1993). Durante el proceso fermentativo del ogi
y del maweé, se da una sucesién natural de microorganismos dominada por
bacterias lacticas, siendo Lactobacillus spp. la bacteria predominante. Del ogi y
del mawé producidos.en Benin, se aislaron y caracterizaron cepas amiloliticas
de Lactobacillus 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 maiz que se produce y consume
en paises africanos como Ghana y Nigeria. Se obtiene una masa que se moldea
en forma de bolas y se envuelve en hojas de maiz o de platano (Steinkraus,
1996). De este alimento, se aislaron cepas de Lactobacillus plantarum con
actividad amilolitica (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 amilolitica que se identificaron como L.
plantarumy L. fermentum (Sanniy col. 2002).

De otros alimentos fermentados que se preparan mezclando vegetales o

pescado con cereales también se han aislado bacterias lacticas con actividad
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amilolitica. El "sayur asin”, 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 amilolitica de Leuconostoc (Puspito y Fleet, 1985). Del plaa som, que se
prepara con pescado, arroz cocido y ajo, se aislaron tres cepas de Lactobacillus
plantarum y una cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis con actividad
amilolitica (@stergaard y col. 1998). Asi mismo, del burong bangus, un producto
fermentado de arroz y pescado de Filipinas, se aislaron e identificaron cepas

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

2.7 AMILASAS DE BACTERIAS LACTICAS.

Aungque a la fecha existen diversos reportes sobre la presencia de
bacterias lacticas amiloliticas tanto en alimentos fermentados como de otras
fuentes, existe poca informacién respecto a la caracterizacién de sus amilasas.
La mayoria de los estudios se han realizado en wa-amilasas y en menor
proporcién en glucoamilasas (James y Lee, 1995). Sin duda, las amilasas
producidas por bacterias del género Lactobacillus han sido las mas estudiadas,
si bien, existen estudios en amilasas producidas por bacterias lacticas de otros
géneros (Lindren y Refai, 1984; @stergaard y col. 1998; Satoh y col. 1997,
Simpson y Russell, 1998). La mayor parte de las amilasas producidas por
bacterias lacticas 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 62°C; también produce una
glucoamilasa unida a la célula cuyos parametros 6ptimos son pH 6.0 y 60°C
(Rodriguez-Sanoja y col. 2000; James y lLee, 1995). La a-amilasa de L.
amylovorus es capaz de adherirse a los granulos de almidén, lo cual permite la
produccion de &acido lactico a partir de almidéon crudo o que nc se ha
gelatinizado previamente. La secuenciacion del gen a-amilasa de L. amylovorus
determind que consiste de 2862 pb que codifican para 954 aminoacidos y con

una masa molecular de aproximadamente 105 kDa (Giraud y Cuny, 1997).
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RodriQuez—Sanoja y col. (2000) demostraron que el extremo C-terminal de esa
enzima conﬁéne secuencias repetidas involucradas en su capacidad para unirse
al almidén crudo.

Aguilar y col. (2000) purificaron y caracterizaron la amilasa extracelular de
la cepa tipo de Lactobacillus manihotivorans. El peso molecular aparente fue de
135 kDa, el pH y temperatura 6ptimos fueron 55°C y 5.5, respectivamente. La a-
amilasa presenté 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 incubacién a
55°C.

De Lactobacillus plantarum AS se purificd una amilasa extracelular cuyos
parametros optimos son pH de 5 y una temperatura de 65°C. La hidrélisis de
almidén por la enzima se presentd con una reduccion rapida de la capacidad de
tincién del yodo del sustrato y una liberacién lenta de azucares reductores. Los
productos de la hidrolisis del almidon fueron glucosa, maltosa y oligosacaridos
de bajo peso molecular. Se observé que la sintesis de la enzima se inhibe con
glucosa y que su produccion se ve afectada por el pH del medio. Se determiné
la capacidad de la cepa de utilizar el almidén crudo y se evalué su uso potencial
como cultivo iniciador de ciertas fermentaciones. La secuencia completa del gen
a-amilasa incluye 2739 pb que codifican para 913 aminoacidos 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 C-terminal
muestra una estructura poco comun que consiste de 4 secuencias repetidas
(Giraud y Cuny, 1997).

El analisis de las secuencias de los genes a-amilasa de Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus plantarum A6 y Lactobacillus manihotivorans LMG
18010 indica que tienen mas del 98% de identidad en sus secuencias de
nucledtidos y niveles similares de identidad para las secuencias deducidas de
aminoacidos (Morlon-Guyot y col. 2001).

Lactobacillus cellobiosus D-39, aislada de desperdicios vegetales, fue

reportado como productor de a-amilasas por Sen y Chakrabarty en 1984. Los
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estudios sobre la purificacion y caracterizacion 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 50°C (Sen y
Chakrabarty, 1986).

Olympia y col. (1995) estudiaron las propiedades de la amilasa L137
producida por la cepa Lactobacillus plantarum L137. La mayor actividad de la
amilasa se presentd a pH 3.8-4 y a 35°C y tiene un peso molecular de 230 kDa.
Los productos de la hidrolisis del almidén indicaron que se trata de una amilasa
del tipo endo, ya que produce maltotriosa, maltotetraosa y maltopentaosa. La
amilasa no fue capaz de hidrolizar el almidén crudo, dextranas ni a, B o y-ciclo
dextrinas.

Las cepas de Lactobacillus fermentum (Ogi E1 y Mw2) aisladas del ogi y
del mawe, respectivamente, produjeron amilasas extracelulares y asociadas a la
célula en cultivos de 12 horas. La mayor actividad para la cepa Ogi E1 se
presentd a un pH de 5 y 45°C mientras que para la cepa Mw2 se obtuvo a pH
4.5y 35°C (Agati y col. 1998).

La actividad a-amilasa de una cepa de Leuconostoc (presumiblemente se
trata de Leuc. dextranicum) esta asociada a la célula y sdlo se libera al medio en
la Gltima etapa de crecimiento. La mayor actividad de la amilasa se present6 a
pH 6.0 y 40°C y es sensible al almacenamiento a valores de pH menores a 4 y
mayores 2 8. La enzima tiene un peso molecular mayor a 50 kDa y produce
maltosa y glucosa (en relacion 5:1) como principales productos de la hidrélisis
de almidon (Lindgren y Refai, 1984).

Dos cepas amiloliticas del género Lactobacillus aisladas del tracto
digestivo de pollos tuvieron actividad amilolitica asociada a la célula (Champ y
col. 1983). La mayor actividad de las amilasas de las cepas LEM 220y LEM 207
fueron pH 5.5 y 55°C y pH 6.4 y 40°C, respectivamente. Mediante el uso del
microscopio electronico de barrido se pudo observar el rompimiento de los
granulos de almidon in vitro e in vivo por las amilasas de esas cepas en tejidos

del tracto digestivo de polio.
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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 acido
lactico tanto de almidén crudo como de almidén soluble. Ambas enzimas se
purificaron y caracterizaron. El principal producto obtenido de la hidrdlisis del
almidén por la amilasa intracelular de S. bovis 148 fue la maltotriosa (80%),
mientras que la enzima extracelular mostré un patréon de hidrélisis de almidén
tipico de las amilasas sacarificantes. Se determiné que la mayor actividad se
presentd a pH 6.5 y 40°C para la amilasa intracelular y a pH 5.5 y 50°C para la
amilasa extracelular. La amilasa intracelular no fue capaz de unirse al almidén
crudo mientras que la extracelular si lo hizo. La secuencia deducida de
aminoacidos de la enzima intracelular correspondié a 484 codones con una
masa molecular de 56 kDa y se determind que la proteina no tiene péptido
sefal. La amilasa extracelular esta formada por 703 codones y tiene una masa
molecular de 79,000 Da. El analisis de la secuencia de la a-amilasa extracelular
de S. bovis 148 confirmé su similitud con las a-amilasas extracelulares de
Bacillus subtilis y no se observd homologia 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 practicamente las mismas caracteristicas bioquimicas a las descritas
para las correspondientes amilasas de la cepa 148. Se determiné que la
distribucién celular de la enzima depende del sustrato en el que crece. Cuando
crece en un medio que contiene almidén, aproximadamente el 80% de la
actividad amilolitica total esta asociada a la célula, mientras que cuando crece
en presencia de maltosa, mas del 90% de la actividad amilolitica total se
encuentra en el medio de cultivo. La sintesis de amilasa se reprime por glucosa,
celobiosa y fructosa, mientras que la inulina y la lactosa tuvieron un pequefio

efecto en la acumulacidn de la enzima (Cotta y Whitehead, 1993).
De! estudio del gen de la amilasa de S. mutans se determind que la

proteina no tiene un péptido sefial tipico de las proteinas secretadas vy parece
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localizarse predominantemente de forma intracelular. Este consta de 486
aminodacidos con un peso molecular calculado de 56,347 Da. En presencia de
~almidén, la enzima produce desde glucosa hasta maltohexaosa asi como

oligosacaridos de mayor tamafio (Simpson y Russell, 1998).

2.8 FERMENTACION DEL ALMIDON POR BACTERIAS LACTICAS.

EI. almidén se utiliza cominmente como materia prima para la produccién
industrial de acido lactico. Las bacterias lacticas amiloliticas, en especial
aquéllas capaces de hidrolizar el almidén crudo, son una alternativa adecuada
para realizar este tipo de procesos. Diversos autores han estudiado las cinéticas
de fermentacion del almiddén crudo y soluble utilizando diversas cepas de
bacterias lacticas. Con Lactobacillus amylophilus, se evalud la produccion de
acido lactico usando glucosa y almidén como sustratos y a diferentes valores de
pH (de 5.4 a 7.8) (Mercier y col. 1992). Con Lactobacillus amylovorus se evalud
la produccién de acido lactico a partir de almidén gelatinizado. La conversiéon de
almidén a acido lactico fue de 98.1% bajo condiciones éptimas (Cheng y col.
1991). Zhang y Cheryan (1991) estudiaron la fermentacién directa del almidén
hasta acido lactico por Lactobacillus amylovorus en cultivos por lotes y en
continuo, lograndose una mayor productividad en este Ultimo 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 produccién
de amilasas por bacterias lacticas, asi como el efecto del pH en el crecimiento y
produccion de amilasas. Lactobacillus piantarum A6 presentd crecimiento similar
tanto en glucosa como en almidén (0.43 - 0.45 h™') y tuvo un alto rendimiento de
conversion de almidén/acido lactico (80%). La velocidad de hidrélisis del almidén
fue mayor que la de consumo de los productos de hidrélisis, ya que a las 7
horas se acumuld la maltosa (Giraud y col. 1991). Se comparé la fermentaciéon
del almidén por Lactobacillus manihotivorans y L. plantarum A6 a pH controlado
y no controlado. L. plantarum fue capaz de crecer y de convertir el almidén en

acido lactico mas rapida y eficientemente hasta valores de pH de 4.5. Cuando el
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pH se mantuvo en 6.0 se observd un aumento en la produccién de acido lactico,
de amilasa y de biomasa final para L. manihotivorans mientras que para L.
plantarum sclo se observé un aumento en la produccién de amilasa. La
velocidad especifica de crecimiento fue la misma tanto en glucosa como en
almidén para L. manihotivorans (0.35 h'') 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 lacticas amiloliticas. El
estudio de los requerimientos nutricionales de Lactobacillus fermentum Ogi E1
dio como resultado un medio simplificado (SYAM) (extracto de levadura, acetato
y solucién de minerales) que produjo resultados similares a los obtenidos con el
medio MRS, pero sin la cinética de fermentacion bifasica que se presenta en
dicho medio. Los mejores sustratos tanto para el crecimiento como para la
produccién de amilasa fueron la maltosa y el almidén (Calderén y col. 2001).

Desde hace varios afios se han realizado diversos estudios sobre
Streptococcus bovis, bacteria lactica amilolitica habitante del rumen de ganado y
del colon de humanos (Hardie, 1986). S. bovis es una bacteria que crece
rapidamente y que tiene requerimientos nutricionales simples. S. bovis puede
dominar en el rumen cuando estan disponibles grandes -cantidades de
carbohidratos (azlcares o almiddén). S. bovis puede cambiar su fermentacion de
lactato a acetato, formato y etanol para obtener mas ATP, pero no es capaz de
competir efectivamente con otras bacterias del rumen si hay limitacion de
carbohidratos. La mayoria de las cepas de S. bovis no pueden utilizar las
pentosas pero crecen rapidamente (mas de 1.5 h™") en una gran variedad de
mono- y disacaridos (Wells y col. 1997; Bond y col. 1998). Se han reportado
velocidades maximas de crecimiento en glucosa de diversas cepas de coleccidon
de S. bovis de 1.71+ 0.15 h™', Otros trabajos con S. bovis JB1 indicaron que la
velocidad maxima de crecimiento podria llegar hasta 2.0 h™ en cuitivos con

varias resiembras (Jarvis y col. 2001).
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Como parte de un estudio global sobre la capacidad de diversos
microorganismos del ru,rﬁeh para crecer en un medio con almidén y producir
amilasas, Cotta (1988) determiné que S. bovis JB1 es capaz de crecer a
velocidades similares de crecimiento cuando se encuentra en presencia de
glucosa o almidén (2.07 y 1.98 h, respectivamente) y a menor velocidad en
presencia de maltosa (1.38 h''). S. bovis JB1 crecié6 a mayor velocidad que el
resto de las bacterias del rumen evaluadas en los distintos sustratos (glucosa,
maltosa y almidén). También se estudié la hidrélisis y el uso de los
oligosacaridos, productos de la hidrélisis del almidén por cepas de bacterias
amiloliticas y no amiloliticas del rumen utilizando cultivos puros y mixtos y se
sugiere que existe un intercambio de maltooligosacaridos 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 esta regulada por la disponibilidad de intermediarios glicoliticos
tempranos o por la generacién de ATP per se, Bond y col. (1998) determinaron
que veinte cepas de S. bovis del rumen (tanto cepas tipo como otros aislados)
crecieron mas lentamente en lactosa (1.21 + 0.12 h™") que en glucosa (1.67 +
0.12 h™"y y resiembras repetidas o crecimiento prolongado en cultivo continuo
(mas de 200 generaciones en cada caso) no mejoraron la velocidad de
crecimiento en lactosa. Se concluyo que se requiere de un flujo glucolitico rapido
a través de la via EMP para el crecimiento rapido (mas de 1.2 h™') de S. bovis.

Ei papel de la amilasa intracelular en el crecimiento de S. bovis WI-1 fue
estudiado por Brooker y McCarthy (1997) mediante la eliminacién selectiva del
gen de la amilasa intracelular. La velocidad de crecimiento exponencial de la
recombinante fue del 15-20% de la cepa silvestre en un medio con glucosa,
almidén o celobiosa al 1%. La actividad amilolitica de los extractos libres de
células del cultivo recombinante en presencia de 1% de almidon fue de sélo 7%

del de la cepa silvestre. Los resultados sugieren que podria ser importante un
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nivel critico de expresion del gen amilasa intracelular para el crecimiento rapido
de labacteria. - i R ' '
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CAPITULO lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La investigacion sobre bacterias lacticas amiloliticas en alimentos
fermentados amilaceos se ha justificado debido al alto contenido de almidén en
la materia prima (cereales como el maiz y sorgo o tubérculos como la yuca). Sin
embargo, el papel de ese almidon en las fermentaciones lacticas aun tiene que
estudiarse, dado que también se encuentran presentes mono y disacaridos
(comd la glucosa y sacarosa) que podrian estar disponibles para Ia
fermentacion. |

La manera en que se procesa la materia prima podria determinar la
composicién de la microbiota y especificamente la relevancia de bacterias
lacticas amiloliticas. Por ejemplo, durante el procesamiento de la yuca para la
producciéon de almidén acido, la extraccion del almiddon se realiza mediante
cernido de la materia prima bajo una corriente de agua, lo que favorece la
eliminacion de la mayoria de los mono y disacaridos, dejando al almidén como el
principal sustrato disponible, permitiendo que predominen las bacterias lacticas
amiloliticas (Ben Omar y col. 2000). De forma similar, el pozol puede ser otro
ejemplo interesante de la influencia de las condiciones del proceso en la
diversidad microbiana. En el proceso de nixtamalizacion del maiz (coccion
alcalina, remojo y lavado del grano) se reduce drasticamente la concentracion de
la sacarosa, principal carbohidrato soluble, de 2 a 0.1-0.7 g /100g (base seca). Si
la concentracién de azlcares solubles en el nixtamal es tan baja seria dificil
mantener una diversidad microbiana tan rica y nimeros tan altos de bacterias
lacticas totales, tal como se ha reportado previamente por Wacher y col. (2000) y

Escalante y col. (2001).
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CAPITULO IV. HIPOTESIS

Siendo el almidén el principal sustrato disponible para la fermentacién
acido lactica del nixtamal, las bacterias lacticas amiloliticas deberian constituir
una proporciéon importante dentro de las bacterias lacticas y tener un papel

determinante para sostener la diversidad microbiana observada.
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CAPITULO V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Determinar la diversidad y la importancia de las
bacterias lacticas amiloliticas durante la fermentaciéon del pozol, asi como sus

principales caracteristicas fisiologicas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

o Determinar la diversidad de bacterias lacticas amiloliticas durante la

fermentacion del pozol.

o Identificar las bacterias lacticas con mayor actividad amilolitica y

caracterizar sus amilasas.

e Evaluar los parametros cinéticos de la bacteria lactica amilolitica

predominante durante la fermentacion de almidon soluble.
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CAPITULO VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Descripcién de la muestra.
Se adquirieron dos muestras de pozol recién molido (A y B) en un
mercado de Villahermosa, Tabasco. Cada muestra se dividié en porciones de

100 g, se envolvieron en hojas de platano y se incubaron a 30°C por 7 dias.

6.2 Medicion de pH.
Se midié en un potencidémetro Jenway 3020 a 25°C, suspendiendo 2 g de

muestra en 5 ml de agua destilada.

6.3 Cuantificaciéon de bacterias lacticas y de bacterias lacticas amiloliticas.

Se homogenizaron 25 g de masa en 225 m! 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 lacticas y de
bacterias lacticas amiloliticas se realizé por duplicado, inoculando
superficialmente cajas de agar MRS (Oxoid, CM361) y de agar MRS con 2% de
almidén soluble (J.T. Baker) en lugar de glucosa, respectivamente (Tabla 1). La
humedad de las masas se determino por pérdida de peso después de secarlas a
80°C por 24 h. Las cuentas se expresaron como el log UFC/g masa seca. Las
colonias seleccionadas al azar se evaluaron mediante la tincion de Gram vy la
reaccion catalasa. Para las bacterias lacticas amiloliticas se consideraron las
colonias que presentaron halos de hidrolisis después de adicionar lugol a las

cajas con almidon.

6.4 Cuantificacion de otros grupos microbianos.
Se realizé el conteo de enterobacterias, mohos y levaduras, mohos y
levaduras amiloliticas, mesdfilas aerobias y mesofilas aerobias amiloliticas. En la

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

36



Materiales y métodos

Tabla 1. Condiciones para la cuantificacion de diversos grupos microbianos.

Microorganismo Medio de cultivo | Temperatura Tiempo de Tipo de
de incubacién | incubacion inoculacion
Bacterias lacticas Agar MRS 30°C 1-2 dias superficial
(Oxoid CM 361)
Bacterias lacticas | Agar MRS- | 30°C 1-3 dias superficial
amiloliticas almidon #
Enterobacterias Agar bilis rojo|30°C 1-2 dias vertido

violeta glucosa
(Oxoid CM 485)

Mohos y levaduras Agar papa | 30°C 3-7 dias superficial
dextrosa
(Oxoid CM 139)
Mohos y levaduras|Agar papa | 30°C 3-7 dias superficial
amiloliticas gextrosa almidén
Mesodfilas aerobias Agar cuenta en|30°C 2 dias superficial
placa
(Oxoid CM 325)
Mesodfilas aerobias | Agar cuenta en|30°C 2 dias superficial
amiloliticas placa almidon ©

* Composicién del medio MRS-almiddn (g/L): peptona pancredtica de caseina, 10; extracto de
carne, 10; extracto de levadura, 5; almidén, 20; citrato diamoniacal, 2.17; acetato de sodio, 5;
sulfato de magnesio heptahidratado, 0.207; sulfato de manganeso, 0.056; fosfato dipotasico,

2.62; agar bacteriolégico, 15. El pH final fue de 6.8.

® Preparacién del medio papa dextrosa almidén: El extracto obtenido después del cocimiento de
300 g de papa blanca pelada en 1L de agua, se mezclo con 20 g de agar bacteriolégico y se
aford a 1L. Se esterilizé el medio (121°C por 15 minutos) y se acidificéd con acido tartarico al 10%

para tener un valor final de pH de 5.5.
¢ Componentes del agar cuenta en placa almidén (g/L): triptona, 5.0; extracto de levadura, 2.5;

almidon, 1.0; agar bacterioldgico, 9. El pH final fue de 7.0.

6.5 Aislamiento de bacterias lacticas amiloliticas.

Las bacterias lacticas amiloliticas se aislaron de duplicados de placas
MRS-almidén tomando colonias al azar con diferentes diametros de zonas de
hidrolisis. Las cepas recuperadas se purificaron inoculando por estria sobre el
medio MRS-almidén. Para determinar la pureza se observo la homogeneidad en
la morfologia de las colonias y de las células después de realizar una tincion de
Gram. Se realiz6 la reaccion catalasa (Harrigan y McCance, 1976). Los cultivos
puros se almacenaron a —70°C en perlas de vidrio con glicero! al 20% como

crioprotector (Feltham y col. 1978).

6.6 Determinacion de la via metabdlica.
La via metabdlica se determiné mediante el analisis de los productos
finales de la fermentacién, ejemplo: lactato (homofermentativa) o una mezcla
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equimolar’ de Iactato y etanol/acetato (heterofermentativa). Se incubaron las
cepas durante 18'h a 30° C e:“10 ml de caldo MRS (Difco Laboratories 0881-17-
5, Detroit, MlI, U.s. A )» '!Las células se separaron por centrifugacion y los
sobrenadantes se flltraron a través de membranas de 0.22 pm de tamano de
poro (Millipore, HVLP 04700). Los filtrados se analizaron en un cromatégrafo de
liquidos Waters 515 (Waters, Milford, MA, USA) equipado con una columna de
intercambio idnico (BioRad Aminex HPX-87H, 300x7.8 mm). La fase movil fue
H2S0O4 6.mM, con una velocidad de flujo 0.8 mI/min a 65°C. Se utilizé un detector
de indice de refracciéon Waters 2410. El caldo MRS no inoculado se utilizé como

control.

6.7 ldentificacion bioquimica.
Los perfiles de fermentacién de carbohidratos se hicieron con el sistema

APl 50 CH (bioMérieux, Marcy-I'étoile, France) de acuerdo a las instrucciones
del proveedor. Las pruebas enzimaticas y de fermentacion de las cepas 15430,
25124, A56203, A57206, A12203, A57103, A45201, A36202 y A45212 se
realizaron con el sistema AP| 20 STREP (bioMérieux, Marcy-I'étoile, France). Se
obtuvieron identificaciones preliminares mediante el uso del programa APILAB
Plus V.3.3.3.

6.8 Ribotipificacion.

Un cuiltivo de 18 h se diluyd 1:10 en caldo MRS fresco y se incubé por 4
horas a 30°C. Las células se colectaron centrifugando (10 min, 4480 g, 4°C) y se
lavaron dos veces con solucion amortiguadora TS (Tris-HCI 506 mM, pH 7.5,
sacarosa 25% p/v). Las células se resuspendieron en solucién amortiguadora TS
hasta lograr un valor de absorbancia de 3 a 600 nm. La suspensién celular se
tratdé con lisozima (100 mg/ml) durante una hora a 37°C. Los protoplastos se
colectaron centrifugando (10 min, 4480 g, 4°C), se resuspendieron en 500 uL de
soluciéon amortiguadora SE (NaCl 75 mM, EDTA 25 mM) y se incubaron por una
hora a 37°C. La preparacion de los bloques de agarosa que contenian el DNA
extraido y su digestién con la endoniucleasa EcoRl se realizé de acuerdo con el
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metodo de McClelland Vy‘col (1987) La electroforems de Ia° muestras de DNA
se reahzor e

IO' cm) en un gel de agarosa al 1% en
0 '_M ‘acetato 40 mM, EDTA 2 mM ‘pH 8.0) a
La sonda utilizada para la hlbrldacmn consustlo de

4 V/c 10°¢
una mezcla de fragmentos del gen rRNA 16S amplificados por. PCR, de las
cepas 15136, 15125 y 25421. Se dtilizaron los cebadores 27f
(5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3) vy 354r (5'CTGCTGCSYCCCGTAGSY)
(Lane, 1991) para la amplificaciéon del gen rRNA 16S. Las condiciones de
amplificacion fueron Ilas siguientes: la desnaturalizacion inicial fue de 94°C por
11 min, 30 ciclos de desnaturalizacion de 30 s a 94°C, alineamiento por 30 s a
50°C y elongacién a 72°C por 30 s. La extension final a 72°C por 7 min. Los
productos de la amplificacién se limpiaron (Wizard, DNA clean-up system,
Promega), se liofilizaron y se marcaron con digoxigenina siguiendo Ilas
indicaciones del proveedor (Dig high prime detection kit, Boehringer Mannheim).
Los geles a los que se les aplico la electroforesis y que contenian los fragmentos
de DNA generados con EcoRIl se sumergieron dos veces en HCI 0.25N por 15
min y en una soluciéon de NaCl 1.5M/NaOH 0.5N por 20 min. Se realizé una
transferencia Southern (Southern, 1975). Las membranas se fijaron calentando a
80°C por 30 min. Durante la prehibridacion se agregaron 15 ml de la solucion de
hibridacion (SSC 5X, N-laurilsarcosil al 0.1%, agente bloqueador al 10%, SDS ali
0.02%) en cada membrana y se incubaron a 65°C por 3 horas. La deteccion de
la hibridacion se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia, utilizando los
componentes de un sistema comercial de marcaje y deteccion de DNA y los anti-
DIG-anticuerpos de Boehringer Mannheim de acuerdo con las recomendaciones
del proveedor. Los perfiles de bandas de la hibridacion se evaluaron por la
presencia o ausencia de bandas Unicas comunes y se construyé una matriz, la
cual se analizé utilizando el programa Treecon v.1.2 (Van de Peer y De Wachter,
1994). El analisis incluye el calculo de similitud de distancias usando el
procedimiento de Link y col. (1995), la construccion del arbol usando el método
de pares de grupo no proporcionales con promedios aritméticos (UPGMA) vy la

generacion del fenograma.
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6.9 Determinacion de las secuencias del gen rRNA 16S.

Se amplificé un fragmento del gen rRNA 16S (correspondiente a las
posiciones 30 a 1521 del gen rRNA 16S de Escherichia coli) mediante PCR
utilizando cebadores conservados cercanos a los extremos 3' y &' del gen. Los
productos de PCR se secuenciaron directamente utilizando el sistema de
secuenciacion (Taq dye-Deoxy terminator cycle sequencing kit, Applied
Biosystems, Foster City, Calif., U.S.A.) y un secuenciador automatico (modelo
373, Applied Biosystems). Las identificaciones se basaron en comparaciones de
las secuencias parciales (correspondiente a las posiciones 30 — 338 de! gen
rRNA 188 de Escherichia coli) o casi totales (correspondiente a las posiciones
30 — 1521 del gen rRNA 16S de Escherichia coli). Los "parientes” mas cercanos
se determinaron realizando busquedas en las bases de datos de! GenBank

utilizando el programa BLAST.

6.10 Numeros de acceso de las secuencias de nucleétidos.

Los numero de acceso al GenBank de las secuencias parciales del gen
rRNA 16S de las cepas 25124, 15430, A12203, A45201, A57206, A57103,
A56203, A45212 y A36202 son AY 184231 a AY 184239, respectivamente.

6.11 Evaluacién de la actividad amilolitica extracelular y asociada a las
células de bacterias lacticas del pozol.

Los cultivos de bacterias lacticas a los que se les midi6 la actividad
amilolitica crecieron por 23 h a 30°C en el medio MRS-almidén. 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 determind en la suspensioén 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
extincion del complejo almidén-yodo y con el método de reductores con DNS.

La determinacion de actividad amilolitica, usando el método de extincion

del complejo almiddn-yodo, se basa en la propiedad del almidén soluble de
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formar un comp!ejo café en presencia del reactivo yodo-yoduro que absorbe a
620 nm;'ffPér"a:;ibviéfh de la amilasa disminuye el color producido por el complejo

6yvrlvyb:§ip,:(Agati y col. 1998). Una unidad de actividad enzimatica se definid

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

min'uto_s'k‘(Ariexo 1).

La actividad amilolitica también se determiné midiendo el incremento de
los-azlcares reductores que se forman por la hidrélisis enzimatica del almidén
soluble. Los azucares reductores se cuantificaron por el método de DNS (Miller,
1959), usando glucosa (Sigma) como patron. Una unidad de actividad amilolitica
se definid como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1pumol de azucares

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

6.12 Caracterizacion de amilasas de S. bovis cepa 25124, L. lactis cepa
A45212 y E. sulfureus cepa A36202.

La descripcién de amilasas se realizd en tres especies de bacterias
lacticas amiloliticas. Las cepas A45212 (Lactococcus lactis) y A36202
(Enterococcus sulfureus) se aislaron de la muestra A, a las 48 y 24 h de
fermentacion, respectivamente. La cepa 25124 (Streptococcus bovis) se aisld de

la muestra B cuando habian transcurrido 24 h de fermentacion.

a) Preparacion de los extractos celulares.

Las cepas crecieron durante 4 h en 250 m! de medio MRS-almidén (20
g/L). Se centrifugaron estos cultivos (10 min a 15300 g y 4°C) y las células se
lavaron con agua destilada estéril. Las células se trataron con lisozima 4 mg/ml
(Sigma L-6751) en solucién amortiguadora TS (Tris-HCI 50 mM; pH 8, sacarosa
25%) durante 1 h a 37°C. Los protoplastos se recuperaron al centrifugar 15 min
a 27200 g y 4°C y se resuspendieron en 10 ml de solucién de rompimiento
[solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M al pH 6ptimo de cada amilasa, EDTA 5
mM, NaCl 50 mM y mezcla inhibidora de proteasas (Roche) 1/100 volumen
final]. Se realizé el rompimiento con la sonda de ultrasonido 550 (Fisher), el

numero de ciclos fue variable segln la cepa a romper y se realizaron ciclos
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intermedios de enfriamiento. Los protoplastos rotos se trataron con tritén X-100
(Sigma) al 1% de concentracion final y se agitaron a baja temperatura durante 1
hora. El extracto celular se separé centrifugandoe (15 min a 27200 gy 4°C).

b) Actividad amilolitica del extracto celular.

Se midié la actividad amilolitica en el extracto celular mediante la téénica
de extincion del complejo almidén-yodo, previa adicion de cloruro de calclo a una o
concentracion final de 50 mM, a pH y temperatura optlmos tal como se deSCFIbIO

previamente por Agati y col. (1998).

c) Estimacion del peso molecular.

El peso molecular de las amilasas en el extracto crudo se estimoé por
SDS-PAGE como o describio Laemmli (1970). Se utilizaron los equipos de
electroforesis vertical Mini Protean Il y 3 de BioRad. La actividad amilolitica en el
gel del SDS-PAGE se desarrollé segun Lacks y Springhorn (1980). Las
soluciones necesarias para la migracion y la obtencidén de los geles se
prepararon siguiendo las instrucciones del proveedor BioRad. Las migraciones
se realizaron bajo la accidén de una corriente eléctrica continua de 110 V. Para la
revelacion de los geles se utilizaron las siguientes técnicas: Coloracidon de las
proteinas totales con azul de Coomasie y nitrato de plata (Silver Stain Plus,
BioRad) y deteccion de la actividad amilolitica en los geles mediante un

zimograma.

d) Efecto del pH en la actividad de la enzima (pH 6ptimo y estabilidad al
pH).

El efecto del pH sobre la actividad de los extractos crudos se evalué en el
intervalo de valores de pH 4.0 a 7.5 con solucion amortiguadora citrato-fosfato
0.1M vy en el intervalo de 7.5 a 9.0 con solucién amortiguadora Tris-HCI G.1M.
Para determinar la estabilidad al pH, se utilizaron las soluciones amortiguadoras
descritas previamente y también se considerd la solucion amortiguadora citrato-
fosfato 0.1M pH 3.0. Los extractos celulares se dializaron contra agua destilada
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durante 24 horas a 4 C utilizando la membrana SpectraPor 7, PM 50,000. Se
or ] es iguales del extracto dializado y de la solucion

H'correspondlente durante 25 horas a 4 y 30°C y se midi6 la
tivid Iollt ca residual en condiciones optimas de cada amilasa (pH 6.8 y
37° C para la amllasa de S. bovis cepa 25124 y pH 6 a 30°C en el caso de la
amilasa de L. lactis cepa A45212). Antes de la medicién de la actividad

amilolitica se agregé cloruro de calcio a una concentracion final de 50 mM.

e) Efecto de la temperatura en la actividad de la amilasa (temperatura
optima y estabilidad a la temperatura).

El efecto de la temperatura se estudiod entre 10 y 65°C al valor de pH de
mayor actividad amilolitica para cada cepa.

La estabilidad de la amilasa se evalu¢ incubando los extractos crudos a
15, 25, 30, 37, 45, 50, 55 y 60°C para la amilasa de S. bovis cepa 25124 y a 15,
25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55°C para la amilasa de L. /actis cepa A45212. Los
extractos celulares se incubaron por 10 y 60 minutos en presencia y en ausencia
de almidén (0.7 %) en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M, con un valor de
pH correspondiente a la mayor actividad amilolitica (6 y 6.8 para el extracto
celular de L. lactis cepa A45212 y S. bovis cepa 25124 respectivamente),
también se agregd cloruro de calcio a una concentracion final de 50 mM. Las
muestras se enfriaron en un bafio de agua después de la incubacién y se

determinaron las actividades residuales bajo condiciones éptimas.

f) Energia de activacion.
La energia de activacién se calculd siguiendo la ecuacién de Arrhenius:

d(InV) /d(1/Ty=-Ea/R=-p
donde:

Ea: energia de activacion de la reaccién (J/mol o cal/mol)

R: constante de los gases (J/mol.K o cal/mol.K)
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V: velocidad de la reaccion o actividad relativa
T: temperatura (K)
p: pendiente de la zona lineal al graficar el In actividad (%) vs. 1000/T—(K =)

g) Productos de la hidrolisis del almidon.

La hidrélisis de los productos del almidén soluble (Prolabo-Merck Eurolab)
se determino agregando 0.1 ml del extracto crudo de la amilasa de S. bovis cepa
25124 y de L. lactis cepa A45212 (13.9 y 13.7 U/ml, respectivamente) a 0.8 ml
de una solucion de almidén 10 mg/ml en solucién amortiguadora de fosfatos
0.1M a las condiciones Optimas de pH y temperatura para cada amilasa. La
hidrélisis se efectud durante 16 h. Los productos de hidrélisis del almidén se
analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se utilizé una bomba
isocratica (LC 250 Perkin Eimer) y un detector de indice de refraccién (Rl 30
Perkin Elmer). Se us6 la columna C18 Prodigy 5 ODS (2) 250 x 4.6 mm

(Phenomenex) a 35°C con agua como fase movil (0.8 ml/min).

6. 13 Fermentacién del almidén por una cepa de la especie dominante.
Se realizo la fermentacion del almidén con S. bovis cepa 25124.

a) Activacion de la cepa.
Para activar la cepa se inoculd 1 mi del cultivo S. bovis cepa 25124,

conservado en glicerol a —70°C, en 10 ml de medio MRS-A (2% de almidén

soluble de papa, Prolabo-Merck Eurolab) y se incubé por 8 o 9 horas a 30°C.
b) Preparacion del precultivo.

E! precultivo se obtuvo inoculande 10 m! del cultivo de la cepa activada en
100 ml de medio MRS-A (2% de almidén soluble de papa, Prolabo-Merck

Eurolab) y se incubé por 12 horas a 30°C.

c) Cultivos.
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‘ Se rjevazkly‘i;arp:n _‘gvglrti\vogén: matraces de 1 L con 800 ml de medio MRS con
almidén‘sbliljb'lé:'d'e’"ﬁépaf'." Prolabo-Merck Eurolab, (20 g/L) en lugar de glucosa,
inoculando el volumen necesario del precultivo para tener una densidad optica

inicial de 0.1. Se incubaron en condiciones estaticas a 30°C.

d) Seguimiento de la fermentacién.

Se evalud 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 tomé una muestra final. La fermentacion se realizé por triplicado.

e) Determinacion de la concentracion de biomasa.
La concentracion de biomasa se determin6 en forma indirecta, midiendo
la densidad optica (a 600 nm en el espectrofotometro Spectronic Milton Roy) y

relacionandola con una curva patron de densidad éptica vs. peso seco.

Determinacion de peso seco.

La determinacién de peso seco se realizd segln lo reportado por Cooney
(1981). Condiciones del cultivo: S. bovis cepa 25124 crecid en 200 ml de medio
MRS-almidén durante 8 horas a 30°C bajo condiciones estaticas. Las células se
separaron del cultivo por centrifugacion (27 200 g por 15 min a 4°C) y se lavaron
dos veces con agua destilada. Las células lavadas se diluyeron en 20 ml de
medio MRS y se prepararon las diluciones correspondientes. A dichos cultivos
se les determind la densidad Optica y se filtraron de acuerdo con el siguiente
procedimiento: se secaron membranas de 0.45 um de tamafio de poro y 45 mm
de diametro (Millipore HVLP04700) hasta peso constante en un horno (Felisa) a
80°C. Las membranas se colocaron en el equipo de filtracion (Millipore) y se
humedecieron uniformemente con agua destilada estéril. Las células se
homogenizaron y se procedio a filtrar. Al final, se adicionaron 20 ml de agua
destilada para lavar la membrana y se secé hasta peso constante. El peso seco

de la muestra se obtuvo restando el peso inicial del peso final.
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f) Parametros de crecimiento.

La velocidad especifica maxima de crecimiento (imax) se determind
durante la fase de crecimiento exponencial como pendiente de la recta obtenida
mediante la regresion lineal del In de la biomasa vs. tiempo. Los rendimientos de
producto y de crecimiento (Y aas ¥ Y ws, respectivamente) relativos al sustrato se
calcularon como la pendiente de las regresiones lineales, ya sea del acido
lactico o de la biomasa vs. sustrato residual. De manera similar, graficando los
productos vs. la biomasa, se calcularon los rendimientos de amilasa y de acido
iactico respecto a la biomasa (Y amyx ¥ Y lacx, respectivamente). Todos los
calculos se realizaron con los datos obtenidos durante la fase exponencial de
crecimiento. Las velocidades especificas de producciéon de acido lactico y de
produccion de amilasa (q 1ac Y 9 amy, respectivamente), asi como la de consumo
de sustrato (gs) se calcularon de acuerdo con Pirt (1985): g, = Y o 1t (p para

producto, por ejemplo, acido lactico o amilasa) y qs =/ Y ys.

g) Medicion de pH.
Se midi6 en un potencidometro Jenway 3020 a 25°C

h) Métodos analiticos.

Las muestras se centrifugaron para separar las células (27200 g por 15
min a 4°C) y se filtraron con membranas de 0.22 um de tamario de poro
(Millipore GSWP 01300) y prefiltros Millipore AP2501000. Para la cuantificacion
de acido lactico, las muestras filtradas se analizaron en un cromatégrafo de
liguidos Perkin Elmer 250 al que se conectd una columna de intercambio idnico
{Bio-Rad Aminex HPX-87H, 300x7.8 mm) a 50°C; se utilizé H,SO4 0.01N a 0.6
ml/min como fase moévil. Como patrén se utilizé L-lactato (Sigma L-2250). Los
productos de hidrolisis generados durante la fermentacién del almidén se
cuantificaron mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se utilizo
una columna C18 Prodigy 5 ODS (2) 250 x 4.6 mm (Phenomenex) y un detector
de indice de refraccion. Los productos eluyeron con agua a un flujo de 0.8
ml/min y la temperatura de la columna era de 35°C. Como patrones se utilizaron
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desde maltosa hasta maltoheptaosa (S:gma) El almidon residual se determiné
medlant el'método de extmcmn del complejo almidon-yodo (Nakamura, 1981).

o,tales,,,y; reductores se cuantificaron mediante los métodos de

Los,ga,r‘bio dr:
‘ (1956)1‘y“Miller (1959), respectivamente. La cuantificacion de

qucosa de maltosa se realiz6 con el sistema enzimatico comercial (Boehringer
Mannhelm 1 113950).

i) Actividad amilolitica asociada a las células.

Para cuantificar la actividad amilolitica asociada a la célula, por
centrifugacion se separaron las células de cultivos de 10 ml (27200 g por 15
minutos a 4°C). Las células se lavaron con agua destilada estéril y se
resuspendieron en agua o solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 6.8. La
actividad amilolitica se determin6é a pH 6.8 y 37°C determinando la capacidad
que tiene el almidén de acomplejar al yodo tal como fue descrito por Agati y col.
(1998). Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como la cantidad de
enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidén en 30 minutos (Anexo 1).
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CAPITULO VII. RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DEL POZOL.
CUANTIFICACION, AISLAMIENTO Y CONSERVACION DE BACTERIAS

LACTICAS AMILOLITICAS.

Descripcion de la etapa.

En la fermentacién del pozo! participa una microbiota compleja que incluye
bacterias, levaduras y hongos. La accién de las bacterias lacticas es muy
importante ya que son las responsables de iniciar la fermentacion, acidificar el
producto y producir aromas y sabores caracteristicos del producto (Wacher y col.
1993). El pozol se prepara y consume en diversas regiones del sureste de México.
La caracterizacion microbiologica del producto se ha realizado de muestras del
estado de Chiapas (Wacher y col. 1993; 2000; Nuraida y col. 1995) y de muestras
de pozol del estado de Tabasco (Ampe y col. 1999). Algunas de las bacterias
lacticas aisladas del pozol tienen actividad amilolitica (Nuraida y col. 1995; Ben
Omar y Ampe, 2000), aunque no se ha evaluado su desarrollo ni su proporcién

con respecto a las bacterias lacticas totales durante la fermentacion.

Objetivos:
- Determinar la proporcién y el desarrollo de las bacterias lacticas amiloliticas

durante la fermentacion del pozol.
- Aislar y conservar bacterias lacticas amiloliticas de las diferentes etapas de

la fermentacién del pozol.
- Cuantificar los principales grupos microbianos presentes durante la

fermentacion del pozol.
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Resultados y discusion

Se caracterlzaron dos muestras de pozol, A y B, adquiridas en un mercado
Vde Vlllahermosa Tabasco (fueron dos muestras independientes, adquiridas en
tiempos. dlferentes 'y del mismo productor). En ambas muestras se cuantificaron a
lo Iargo de la fermentacion las bacterias lacticas totales y las bacterias lacticas
amiloliticas.. En la muestra A se realizé ademas el conteo de otros grupos
microbianos con el fin de determinar si la fermentacion del pozol se realizaba de

acuerdo con lo reportado previamente.

La concentracion inicial de bacterias lacticas fue de 4.9 log ufc/g de masa
seca (Tabla 2). A las 24 h, ésta se incrementd hasta 9.9 log ufc/g de masa seca y
se mantuvo constante hasta las 72 h de fermentacién. Las bacterias lacticas son el
grupo predominante durante todas las etapas de la fermentacion del pozol, 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 vy col. 1999; Escalante y col. 2001). La cuenta inicial de bacterias
lacticas amiloliticas (BLA) fue alta (4.5 log ufc/g de masa seca). Esta aumenté
hasta 8.4 log ufc/g de masa seca durante las primeras 24 h y permanecio

constante hasta las 72 h, 8.7 log ufc/g de masa seca (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de bacterias lacticas, bacterias lacticas amiloliticas y

valores de pH durante la fermentacion del pozol a 30°C?.

Tiempo de Valores de Concentracion (log UFC/g de masa seca) de:
fermentacion pH
(horas) Bacterias lacticas amiloliticas Bacterias lacticas

0 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

# 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 variaronde 0.1a 06 .
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Debido a la baja concentracién de aztcares que permanecen en el maiz
después de la nixtamalizacion, de 0.1 hasta 0.7 g de sacarosa/100 g maiz
nixtamalizado seco (Santillana, 1995), el almidon debe ser un sustrato importante
para la fermentacion lactica. Cuarenta por ciento de las bacterias lacticas
presentes en la masa al inicio de la fermentacion fueron amiloliticas y esta

proporcion 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 permanecio constante hasta
las 72 h (Tabla 2). Ei valor inicial de pH de esta muestra coincide con los
reportados de muestras de pozol de la misma region (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 0 4 dias (Wacher y col. 2000).

De ambas muestras se aislaron y conservaron 257 cepas de bacterias

lacticas amiloliticas de diferentes tiempos de fermentacion.

20
18 .
16 .
14

12 __
10

Nimero de cepas

o N A O
R P

Tiempo (h)

i o bacilo g coco-bacilc g coco |

Figura 2. Morfologias de las bacterias lacticas amiloliticas en la fermentacion del

pozol, muestra A.
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En todas Ias etapas de la fermentaciéon se aislaron cepas con morfologias
baculares y cocmdes (F|gura '2). De acuerdo con la morfologia observada, no
predominan: Ias cepas con forma bacilar cuando se aislaron de muestras
acidificadas (valores de pH de 4.8 a 44 a las 24 y 72 h de fermentacion,
respectivamente). Esto contrasta con lo que se ha observado en etapas finales de
otras fermentaciones lacticas, donde predominan las bacterias con formas
bacilares como Lactobacillus, que generalmente predomina por ser mas resistente
a la acidez (Damelin y col. 1995). La mayor parte de las cepas de bacterias
lacticas con actividad amilolitica aisladas de alimentos fermentados pertenecen al
género Lactobacillus (Morlon-Guyot y col. 1998; Sanni y col. 2002). Los resuitados
descritos indican que las cepas de bacterias lacticas amiloliticas aisladas del pozol
presentan diversidad en cuanto a su morfologia, aunque no es un criterio de
identificacion concluyente. Se ha descrito la tendencia polimorfica de las bacterias
lacticas de morfologia bacilar, ya que se presentan en formas que van desde
coco-bacilos distribuidos irregularmente a bacilos largos en cadenas (Parés vy
Juarez, 1997). Los Lactococcus presentan una morfologia basica tipica, células
ovoides que pueden estar solas, en pares o en cadenas y que pueden elongarse
en la direccion de la cadena, que no es suficiente para diferenciar a este género
de otros como Streptococcus o Enterococcus (Teuber, 1995). De hecho, la
elongacion de algunas de las células de Lactococcus en el plano de formacion de
la cadena (pareciendo coco-bacilos) provoca la clasificacion erronea de algunos

lactococos como lactobacilos (Stiles y Holzapfel, 1997).

Las cepas aisladas de la muestra B presentaron halos de hidrélisis en el
medio MRS-almidon de mayor diametro (2 - 18 mm) que los producidos por las
cepas de la muestra A (1 - 9 mm). Un gran nimero de cepas tuvieron halos de
hidrélisis de 7 mm de diametro y el diametro 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
diametros de halos de hidrélisis del almidén (18 mm) se observaron en cepas
aisladas a las 24 h en la muestra B. Se obtuvieron resultados similares para las

cepas de la muestra A.

51



Numero de cepas

Resultados I

Diametros de zonas claras de hidrdlisis en el medio MRS-almidén (mm)

Figura 3. Distribucion de los diametros de hidrélisis en el medio MRS-almidoén por

bacterias lacticas amiloliticas aisladas del pozol (muestra B).

Los halos de hidrolisis observados en el medio MRS-almidén fueron
similares (10 - 15 mm) a los reportados para cepas amiloliticas de Lactobacillus

fermentum, aisladas del ogi en el mismo medio de cultivo (Agati y col. 1998).

La alta concentracién inicial de BLA indica su importancia durante la
fermentacion del pozol, principalmente en las primeras 24 horas, cuando un alto
nimero de BLA presentan diametros de halos de hidrélisis en el rango de 7 - 18
mm. Esto sugiere que condiciones tales como valores iniciales de pH altos (7.4)
podrian haber favorecido el crecimiento de bacterias con mayor actividad
amilolitica. En contraste, el alto numero relativo de bacterias lacticas no
amiloliticas que se observé al final de la fermentacién se podria explicar por un
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uso eficiente de. ‘morio y - disacaridos presentes inicialmente en la masa a
concentraciones ‘bajas y a otros-aztcares disponibles a partir de la hidrolisis del

almidén por las'BL

: La presencia _d\ye,:;biacter@as lacticas con capacidad amilolitica ya se habia
reportédﬁ préViaﬁﬁeﬁfe eﬁ el pbzol. La mayoria de las bacterias lacticas aisladas
por Nuraida.y.col. (1995) hidrolizaron el almidén en cajas; Ampe y col. (1999)
sugiéreh uh papel importante de Lactobacillus fermentum con actividad amilolitica
en el pozol. Ben Omar y Ampe (2000) detectaron BLA aunque no recuperaron ni
identificaron alguna de las cepas. Sorpresivamente, estos autores reportaron
cuentas similares tanto de bacterias lacticas amiloliticas como de bacterias
ldcticas totales (mayores a 10 ° ufc/g a las 72 h de fermentacién), 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-almidon, sin considerar solo las que tengan
zonas claras de hidrolisis, puede dar resultados similares a la cuenta en placa en

MRS-glucosa.

Aungue existen diversos reportes de la presencia de bacterias lacticas
amiloliticas en alimentos fermentados, éste es el primer trabajo en el que se
realiza un conteo, purificacién y conservacién de ese grupo de microorganismos
durante toda la fermentacion, sin considerar sélo las mas amiloliticas, tal como ha

sucedido en dichos reportes.

Cuantificacion de grupos microbianos.
La fermentacion del pozol inici6 con una cuenta de enterobacterias de

1.3x10° ufc/g de masa seca, con una cuenta maxima de 5.1x108 ufc/g de masa
seca a las 24 h. Aunque la cuenta disminuyé durante el avance del proceso

fermentativo, no desaparecieron después de una semana de fermentacién,

3.3x10° ufc/g de masa seca (Figura 4).
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Durante toda la fermentacion se tuvieron cuentas altas de mesdfilos
aerobios. Inicialmente se detectoé una cuenta de 1._8x109ufc/g de masa seca y la

cuenté"'més alta se presenté a las 72 h, 2.5x101° ufc/g de masa seca (Figura 4).

La cuenta de mesodfilos aerobios amiloliticos fue aumentando con el avance de la
fermentacion, ya que al inicio se tuvo una cuenta de 1.6x10° ufc/g de masa seca y

a las 72 h aumento hasta 72.6x,1 09 ufc/g de masa seca (Figura 4).

La fermentamon del pozol inicié 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 6.1x10°

ufc/g de masa seca (Figura 4).

log ufc/g materia seca

[ S

40 50
10 Tienzmc;))o (horas) 30

—e— enterabacterias —a-— mesofilas aerobias —4— ma. amiloliticas

—o— levaduras —x— hongos

Figura 4. Cuantificacion de grupos microbianos durante la fermentacién del pozol.

Muestra A.

ToaS CON

5 FALLA DE ORIGEN




Resultados I

La cua’ntificacic')n ‘de/los‘ grupos microbianos presentes en la muestra A
mdlco que la fermentac:on del pozol se desarrollé de acuerdo con io reportado

prev:amente (Wache ,' 993 Nuraida y col. 1995; Ampe y col. 1999).

No fue po‘ ble realizar el conteo de hongos y levaduras amiloliticas, ya que

el crecnmlento d dlchos grupos se dio sin la presencia de halos de hidrolisis del
almldon y: commde con lo reportado por Ampe y col. (1999) en una muestra de
pozoI de 5 dias de fermentacion. Se ha reportado la capacidad de algunas
levaduras aisladas del pozol para hidrolizar el almidon tanto en medio sélido como
liguido (Nuraida y col. 1995) asi como de algunos hongos (Rivera, 2001). De los
mesodfilos aerobios, se evalud la actividad amilolitica de algunas cepas de Bacillus.
Se determind que Bacillus lentus es muy sensible a la acidez cuando crece en
cultivo mixto con Lactobacillus plantarum, reduciendo su actividad amilolitica y su
crecimiento (Rivera, 2001). Durante la fermentacién del pozol se da una reduccion
en los valores de pH, por lo que es muy posible que la actividad amilolitica sea
aportada basicamente por las bacterias lacticas, dada la incapacidad de otros

grupos para mantener su actividad amilolitica en las condiciones del medio.
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Conclusiones

- 'Los altos numeros de bacterias lacticas amiloliticas y su desarrollo
durante’ la fermentacion indican que son importantes para la

fermentacién del pozol.

- Las- bacterias -lacticas con la mayor actividad amilolitica (halos de
hidrolisis en cajas de medio MRS-almidén) proceden de las etapas

iniciales de la fermentacioén.

- Por las morfologias encontradas a lo largo de la fermentacion, parece
que la diversidad de las bacterias lacticas amiloliticas es amplia y no

predominan las formas bacilares.

56



Resultados IT

7.2 DETERMINACION DE LA DIVERSIDAD DE LAS BACTERIAS
LACTICAS AMILOLITICAS EN EL POZOL MEDIANTE UNA
APROXIMACION POLIFASICA.

Descripcion de la etapa.

Las bacterias lacticas amiloliticas son un grupo importante en la
fermentacion del pozol ya que se encuentran presentes en numeros altos
durante todo el proceso fermentativo. En el caso del pozol, como en el de otros
alimentos fermentados que sufren una fermentacién natural, es posible que la
accioén de las bacterias lacticas sobre el almidén no se deba a la presencia de
un solo tipo de bacterias sino a la intervencién conjunta de grupos diferentes. Se
determinan las diferencias entre las cepas aisladas de diferentes etapas de la
fermentacion. Se utilizara una aproximacion polifasica, que incluya el uso de

pruebas fenotipicas y genotipicas.

Objetivo:
- |dentificar a las cepas de bacterias lacticas con mayor capacidad

amilolitica mediante pruebas fenotipicas y genotipicas.
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Resultados y discusidn.

Se caracterizaron las 40 cepas mas amiloliticas (aquélias con diametros
de hidrélisis mayores a 9 mm) mediante una combinacidon de enfoques

fenotipicos y taxonomicos moleculares.

Evaluacion de la diversidad de las BLA mediante ribotipificacion y analisis
de la secuencia del rDNA 16S.

Del dendrograma de la ribotipificacion de las bacterias lacticas amiloliticas
se distinguieron dos grupos y dos lineas, las lineas son grupos con una cepa
(Figura 5). El grupo 1a incluyd 22 cepas (19 de la muestra B y 3 de la muestra
A) y emergieron a un nivel de similitud del 54%. El grupo 1b incluyo 1 cepa de la
muestra B y 13 cepas de la muestra A, mismas que emergieron con un nivel de
similitud del 54%. Una de las lineas (L.1), que emergié a un nivel de similitud del
32%, incluyé una cepa de la muestra A. Dos cepas de la muestra A emergieron
a un nivel de similitud del 49% (grupo 2) y una linea (L2) con una cepa de la

muestra A emergié a un nivel de similitud del 10%.

Se observé que mayoria de las cepas de la muestra B se agruparon en el
grupo 1a, mientras que en el grupo 1b se aglutinaron la mayor parte de las
cepas de la muestra A (Figura 5). El agrupamiento generado no esta
relacionado con el tiempo de fermentacién del cual se aislaron las cepas, sin
embargo, debe considerarse que la seleccién de cepas se realizé con base en la
capacidad amilolitica sin considerar el tiempo de fermentacién en el que se
aislaron, de ahi las diferencias en el nimero de cepas por etapa de

fermentacion.

Se ha demostrado que la ribotipificacion es un método general para el
analisis taxondmico de bacterias. Este método es una herramienta poderosa

para la identificacién de especies y también para distinguir entre subespecies o
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Similitud Cepa Patron de bandas de la ribotipificacion  Identidad de especies
(Anélisis de secuencias del TDNA16S)
10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

— 1l . ! ! ] ! { ! !
i I I ] ¥ 1 | i i i

15133
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15430
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15431
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25318
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a — 1m312
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AS56208
A56202
A45201
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Figura 5. Dendrograma de las 40 cepas de bacterias lacticas con mayor actividad amilolitica (muestras A [cepas marcadas con una “A”} y B [cepas que no tienen letra en su clave]) basado en la
ribotipificacion con EcoRl. El anélisis de similitud se realizé con el procedimiento de Link y col. (1995) y se construy6 el drbol usando e! 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 18S de Escherichia colj} y la identificacion de “d” se basé en
la secuencia casi completa (correspondiente a las posiciones 30 - 1521 del gen rRNA 16S de Escherichia coli). En paréntesis se indican los porcentajes de simifitud de las identificaciones por @
comparacion de secuencias del gen rRNA 16S. k
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biotipos. Hasta la fecha, la aplicacion de la ribotipificacion se ha extendido mas
alla de la diferenciacion de especies bacterianas de importancia médica y tiene
un.gran potencial para su uso en otras areas, incluyendo aquéllas de la industria

de alimentos y de los lacteos.

Schlegel y col. (2000) utilizaron la ribotipificacion en combinacién con
otros métodos moleculares y pruebas fenotipicas para la identificacion de 18
cepas aisladas de humanos y de alimentos, las cuales se caracterizaron como.
variantes atipicas manitol negativas de Strepfococcus bovis. El andlisis
comparativo de las secuencias del rRNA 18S demostré que estas cepas
representan a una especie nueva, Sfreptococcus infantarius (Bouvet y col.
1997). Los resultados de la ribotipificacién y de las pruebas de hibridacién
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 regién hipervariable V1 (posiciones
30-338 del gen rRNA 186S de Escherichia coli) de los genes rRNA 16S de cepas
de los principales grupos del dendrograma de la ribotipificacion (Figura 5). Las
cepas 15430, 25124, A56203 y A57103 del grupo 1a y las cepas A57206 vy
A12023, del grupo 1b 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. coli. Estas cepas de S. bovis fueron
las bacterias lacticas amiloliticas dominantes. La cepa A45201 (L1) mostro
100% de similitud con Streptococcus macedonicus y la cepa A45212 (grupo 2)
99% de similitud con Lactococcus lactis (L. lactis). La secuencia casi completa
(posiciones 30-1521 del gen rRNA 16S de Escherichia coli) de la cepa A36202
mostré 98% de similitud con Enterococcus sulfureus (E. sulfureus), Figura 5,

aunque aun 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). B

Eny' frébyaj;cfjs previoé ”('Ampe y col. 1999; Escalante y col. 2001; Nuraida y
col. 1995) ya se habia demostrado que las bacterias lacticas del pozol forman
un grupo heterogéneo, identificandose los géneros Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella. En este trabajo se demuestra la
importancia y la diversidad de las bacterias lacticas amiloliticas del pozol. Las
cepas aisladas pertenecen a géneros relacionados: Strepfococcus,
Enterococcus y Lactococcus, con S. bovis como la especie dominante durante la

fermentacion.

Se han aislado cepas amiloliticas de S. bovis del rumen de bovinos
(Cotta, 1988; Walker, 1965). Streptococcus suis fue detectado en el pozol por
Escalante y col. (2001). Previamente ya se habia detectado la presencia de S.
bovis en muestras de pozol mediante patrones generados en el DGGE y con
sondas moleculares (Ben Omar y Ampe, 2000), sin embargo, no se habia

logrado aislar al microorganismo.

S. bovis incluye cepas capaces de crecer en presencia de 6.5% de NaCl
y a pH 9.6 y algunas cepas son termodlricas (Hardie y Whiley, 1995).
Considerando estas caracteristicas, es posible que la coccion alcalina realizada
durante la elaboracion del nixtamal contribuya en la seleccién de este tipo de
bacterias. Sin embargo, no se esperaban altas frecuencias de sobrevivencia de
esta bacteria durante la fermentacion, pues se ha reportado que esta especie
inhibe rapidamente su crecimiento cuando el pH baja (Hardie y Whiley 1995).
Esto podria influir en la reduccién de la poblacién global de bacterias lacticas
amiloliticas al final de la fermentacion del pozol; sin embargo, las cepas que
pertenecen a la especie S. bovis se aislaron durante todo el proceso de

fermentacién, a pesar de la disminucion del pH a valores de 4.8 hasta 4.4. Estos
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res(Ultrardqsic:qn;t:r d'cgn' sglt‘ dors‘prerliminares (Ampe y col. 1999; Ben Omar y

que se mostré una banda intensa en el DGGE

oVis: durante 96 h de fermentacion, la cual ademas

determlna‘r Ia abundancna de especies y por una posible co-migracion del rDNA
163 :de espt—;mes diferentes (Ben Omar y Ampe 2000). Sin embargo, una
coh't‘::entra‘:cién alta de DNA no es contradictoria con las cuentas en placa bajas,
ya que la capacidad de crecimiento de las especies podria verse alterado por las
condiciones de pH generadas durante la fermentacion, produciéndose por
ejemplo, células viables pero no cultivables. Otra explicacion complementaria
para la sobrevivencia de S. bovis en la masa acidificada seria la presencia de
microambientes de pH mas alto (mantenidos después del tratamiento alcalino

del maiz).

Se encontraron otras tres especies de bacterias lacticas amiloliticas,
Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y Enterococcus sulfureus. Hasta
donde se sabe, este es el primer reporte de cepas amiloliticas de S.
macedonicus y de E. sulfureus. S. macedonicus se aislé de un queso griego
Kasseri (Tsakalidou y col. 1998) y ya se habia reportado la presencia de L. /actis
en el pozol (Ben Omar y Ampe, 2000; Escalante y col. 2001; Nuraida y col.
1995). De un producto tailandés, el plaa-som, se aisld una cepa de L. /actis
subsp. factis que fermenta el almidon (@stergaard y col. 1998), sin embargo, a
diferencia de la cepa aislada del pozol, ésta solo se aisld durante el primer dia
de fermentacion (Paladun-Miller y col. 1998). La mayoria de las bacterias
lacticas amiloliticas aisladas de alimentados fermentados de otros cereales o de
la yuca pertenecen al género Lactobacillus {Agati y col. 1998; Johansson y col.
1995; Sanni y col. 2002). En comparacion con los alimentos fermentados
africanos que se preparan con cereales, pareciera que el pozol es un

ecosistema alimenticio en el que se desarrollan otros tipos de bacterias lacticas
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amiloliticas.  La ausencia de Laclfobacillus entre las bacterias lacticas mas
amiloliticas en el pozol podria estar relacionado con las condiciones impuestas
por el proceso (la coccion alcalina) o a que su actividad amilolitica sea mas baja

en estas condiciones.

Se ha utilizado con éxito el analisis de las secuencias del rDNA 16S en
combinacién con otras herramientas moleculares o taxondmicas para identificar
cepas,dell género Streptococcus y para ayudar a esclarecer la taxonomia del
grupvd_f‘Sx. ‘bovis, cuya diversidad genética y bioquimica 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 analisis
de las secuencias del rDNA 16S para diferenciar un conjunto de cepas clinicas
de S. bovis aisladas de hombres adultos; demostraron que las cepas analizadas
son distintas a las cepas tipo de S. bovis, S. gallolyticus y S. infantarius y que

pertenecen a variedades nuevas de S. bovis.

La interpretacion 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 ultimo se ha observado para miembros del geénero Streptococcus,
principalmente Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis y Streptococcus
oralis (Kawamura y col. 1895). Las secuencias del rDNA 16S de las cepas tipo
del grupo de S. bovis (S. bovis, S. caprinus, S. equinus, S. gallolyticus, S.
infantarius y S. macedonicus) muestran un porcentaje de identidad en el rango
del 97.1 (por ejemplo para S. equinus y S. gallolyticus, y S. gallolyticus 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 superdxido dismutasa dependiente de
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manganeso (Mn SOD) cumple con este requisito (Poyart y col. 2002). A pesar
de Ias Ilmltamones el analisis de las secuencias del gen rRNA 16S es de gran

para la taxonomia bacteriana moderna y la base de datos de las

secuencuas de este gen es la mas completa que existe (Larsen y col. 1993).

"Poyart y col, (2002) realizaron un analisis taxondémico del grupo de S.
boi/rlr's',ﬁhiéd'iaﬁ'ntér el anaI|S|s de secuencias del gen sodA y demostraron la utilidad
de la base de datos basada en este gen para la identificacion de cepas del
complejd S. bovis - S. equinus. Mediante estudios filogenéticos de las
secuencias de los genes sodA y experimentos de hibridacion DNA:DNA se
reconocieron dos especies nuevas dentro del género Streptococcus, para las
cuales se propusieron los nombres Strepfococcus lutetiensis (antes S.
infantarius subsp. coli) y Streptococcus pasteurianus (antes S. bovis biotipo 112).
Esta misma metodologia podria utilizarse para ayudar a determinar la identidad

de las cepas de S. bovis aisladas de pozol.

Caracterizacion de cepas por métodos fenotipicos.
Determinacidon de la via metabdlica.

Mediante el uso de una técnica de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) se determiné que todas las cepas eran homofermentativas.
Las cepas solo produjeron acido lactico a partir de glucosa, en concentraciones
promedio de 50 - 60 mM, excepto la cepa A36202 cuya concentracion de acido

lactico en el cultivo fue de 25 mM.

La mayoria de las bacterias lacticas amiloliticas aisladas de alimentos
fermentados son homoléacticas, como L. manihotivorans (Morlon-Guyot y col.
1998) o heterolacticas facultativas, tales como L. plantarum (Olympia y col.
1995). También hay reportes sobre el aislamiento de bacterias lacticas
amiloliticas  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 Lactobacillus fermentum aislada de masas fermentadas de maiz, mawe

y ogi (Agati y col. 1998).

identificacidon bioquimica de BLA.

A partir del sistema APl 50 CH se determind que todas las cepas de
bacterias lacticas amiloliticas aisladas del pozol fueron capaces de fermentar
sacarosa, maltosa, glucosa, fructosa y almidon, los cuales corresponden a los
principales carbohidratos del maiz (Boyer y col. 1987), reflejando una
adaptacidon a su habitat. Ademas, todas las cepas (excepto la A36202) fueron
capaces de fermentar rafinosa, un o-galactdsido 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

glucégeno también fueron fermentados por todas las cepas.

Ninguna de las cepas produjo acido a partir de eritritol, D-arabinosa, L-
arabinosa, D-xilosa, adonitol, p-metil-xildsido, L-sorbosa, ramnosa, dulcitol,
inositol, manitol, sorbitol, a-metil-D-manésido, 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 produccidn de acido fue variable a partir
de dlicerol, ribosa, galactosa, a-metil-D-glucésido, N-acetil-glucosamina,
amigdalina, arbutina, celobiosa, melibiosa, trehalosa, D-rafinosa, p-gentobiosa y
D-turanosa (Tabla 3). La mayoria de las cepas de los grupos 1a y 1b de la
ribotipificacién (Figura 5) compartieron el mismo perfil bioquimico, con Ia
excepcién de la fermentacion de trehalosa, la cual fue negativa para la mayoria
de las cepas del grupo 1a y positiva para la mayoria de cepas del grupo 1b. En
comparacién con los grupos 1a y 1b, las cepas del grupo 2 y de ambas lineas
mostraron variaciones en la fermentacién de o-metil-D-glucésido, amigdalina,
arbutina, celobiosa, D-turanosa, melibiosa, glicerol, 3-gentobiosa, galactosa y D-

rafinosa. De acuerdo con los perfiles APl 50 CH, el programa APILAB Plus
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Tabla 3. Perfiles de fermentacion de carbohidratos de las bacterias lacticas amiloliticas del pozol * (muestras A y B).

Nimero de
Cepa GLY RIB GAL MDG NAG AMY 'ARB . CEL' - 'MEL . -TRE = RAF GEN TUR grupo ®
15133 - - + - + - - T S e + - - 1a
15136 - - + - + - - - 4 < + - - 1a
15430 - - + - + - - e+ - + - 1a
15220 - - + - + - - + + + - + 1a
15431 - - + - + - + + - + - - 1a
A46116 - - + - + . - g + +, + . . 1a
25245 - - + - + - - e + - + . . 1a
25318 - - + - + - - + + - + - - 1a
25109 - - + - + - - - + . + - - 1a
15124 . . + - + - - - + - + - - 1a
25113 - - + - + . . . + . . A R b
25148 - - + - + - - - + - + - - 1a
25139 - - + - + - - - + - + - - 1a
25233 - - + - + - - - + - + - - 1a
25421 - - + - + - - - + - + - - 1a
25137 - - + - + - - - + - + - - 1a
15125 - - + - + - . - + R + . . 1a
15414 - - + - + < - + + - + - - 1a
25124 - - + - + - - - + - + - - 12
15312 - - + - + - - + + - + - - 1a
A56203 + - - - + - + + + - + + - ta
A57103 - -+ - + + + + + - + + - 1a
A57206 - - + - + - - - + - * - - b
A45208 - - + - - - - - + + + - . 1
A37103 - - + - + - - - + + + . ) 1b
A37202 - - + - + - - - + + + - - 1b
A3B111 - - + - + - - - + + + - - 1b
A12203 - - + - + - + + + - + + . 16
AS56101 - - + + + + - - + + + - b
A56201 - e + : - - + + + - - ‘1
15319 - - + - + - - + + - s N “1b
A46112 . + + - + + + + + + + + - 1b.
A46113 - - e + - - - + N a _ ) b
A47212 - - + i . : B R . . + R _ 1b
A56208 - - + - + - . - + o . ) k e
A56202 - - + + + - - - + + + + . 1
1 A45201 - - + + £ + + + + + + ¥ N X}
A45226 - - + + + - - + + T T . P 2
TA45212 - - + + + - - - - * + - + 2

A36202 + - - - + + + + - + - + - L2

2 (+), el carbohidrato se fermentd; (-}, no se fermenté el carbohidrato. Abreviaciones
NAG, N-acetil-glucosamina; AMY, amigdalina; ARB, arbutina, CEL, celobiosa; MEL, melibiosa; TRE, trealosa; RAF, D-rafinosa; GEN, p-gentobiosa;
TUR, D-turanosa. ® Los nimeros de grupo corresponden a los de [a ribotipificacion (Figura 5).

©)

- GLY, glicerol; RIB

, fibosa; GAL, galactosa, MDG, a-metil-D-glucésido,



Resultados IT

ndentlftco a todas Ias cepas como. Lactobacﬂlus 'cr/s atus» sm embargo, solo el
7.5% de Ios D3 ' ! :

dudosas

tes y el resto fueron

%ld
Streptococcus equmus -con 85.7 'y 45.9 %id, respectlvamente En el caso de las
cepas 15430, 25124“A56203 A57206 A57103 y A12203, las cuales tuvieron
alta homologia en Ia secuenma del rDNA 16S con S. bovis, las galerias API120

respectlvamente Las

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 identificacion no valida para la cepa A36202. Desde el principio
de los afos 80's se ha evidenciado la diversidad bioquimica 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 | incluye a las cepas manitol-positivas, mientras que el biotipo Il
considera a las cepas manitol-negativas. Las cepas del biotipo 11 fermentan
almidon, melibiosa y glucogeno pero no trehalosa; no producen f-glucuronidasa
o B-galactosidasa. Las cepas del biotipo li2 fermentan trehalosa pero no almidén
ni glucégeno; producen B-glucuronidasa y pB-galactosidasa (Schlegel y col.
2000). Esta terminologia se ha utilizado comunmente para la identificacion de
cepas clinicas y en ella se basa la identificacion con el APl 20 STREP. La
caracterizacion fenotipica del grupo de S. bovis ha sido utilizada por diversos
autores, incluyendo el uso de sistemas comerciales como el APl 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 descrlto las limitaciones del uso de S|stemas comercuales para fa

|dent|f|caC|on de cepas aisladas de amblentes "q studiado

portado Ias deﬂmencnas de los'

snstemas comerCIaIes dlsponlbles para a_ dent:fcacnon de especces cllmcas

|mportantes del genero Enterococcus (lwen y col 1996)
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Conclusiones

- Del dendrograma de la ribotipificaciéon y del perfil de f entacuon :’;‘de"'

to. de Ias cepas de bactenas lactlcas amllolltlcas ortemdo del'
anaI|S|s de,los perﬂles de la ribotipificacion no esta relamonado con el tlempo de

fermentamon pero si con la muestra de la cual se aislaron.

- Streptococcus bovis es la especie dominante entre las cepas de bacterias
lactlcas amllolltlcas del pozol, aunque también se identificaron otras especies

como Streptococcus macedon/cus Lactococcus lactis y Enterococcus sulfureus.

- No-fUé *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 analisis de los
patrones de proteinas totales o la comparacion de secuencias de otros genes

como el de la superoxido dismutasa y el rpoB.

- El sistema API 50 CH no fue suficiente para la identificacion de las bacterias
lacticas amiloliticas del pozol aunque coinciden los perfiles de fermentacién de
carbohidratos de las cepas de cada grupo de ribotipificacién. Con las galerias
APl 20 STREP se obtuvieron buenas identificaciones para la mayoria de las

cepas que tuvieron alta similitud en la secuencia del rRNA 16S con S. bovis.
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7.3 CARACTERIZACION DE LAS AMILASAS.

Descripcion de la etapa.

Las bacterias lacticas amiloliticas son importantes en la fermentacion del
pozol. Existe diversidad entre las cepas de bacterias lacticas amiloliticas y
pertenecen a los géneros Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus, siendo S.
bovis la especie dominante. -

En comparac'iérn' cgn los alimentos fermentados africanos que se preparan
con. c,ereaﬁlek's, én los que ias bacterias lacticas amiloliticas pertenecen al género
Lactobaci//ué, pérece que en el pozol se desarrollan otros tipos de bacterias. Las
diferencias entre las especies de bacterias lacticas amiloliticas encontradas en el
pozol podrian estar relacionadas con las condiciones del proceso (ejemplo: la
coccion alcalina). Este mismo proceso podria influir en las caracteristicas de las
amilasas de las bacterias lacticas del pozol de tal forma que las amilasas
producidas por estas bacterias sean diferentes a las reportadas previamente.

Mediante el estudio de las propiedades bioquimicas de las amilasas
producidas por las bacterias lacticas del pozol se determinara su importancia en la
fermentacion. Es de particular interés determinar si dichas enzimas se mantienen

activas a lo largo de la fermentacion, cuando el pH baja.

Objetivos:

- Determinar la actividad amilolitica de las cepas de bacterias lacticas con mayor
capacidad amilolitica del pozol.

- Describir las propiedades generales de las amilasas producidas por tres
especies de bacterias lacticas del pozol (S. bovis cepa 25124, L. lactis cepa
A45212 y E. sulfureus cepa A36202).

70



Resultados III

Resultados y discusién.

Determinacion de la actividad amilolitica extracelular y asociada a las células

en las cepas de bacterias lacticas con mayor actividad amilolitica.

a) Actividad amilolitica extracelular.

No se detectd actividad amilolitica en los sobrenadantes de los cultivos
MRS-almidén de algunas de las cepas mas amiloliticas (A57206, A36202,
A56203, A12203, A57103, 25124, A45212, 15430, 25318, A46116, A46112,
A45201, A45208, A36111 y A45226) cuando se utilizd la técnica del kcomp‘lejo
almidon-yodo. Tampoco se detectd actividad amilolitica extracelular en los cultivos
de las cepas: A57206, A36202, A56203, A12203, A57103, 25124, A45212 y 15430

con la metodologia de reductores con DNS.

b) Actividad amilolitica asociada a las células.

La actividad amilolitica asociada a las células de las cepas 25124, A36202 y
A45212 fue de 1.1, 0.07 y 1.7 U/ml, respectivamente cuando se uso la técnica de
reductores con DNS. Usando el método de extincion del complejo almidén-yodo,
se determin‘("’)" lé actividad amilolitica de cinco cepas: 15430, A57206, A46112,
A45212y. A36202 No se detectd actividad amilolitica a 55°C ni a 45°C cuando el
’y.'A 45°C y pH 7.0 tres cepas tuvieron actividad: 15430 (1.36 U/ml),

A36202 (0.42U/ml) y la A45212 (0.28 U/ml).

La mayoria de las bacterias lacticas aisladas de alimentos fermentados,
principalmente del género Lactobacillus, liberan las amilasas que producen al
medio de crecimiento (Olympia y col. 1995; Giraud y col. 1991), mientras que
otras, como Lactobacillus 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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Caracterizacion 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. laclis cepa
A45212 y E. sulfureus cepa A36202.

Amilasa de Streptococcus bovis cepa 25124,
a) Actividad amilolitica asociada a las células. , I
La actividad amilolitica asociada a las células fue de 0.06 U/mg células
cuando se evalué con el método de extincion del complejo almidén-yodo y. de
0.125 U/mg células cuando se utilizé el método de reductores con DNS. El hecho
de que S. bovis cepa 25124 sélo presente actividad amilolitica asociada a la célula
la hace diferente a otras cepas de la misma especie aisladas de habitats
diferéhte’s al pozol. Las cepas de S. bovis (148 y JB1) aisladas del rumen
prodlﬁi‘c':en amilasas intra y extracelulares. Los primeros estudios con la cepa 148
se dirigieron a la amilasa extracelular y se desconocia la presencia de la amilasa
intracelular. Se determin que la distribucién celular de la enzima depende del
sustrato en el que crece. Cuando crece en un medio que contiene almiddn,
aproximadamente el 80% de la actividad amilolitica total esta asociada a la célula,
mientras que cuando crece en presencia de maltosa, mas del 90% de la actividad

amilolitica total se encuentra en el medio de cultivo (Satoh y col. 1993;1997).

b) Rompimiento celular y liberacion de la enzima.

Una vez que se determino que la actividad de |la cepa estaba asociada a la
célula, se probaron diferentes metodologias (fisicas y quimicas, asi como
combinaciones de ellas) para romper las células y liberar a la enzima.

El uso de la sonda de ultrasonido facilito la liberaciéon 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 i6nico. La mayor actividad del extracto
celular (73 U/ml) se dio en cultivos MRS-almiddon de 250 ml cuyas células se

trataron con lisozima. Dada la alta concentracion de enzima en el extracto, se
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conSIdero a esta metodologla como Ia mas eficiente para la extraccion de la
enznma y- se contmuo utlllzando posterlormente (Ver Materiales y Métodos). Este
tratamlento favoremo la_extraccion de la amilasa, pero no indica la localizacién de

la enzima.

c) Efecto del pH y de la temperatura en la actividad amilolitica de la enzima.
Para estudiar el efecto combinado de la influencia del pH y de la
temperatura en la actividad amilolitica del extracto celular de S. bovis cepa 25124
se utilizé un disefio 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 - 40°C (Figura
6). Esto coincide con los parametros de-mayor actividad amilolitica de la amilasa
mtracelular de!,S bows 148 pH. 6.5y 40°C (Satoh y col. 1997). La amilasa
de S. ‘ ,‘asbl como las producidas por aIgunas
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Figura 6. Actividad amilolitica de la amilasa de S. bovis cepa 25124 en funcién del

pH y de la temperatura.
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La mayor establlldad de Ia amllasa dey S bows cepa 25124 se observo

~'6 la actnvudad
1 lncubada a4°C. A
n osextractos incubados a

cuando se ‘ncubo‘ 453En el intervalo de valores

cubada a 30°C fue menor
rhayor actividad reS|duaI
dos a 4 C, mientras: que a pH 8. Ias actividades residuales

fueron S|m| 'a_témperaturas (Flgura 7).
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Figura 7. Estabilidad al pH de la amilasa de S. bovis cepa 25124, después de 25 h
de incubacién a 30°C (A)y a 4°C (A).

La mayor parte de la actividad amilolitica del extracto celular de S. bovis
cepa 25124 se mantuvo a temperaturas menores de 45°C cuando se incubo por
10 minutos. A medida que las temperaturas de incubacion se incrementaron se
observé una reduccion en la actividad de la enzima, la cual fue mas marcada en

ausencia de almidén. A 60°C, la enzima perdié la actividad (Figura 8).
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Figura 8. Estabilidad a la temperatura de la amilasa de S. bovis cepa 25124, (60
minutos:; M, sin almidén; O, con almiddn; 10 minutos: A, con almidon; A; sin

almidon).

La amilasa de esta cepa fue sensible a temperaturas mayores a los 30°C
cuando se incubé por 1 hora, perdiendo aproximadamente el 70% de su actividad
a 45°C en ausencia de almidén, mientras que la estabilidad térmica fue mas alta
en presencia de almidon. Después de que la enzima se incubd por una hora a
50°C perdio 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 50°C (Freer,

1993).

d) Estimacion 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
lacticas. Estos resultados se obtuvieron cuando la separacion electroforética se
realizo tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes. Se han reportado
amilasas de alto peso molecular como la de una cepa de Lactobacillus plantarum
cuyo peso es de 230 kDa (Olympia y col. 1995) y la amilasa de Lactobacillus
amylovorus con 105 kDa (Nakamura, 1981). Rodriguez-Sanoja y ©ol. (2000)

demostraron que el papel de las secuencias repetidas en el extremo carboxilo de
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la amilasa de Lactobacillus amylovorus es el de unirse al almidén 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. Coloracion de proteinas totales Gel 2. Deteccién de actividad amilolitica
[} 2 3 4 5 o 7 8 9 10

PM
kDa

250 -»

L0

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
de extractos celulares de S. bovis cepa 25124, Gel 1: La tincién de las proteinas
se realizd 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 amilolitica asociada a las células.

La actividad amilolitica asociada a las células fue de 0.04 U/mg células con
el método de extincion del complejo almidén-yodo y de 0.19 U/mg células cuando

se utilizd 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 6ptimos de la amilasa de L. lactis A45212 fueron 6 y
30°C, respectivamente (Figura 10). La ley de Arrhenius se siguié entre los 10 y
30°C vy la energia de activacion de la enzima fue de 16.1 Kcal/mol y de 67.43
KJ/mol. A temperaturas mayores a 37°C se observo una reduccién muy marcada

en la actividad.
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Figura 10. Efecto \dél pH y de la temperatura en la actividad de la amilasa de L.
lactis cepa A45212.

~La’
el rar‘jgd »I‘ofés;de pH entre 5 y 9 a 4°C y la enzima se inactivd a pH 4.0
(Figuré, 11 30°C, se observd una mayor inestabilidad de la enzima a valores
écido‘_s_:"d \ ésta temperatura, la maxima estabilidad se observé a pH 8.0. La
amilaé'a; stable en valores de pH alcalinos (6.5-9.0) en ambas temperaturas

de mcubamon‘ (Figura 11 B).
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Figura 11. Estabilidad a la temperatura y al pH de la amilasa de L. /actis cepa A45212. A:
temperatura (60 minutos: M, sin almiddn; [J, con almidén; 10 minutos: A, sin almidén; A,
con almidon). B: pH, después de 25 h de incubacion a 30°C (A) y a 4°C (A).
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No se observo perd" a de actlwda amllolltlca entre 15 y 25°C después de
Nt o'mo en ausencia de almidon. Se

60 minutos: de nct
: an_do la-enzima se incubd entre

1A).

observo U
30 yf4Q°C,

olo” por 10 minutos, la mayor actividad
,35°C‘”’c':on y sin almidén (Figura 1'1.'A)'"A" b
_ »,una reduccion en la- actividad de la enzima y. se
3 determlno :que Ia presenc;a de almidon favorecié la conservacion de mayor
actwndad amllolltlca gue en ausencia del mismo. A los 55°C ya no se detecto

actividad residual.

Las amilasas de S. bovis cepa 25124 y L. “/actis;cﬁepa A45‘2}12f~.tiéﬁen
estabilidad muy baja a valores de pH menores de 5.0. La estabilidad a valbores
bajos de pH se incrementé ligeramente en presencia de almidén, sugiriendo que el
alto contenido de almidon en el pozol podria tener un papel protector. Es
interesante observar que las amilasas de ambas cepas estan bien adaptadas a las
condiciones de pH inicial que imperan en el nixtamal debido a la coccién alcalina,
pero su inestabilidad a valores bajos de pH probablemente limitarian su accion

durante el desarrollo de la fermentacion.

Aungque existen algunos reportes de las condiciones éptimas de pH vy
temperatura para las amilasas de bacterias lacticas, no en todos los casos se
reportan pruebas de estabilidad. El hecho de que algunas amilasas de bacterias
tacticas presenten un pH optimo en el rango acido no significa que sean estables a
una incubacion prolongada en esas condiciones. La amilasa de L. manihotivorans
tuvo un pH éptimo de 5.5 pero no fue resistente a una incubacién prolongada a pH

acido (Aguilar y col. 2000).

Algunas amilasas de bacterias lacticas aisladas tanto de alimentos

fermentados como de otros sustratos mostraron un comportamiento de estabilidad
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al pH SImllar a las amllasas de Ias cepas estudladas en este trabajo Las amilasas
39 (a:slada de desperducuos vegetales), L.

man/hot/vorans (alslada de _harina dek yuca fermentada) Leuconostoc (aislada de
pescado fermentado Vcon cereales) .'f'ueron estables en un rango neutro de valores
de pH pero mestablés ‘en condlcmnes acidas o alcalinas (Sen y Chakrabarty, 1986;
Agu1lar y col 2000 » Lindgren: yRefal 1984). A diferencia de las amilasas de las
te“' las amilasas de la especie L. plantarum aislada

especues '
‘e a yuca fermentada (cepa AB) fueron estables en el rango de

valores de‘pH 3 5 a 5 3 (Olympia y col.1995; Giraud y col. 1893).

En cuanto a la termoestabilidad, las amilasas de las cepas del pozol se
inacti\/aron'répidamente a temperaturas mayores a 40°C tal como se reportd 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 ultima especie tuvo
una temperatu‘ra optima mayor (55°C) a la que presentaron las amilasas
estudiadas_ ‘(3i0 - 37°C) pero mostraron la misma sensibilidad cuando se incubaron
por tienﬁp‘os“ prolongados a su temperatura 6ptima o mayores (Aguilar y col. 2000).
En contraste la amilasa de L. amylovorus fue estable a mayores temperaturas
(Rodriguez-SanOJa y col. 2000). La amilasa de Lactobacillus cellobiosus se
inactivo a temperaturas mayores que las de las amilasas de las cepas evaluadas,
90°C (Sen y Chakrabarty, 1984).

No es posible comparar todos los estudios sobre termoestabilidad de
amilasas, ya que en muchos de ellos la incubacién de la enzima se realizé en
periodos muy cortos de tiempo o en condiciones diferentes. También existen
algunos factores que pueden afectar ia termoestabilidad, tal es el caso de la
pureza del preparado, asi como la presencia de caicio (estabilizante y activador),
del sustrato y de otros estabilizantes (Vihinen y Mantsala, 1989).
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c) Estimacion 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. Tincion de proteinas totales Gel 2. Deteccion de actividad amilolitica

kDa

50

Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
de extractos celulares de L. /actis cepa A45212. Gel 1: La tincién de las proteinas
se realiz6 con nitrato de plata. Carril 2, marcador de peso molecular; carriles 1y 3,
extracto celular de L. lactis cepa A45212. Gel 2: Zimograma. Carriles 4 y 7,

extracto celular de L. /actis cepa A45212.

Amilasa de E. sulfureus cepa A36202.
a)Actividad amilolitica asociada a las células.

La actividad amilolitica asociada a las células de E. sulfureus cepa A36202
fue de 0.048 U/mg células cuando se utilizo el método de extincion del complejo
almidén-yodo y de 0.008 U/mg células cuando se utilizd el método de reductores
con DNS.

fo———
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b) Efecto dglw-pH yde la temperatura en la actividad de la enzima.

100 - 100
[\ ©
5 80 5 80
g £
- 80 Loeo
] 3
2 40 = 40
(3] o
< 20 < 20
o] 0 : :
3 4 5 6 7 8 9 10 0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura 13. Efecto de! pH y de la temperatura en la actividad de la amilasa de E.

sulfureus cepa A36202.

E. sulfureus cepa A36202 perdié la actividad amilolitica después de
almacenarse a —70°C, por lo que no fue posible estimar el peso molecular de su
amilasa ni realizar pruebas de estabilidad al pH y a la temperatura.

L.a pérdida de la actividad amilolitica en esa cepa podria indicar que el gen
correspondiente se encuentra en un plasmido. Olimpia y col. (1995) sugieren que
un plasmido de 33-kb contiene un gen necesario para la sintesis de la amilasa
producida por Lactobacillus plantarum cepa L-137. Se ha demostrado que L.
manihotivorans pierde su actividad amilolitica irreversiblemente y se han aislado
algunas variantes que carecen de actividad-amilolitica (Morlon-Guyot y col. 2001).
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Productos de hidrdlisis del almidén.
Se cuantifico la concentracion de almidon presente antes y después de16 h

de hidrélisiis;pdr}ilas,amilasas a evaluarse. En todos los casos se partié de una
concentrac’iéh inicial de almidon de 10 g/L y después de la hidrélisis se detectaron
concentracj’:i_ohesy muy bajas de sustrato sin hidrolizar (menores a 2 g/L).
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Figura 14. Productos de hidrélisis de! almiddn por la amilasa de L. /actis cepa

A45212. La separacion se realizé por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La amilasa de S. bovis cepa 25124 y L. lactis cepa A45212 produjeron
desde glucosa hasta maltooctaosa y maltodextrinas. Los principales productos de

la hidrdlisis del almidén por la amilasa de L. /actis cepa A45212 fueron maltosa,

maltotriosa, maltotetraosa y maltopentacsa (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 hidrolisis del almidon por la amilasa de S. bovis cepa

25124, La separacion se realizd por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Con las condiciones cromatograficas utilizadas no se lograron separar
componentes mayores a 10 unidades de glucosa (maltodecaosa) y es posible que
la amilasa haya producido fragmentos de mayor tamafio, dado el escaso almidén
residual detectado después de la hidrélisis y que las concentraciones de los
oligosacaridos con cadenas menores a 10 unidades de glucosa no fueron muy
altas (la suma de dichas concentraciones no corresponde a la cantidad inicial de
almidén). El perfil de compuestos generados durante la hidrolisis del almidén por
la amilasa de L. lactis cepa A45212 fue diferente al obtenido para la amilasa de S.

bovis cepa 25124.

Se han evaluado los productos de hidroélisis del almidén 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 produccion de glucosa, maltosa, maltotriosa y
maltotetraosa (Cotta, 1988; Satoh y col. 19'9'7)', mientras que con la amilasa

~_intracelular se produjo principalmente maltotriosa (Satoh y col. 1997). En el perfil

de oligosacaridos para la amilasa de la S. bovis Cepa 25124 también se detectaron
los productos ya descritos, aunque por su concentracién sobresalieron los de

mayor tamafo.

Aunque ya se ha descrito la capacidad de algunas cepas de Lactfococcus
lactis para hidrolizar el almidon (@stergaard y col. 1998), hasta la fecha no hay una
descripcion de sus amilasas y se desconoce el perfil de productos de la hidrélisis
del almidon. Las amilasas de otras bacterias lacticas 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 incubacién 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 hidrélisis (Sen y Chakrabarty, 1984). La
amilasa de Lacfobacillus plantarum L-137 produjo principalmente maltotriosa,
maitotetraosa y maitopentaosa después de 1 h de incubacion a 37°C y pH 4.5,
este mismo perfil se observo después de 24 h de hidrolisis (Olympia y col. 1995).

El patrén de accion de una a-amilasa es caracteristico del origen de la
enzima y de las condiciones experimentales bajo las que se realiz6 la hidrolisis.
Algunas de las condiciones que afectan el patrén de rompimiento son: estructura y
longitud de la cadena del sustrato, temperatura, pH y ciertos aditivos (Pandey y
col. 2000). También se tendria que considerar la forma en que se analizaron y
cuantificaron los productos de la hidrolisis, por ejemplo si se utilizo cromatografia
en capa fina o cromatografia de liquidos de alta resolucion. En esta ultima, el tipo
de separacioén utilizada (fase reversa o de intercambio i6nico) puede influir en la

deteccidon de compuestos en concentracion baja.
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El consumo: de Ios maltoollgosacandos producidos por las amilasas de las
bactenas Iactlcas del pozol tales como S. bovis cepa 25124 y L. lactis cepa
A45212 depender_ _ad'de las bacterias lacticas para transportarlos.

EXISten poc

ransporte de maltooligosacaridos y de dextrinas
por bacterla oria de los reportes se estudia el transporte de
mono- - y dlsac rld : Sﬁﬁo la glucosa y la lactosa, respectivamente,
meduante el S|stema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). S.
mutans. que posee una a-amilasa intracelular, puede introducir dextrinas limite al
interior de la célula mediante el sistema de transporte de metabolismo mliltiple de
carbohidratos (Simpson y Russell, 1998). El operon de ese sistema (msm), que no
es. un sistema de transporte de azucares PTS, es el responsable del transporte y
metabolismo de azucares como la melibiosa, rafinosa e isomaltosacaridos. Del
operon msm de S. mutans se identificaron y secuenciaron ccho genes. Dentro de
las proteinas correspondientes a los genes de este operon se incluyen una o-
galactosidasa, una proteina de union a carbohidrato, dos proteinas de membrana,
una sacarosa-fosforilasa, una proteina de unién al ATP y una dextrana-
glucosidasa. Parece que estos genes estan bajo control de un regulador positivo
(msmR) y tienen un alto grado de homologia con los componentes de unién
periplasmica de los sistemas de transporte dependiente de proteina de las
bacterias Gram-negativas (Tao y col. 1993). E. coli produce una o-amilasa
citoplasmatica que hidroliza los maltooligosacéridos 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 mas de 6 unidades de
glucosa) que entran al periplasma mediante la maltoporina de membrana externa
LamB pueden ser hidrolizadas por una a-amilasa periplasmica producida por E.

coli (Raha y col. 1992).
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Conclusiones

La. actwndad de las cepas de bacterias lacticas mas. amiloliticas aisladas del

pozol se encuentra asomad a Ias ceIulas No se detecto actividad extracelular.

de’las ami[ésas producidas por S bovis cepa 25124, L.
lact, 12 y,,‘E:"js:ulfL}reus cepa A36202 se presenta en valores de pH
Céréénos-a Ia,héui}élidad Estas amilasas son estables en condiciones de pH
aIto e: ‘inestables a valores bajos de pH. Estos resultados sugieren que la
act|V|dad de estas enzimas seria mayor al inicio de la fermentacion del pozol
cuando los valores de pH se aproximan a la neutralidad y se reduciria a

medida que la fermentacién avance cuando los valores de pH sean mas bajos.

Las amilasas de S bovis cepa 25124, L. Iéétis cepa A45212 y E. sulfureus cepa
A36202 tienen mayor actividad amilolitica en el rango de temperatura de 30 a
37°C, lo que coincide con las condiciones de incubacion del pozol en
Villahermosa, Tabasco. Estas enzimas se mantienen estables a temperatura
ambiente y pierden rapidamente su estabilidad a temperaturas mayores a los
40°C.

Las amilasas producidas por las cepas S bovis cepa 25124 y L. lactlis cepa
A45212 son de alto peso molecular. El peso molecular de la amilasa producida
por S. bovis cepa 25124 es el mas 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 hidrdlisis del almidon generado por las amilasas de
las cepas S bovis cepa 25124 y L. lactis cepa A45212 indica que se trata de
amilasas del tipo endo o a-amilasas. Los maltooligosacaridos liberados por
estas amilasas podrian ser utilizados por otras bacterias lacticas no amiloliticas

presentes durante la fermentacion del pozol.
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7.4 FERMENTACION DEL ALMIDON POR S. bovis CEPA 25124,

Descripcion de la etapa.
La investigacion sobre la fisiologia de bacterias lacticas de origen no

lacteo y particularmente los miembros del grupo amilolitico, es necesaria para
determinar su relevancia ecoldgica en fermentaciones naturales, para el
desarrollo de nuevos procesos y para mejorar los criterios existentes, con una
base mas :réciiqhél,'para la seleccion de cultivos iniciadores especificos.

Se h\é;nwfeélizado estudios sobre la fermentacién del almidén de bacterias
Iéctiéiasfta'i:és como L. manihotivorans (Guyot y Morlon-Guyot, 2001), L.
p/an{arum AB (Guyot y col. 2000) y L. fermentum (Calderén y col. 2001; 2003A;
2003B), aisladas de fermentaciones naturales de yuca y de maiz. Algunos
repoﬂes han descrito aplicaciones posibles de las bacterias lacticas amiloliticas,
tales como la produccion de acido lactico a partir de almidon crudo por
Lactobacillus amylophilus y Lactobacillus amylovorus (Zhang y Cheyran, 1991;
Mercier y col. 1992; Yumoto e lkeda, 1995; Xiaodong y col. 1997).

En cambio, no existe mucha informacion sobre los parametros cinéticos
de fermentacion del almidén por cepas de S. bovis. El estudio de la fermentacién
del almidon en medio liquido (MRS-almidon) por una cepa de la especie
dominante (S. bovis) en la fermentacion del pozol, determinara ias condiciones
bajo las cuales esta cepa crece en presencia del almidén soluble y la forma en

que su amilasa lo hidroliza.

Objetivo:
- Determinar los parametros cinéticos de fermentacion del almidén soluble

de una cepa de la especie dominante (Streptococcus bovis).
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Resultados y discusion.

Sev—_éstﬂuld;iéy Ia fermentacion del almidon por una cepa de la especie
dominante (S ‘bovis: c'epa 25124) en el medio MRS-almidon. Después de una
(Flgura 16 A) las concentraciones de biomasa y de acido

fase Iag de 1 5
laCtICO se' mcrementaron co'n‘ una velocidad especifica de 0.94 h'y 2.4 g acido

Iactlco/g _ctlva‘mente (Tabla 4), mientras que el pH

dlsmmuyo‘hasta 4, );-”'La actividad amilolitica, que se encuentra
jSé describié en los resultados previos, se

espébifca de 130.7 U/g células secas/h (Tabla 4).

asociada a la celul
incremento con una velo
Los rendimientos de producto (Y.ads) y de biomasa (Yys) relativos al sustrato
fueron de 0.31 y 0. 78’(g 'C|do Iactlco o biomasa/g sustrato), respectivamente,

mientras que los rendl s~de producto relativos a la biomasa (Yiacix ¥ Yamyix

fueron de 2.56 g acid jctico/g células secas y de 139 U/g células secas,
respectivamente: (Tabla\ o

Los cocientes metabohcos y el rendimiento de acido lactico relativo al
sustrato (Yiaess) estan en el rango de los valores clasicos reportados para otra
bacterias lacticas, entre 1.1 y 3.1 g/g células secas/h para g, 2.3 a 3.5 g/g
células secas/h para qs y 0.67-0.84 (g/g) para Yius. El resto de los parametros
fueron diferentes. En este estudio, la cepa se caracterizé, en primer lugar, por un
bajo rendimiento de acido lactico relativo a la biomasa (Yiawx) y un bajo
rendimiento de amilasa relativo a la biomasa; Yamyx (Tabla 4). En segundo lugar,
por una alta velocidad especifica de crecimiento y un alto rendimiento de
biomasa (Yys). Estos Ultimos parametros son muy diferentes a los descritos para
bacterias lacticas amiloliticas aisladas de otros alimentos fermentados amilaceos
como L. manihotivorans, L. plantarum (Guyot y col. 2000) y L. fermentum
(Calderén y col. 2001), Tabla 4.

Las cepas de S. bovis aisladas del rumen de bovinos crecieron mas
rapido que otras bacterias lacticas con glucosa o lactosa, asi como sobre una
amplia variedad de mono y disacaridos, con velocidades especificas de
crecimiento mayores de 1.5 h™' (Bond y col. 1998). En particular, S. bovis JB1
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Tabla 4. Rendimientos y cocientes metabdlicos para S. bovis cepa 25124, L. manihotivorans 18010 7, L. plantarum A6 y
Lactobacillus fermentum Ogi E1.

Valor® obtenldo para - ‘

Parametro® S. bovis 25124° L: manihotivorans 18010% - L.p/antarum A6°‘ £t L fermentum OgiE1®
Azucares totales 255 ‘ 45 78
consumidos (%) ,

Yxs(gg™) 031 N 0.09 (0.15) 0
Yiacs (g™ 078 071 (067) "Nd (0.89) — 03
Yiack 9g7) | .. 286 7.89 (4.47) Na@7) | 33
Yamyx(Ug") 2400 (4900) 2300 (5700) 5400
L Nd (0.36) 04304 035‘ o
giac Nd (1.0) o '; 31 2 0) ; 11
seco) "h e : : S : *
gs [g (g células peso seco )| . 3.0 Nd (2.4) Nd (2 3) o 35

-1 h 1] . o .

gamy [U (g células peso 130.7 Nd (1764) : 989 (2337)» 5 1890
seco) ' h] e e IR C

aY x/s,rendimiento de crecimiento relativo al sustrato; Y lac/s, rendimiento de acido lactico relativo al sustrato Ylac/x ;endlmlento de audo blactnco,
relativo a la biomasa; Yamy/x, rendimiento de amilasa relativo a la biomasa; u , velocidad especifica de cremmlento qlac velocndad espemf ca de
produccion de &cido lactico; gs, velocidad especifica de consumo de sustrato; qamy, velocidad especifica de produccion de amllasa.

® Los valores obtenidos a pH controlado (6.0) se indican con paréntesis. Nd, no determinado. |

“Resultados de este trabajo.

4 (Guyot y col. 2000). ® (Calderdn y col. 2001).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Resuitados IV

aislada de[ rumen de bovinos crecié mas rapido en almiddn que en maltosa; 1.98
y 1.’38"'h'1,r respectivamente (Cotta, 1988). Para explicar el alto rendimiento de
‘crecimiento relativo al sustrato (Yys) observado en este trabajo se tendrian que
profUndizar los estudios fisioldgicos, particularmente sobre la eficiencia del

acoplamiento energético con la sintesis de material celular.

1.2 05
1 04 E
g —
3 08 32
- 03 =2 g
é 0.6 , g :§
8 {028 %
D 04 “RE
2 &
0.2 01 §
0L 0
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 16. Crecimiento de Streptococcus bovis cepa 25124 en el medio MRS-A.
A: Concentracion de biomasa (0 ) y actividad amilolitica asociada a la célula (o).
B: Concentracién de acido lactico ([ ) y valores de pH (A ).

Durante la fermentacion, las concentraciones de almidén y de aztcares
totales se redujeron hasta 9.7 y 14.8 g/L, respectivamente (Figura 17). A
diferencia de las cinéticas de fermentacion con L. manihotivorans y L. fermentum
Ogi E1 (Guyot y col. 2000; Calderéon y col. 2001), el almidén se hidrolizd
lentamente y al final de la fermentacidon permanecié una alta concentracién de
carbohidratos totales. La hidrolisis lenta del almidén podria explicarse por el bajo
nivel de amilasa producida, pero como se demostro para L. manihotivorans y L.
fermentum Ogi E1, aun con una actividad amilolitica reducida, estas especies
hidrolizaron completamente el almidén cuando crecieron en el mismo medio
(Guyot y col. 2000; Calderdn y col. 2001). La inestabilidad de la amilasa de S.

T3 CON
FALLA DE QRIGEN
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bovis cepa 25124 a valores bajos de pH podrla expllcar la baja efc:encna en la
hidrolisis del almldon : e E

Con S bows cepa 25124 Ia concentracuon inicial de azucares reductores
se redu;o de: 025 hasta 0.05 g/L a las 6.5 h (Figura 17). No se observo una:
acumulacion de azticares reductores, a pesar de que durante la fermentacion del
almidén- por algunos  Lactobacillus - amiloliticos se presenta una ‘acumulacion -
tempbfal de esos carbohidratos (Guyot y col. 2000; Calderén y col. 200"1). e =

20 .03

= ,
2 L
818¢ lo2s52
2 =
o v
<16 o2 8
g "'r'_" - §
814 0.15 3
3 - E o
N @
© w
>
:12 | 1 0.1 g
o) [&]
B 3
£10 | 1005
£ &
8 0
0" . 2 4 6 8 10
: Tiempo (h)

Figura 17.. Presenma de carbohidratos en la fermentacion del almidén por S. bovis cepa
25124, Concentracnon de: azucares totales ((J); almidon (<); y azucares reductores
(A).

Después de 10.5 h, la cepa habia fermentado solo el 26.6% de los
azucares totales y habia hidrolizado el 50% de la concentracion inicial de
almidén. Estos valores se mantuvieron constantes después de 26 h de
fermentacion. La diferencia entre las concentraciones de los azucares totales y

de almiddn sin hidrolizar sugiere la presencia de dextrinas en el medio de cuitivo.

En el medio inicial se detectaron pequefias concentraciones (menores

que 0.5 g/L) de glucosa, maltosa y maltooligosacaridos [malitotriosa (G3),
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Resulfdaos“rv

naltohe xaosa (G6) y maltoheptaosa (G7N1 y 0 82 g/L de
i Las concentraciones de G3 y G7 s ed j ’ron

tﬁtetraosa fue el principal 'maltooligosacé'rido
: la hidrolisis de almidén (Figura 18), su

de

concentraciones

g Las

6
Tiempo (h)

Figura 18. Maltooligosacaridos presentes en la fermentacion del almidén por S. bovis
cepa 25124. Concentracién de: glucosa (®); maltosa (H), maltotriosa (A);
maltotetraosa (O); maltopentaosa (% ); maltohexaosa (® ) y maltoheptaosa (+).
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Resultados IV

,La>veloc‘irdad espeCiﬁ¢a de'creCimiento determinada para la cepa S. bovis
del pozol (0.94 h*'): p'o'dirié : cb:nfé"rirvl‘e una ventaja competitiva sobre otras
especies de bacterias lacticas, Adn cuando la produccién de energia, indicada
por los parametros de consumo de sustrato y de produccion de acido lactico, se
encuentran dentro- del rango clasico observado para otras bacterias lacticas
(Tabla 4), la conversion eficiente de energia en biomasa, indicada por el
rendimiento de crecimiento relativo al sustrato (Y ), le daria a la cepa una
ventaja competitiva adicional, a pesar de la baja eficiencia para la hidrélisis de
almidén y para el consumo de azlcares totales. Sin embargo, se tendrian que
considerar otros parametros para explicar la dindmica de las poblaciones
microbianas, tales como los relacionados con la baja tolerancia al pH de la cepa
de S. bovis del pozol y la inestabilidad a bajos valores de pH de su amilasa, tal
como se determind en los resultados previos con el extracto celular de S. bovis
cepa 25124; aunque se obtuvo la mayor actividad amilolitica de la cepa cuando
el pH del medio era de 4.9 (6.5 h). Las diferencias en los resultados podrian
estar relacionadas con la forma como se evaludé la actividad amilolitica,
directamente en las células o en la enzima soluble extraida de la célula. Si los
valores bajos de pH afectan menos la actividad amilolitica de la enzima asociada
a la célula que a la enzima soluble, entonces la asociacion a la célula le confiere

una ventaja a S. bovis cepa 25124.

Ademads, estas ventajas competitivas so6lo serian efectivas durante las
primeras horas de la fermentacién del pozol, cuando el pH es lo suficientemente
alto, ya que a medida que la fermentacién avanza se presentaria un efecto
inhibitorio debido a la acidificacion. Este hecho tendria que investigarse
posteriormente con cultivos mixtos definidos compuestos por esta cepa y otras
bacterias lacticas. Ademas de esto, se tendrian que investigar otros factores,
tales como las posibles limitaciones nutricionales y el comportamiento celular en

fermentaciones sdlidas.
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Los maltooligosacaridos producidos por S. bovis podrian servir,
presumibie;méhtef ?::i_)m'o fuentes de energia para especies no amiloliticas en la
fermentacion del

ozol y sostener la diversidad observada. En este respecto, se
tendria‘_qUé”e‘;s‘,tuV jar la capacidad de otras bacterias lacticas presentes en el
pozol para consumir esos maltooligosacaridos.
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Conclusiones

rollzo lentamente el almldon producuendo una

S..bovis: cepa 251‘ 4'”

La

'25124,podr|a estar.asociada con la inestabilidad de la amilasa cuando

dlsmmuye el pH del medio.

Es posible que la alta velocidad especifica de crecimiento y la eficiente
conversion de sustrato en biomasa por S. bovis cepa 25124 le confieran
una ventaja competitiva sobre otras especies de bacterias lacticas no
amiloliticas del pozol. Estas ventajas podrian explicar la dominancia de

esta cepa durante la fermentacion del pozol.
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CAPITULO VIll. DISCUSION GENERAL

El proposnto de este trabajo fue determinar la diversidad de las bacterias
lactlcas amllolltlcas durante la fermentacion del pozol y sus principales
caractevristl_ca‘s’ fisioldgicas, con el fin de comprender su papel en este alimento.

En este proyecto se trabajé con dos muestras de pozol de Villahermosa,

L Tabasco La microbiologia de esas muestras se desarrollé de acuerdo con lo

' esperado. ya que se detectaron los grupos microbianos descritos previamente
(Nufaida y col. 1995; Wacher y col. 2000): enterobacterias, hongos, levaduras y
bacterias mesofilas aerobias. Las bacterias lacticas totales estuvieron presentes
en nimeros similares a los reportados y el producto se acidifico antes de 24 h. Los
valores iniciales de pH fueron similares a los reportados de muestras de pozol de
Tabasco (Sainz y col. 2001). Esto aseguraba que las muestras analizadas eran

representativas.

En este trabajo se demostré que las bacterias lacticas amiloliticas son
importantes, ya que se desarrollan durante toda la fermentacion. Constituyen una
proporcion importante de las bacterias lacticas totales, principalmente durante las
primeras horas de la fermentacion, cuando los valores de pH son mas altos (7.4 -
5.9). Las cepas de bacterias lacticas con mayor actividad (hasta 18 mm de
diametro de hidrolisis en cajas de medio MRS-almidén) se aislaron de las etapas
iniciales de la fermentacion. Esto podria sugerir que los valores altos de pH inicial

favorecieron tanto el desarrollo como la actividad amilolitica de las cepas.

Ya se habia reportado que algunas cepas de bacterias iacticas aisladas de
muestras de pozol del estado de Chiapas tienen la capacidad para hidrolizar el
almidon cuando crecen en medio sdlido con almidén (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 d los. repor’(es sobre bacterias lacticas amiloliticas aisladas

de allmentos fermentados la atenmon se dirige a las cepas con mayor actividad

la fermentacion de la glucosa

se determmo que existen diferencias entre esas cepas. El dendrograma de la
ribotipificacion y el perfil de fermentacion de carbohidratos indican que existen

diferencias entre las cepas de bacterias lacticas con mayor actividad amilolitica.

De acuerdo con el analisis de las secuencias del rDNA 16S, la mayoria 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 taxonomia del grupo S. bovis es un asunto pendiente y que
sera necesario utilizar herramientas alternativas para identificar las cepas.

S. bovis fue la especie dominante dentro de las bacterias lacticas con
mayor capacidad amilolitica en la fermentacién. Se identificaron también las
especies Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis y Enterococcus

sulfureus.

La presencia y la importancia del género Streptococcus entre |las bacterias
lacticas del pozol 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 habian logrado aislar cepas de esta
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especie. Es p05|ble que la presenma de almidén en los medios de cultivo
favorezca su creC|m ento Su presencua y dominancia entre las bacterias lacticas

de mayorf‘actlwda amllolltaca confirman su importancia durante la fermentacion

del pozol

‘,Lafma'yc_i‘r‘ia",kde' las bacterias lacticas amiloliticas aisladas de alimentos
fermehfadOS';tk‘radi‘éiariélye:s:“de otros cereales o de la yuca pertenecen al género
LactobaC///us ' En comparamon con estos alimentos pareciera que el pozol es un
ecosnstema ahmentncno ' n _el.que se desarrollan otros tipos de bacterias lacticas

amllolltlcas 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 obtencién del nixtamal, como las razones para explicar su

predominancia en el mismo y para explicar la ausencia de Lactobacillus.

La dominancia de S. bovis durante la fermentacion del pozol también podria
relacionarse sus caracteristicas fisiolégicas, tales como su alta velocidad

especifica de crecimiento (u = 0.94 h ~") y con la conversién eficiente de sustrato

en biomasa (Y 4s=0.31gg ™).

La descripcion de las propiedades generales de la amilasa producida por
algunas de las especies de bacterias lacticas del pozol permitid determinar su
importancia en la fermentacion. LLas amilasas de S. bovis y de L. /actis son de alto
peso molecular y estan asociadas a la célula, lo que las hace diferentes a las
amilasas producidas por bacterias lacticas aisladas de otros alimentos
fermentados amilaceos. La asociacion con la célula podria representar una ventaja

ecoldgica para estas bacterias.

Las amilasas de las diferentes especies de bacterias lacticas estan bien
adaptadas a las condiciones de pH inicial que imperan en el nixtamal debido a ia
coccion alcalina, pero su inestabilidad a valores bajos de pH puede limitar su
accién durante el desarrollo de la fermentacion. Esto coincide con la reduccion en
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la proporcién de bécterias lacticas amiloliticas a medida que la masa se acidifica y
con e"lk n’jén‘o'r' diametro de hidrolisis de almidon de las cepas aisladas en las
L'Jltima,s, horas de fermentacion. La inestabilidad de la amilasa de S. bovis cepa
25124 a los valores bajos de pH explica la baja actividad amilolitica mostrada por

esta cepa cuando crecio en almidén soluble.

Las amilasas de S. bovis cepa 25124, L. /actis cepa A45212 y E. sulfureus
cepa A36202 tienen mayor actividad amilolitca entre 30 y 37°C. Estas
temperaturas coinciden con las que se lleva a cabo la fermentacion de! pozol.

La accidon de las amilasas producidas por S. bovis cepa 25124 y L. lactis
cepa A45212 sobre el almidén, similar a la que ejercen las a-amilasas, genera
maltooligosacaridos de bajo peso molecular que podrian estar disponibles para
estas bacterias y para otros microorganismos durante la fermentacion del pozol.
Durante la fermentacion del almidén por S. bovis cepa 25124 se produjeron
maltooligosacaridos de bajo peso molecular y dextrinas en alta concentracion. El
perfil de productos observados durante esa fermentacion coincidié con el que se

obtuvo cuando la amilasa del extracto celular hidrolizé el almidén soluble.

La reduccién de la proporcién de bacterias lacticas amiloliticas con respecto
a las bacterias lacticas totales al final de la fermentacién del pozol podria ser
consecuencia de la inhibicion 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 maltooligosacaridos producidos por estas bacterias desde las
primeras etapas de la fermentacion, puedan ser utilizados por las bacterias
lacticas no amiloliticas del pozol, lo que explicaria sus altos niumeros al final de la

fermentacion.
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CAPITULO IX. CONCLUSIONES GENERALES

Los altos nimeros de bacterias lacticas amiloliticas y su desarrollo
durante la fermentacién indican que son importantes para la

fermentacién del pozol.

--Existe-diversidad entre las bacterias lacticas amiloliticas del pozol,
mostrada por los diferentes perfiles de ribotipificacion y de

fermentacién de carbohidratos.

Las cepas de bacterias lacticas amiloliticas del pozol, S. bovis, S.
macedonicus, L. lactis y E. sulfureus, son diferentes a las reportadas
de otros alimentos fermentados amilaceos, en los que predominan

cepas del género Lactobacillus.

S. bovis es la especie dominante entre las cepas de bacterias
lacticas amiloliticas del pozol. Las caracteristicas fisiolégicas de esta
especie seguramente promueven su permanencia después del
proceso de nixtamalizacién del maiz y facilitan su desarrollo durante

la fermentacion del pozol.

Las amilasas de S. bovis cepa 25124 y de L. lactis cepa A45212 son
diferentes a las amilasas producidas por bacterias lacticas aisladas
de otros alimentos fermentados amilaceos. Son de alto peso
molecular, estan 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 hidrdlisis del almidén generado por las
amilasas producidas por S. bovis cepa 25124 y L. lactis cepa A45212

indica que se trata de amilasas del tipo endo o a-amilasas.
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v La presencia de bacterias lacticas desde las primeras horas de la
-fermentacién explica la - diversidad -de la poblacion microbiana -
mediante relaciones tréficas. Es posible que las bacterias lacticas
amiloliticas aporten sustratos para las bacterias lacticas no -
amiloliticas. Esta consideracion. abre nuevos campos de
investigacion en la ecologia“ microbiana de alimentos fermentados

amilaceos.
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CAPITULO X. PERSPECTIVAS

La masa de maiz nixtamalizado, sustrato de la fermentacion del pozol,
contiene particulas pequefias de germen, pericarpio, aleurona, granulos de
almidén, proteinas vy lipidos. Ya se comprobd que el almidén es importante
para el desarrollo de las bacterias lacticas, sin embargo, es importante
evaluar ‘la "importancia de otros componentes presentes en el maiz

nixtamalizado para el desarrolio de las bacterias lacticas.

Mediante el uso de otras metodologias confirmar la identidad de las cepas
relacionadas con las especies Streptococcus bovis y Enterococcus

sulfureus.

Evaluar el crecimiento en almidén soluble de las distintas cepas de S. bovis

y de las otras especies de bacterias lacticas amiloliticas encontradas.

Profundizar en la caracterizacion de las amilasas producidas por las
diferentes especies de bacterias lacticas del pozol, lo que permitiria explicar
sus diferencias con respecto a las que producen las bacterias lacticas

aisladas de otros alimentos amilaceos.

Estudiar el crecimiento en almidén de cultivos mixtos compuestos por una
cepa de Streptococcus bovis y por una bacteria lactica sin capacidad

amilolitica.

Investigar si las bacterias del género Streptococcus y Enterococcus,
presentes desde el inicio de la fermentacidn y reconocidas por su
capacidad de tolerar condiciones extremas como altas temperaturas,
pueden permanecer en el maiz después del proceso de nixtamalizacion.
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Anexo 1

Anexo 1.
Determinacion de la actividad amilolitica por el método de extincion del

complejo almidén-yodo.

La porciéon amilosa del almidon es responsable del color azul obtenido con
yodo. Las unidades de glucosa en la cadena de amilosa estan 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 interaccién del yodo con la
amilosa produce un complejo de inclusion helicoidal en el que la molécula del
halégeno 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 analisis se pueden obtener intensidades de color almidén-yodo

proporcionales al tiempo de incubacion y a la concentraciéon de enzima utilizada.

En este trabajo la determinacion de actividad amilolitica se realizé con la

siguiente metodologia:

Dentro de una celda desechabie se agregaron 2.4 ml de la solucién yodo-
yoduro al 4%. Se agrego 0.1 ml de la muestra a analizar (siempre en hielo) y se
agitd vigorosamente. Se leyeron los valores de absorbancia a 620 nm y se
relacionaron con una curva patrén de almidén (en todos los casos se utilizd
almidén soluble de papa Prolabo-Merck Eurolab). Los controles o blancos se
trataron de misma forma. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidén en 30 minutos

(Férmula 1).

Actividad amilolitica (U/ml)= (A blanco - A muestra) X 1T/P X3 ceeerrreniiinens 1)
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Donde: e 7
P = péndiehte,_':'de'la' curva patrén” de almidén (absorbancia a 620 nm vs.

conCentréc‘:‘viéﬁ,dlé,failmi:cjvén"fen; glly, o

_ al durante 60 min de reaccion de una suspension celular de S. bovis
cepa 25124 (actividad amilolitica asociada a la célula) con una solucion de

almidéﬁ '(12 g/L). La reaccion se efectud a 37°C y pH 5.8 (Figura 19).
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Figura 19. Hidrélisis de almidén por la amilasa de S. bovis cepa 25124.
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Pozol is an acid beverage obtained from the natural fermentation of nixtamal (heat- and alkali-treated
maize) dough, The concentration of mone- and disaccharides from maize is reduced during nixtamalization,
so that starch is the main carbohydrate available for lactic acid fermentation. In order to provide some basis
to understand the role of amylolytic Inctic acid bacteria (ALAB) in this fermented food, their diversity and
physiological characteristics were determined, Forty amylolytic strains were characterized by phenotypic and
molecular taxonomic methods. Four different biotypes were distinguished via ribotyping; Streptococcus bovis
strains were found to be predominant. Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis, and Enteracoccus sulfureus
strains were also identified. S. bovis strain 25124 showed extremely low amylase yield relative to biomass (139
U g [cell dry weight] ™) and specific rate of amylase production (130.7 U g [cell dry weight] ™! h™*). In
contrast, it showed a high specific growth rate (0.94 h™%) and an efficient energy conversion yield to bacterial
cell biomass (0.31 g of biomass g of substrate™'). These would confer on the strain a competitive advantage and
are the possible reasons for its dominance, Transient accumulation of maltooligosaccharides during fermen.
tation could presumably serve as energy sources for nonamylolytic species in pozol fermentation. This would
explain the observed diversity and the dominance of nonamylolytic lactic acid bacteria at the end of fermen-
tation, These results are the first step to understanding the importance of ALAB during pozol fermentation,

Amylolytic lactic acid bacteria (ALAB) have been reported
from different tropical amylacecous fermented foods, prepared
mainly from cassava and cereals (c.g., maize and sorghum).
Amylolytic strains of Lactobacillus plantarniun have been iso-
lated from African cassava-based fermented products (26), and
the new ALAB species Lactobacillus manihotivorans (23) was
isolated from cassava sour starch fermentations carricd out in
Colombia. ALAB have also been isolated from cereal-based
fermented foods. Olympia et al. (27) characterized amylolytic
strains of L. plantartun isolated from burong isda, a fermented
food made from fish and rice in Philippines. Amylolytic strains
of Lactobacillus fermentum were isolated for the first time from
Benin maize sourdough (ogi and mawe) by Agati et al. (1).
Morc recently, Sanni et al. (30) described amylolytic strains of
L. plantarum and L. fermentum strains in various Nigerian
traditional amylaceous fermented foods.

The scarch for ALAB in fermented amylaceous foods has
been justified by the high starclh content of the raw material.
Their role has yet to be elucidated since mono- and disaccha-
rides, such as glucose and sucrose, which occur naturally in
cereals and cassava, are readily available for lactic acid fer-
mentation. The way the raw material is processed may deter-
mine the composition of the microbiota and, in particular, the
occurrence of ALAB (14). For instance, during cassava pro-
cessing for sour starch production, starch washing by sicving

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Ali-
mentos y Biotecnologia, Fucultad de Quimica, UNAM, 04510 México
D.F., México. Phone: 52-55-56-22-53-15. Fux: 52-55-56-22-53-15. E-
mail: wacher@servidor.unam.mx,
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under running water climinates most of mono- and disaccha-
rides leaving starch as the main substrate available (21), thus
allowing ALAB (L. manihotivorans) to predominate (6).

In addition, pozol may offer another interesting example of
the influence of processing conditions on microbial diversity.
Pozol is a popular maize sourdough produced in urban and
rural areas in Southeastern Mexico (34). Maize processing for
pozol praduction involves a first step known as nixtamalization,
which corresponds to the boiling of kernels in a lime suspen-
sion for ca. 1.5 h. The grains arc then dehulled and washed.,
This water (called nexayole) is climinated, the maize kernels
(nixtamal) are ground, and the resulting dough is shaped into
balls, wrapped in banana lcaves, and left to ferment for several
days. The main soluble sugar of maize is sucrose, which is
present at a concentration of 2 g 100 g of the whole kernel ™!
on a dry weight basis (5). It is reduced to 0.1 to 0.7 g 100 g of
dry dough™', after alkaline cooking, soaking, and washing to
produce nixtamal (31). Thus, the question is raised as to how a
low free sugar content might determine such rich microbial
diversity and support a high number of lactic acid bacteria in
pozol as reported by Wacher ct al. (34) and Escalante et al.
(12).

Rescarch on the physiology of nondairy lactic acid bacteria
and, in particular, members of the amylolytic group is neces-
sary in order to determine their ecological significance in nat-
ural fermentations of amylaceous substrates, to develop new
processes, and to improve existing techniques on a more ra-
tional basis by using specific starters.

The purpose of the prescnt study was to determine the
diversity of ALAB during pozol fermentation and their main
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physiological characteristics in order to understand their role
in this food ccosystem.

MATERIALS AND METIIODS

Sample description. ‘Two freshly ground nistamal dough samples (A and 13)
were purchased at Villahermosa market (Tabasco, Mexico). =l ple was
divided into 100-g portions, wrapped in banana leaves, and incubated at J0°C for
7 days.

Enumeration of Inctic acid bacterin and ALAB, First, 25 g dough was added to
225 ml of 0.1% peptone water; all further 10-fold dilutions were prepared in this
diluent. Lactic acid bacteria and ALAB were enumerated on duplicate, surfice-
inoculated plates of MRS agar (CM361; Oxoid, Lid., Hampshire, England) and
MRS agar with 1.5% sotuble starch (J. T, Baker, Mexico City, Mexico) instead of
2% glucose, respectively. Water contents of pozol doughs were measured hy
determining loss in weight after being dried at 80°C Tor 24 h, and counts were
expressed as the log CFU g of dry dough ', Randomly selected colonies wete
checked by conducting i Gram stain and ci se reaction. For ALAR, colonies
with clear hivdrolysis zones alter being looded with Gram jodine solution were
considered.

Isolation of ALAI. ALAB were isolated from MRS-starch replica plates by
picking at random colonies with different diameters of hydrolysis zones. The
straing recovered were purified further by streaking them onto MRS-starch
medium. They were tested for Gram stain and catalase reaction. Pure cultures
were stored at —=70°C on glass beads with 209 glycerol as cryoprotectant (13).

Determination of the metnbolic pathway, Cells were caltured for 18 hin 10 ml
of MRS broth (0881-17-5; Difco Laboratories, Detsoit, Mich.). Cultures were
centrifuged (10 min at 15,300 < g and 4°C), and the supernatants were liltered
through a 0.22-pm-pore-size membrane filtes (Millipore). The filtrates were
analyzed on a Waters {Milford, Mass.) 515 liquid chromatograph equipped with
o hydrogen loaded jon exchange column (Bio-Rad Aminex HPX-87H, 300 by 7.8
mm). The mobile phase was 6 mM H,S0, with o flow rate of (.8 ml min ' at
65"C. A Waters 2410 refractive index detector was used. Noninoculsted MRS
broth served as a contiol. Homofermentative or heterofermentative pathways
were established by determination of end-fermentation products, ie., lactate or
an equimolar mixture of lactate and ethanol-acetate, respectively.

Biochemical identifieation, Carbohydrate fermentation profiles were done on
APISOCH (bioMérieux, Marey U'Iitoile, France) according 10 the manutacturer’s
instructions.

Ribotyping, Overnight cultures were diluted in fresh MRS broth and incubated
for 4 h at 30°C. The cells were harvested by centrifugation (10 min, 4,480 > g,
4°C) and washed twice in sterile TS buffer (50 mM “Tris-HCL, pll 7.5 25%
{wtivol] sucrose). ‘The cells were then suspended in ‘TS bulfer o obtain an
absorbance vatue of 3 at 61K nm. The cell suspension was treated with lysozyme
(L0 mg m! ") for 1 hoat 37°C. Agarose blocks containing the extracted DNA
were prepared and digested with EcoRI endonucle. {Eurogentec, Seraing,
Belgium) according to the method of McCletland et al. (20). Standard electro-
phoresis of the DNA samples was performed in a large electrophoresis cell (30
by 20 cm) with 1% (wivol) agarose ge! with TAE butfer (40 mM Tris, 40 mM
acetate, 2 mM EDTA [pH 8]) at 4 V em " and 10°C for 15 h. DNA WiIS

Arrr, ENVIRON, MICROHIOL.

a4 Tag dye-deoxy terminitor cycle sequencing kit (Applicd Biosystems, Foster
City, Catif.} and an automatic DNA sequencer (inodel 373; Applied Biosystem
Identificitions were based on i partial sequence (corresponding to positions 3
to 338 of the £, coli 168 rRNA gene) oranearly foll sequence (cnmupondmb 10
positions 30 10 1521 of the £ coli 168 tRNA gene) comparisons. The closest
known relitives were determined by performing database searches at GenBank
by using the BLAST program.

Starch fermentation by 8. bovis strain 25124: growth conditions, Cultures were
grown in 1-liter Tasks with 800 ml of MRS medium () with soluble potato starch
(20 g titer Y5 Prolabo-Merck Euralab) instead of glucose, inocutated with 25 ml
of 12 h precultures grown in MRS-starch medium at 30°C. Fermentation broth
wis sampled every 30 min. The termentation was pesformed in triplice.

Biomass estimation and growth parameters. A calibration curve between the
optical density at 600 nm (0D ) ind the cell dry weight was established for the
strain. The concentration was determined by measuring the QD with
5 spectrophotometer (Millon Roy) and reliated 1o dry weight
measured after two washing and centrifugation cycles, followed by a drying step
at 80°C for 24 h. The maximum specific growth sate was estimated during expo-
nential prowth phase by linear regr n of the In(OD,0) versus time, Product
and growth yields refative to substrate (Y., and Y., rupuuvdy) were caleu-

residual substra yields from biomass (Vg and ¥, 0
respectively) were calenlated in a similar manner by plotting the product versas
the biomass. All calculations were made with data obtained during the corre-
sponding exponential growth phase. Specific rates of lactic acid or amylase
production (¢, a4 ¢, 1espectively) and substrate consumption (g,) were
caleulite indicated by Pirt (29): ¢, = ¥, - 1 (“p” for product, i.c., lactic acid
or amylase) and ¢, = /Y,

Analytical methods. Cells were removed by filtering the medium through i
membrane filter (0.22-pum pore 3 Millipore). ‘To guantify lactic acid, filtrutes
were analyzed on i Perkin-Elmer 250 liquid chromatograph equipped with a
hydrogen loaded ion-exchange column (Bio-Rid Aminex HPX-87H, 300 by 78
mm) and a Perkin-Etmer 30 refractive index detector (Perkin-Elmer, Nonwalk,
Conn.). The mobite phase was (LO1 N H,S0, with a low rate of 0.6 m{ min ~* at
S0°C. t-Lactate (1.-225 pma ) was used as standard, FHydrolysis products from
starch fermentation were examined by high-performance liquid chromatography
by using a Prodigy 5 ODS 2 Cy column (250 by 4.6 mm; Phenomenex) with the
refractive index detector, The products were eluted with water at a lNlow rate of
0.8 ml min "' and a colwnn temperature of 35°C. G2 (mallose) to G7 (malto-
heptaose) were used as standards (Sigma). Total and reducing sugars were
determined by the methods of Dubois et al. (11) and Miller (22), respectively.
The residual starch content was determined by measusing the iodine-starch
complex color {24). Glucose and maltose were determined by using a commercial
enzymatic test (product 1113950; Bochringer, Mannheim, Germany).

Amylase activity, To deteet cell-bound amylase activity, the cultures (10 ml)
were harvested by centeifugation (15 min at 27,200 ~# g and 4°C); the cell pellets
were washed and suspended in 0.1 M phosphate buffer (pl 6.8). Cell-bound
amylase activity was assayed at pt 6.8 and 37°C by measuring the iodine-
camplexing shility of starch as described by Agati et al, (1). One enzyme unit was
defined as the amount of Llll)l“L hydrolyzing 1) mg of starch in 30 min.

Nucleatide s. The GenBank accession numbers for

transferred to nylon membranes (Hybond-N+; Amersham, Buckingt t
United Kingdom) by the atkaline method according to the instructions pmvndul
by the manufacturer. The probe used for hybridization wis a combination of
PCR-amplified 168 TRNA gene fragments of each of the 15136, 15125, and 25421
is¢ Primers 271 (5-AGA I'TGATCMTGGCICA and A54r (5°-CT
GCTGCSYCCCGTAG-3') were used (17). The amplification conditions were as
follows: initiad denaturation at 94°C for 11 min and 30 cyeles of denaturation for
30 s at 94°C, anncaling for 30 s at 50°C, and clongation at 72°C for 30 s, A tinal
extension was carried out at 72°C for 7 min. Amplification products were cleaned
1-Up System; Promega). The amplificd product was then
labeled with digoxigenin (DIG)-dUTD by using the IDIG labeling kit supplied by
Roche (Meylan, France). Hybridization and detection exp ents were per-
formed with o DIG detection kit (Roche, Meylan, France), sccording to the
instructions provided by the manufacturer. flybridization band profiles were
eviluated for the presence or absence of common unigue bands, and a matrix
wais constructed. [t was analyzed by using the TREECON v1.2 program (33). The
sis includes calculation of similarity distance by using the procedure of Link
et al. (19), construction of the tree topology by using UPGMA (unweighted
pasir-group method with arithmetic averages), and genceration of the phenogram.
Determination of 165 frRNA gene sequences. A fragment of the 16S tRNA
gene (corresponding to positions 30 to 1521 of the Escherichia coli 168 tTRNA
gene) was amplified by PCR with conserved primers close to the 3’ and 5 ends
of the gene. The PCR products were directly sequenced (a single strand) by using

\ 9\

the partial 168 TRNA pgene sequences of strains 25124, 15430, A12203, A45201,
AS57206, A57103, A56203, Ad5212, und AI6202 reported in the present study are
AY 184231 to AY 184239,

RESULTS

Enumeration and isolation of ALAB. The initial concentra-
tion of lactic acid bacteria was 4.9 log CFU g of dry dough ™'
(Table 1). This concentration increased to 9.9 log CFU g of dry
dough™!" after 24 h and was kept approximately constant for
72 h of fermentation. The initial number of ALAB was high
(4.5 log CFU g of dry dough "'). This level increased during the
first 24 h of fermentation to 8.4 log CFU g of dry dough™! and
remained constant until 72 h (8.7 log CFU g of dry dough™").
The pH value decreased from 7.4 1o 4.8 in 24 h and to 4.4 in
72 h (Table 1).

A total of 257 strains of ALAB were isolated from both
samples at different fermentation times. Rod and coccoid mor-
phology were observed at all times. Strains isolated from sam-
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TABLE 1, Concentrations of lactic acid bacteria and ALAB, und
pIl values during pozol fermentation at 30°C*

Cancen (log CFU g of

Fermentation dry weight™') of:

time (h) pH
ALAB Lactic acid bacteria
0 7.4 4.5 4.9
6 59 1.6 8.2
24 4.8 84 9.9
48 4.8 8.7 10.4
72 4.4 8.7 10.2

* Values are the means of two independent fermentations (sumplcs A and B).
pH values varied from 0.2 to 1.6 U, and log CFU g of dry weight ™' values varied
from (.1 to 0.6 U,

ple B showed larger hydrolysis diameters (2 to 18 mm) on
MRS-starch medium than those from sample A (1 to 9 mm). A
starch hydrolysis zonc of 7 mm in diameter was evident in a
large number of strains (Fig. 1). The largest starch hydrolysis
zones (9 to 18 mm) were observed in strains isolated at 24 h in
sample B. Similar results were obtained for sample A.

The 40 most amylolytic strains (those with starch hydrolysis
diametcrs larger than 9 mm) were further characterized by
using a combination of phenotypic and molecular taxonomic
approaches. All strains were homofermentative, since they
produced only lactic acid from glucose.

Evaluation of diversity of ALAB by ribotyping and 168
rRNA gene sequence analysis. Two clusters and two lines (lines
arc one-strain clusters) were distinguished by ribotyping (Fig.
2). Cluster 1a included 22 isolates (19 from sample B and 3
from sample A) that merged at a similarity level of 54%.
Cluster 1b included t isolate from sample B and 13 isolates
from sample A (hat merged at 54% similarity. A line (L1)

DIVERSITY OF AMYLOLYTIC LACTIC ACID BACTERIA IN POZOL 4369

included one isolate from sample A that merged at 32% sim-
ilarity. Two isolates from sample A merged at a similarity level
of 49% (cluster 2), and a line (L2) with an isolate from sample
A merged at a similarity level of 10%.

16S rRNA genes of strains from the main clusters were
partially sequenced (positions 30 to 338 of the E. coli 16S
FRNA gene). Strains 15430, 25124, A56203, and A57103 from
group la and strains A57206 and A12203 from group 1b were
tentatively identified as S. bovis, since they showed similarity
cocflicicnts of between 99 and 100% with this species, but
was also closc to Streptocaccus infantarius subsp. coli. Strain
A45201 (a line between clusters b and 2) showed 100% sim-
ilarity with 8. macedonicus, whereas strain A45212 (group 2)
showed 99% similarity with L. lactis. Strain A36202 full se-
quence (positions 30 to 1521 of the E. coli 16S rRNA gene)
showed 98% similarity lo E. sulfireus (Fig. 2), but its identity
would have to be confirmed, since many different enterococcal
species display <1% sequence divergence (10).

Biochemical identification of ALAB. From API 50CH strips,
all strains fermented p-glucose, p-fructose, p-mannose, N-acet-
ylglucosamine, esculin, salicin, maltose, sucrose, glycogen, and
starch. Sugars with variable fermentation profiles are pre-
sented in Table 2. None of the other sugars tested were fer-
mented. Most strains from ribotyping clusters 1a and 1b shared
the same biochemical profile, with the exception of trehalose
fermentation, which was negative for most strains from cluster
1a and positive for most strains from cluster 1b. Strains from
both lines and cluster 2 showed variations in a-methyl-p-glu-
coside, amygdalin, arbutin, cellobiose, p-turanose, melibiose,
glycerol, B-gentobiose, galactose, and p-raftinose compared to
clusters la and 1b.

6.
14-
12-
10-

8-

Number of strains

Diameter of clear hydrolysis zones in MRS-starch medium (mm)

6

FIG. 1. Distribution of hydrolysis diameters in MRS-sturch medium of ALAB isolated from pozol (sumple B) at different fermentation

times.
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FIG. 2. Dendrogram of the 40 most amylolytic of the lactic acid bacteria isolated from pozol (samples A [strains marked with an “A”] and B
[strains with no letter in the numbering system]) based on EcoR1 ribotyping. Schematic riboputterns are shown. A similarity analysis was performed
by using the procedure of Link et al. (19) and clustering by UPGMA. Identifications of “a,” “b,” and “c” were based on a partial sequence
(corresponding to positions 30 to 338 of the Escherichia coli 16S rRNA gene), and identifications of “d” were based on a nearly full sequence
(corresponding to positions 30 to 1521 of the E. coli 165 rRNA gene) 168 rRNA gene sequence comparisons. The percent similarity values of the
1658 rRNA gene sequence compitrison identifications are shown in purentheses.

Starch fermentation by S. bovis 25124, Starch fermentation
by a strain from the dominant species, S. bovis, was studied in
MRS-starch medium (Fig. 3). The initial medium contained
small amounts (<0.5 g liter 7" of glucose, maltose, and malto-
oligosaccharides (maltotriose {G3], maltopentaose [G5], mal-
tohexaose {G6}, and maltoheptaose [G7]) and 0.82 g of mal-
totetraose (G4) liter™ ', After a lag phase of 1.5 h (Fig. 3A),
biomass and lactic acid concentrations increased at specific
rates of 0.94 h' ' and 2.4 g of lactic acid g of cell dry weight *
h™!, respectively. Amylase activity, found to be only associated
with cells (unpublished data), increased at a maximum specific
rate of 130.7 U g of cell dry weight ' h ! (Table 3), whercas
the pH deereased 1o 4.9 (Fig. 3A). Y., and Y, were, respec-
tively, .31 and 0.78 (g of lactic acid or biomass g of sub-
strate™'), and product yiclds relative to biomass ¥, and
Yoy Were 2.56 g of lactic acid g of cell dry weight ™' and 139
U g of cell dry weight ', respectively (Table 3). The concen-
trations of starch and total sugars were reduced to 9.7 and
14.8 g liter ', respeetively. With strain 25124, the low initial
conecentration of reducing sugars decreased from 0.25100.05 g

|2

liter ~' (Fig. 3B). As for maltooligosaccharides, the G3 and G7
concentrations were reduced after 2 to 2.5 h fermentation, and
the G5 and G6 concentrations were reduced after 4 h. Mal-
totetraose (G4) was the main intcrmediary maltooligosaccha-
ride produced during starch hydrolysis (Fig. 3C); the peak
concentration was noted between 4 and 5 h and corresponded
approximalely to the difference between the total sugars and
starch. Glucose was only detected during the first 1.5 h, and the
maltose concentration was variable. Maltooligosaccharides
concentrations decrcased to less than 0.2 g liter™* at 8.5 h.
After 10.5 h of fermentation, the strain had fermented only
26.6% total sugars and hydrolyzed 50% of the initial starch
concentration. These values were constant after 26 h of fer-
mentation.

DISCUSSION

Importance of ALAB during fermentation. Lactic acid bac-
teria are the dominant group during all stages of pozol fer-
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TABLE 2. Curbohydrate fermentation profiles of ALAB from pozol (samples A and B)

Fermentation” of:

Strain

“. Cluster no,”

GLY Rz GAL = MDG 7" NAG AMY ARB CElL MEL TRE RAF GEN" " TUR™™

15133 - - + . + - - - + - + - = la
15136 - - + - + - - - + - + - - 1a
15430 - - + - + - - - + - + - - 1
15220 - - + - + - + - + + + - & IS
15431 - - + - “+ - - + + - + - - In
Ado1106 - - + - + - - - + + + - - 1a
25245 - - + - + - - - + - + - - 1a
25318 - - + - + - - + + - + - - I
25109 - - + - + - - - + - + - — - 1a
15124 - - + - + - - + - + - - Ia
25113 - - + - + - - - + - + - - Ta
25148 - - + - + - = - + - 4 - - ta
25139 - - + - + - - - + - + - - lu
25233 - - + - + - - - + - + - - la
25421 - - + - + - - - + - + - - 1a
25137 - - + - + - - - + - + - - 1a
15125 - - + - + - - — + - + - - 1a
15414 - - | - + - - + i - + - - las
25124 - - + - -+ - - - + - + - - 1a
15312 - - + - + - - + + - + - - la
A56203 + - - - + - + + + - + + - 1a
AS57103 - - + - + + + + + - + + - Ta
AS57206 - - + - + - - - + - + - - 1b
A45208 - - + - - - - - + + + - IS
A37103 - - + - + - - - + + + - - 1b
A37202 - - + - + - - - + + + - - ib
A36111 - - + - + - - - + + + - - b
A12203 - - + - + - + + + - + + - Ib
AS6101 - - + + + + - - + + + - - b
AS6201 - - + + + - - - + + + - - 1b
15319 - - + - + - - + + - + - - 1b
Ad6112 - + + - + + o+ + + + T + — b
A46113 - - - - + - - - + - + - - b
A47212 - - + - + - - - + -+ + - - 1
AS56208 - - + - + - - - + + + - - 1b
AS56202 - - + + + - - - + + + + - 1b
A45201 - - + + + + + + + + + + - L1
A45226 - - + + + - - + + + + - + 2

A45212 - - + + + - - - - + + - + 2

A36202 + - - - + + + + - + - +. - L2

“ 1, Fermentation; —, no fermentation; Abbreviations: GLY, plycerol; RIB, ribose; GAL, gal

MDG, thyl-n-glucoside; NAG, N-ncetyl glucosamine;

AMY, amygdalin; ARB, arbutin; CEL, cellobiose; MEL, melibiose; TRE,
" Cluster numbers correspond to those obtained by ribotyping (Fig. 2).

mentation, as has been shown previously by classical culture
mcthods (25, 34) and culturc-independent methods (2, 12).
Because of the low concentration of sugars remaining in maize
after nixtamalization (0.1 to 0.7 g of sucrose 100 g of dry
nixtamalized dough™') (31), starch must be an important sub-
strate for lactic fermentation. Forty percent of lactic acid bac-
teria present in the initial dough were amylolytic, and this ratio
decreased to 3% after 72 h of fermentation (Table 1). The high
initial concentration of ALAB indicates their importance dur-
ing pozol fermentation, mainly during the first 24 h, when a
high number of ALAB with a 7- to 18-mm hydrolysis zonc
diameter on agar plates were present. This suggests that con-
ditions such as high initial pH values (7.4) could have favored
the growth of bacteria with higher amylolytic activity. In con-
trast, a rclatively high number of nonamylolytic lactic acid
bacteria were observed at the end of fermentation that might
be explained by an cflicient use of mono- and disaccharides

F, p-raffi GEN, p-gentobi ose; 'FUR. p-turanose,

initially present and other sugars made available from starch
hydrolysis by ALAB.

Diversity of ALAB. An integrated vision of the role and the
diversity of ALAB in pozol, together with their main physio-
logical characteristics, is reported in this investigation. All of
the 40 amylolytic isolates were homofermentative lactic acid
bacteria. Frequently, ALAB isolated from foods belong to the
genus Lactobacillus and are commonly homofermentative such
as L. manihotivorans (23) or facultative heterofermentative
such as L. plantarum (16, 26, 27). Strictly heterofermentative
ALAB strains have also been isolated, such as Leuconostoc
mesenteroides from Nigerian ogi (16), Leuconostoc sp. from flish
silage (18), and L. fenmentum from fermented maize dough
(mawe and ogi) (1).

From the API 50CH profiling results, all ALAB isolated
from pozol were able to ferment sucrose, maltose, glucose, and
fructose, which are the main soluble sugars of maize (5), re-
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flecting adaptation to their habitat. Furthermore, all ALAB
(except strain A36202) were able to ferment raffinose, an
a-galactoside contained in cercals and legumes that is respon-
sible for digestive disorders.

The isolates belong to the closcely related Streptococcus, En-
terococcus, and Lactococcus genera, with S. bovis as the dom-
inant specics during fermentation. Ribotyping and fermenta-
tion profiles indicate strain diversity among pozol isolates
belonging to the group S. bovis. The presence of S. bovis in
pozol sourdoughs has previously been detected by denaturing
gradicnt gel clectrophoresis [ingerprints and molecular probes
(3), but the organism was not isolated. §. bovis comprises
strains capable of growth in the presence of 6.5% NaCl and at

6
Time (h)

FIG. 3. Fermentation of starch by S. bovis strain 25124 at 30°C without pt control. (A) Biomass ( 2}, lactate (A), amylase activity (0), and pH
values (O); (B) total sugars (O), reducing sugars (A), and starch (0 ); (C) glucose (@), maltosc (M), G3 (A), G4 (O), G5 (*), G6 (@), und G7 (+).
The results are the meuns of three independent replicates. Variation coeflicients were lower than 10% except for biomass (0.5 to 44%), lactate (0.2
to 25%), and maltose (5.3 to 47%).

pH 9.6, and some strains arc thermoduric (15). Considering
these properties, alkaline cooking of maize to prepare nixtamal
would have contributed in sclecting these bacteria. However,
high survival rates could not be expected, since rapid inhibition
of growth of this species linked to pH fall has been reported
(15). This could account for the decrease in overali ALAB
population at the end of pozol fermentation; however, strains
belonging to S. bovis species were isolated throughout pozol
fermentation, despite the increasing acid conditions. These
results seem to contradict previous studies (2, 3) that showed
an intense denaturing gradient gel electrophoresis band corre-
sponding to S. bovis over the entire period of 96 h of pozol
fermentation, which accounted for 50% of the total active

(LS
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TABLE 3. Yields and metabolic quoticnts for S. hovis 25124, L. manihotivorans 180107, L. plantarum A6, and L. fermentum OgiEL

Vilue" obtained for:

1. manihotivorans 180107

o

L. plantanim A6 L. fermentum Ogili 1"

Parameter
S. bovis 251247

Total sugar consumed (%) 25.5
Y (ge™") 0.31
Vi (8 87") 0.78
Vi (8 87") 2.56
Yuwre (U £7") 139

i (h™') : 0.94
e (8 8 Of cell dry wt™? h™ 1) 2.4
q. (g g of cell dry wi™' h™) 3.0
Gamy (U g of cell dry wi™! h™") 130.7

45 ND )
.09 (11.15) ND (0.18) 1
0.71 (0.67) ND (0.84) 0.33
7.89 (4.47) ND (4.7) 33

2,400 (4.900) 2,300 (5,700) 5,400
ND (0 S "
ND (2.4) ND (2.3) 35

ND (1,764) 989 (2,337) 1,890

* ¥y growth yield relative to substrate; ¥y, lactic acid yield relative to substrite; ¥,

i1, maximum specitic growth ra

* As determined in this study.
“ Guyot et al, (14).
“ Calderon ct al. (7).

microbiota. These data could have been overestimated since
the authors of that study emphasized that their results could be
biased by the techniques used 10 determine relative abundance
of specics and by possible comigration of fragments from dif-
ferent species (3). However, a high DNA concentration is not
contradictory with low plate counts, since the growth ability of
the species could have been altered by pH conditions devel-
oped during fermentation, leading to viable but nonculturable
cells. Another aspect that cannot be neglected is the potential
presence of higher pH microenvironments (maintained after
the alkali treatment) that could explain S. bovis survival in the
acidified dough.

Three other species of ALAB were found: 8. macedonicus,
L. lactis, and E. sulfureus. To our knowledge, ours is the first
report of the amylolytic S. macedonicus and E. sulfureus strains.
S. macedonicus was isolated from Greek Kasseri cheese (32).
L. lactis has been reported previously in pozol (3, 12, 25), a
starch-fermenting L. lactis subsp. lactis sirain was isolated from
the Thai product plaa-som (28). Most of the ALAB isolated
from other cereal- or cassava-based fermented foods belong to
the genus Lactobacillus (1, 16, 30). In comparison to African
cereal-based fermented foods, pozol thus appears to be a food
ccosystem in which other types of ALAB have developed. The
absence of Lactobacillus among the most amylolytic of the
lactic acid bacteria in pozol might be linked to conditions
imposed by process conditions (i.c., alkaline cooking).

Starch fermentation by S. bovis. Unlike starch fermentation
by L. manihotivorans and L. fermentiun Ogi El (14, 7), starch
is only poorly hydrolyzed by the dominant specices 8. bovis, and
@ high concentration of total sugars remains at the end of
fermentation. Poor starch hydrolysis could be explained by the
low level of amylase produced but, as shown for L. maniho-
tivorans and L. fermentum Ogi El, even at low amylase activity
starch can be completely degraded (14, 7). Furthermore, the
difference between total sugar and reducing sugar concentra-
tions, together with the low concentration of low-molecular-
weight maltooligosaccharides indicates that higher-molecular-
weight dextrins were produced.

In the present study, the main strain was characterized by a
low yicld of lactic acid relative to biomass (Y),cx), an extremely
low amylase yicld relative to biomass (Y,uyx), and a specific
rate of amylasc production (q,.,) (Table 3) and by a high

ier SPecific rate of actic acid production; ¢, S
# Fermentation values obtained at a controlled pil (6.0) ure given in parenthes

, lactic ncid yield relitive (0 biomiss; Y,y smylise yield relative to biomass;
w Yy yhos | .
pecific rate of amylase production.

S|

c rate of substritte consumption; ¢,y
s. NI, not determined.

specific growth rate and biomass yicld (Y,,,). These character-
istics arc very different from those described for ALAB such as
L. manihotivorans or amylolytic strains of L. plantarum and
L. fermentum (Table 3). Streptococcus strains isolated from
bovine rumen grew faster than other lactic acid bacteria on a
wide varicty of mono- and disaccharides, with specific growth
rates higher than 1.5 h ' (4). In particular, S. bovis JB1 pre-
sented higher specific growth rate on starch (1.98 h™') than on
maltose (1.38 h™") (8). The specific growth rate determined for
the pozol 8. bovis strain (0.94 b "') could give it a competitive
advantage over the other nonamylolytic lactic acid bacterium
species of pozol. In addition, although substrate consumption
and lactate production parameters are in the classical range
observed for other ALAB (Table 3), a relatively high value of
Y. indicates efficient cnergy conversion into biomass, which
would also confer an additional competitive advantage, in spite
of a very low efliciency in starch hydrolysis and total sugar
consumption. Nevertheless, a low tolerance at acidic pH of S.
bovis strains will also have to be taken into account to explain
the dynamics of microbial populations.

Since carly and drastic reduction in the content of mono-
and disaccharides in nixtamal, microbial diversity and the high
bacterial concentration reporied in pozol cannot be supported
by these carbohydrates. However, the presence of ALAB from
the first stage of the fermentation could explain the diversity of
microbial population through trophic relationships. Based on
the specilic propertics and intrinsic limitations of . bovis
strains, it can be assumed that the major role of S. bovis could
be to provide low-molecular-weight maltooligosaccharides to
the nonamylolytic microllora during the carly steps of nixtamal
dough fermentation. This assumption opens new fields of in-
vestigations on the microbial ccology of starchy fermented
foods.
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