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RESUMEN 

El pozo! es una bebida ácida refrescante que se consume desde la época 

prehispánica en el sureste de México. Se prepara diluyendo en agua una masa 

fermentada de nixtamal 9ue es consumí.da como alimento básico por diversos grupos 

indígenas y como bebida refrescante por mestizos de las mismas regiones. Se 

conocen los cambios microbiológicos que ocurren durante la fermentación; sin 

embargo, debido a que ocurre una fermentación natural, el objetivo de este trabajo fue 

determinar la variabilidad en la microbiota de muestras de pozo! de diferentes 

productores. 

Se estudiaron pozoles de 7 productores diferentes de Villahermosa, Tabasco; 

se tomaron muestras de masa recién molida y con el resto se hicieron bolas, se 

envolvieron en hojas de plátano y se incubaron a 30ºC durante 72 h. Se extrajo el 

ADN de la superficie y del centro de cada muestra y se amplificó por PCR la región V3 

del gen ARNr 165. Los fragmentos amplificados se separaron por DGGE 

(electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) y se compararon los patrones de 

bandas obtenidos con los de cepas previamente aisladas del pozal e identificadas por 

comparación de secuencias parciales del gen ARNr 168 o secuenciando cada banda. 

Al comparar la diversidad microbiana entre los diferentes productores, se 

observó que existe una mayor variación en la composición microbiológica de pozoles 

de diferentes productores al inicio de la fermentación , sin embargo, al transcurrir el 

proceso, la comunidad microbiana se va estructurando progresivamente. Se 

detectaron microorganismos cuya presencia fue constante en la mayoría de las 

muestras y se identificaron como Streptococcus suis, Weíssella sp., Pediococcus 

urinae:.equi y Aerococcus sp. El género Lactobacillus estuvo presente en casi todas 

las muestras de masa recién molida, sin embargo, tendió a desaparecer a lo largo de 

la fermentación. Se observó que organismos de los géneros Leuconostoc y 

Lactococcus se encontraron esporádicamente a lo largo de la fermentació.n. Por 

último, no se encontraron diferencias significativas (a=0.05) en la riqueza, diversidad y 

dominancia del centro y superficie de la muestra de pozal. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

Desde el punto de vista ecológico, las comunidades microbianas son 

consideradas extremadamente complejas. debido a la variedad de 

microorganismos presentes. a las interacciones interespecífrcas y a las relaciones 

con el medio. En la década pasada, se demostró que las técnicas microbianas 

convencionales sólo permitían conocer una pequeña fracción de la diversidad 

microbiana (Muyzer y Smalla, 1998). Lo anterior fue comprobado al tratar de 

estudiar las comunidades de ambientes complejos, como lo son las ventilas 

hidrotermales, las plantas de tratamiento de aguas residuales (Amann et al., 1995) 

los microorganismos del tracto digestivo, o de ambientes que parecían menos 

complejos, como los encontrados en los alimentos fermentados tradicionales 

(Ampe et al., 1999ª ; ben Ornar y Ampe, 2000). En éstos participa una microbiota 

muy vasta y es aquí donde se han ·reportado muchos microorganismos difíciles de 

cultivar o no cultivables. Con lo antes mencionado, se concluyó que las técnicas 

convencionales no permitían obtener un conocimiento real de la diversidad 

microbiana en una muestra del ambiente. 

Durante los últimos años se han desarrollado estrategias basadas en 

métodos moleculares para detectar e identificar de forma rápida y directa 

microorganismos presentes en una muestra sin necesidad de cultivarlos. Una de 

las técnicas más utilizadas en los últimos años ha sido el DGGE, que es una 

electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante. Este método incluye las 

siguientes etapas: (i) extracción total de ácidos nucleicos, (ii) amplificación de un 

fragmento particular de ADN/ARN por PCR, utilizando cebadores específicos, (iii) 

elaboración de una huella de comunidades de microorganismos presentes en la 

muestra en un gel de DGGE, (iv) identificación de bandas del gel de DGGE 

mediante incisión de bandas y reamplificación por PCR, para después hacer una 

secuencia y comparar en una base de datos; o bien clonar los productos de PCR 

en un vector y secuenciar. 
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El DGGE (electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) es una 

técnica recientemente incorporada al estudio de comunidades microbianas que 

separa fragmentos de AON, previamente amplificados, por PCR, de la misma 

longitud pero con diferentes secuencias. La separación está basada en la 

movilidad electroforética de un fragmento de AON de doble cadena ·que conforme 

va migrando en el gel de poliacrilamida se va desnaturalizando parcialmente de 

acuerdo con su secuencia nucleotídica; el fragmento de AON debe tener en un 

extremo una grapa de G+C para evitar que se desnaturalice totalmente y no se 

detenga en el gel (Fromin et al., 2002). 

La técnica fue diseñada inicialmente para detectar mutaciones puntuales, 

ya que presenta una eficiencia hasta del 99%, sin embargo, los ecologistas 

microbianos la han adoptado para el análisis de comunidades bacterianas 

completas. Hasta hace poco tiempo, los resultados de estos patrones de las 

huellas de comunidades se habían restringido a una interpretación visual, sin 

embargo, al aplicar métodos estadísticos, la técnica de OGGE es una herramienta 

aún más prometedora. 

La técnica de DGGE permite analizar simultáneamente numerosas 

muestras, siendo posible la supervisión de las comunidades microbianas o de los 

grupos bacterianos cuya ocurrencia y frecuencia relativa son afectadas por 

cualquier parámetro ambiental. Este es el caso del pozal, que es una bebida 

ácida, refrescante, no alcohólica, de origen maya; se prepara a partir de una masa 

de maíz previamente nixtamalizada y fermentada que se diluye en agua. Esta 

bebida refrescante constituye la base de la alimentación de numerosos grupos 

étnicos. El pozal también es utilizado con fines ceremoniales o medicinales por 

grupos indígenas (chontales, chales, mayas, lacandones, tzeltales, tzotziles, 

zaques, tojolabales, mames y zapotecos) y mestizos en estados del sureste del 

país (Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatán, Quintana Roo, Veracruz y Oaxaca) 

(Ulloa et al., 1987; Cañas et al., 1993). 
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Se conocen los cambios microbiológicos que ocurren durante la 

fermentación del pozal (ben Ornar y Ampe. 2000); sin embargo. debido a que éste 

se produce mediante una fermentación natural, es necesario determinar la 

variabilidad entre muestras de diferentes orígenes con el interés de saber si 

existen m1croorganismos cuya presencia sea constante en la fermentación y que a 

su vez sean los responsables de brinadarle las características propias. 

En este trabajo se realizó un análisis global de la variabilidad de las 

comunidades microbianas presentes en el centro y la superficie de muestras de 

pozal de diferentes productores de una misma región. 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 

2.1 ALIMENTOS FERMENTADOS. 

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procesamiento involucra el 

crecimiento y la actividad de microorganismos (bacterias, mohos o levaduras). Son 

productos antiguos . cuyo origen se pierde en los albores de la historia; 

probablemente surgieron en forma accidental y el hombre los acogió rápidamente 

debido a sus características sensoriales y a que podían ser co.nservados por un 

tiempo prolongado. Actualmente algunos de ellos se han industrializado y son de 

consumo generalizado en cualquier parte del mundo. Sin embargo, la mayoría de 

los conocidos hasta la fecha son de manufactura artesanal y se producen en 

forma regional. 

Un aspecto importante sobre los alimentos fermentados es la mejora de sus 
1 

propiedades sensoriales, como son el aroma, el color, el olor y el sabor. Dichas 

características y el mayor tiempo de conservación del alimento, han hecho que 

éstos hayan tenido aceptación por el consumidor en la antigüedad y hasta 

nuestros días. 

La fermentación tiene ventajas adicionales, entre las que se pueden 

mencionar: aumento de la digestibilidad del sustrato, reducción del tiempo de 

cocción, inhibición del desarrollo de microorganismos patógenos y de la 

producción de algunas toxinas, eliminación de sabores y · texturas que pueden 

considerarse desagradables. En algunos casos los alimentos fermentados 

presentan una mejora en la biodisponibilidad de sus proteínas y ciertas vitaminas 

(Wang et al., 1981; Nout et al. 1989). Por último, cabe destacar que la 

fermentación es un método barato que prolonga la vida de anaquel de los 

alimentos (Cooke et al., 1987; Nout et al., 1989). 
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2.1.1 Alimentos fermentados tradicionales de México. 

El maíz ha sido durante mucho tiempo la base de la alimentación en los 

pueblos prehispánicos mesoamericanos. A este cereal se le han asociado 
-

conceptos religiosos y mitos sobre el origen de la vida y otros elémentos de la 

cultura, razón por la cual no resulta extraño que la mayoría de los alimentos 

fermentados que se consumen en México y en América Latina se preparen a base 

de maíz (Casillas y Vargas, 1984). 

La importancia de los alimentos fermentados en México data desde la 

época prehispánica han sido relevantes en la vida diaria y ceremonial de 

numerosos grupos indígenas. La tradición de elaborarlos y consumirlos ha 

persistido hasta la época actual. Sin embargo, hasta la fecha, únicamente se han 

estudiado algunos, de los más de 200 alimentos y bebidas fermentadas que hay 

en el país. Entre los que se encuentra el Agua agria, el Sendecho, el Tesgüino, el 

Atole, el Tepache (Cruz-Ulloa y Ulloa, 1973), el Tamal agrio (Valderrama y 

Ramírez, 1993; Escamilla et al., 1991) la Tortilla agria (Nieto y Vázquez, 1993; 

Escamilla et al., 1991 ); el Atole agrio y el Pozal (Cruz-Ulloa y Ulloa, 1973; 

Escamilla et al., 1991 ). Además de que el grado de avance en la investigación de 

cada uno de ellos es variable, puede considerarse que su conocimiento 

microbiológico y químico es aún incipiente. 

2.1.2 El pozol. 

El pozal (del náhuatl pozolli; espumoso) es una bebida ácida, no alcohólica, 

refrescante de origen maya preparado a partir de una masa de maíz previamente 

nixtamalizada y fermentada que se suspende en agua. Esta bebida es utilizada 

con fines ceremoniales o medicinales y es ampliamente consumida entre grupos 

indígenas (chontales, chales, mayas, lacandones, tzeltales, tzotziles, zaques, 

tojolabales, mames y zapotecos) y mestizos en estados del sureste de México 
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(Chiapas. Tabasco, Campeche, Yucatán, Quintana Roo, Veracruz y Oaxaca)(Ulloa 

et al .. 1987: Cañas et al .. 1993). 

2.1.2.1 Elaboración del pozol. 

Para preparar esta bebida (Fig . 1 ). el maíz se limpia para eliminar tanto el 

material extraño como los granos podridos que darían mal aspecto al pozal. 

Posteriormente, el maíz se nixtamaliza hirviéndolo en agua con un puñado de cal 

(aproximadamente 10% p/v de Ca(OH)2), hasta que se hinchan los granos y se 

desprenden las cascarillas, a continuación los granos se frotan con las manos y se 

enjuagan (Ulloa et al., 1983). Después se martajan y con la masa obtenida se 

preparan bolas, las cuales se envuelven en hojas de plátano y se dejan fermentar 

durante un periodo de tiempo variable, que incluye desde varias horas hasta 

varios días, o incluso más de un mes. Una vez fermentada la masa, se suspende 

en agua y se obtiene una bebida de sabor ácido, refrescante, a la cual se le puede 

adicionar azú.ca~. sal, miel, chiles secos o· diversos tipos de sabores (Cañas et al., 

1993). 

En el proceso de fermentación ·del nixtamal se desarrolla un sabor ácido y 

un aroma característico que le brinda propiedades refrescantes a la bebida. El pH 

de los granos de maíz es de 5.7 y después de la nixtamalización aumenta a 7.5; 

mientras que la masa tiene un pH inicial cercano a la neutralidad y disminuye 

hasta 3.9 el octavo día de fermentación (Ulloa, 1974). 
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MAIZ 

NIXTAMALIZACIÓN 
(cocción en agua con cal 
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GRANO 
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DE BOLAS 

FERMENTACIÓN 

Figura 1. Diagrama que resume el proceso de elaboración de pozo! en 

Villahermosa, Tabasco. 
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2.1.2.2 Microbiología del pozol. 

Las bacterias lácticas tienen un papel muy importante en la fermentación de 

muchos alimentos. poseen actividad antimicrobiana al producir ácidos, 

bacteriocinas. diacetilo y peróxido de hidrógeno. Se ha demostradÓ que son las 

responsables de la fermentación acidoláctica en los alimentos al tener la 

capacidad de producir ácidos orgánicos (como el láctico y el acético) con efectos 

de conservación sobre los alimentos, debido a sus propiedades inhibitorias y 

germicidas. Estas bacterias se caracterizan por ser Gram positivas, catalasa 

negativas, no esporuladas, microaerofílicas y ácido tolerantes. Las bacterias 

lácticas presentan una enorme capacidad para degradar diferentes carbohidratos 

y compuestos relacionados. Y de acuerdo a cómo fermentan la glucosa, se 

dividen en dos grupos metabólicos. Las homofermentativas que convierten en un 

95% o más la glucosa en ácido ·1áctico; y las heterofermentativas, las cuales 

fermentan la glucosa en ácido láctico, etanol ácido acético y dióxido de carbono en 

diferentes proporciones (De Vuyst, 1994). 

Las bacterias lácticas son mesófilas, aunque pueden crecer en un rango de 

temperatura de 5-45ºC, su pH óptimo es cercano a 6.0, aunque se ha encontrado 

que algunas crecen a pH 9.0. Las bacterias lácticas actúan durante las primeras 

horas de la fermentación del pozal, reduciendo el pH de un valor cercano a la 

neutralidad hasta 3.6 a 3.9 (Nuraida et al., 1995). 

La fermentación en el pozal es de tipo natural, ya que la realiza la 

microbiota original de la masa proveniente de la contaminación del nixtamal 

durante la molienda, sin la adición intencional de un inóculo. La mayoría ·de los 

microorganismos presentes en el maíz se eliminan durante la nixtamalización y 

durante la molienda ocurre la mayor inoculación, tanto de bacterias lácticas como 

de bacterias indeseables, como las enterobacterias (Wacher et al., 1993). 
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En el proceso de fermentación del pozal participa una microbiota compleja, 

que incluye bacterias lácticas, enterobacterias, otras bacterias mesófilas no 

lácticas, mohos y levaduras (Ulloa et al .. 1987; Nuraida et al.. 1995; Wacher et al., 

1993). 

En las primeras horas de fermentación Lactococcus y Leuconostoc parecen 

ser los géneros dominantes. Por el contrario, éstos representan a los géneros 

menores al final de la fermentación, cuando Lactobacillus domina el proceso. 

Otros estudios han reportado que Lactococcus lactis y Lactococcus raffinolactis 

están presentes en el pozal (Nuraida et al., 1995; Escalante et al., 2001). 

La masa de pozol se moldea en forma de bolas, por lo que existe la 

posibilidad de la formación de zonas micro aerobias y aerobias, respectivamente 

en el centro y en la periferia de la masa, lo que da origen a una heterogeneidad en 

cuanto al grado de aireación (Wacher, 1995; Ampe et al., 1999ª; ben Ornar y 

Ampe, 2000). · 

En la periferia de la bola de pozal, donde el oxígeno no es una limitante, se 

ha encontrado la mayor población microbiana y actividad metabólica, en 

comparación con el centro de la bola. Miembros del género Leuconostoc parecen 

ser predominantes en la periferia y los del género Lactobacillus predominan en el 

centro. En el pozal se encuentran presentes bacterias ácido-lácticas 

homofermentativas y heterofermentativas (Ampe et al., 1999ª). 

Salinas (1958) aisló Bacil/us cereus y Paracolobactrum aerogenoides. 

Posteriormente Ulloa y Herrera (1972) aislaron Agrobacterium azotophillum y 

Achromobacter (Alkaligenes) pozo/is. Por su parte, en 1974 Fuentes et al., 

aislaron Escherichia coli var. neapolitana y Pseudomonas mexicana. 

Recientemente el estudio de las bacterias del pozal ha resultado ser un 

tema de interés, Nuraida et al, (1995) caracterizaron bacterias lácticasaisladas 
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A ntecedentes 

del pozol de Chiapas, encontrando las siguientes especies Lactobacillus 

plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus Jactis y Lactococcus 

raffino/actis. Así mismo determinaron que Leuconostoc predominaba en las masas 

en fermentación. 

Wacher (1995) realizó estudios sobre la microbiología del pozol y llevó a 

cabo una caracterización de las bacterias lácticas de este alimento mediante el 

uso de pruebas bioquímicas convencionales. Wacher (1995) reportó la presencia 

de los géneros Lactobacil/us, Pediococcus, Lactococcus y Leuconostoc, 

destacando el predominio de éste último, por lo que se infirió su importancia 

dentro de la fermentación . Así mismo, aisló bacterias lácticas amilolíticas 

pertenecientes a los géneros Lactobacil/us, Lactococcus y Leuconostoc. De igual 

manera se infiere su importancia dentro de la fermentación debido al carácter 

amiláceo del sustrato. 

Las bacterias lácticas aisladas del pozol por Wacher et al., ( 1993) fueron 

identificadas con base en su patrón de fermentación de carbohidratos (Flores, 

1996), mediante el sistema API 50 CH y el programa APILAS PLUS (Bio-mérieux) . 

Flores identificó bacterias de los géneros Lactococcus, Lactobacillus y 

Leuconostoc, predominando las especies de Leuconostoc mesenteroides y 

Lactobacil/us plantarum. 

En un estudio comparativo realizado en la microbiota de dos tipos de pozol: 

el pozal elaborado y consumido por los indígenas y el pozal elaborado y 

consumido por los mestizos, no se encontraron diferencias significativas entre las 

microbiotas de ambos (Wacher et al., 2000) . 

Recientémente y aplicando técnicas de biología molecular, se determinó la 

estructura microbiana de la masa con un enfoque polifásico y utilizando métodos 

de cultivo y métodos independientes de cultivo. Estos incluyeron la obtención de la 

cuantificación de los taxa microbianos, mediante hibridación cuantitativa de ARNr 
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168 y determinación de la huella microbiana mediante DGGE. Se encontró que las 

bacterias lácticas constituyen entre el 90 y 97% de la microbiota activa del pozol. 

Que del 25 al 50% de éstas son miembros del género Streptococcus aunque 

también predominan Lactobacillus plantarum, Lb. fermentum y bacterias de los 

géneros Leuconostoc y Weissel/a. La actividad microbiana fue mayor en la 

periferia de la bola de pozol que en el centro (Ampe et al., 1999). 

Escalante et al., (2001) encontraron, mediante un análisis de secuencias de 

ADNr obtenidas por amplificación de ADN total extraído del pozol, 14 secuencias 

únicas, identificadas como Lactococcus lactis, Streptococcus suis, Lb. plantarum, 

Lact. casei, Lact. alimentarium, Lact. delbrueckii y Clostridium sp. Esto indicó que 

las bacterias lácticas constituyen el grupo principal dentro de las bacterias Gram 

positivas del pozol. 

Por su parte, ben Ornar y Ampe, (2000) encontraron que las especies del 

género Streptococcus son muy importantes en la fermentación , ya que en ciertas 

etapas del proceso pueden llegar a constituir hasta el 75% del total de microbiota. 

Mientras que el desarrollo de las bacterias lácticas y de las enterobacterias fue 

similar en el interior y en la superficie de la masa, donde existe mayor aireación, 

los grupos más aerobios, como son mohos, levaduras y bacterias mesofílicas 

aerobias tienen un mayor crecimiento en la superficie de la bola. 

Recientemente Díaz-Ruiz et al., (2003) determinaron la diversidad de 

bacterias lácticas en el pozol, encontrando que las que poseían mayor actividad 

amilolítica fueron S. bovis, Enterococcus sulfureus y Lact. lactis, dentro de las 

cuales· predominó S. bovis. De acuerdo con lo anterior, se piensa que las bacterias 

lácticas amilolíticas juegan un papel importante en la fermentación de sustratos 
. 

amiláceos. Esto es especialmente importante para el caso del pozal , en el cual se 

demostró -que la nixtamalización elimina la mayor parte de los mono- y 

disacáridos, quedando como fuente de carbono más importante el almidón 

(Wacher, 1995). La mayoría de las bacterias lácticas amilolíticas aisladas de 
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alimentos fermentados tradicionales de otros cereales o de la yuca, pertenecen al 

género Lactobacil/us. En comparación con estos alimentos, pareciera que el pozol 

es un ecosistema alimenticio en el que se desarrollan otro tipo de bacterias 

lácticas amilolíticas, subrayando así, su carácter original (Díaz, 2003). 

Ampe et al., (1999) empleando la técnica de DGGE, encontraron que en el 

patrón de bandas de la comunidad de pozol con 5 días de fermentación, la banda 

más intensa correspondió a la especie S. bovis, encontrándose en todas las 

etapas de la fermentación. Haciendo uso de la técnica de DGGE también se han 

identificado otros microorganismos antes no detectados como es el caso de Lb. 

pentosus, Lb. casei, Lb. fermentum y W paramesenteroides (Ampe et al., 1999); 

Lb. delbrueckii y E. sacharolyticus (ben Ornar y Ampe, 2000). Mediante la 

técnica de DGGE, se detectó la presencia de hongos y levaduras tanto de la 

superficie como en el interior de la bola de pozol, pero no se precisaron géneros ni 

especies (Ampe et al., 1999). 

Aunado al estudio de la diversidad de bacterias lácticas, también se han 

estudiado diferentes aspectos del pozal que comprenden a otros grupos 

bacterianos, hongos y a levaduras. Para el caso de bacterias, se cuenta con los 

trabajos de Ampe et al., (1999) quienes identificaron a Acetobacter sp. y Bacillus . 

subtilis, también se aisló a Bacil/us mínimum (ben Ornar et al., 2000), B. cereus, 

B. mycoides y B. Jentus (Rivera, 2001 ), C/ostridium sp. (Escalante et al., 2001 ), 

Exiguobacterium aurantiacum, Bifidobacterium mínimum, Sphingomonas sp. (ben 

Ornar et al., 2000). Por otro lado, también es importante resaltar la presencia de 

cepas de Escherichia coli con factores de virulencia en masas de pozol , a 

diferentes horas de fermentación. Se identificaron serotipos pertenecientes a los 

grupos 018, 088, 08, 011 , 020 y 0173; también se encontraron cepas con 
-

patrones de adherencia localizada, difusa y agregativa , así como la presencia de 

genes de virulencia relacionadas con la patogénesis de la diarrea (Sainz et al., 

2001 ). 



Respecto a su micología, uno de los primeros trabajos elaborados fue el de 

Ulloa y Herrera (1972) quienes estudiaron la sucesión de hongos y levaduras en 

muestras de pozal de Tabasco (Ulloa y Herrera, 1974). Los hongos aislados del 

pozol se identificaron como Geotrichum candidum, Cladosporium cladosporioides, 

Ciad. sp. (Ulloa et al., 1987), Phoma glomeratta, Ph. fimeti y Penicillium fel/atanum 

(Wacher et al., 2000). 

En cuanto a los estudios de levaduras, se pueden mencionar los trabajos de 

Ulloa et al. , (1987), que aislaron a Gandida guilliermonddi var guilliermondii 

Rhodotorula minuta, Rhod. mucilaginosa, Debariomyces hansenii y 

Kluyveromyces lactis var. lactis (Wacher et al., 2000). 

Por su importancia, cabe mencionar el trabajo realizado por Río (1999) 

quien hizo un estudio de campo, encuestando 62 pozolerías en 3 zonas 

representativas de la ciudad de Villahermosa, Tabasco. Investigó los hábitos de 

consumo del pozal entre los habitantes de Villahermosa (hombres, mujeres y 

niños). Encontró que en su mayoría lo prefieren fresco y con cacao. Que el 

proceso de elaboración del pozol natural en Villahermosa es similar al que se 

describe para el pozal mestizo en el estado de Chiapas. Y que durante la 

nixtamalización del maíz, habitualmente se omite el reposo del grano en el agua 

de cocción, ya que es lavado inmediatamente después a ésta. Encontró que el 

nixtamal se muele en pequeños molinos y la masa martajada se mezcla con agua 

para formar bolas grandes de uno hasta varios kilos , las cuales están ·listas para 

la venta o para su consumo como bebida. Encontró que el pozol fermentado se 

denomina "pozol agrio". Y que tanto el pozal fresco como del agrio se preparan 

mezclando la masa manualmente o en licuadora con agua y otros ingredientes 

(azúcar, leche, horchata), según los gustos del consumidor. El censo estableció 

que la principal venta la tiene el pozal con cacao, y que algunos habitantes 

consumen el pozol acompañándolo con frutas confitadas, sal o chile. Por último, 

se concluyó que existen pocas variaciones en cuanto al proceso de la elaboración 

del pozal en los diferentes establecimientos estudiados. 
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2.2 ELECTROFORESIS EN . GEL CON GRADIENTE 

DESNATURALIZANTE (DGGE) 

2.2.1 Introducción 

A partir de 1995 con los trabajos de Amman et al., los métodos para el 

análisis de las comunidades microbianas cambiaron considerablemente. Las 

técnicas clásicas, tales como cultivo de microorganismos e identificación por 

pruebas bioquímicas no son suficientes para valorar la diversidad bacteriana en 

muestras naturales. Por un lado, la vasta diversidad de formas celulares y su 

pequeño tamaño hacen difícil la identificación microscópica. Por otro lado, los 

medios utilizados para el cultivo de cepas microbianas son selectivos y por lo tanto 

enmascaran la composición microbiana real. 

Haciendo una relación entre los microorganismos hasta ahora identificados 

y los existentes en la naturaleza en los diferentes hábitats, se han expuesto las 

limitaciones de los métodos tradicionales dependiendo del cultivo (Tabla 1 ). Por lo 

que se ha recurrido a técnicas moleculares que suplen o muchas veces 

complementan a las técnicas microbiológicas tradicionales. 

Tabla 1. Estimación del porcentaje de bacterias cultivables. 

% de Bacterias cultivable 
Hábitats 

(Cuantificadas como UFC) 

Océanos 0.001-0.1 

Agua dulce 0.25 

Lagos mesotróficos 0.1-1 

Aguas estuarinas no contaminadas 0.1-3 

Lodos activados 1-15 

Sedimentos 0.25 

Suelos 0.3 

(Amann et al , 1995) 
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La introducción de técnicas moleculares en ecología microbiana incluye el 

uso de secuencias genéticas del ARNr 16S, ya que las secuencias de los genes 

que codifican dicha subunidad ribosomal, refleja la relación evolutiva de los 

microorganismos (Woese, 1987). La secuencia de estos genes permite su 

identificación. El ARNr es una molécula distribuida universalmente, que tiene una 

función homóloga en todos los organismos. Es una molécula ancestral que tiene 

regiones conservadas y regiones hipervariables (Fig. 2). Por otra parte, el ARNr 

presenta secuencias firma u oligonucleótidos cortos que son únicos para cierto 

grupo de organismos. Con base en la secuencia de los genes ribosomales se 

definieron los tres dominios de la vida: Arquea, Bacteria y Eucaria. Las secuencias 

firma se encuentran generalmente en regiones bien definidas dentro de la 

molécula del ARNr 16S. Su importancia radica en la exclusividad que tienen y por 

tanto en la utilidad que presentan para situar organismos desconocidos en el 

grupo filogenético principal que les corresponde. 

n 
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(Villani et al .. 1997) 

Fig . 2 Mapa de la estructura secundaria del gen 16S donde se muestran las 

regiones hipervariables (V1, V2 , V3, V4, V5 , V6 , V?, V8, V9) y las regiones 

conservadas. 
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En los últimos años, las técnicas moleculares que incluyen huellas 

genéticas, han resultado un excelente método para comparar numerosas 

muestras. Las huellas de comunidades microbianas proveen un patrón de bandas 

o perfil que refleja la diversidad genética de la comunidad. 

2.2.2 Pasos previos al DGGE. 

El DGGE (electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) es una 

técnica recientemente incorporada al estudio de comunidades microbianas 

complejas (Muyzer et al., 1995). Los pasos previos a esta técnica consisten en: 

a) La extracción y purificación del ADN de un cultivo o de una muestra 

microbiana natural (alimento, suelo, agua, sedimento, entre otras). 

La extracción del ADN puede ser directa (extracción del ADN total de 

la muestra) o indirecta (extracción de microorganismos de la 

muestra, seguida de la extracción de ADN de éstos). 

b) A continuación se amplifica el ADN obtenido mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa. En este paso, se usan cebadores 

correspondientes al grupo en estudio (levaduras, bacterias, etc) 

utilizando el ARNr 16S. Es decir, los cebadores son como los 

anzuelos para "pescar" a los organismos deseados y amplificar su 

ADN. 

c) Posteriormente, para conocer la diversidad de microorganismos, se 

realizan huellas genéticas que constituyen un patrón o un perfil de I~ 

djversidad genética de una comunidad microbiana. La técnica del 

DGGE se inicia con la separación electroforética de fragmentos de 

ADNr previamente amplificados. 
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J.\ntecedenfor: 

2.2.3 DGGE. 

El DGGE separa fragmentos (previamente amplificados por PCR) con la 

misma longitud pero con diferente secuencia. El principio de la técnica se basa en 

la separación y en la movilidad electroforética de un fragmento de ADN de doble 

cadena que conforme va migrando_ en el gel de poliacrilamida se va deteniendo 

parcialmente de acuerdo a su secuencia nucleotídica. Lo anterior se logra porque 

los fragmentos de ADN contienen dominios con grados de desnaturalización (Tm) 

característicos, de manera que cuando se alcanza una determinada concentración 

de desnaturalizante, la molécula se funde parcialmente y deja de migrar en el gel 

(Fig. 3). Los gradientes de fusión de e~os dominios dependen de las variaciones 

en sus secuencias de bases, por lo que los fragmentos correspondientes a 

microorganismos diferentes tendrán diferentes posiciones en el gel (Muyzer y 

Smalla, 1998). 

Productos de PCR 

(mismo tamaño, diferente secuencia) 

-..., ... 
A -')" 

a -"\¡~ 
e 

-y 
~ 

Grapa de GC 

Fig . 3 Imagen que representa la migración de fragmentos de ADN en un gel de 

poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (DGGE) . 
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Antecedentes 

En el análisis de DGGE, el patrón de bandas generado es considerado 

como una huella de la comunidad bacteriana; donde cada una de las bandas 

representa a un organismo diferente en la comunidad. Otro aspecto importante a 

considerar para el análisis de geles de DGGE es que la intensidad de la banda 

muchas veces está relacionada directamente con la abundancia relativa del 

filotipo bacteriano presente en la muestra (Muyzer et al., 1995; van Hannen et al., 

1999). 

El gel de poliacrilamida tiene un gradiente desnaturalizante de urea y 

formamida. Para evitar la disociación completa del fragmento de ADN de doble 

cadena que corre por el gel de DGGE, se debe colocar en uno de los extremos de 

los cebadores una secuencia de aproximadamente 40 nuclétidos de G+C (grapa 

de GC) (Fromin et al., 2002) . 

La técnica fue diseñada inicialmente para detectar mutaciones puntuales en 

el área de medicina humana, ya que presenta una confiabilidad de hasta el 99%; 

sin embargo, desde que Muyzer la introdujo en 1993 al campo de la ecología 

microbiana, ésta ha sido adaptada a muchos laboratorios como una herramienta 

útil, rápida y confiable que facilita la identificación de poblaciones individuales por 

análisis de hibridación con sondas específicas o por análisis de secuencias de 

bandas individuales. 

2.2.4 Aplicación del DGGE en alimentos fermentados. 

Debido a su gran importancia en aspectos de fermentación y conservación 

de alimentos, en los últimos años se han realizado estudios para identificar 

bacterias lácticas aisladas de alimentos utilizando la técnica de DGGE. Se 

considera un método sensible y rápido, que permite monitorear los cambios en las 

comunidades microbianas durante la fermentación de alimentos. 
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Walters et al., (2000) identificaron d.el tracto digestivo en humanos un gran 

número de especies de Lactobacil/us que antes no habían sido identificados 

mediante técnicas tradicionales, al amplificar la región hipervariable V3 del gen 

ribosomal 168 y siguiendo la técnica del DGGE. 

Ampe et al., (2001) estudiaron el desarrollo de las comunidades 

microbianas en la fermentación espontánea de yuca. Encontraron que de acuerdo 

con la intensidad de las bandas en los patrones de DGGE, las bacterias lácticas 

son los organismos dominantes. Los organismos que los representaron fueron 

Bifidobacterium mínimum, Lact. lactis, S. sp., E. sacharolycticus y Lb. plantarum. 

También se encontraron otras especies como Lb. panis, Leuconostoc 

mesenteroides y Leuc. citreum. Por otro lado, Miambi et al., (2003) utilizaron la 

técnica del DGGE y encontraron que las bacterias pertenecientes a los géneros 

Lactobacillus, Pediococcus, Clostridium, Propionibacterium y Bacil/us están 

presentes en la fermentación de la yuca. 

La fermentación de salchichas es otro alimento en donde participa una 

microbiota compleja. Cocolin et al., (2001) monitorearon la dinámica de cambios 

en las poblaciones bacterianas durante la fermentación natural de salchichas 

italianas. Obtuvieron perfiles de DGGE a partir de ADN y de ARN de muestras 

tomadas a diferentes tiempos durante la fermentación. En este estudio, además 

de determinar la estructura y diversidad en la comunidad microbiana, también se 

analizó al ARN para detectar a los microorganismos metabólicamente activos; ya 

que como es sabido, éstos presentan elevados números de ribosomas en 

comparación con las células muertas. Encontraron que la población principal está 

representada por bacterias lácticas, predominando Lb. sake y Lb. curvatus; y que 

organismos pertenecientes a la familia Micrococcaceae también están presentes. 

Se elaboraron. a la par geles tanto de ADN como de ARN , encontrando que la 

principal diferencia fue la presencia de Lb. plantarum únicamente en los de ADN . 

Por otro lado, también se encontraron en los primeros días de fermentación las 

especies E. sp y de Brochotrix therrnosphacta. 
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Coppola et al., (2001) compararon la elaboración tradicional de queso 

Mozzarella con la elaboración industrial, encontrando en los perfiles genéticos de 

DGGE a Lact. lactis y Lb. sp. sólo en la elaboración tradicional. No obstante, en 

ambos procesos se encontraron organismos como Lact. garviae, Leuc. -

mesenteroides, Leuc. lactis, E. faecium, E. obrans, E. faecalis, Lb. delbrueckii 

subsp bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp lactis y Lact. lactis subsp lactis. 

Randazzo et al., (2002) estimaron la dinámica y la diversidad de las 

comunidades microbianas durante la elaboración y maduración del queso 

Ragusano, producto artesanal siciliano con características sensoriales únicas. Se 

utilizaron tanto técnicas microbiológicas clásicas como técnicas moleculares 

independientes del cultivo, incluyendo PCR, RT-PCR y DGGE de genes de ARN 

16S para Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Se detectaron en la leche 

utilizada como sustrato especies mesófilas de Leuc. y Lact. lactis, que aparentaron 

no estar muy activas metabólicamente. De acuerdo con los perfiles de DGGE 

también se encontró que S. thermophilus y Lb. delbrueckii predominaron durante 

la maduración y fueron las más activas en esta etapa, por lo que consideraron que 

están relacionadas con el desarrollo del sabor y el aroma del queso. 
/ 

El vasto desarrollo de una compleja población de levaduras y bacterias en 

la elaboración del vino, han motivado su estudio y la utilización de métodos 

moleculares para poder realizar la caracterización de los microorganismos 

presentes y que además son difíciles de cultivar. Cocolin et al., (2000) obtuvieron 

el perfil de la dinámica de crecimiento de levaduras mediante la técnica del DGGE, 

utilizando fragmentos del gene ADNr previamente amplificados mediante PCR. 

Detectaron pequeñas diferencias en cuanto al desarrollo y a la persistencia de 

levaduras en dos fermentaciones. 

van Beek y Priest, (2002) determinaron la composición de la comunidad 

microbiana durante la fermentación de whisky de malta utilizando la técnica de 

DGGE. Fue posible detectar tres etapas; en la primera se dio un claro crecimiento 
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de levaduras, mientras que el crecimiento bacteriano fue suprimido; en la segunda 

etapa se da un crecimiento bacteriano exponencial; mientras que en la última 

etapa se acumula ácido láctico, y ya no hay crecimiento de microorganismos. 

También se encontró que en un inicio las bacterias predominantes fueron S. 

thermophilus y/o Saccharococcus thermophi/us, mientras que al final se 

encontraron organismos tales como Lb. acidophilus y/o Lb. crispatus, bacterias 

difíciles de cultivar en medios tradicionales. 

2.2.5 Índices ecológicos en microbiología. 

Las poblaciones microbianas raramente se encuentran solas en la 

naturaleza, por lo general están relacionadas con otras poblaciones 

compitiendo por espacio y recursos. Algunos índices matemáticos aunados 

a los conceptos de diversidad y dominancia son fundamentales en ecología 

para el estudio de las comunidades. Los índices matemáticos, con los que 

se describen la riqueza y la distribución de especies en la comunidad, son 

los índices de diversidad de especies, y se utilizan para describir el conjunto 

de poblaciones de una comunidad (Pielou, 1975). 

Frecuentemente los ecologistas microbianos emplen la taxonomía numérica 

para determinar las especies taxonómicas presentes en una muestra, basándose 

en características fenotípicas principalmente. Ya que debido a la complejidad de 

las comunidades microbianas, los índices de diversidad han sido poco utilizados 

en microbiología. Sin embargo, en los últimos años con la introducción de las 

técnicas moleculares que incluyen huellas genéticas, éstos han sido muy 

utilizados. 

Los índices de diversidad relacionan el número de especies con la 

importancia relativa de las especies individuales. Los principales parámetros en 

los índices de diversidad son la riqueza, variedaa y homogeneidad de especies. 
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La riqueza puede ser expresada como el número total de especies en una 

muestra, mientras que el índice de homogeneidad, proporciona la cantidad 

individual de especies presentes, haciendo incapié en las poblaciones dominantes 

(Atlas, 1984). El índice más utilizado para cuantificar diversidad es el de Shannon­

Weaver (1963), porque es sensible tanto a la riqueza como a la abundancia 

relativa de especies. 

Retomando que en el proceso de fermentación del pozol participa una 

microbiota compleja, que la fermentación es de tipo natural, y sabiendo que hasta 

el momento se conocen únicamente los cambios microbiológicos que ocurren 

durante la fermentación (Ulloa et al., 1987; Wacher et al., 1993; Nuraida et al., 

1995; Ampe et al., 1999) en un número restringido de muestra de pozol , se 

plantea la necesidad de determinar la variabilidad en la composición 

microbiológica de pozoles de diferentes productores. Por otro lado, surge el interés 

de estudiar el desarrollo de las comunidades bacterianas del pozol, monitoreando 

los cambios que ocurren en los diferentes tiempos de la fermentación, e 

identificando los organismos responsables de la fermentación del pozol que a su 

vez le brindan características propias. Por lo que en este trabajo de tesis se 

propuso emplear técnicas independientes de cultivo para detectar si existen 

diferencias en cuanto a los microorganismos presentes en las muestras de pozol 

de diferentes productores, específicamente la técnica de DGGE. 



Hipótesis 

CAPÍTULO 3. HIPÓTESIS 

Debido a que la fermentación en el pozol es de tipo natural, existirán 

variaciones en la composición microbiológica de pozoles de diferentes 

productores; sin embargo, se detectarán microorganismos cuya presencia sea 

constante en las diferentes muestras. 
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CAPÍTULO 4. OBJETIVOS 

Objetivo general: Conocer la variabilidad en la composición de bacterias lácticas 

de pozol elaborado por diferentes productores. 

Objetivos particulares: 

• Estandarizar la técnica de extracción de ADN de pozol. 

• Montar y calibrar la técnica de DGGE (Electroforesis en gel con gradiente 

de urea y formamida). 

• Determinar diferencias en la dinámica de cambios en las poblaciones de 

bacterias lácticas durante la fermentación de pozoles de diferentes 

productores. 

• Identificar los microorganismos predominantes en los patrones de bandas 

obtenidos. 

• Determinar si existen diferencias significativas en los índices de riqueza, 

diversidad y dominancia entre las diferentes muestras de pozol. 



Materiales y Métodos 

CAPÍTULO 5. MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestras 
de pozal 

1 

1 Extracción de ADN 
1 

PCR 

1 

Productos de PCR 

1 

DGGE 

1 

r Ext~ciónl r - - - , 
1 de r--- Clonación r-

Huellas genéticas 
1 

Secuenciación 
de bandas 

individuales 1 plásmidos J I_ - - -
-i--

1 

1 
1 

1 

1- _. - - - ...., Base de datos de 
Secuenciación ~-----------I _____ ...J secuencias 

1 

Análisis comparativo de las secuencias 

1 

Huellas de comunidades 

1 

Cálculo de índices de riqueza , diversidad y dominancia 
(Nübel, 1999; Shannon-Weaver, 1963; Simpson, 1949). 

Fig . 4 Diagrama que resume la estrategia experimental empleada en el análisis de las 
comunidades de bacterias lácticas de pozol. 
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5.1 MUESTRAS DE POZOL. 

Se estudiaron pozoles de 7 productores diferentes de la Ciudad de 

Villahermosa, Tabasco. Se colectaron 6 muestras del Mercado "Pino Suárez" 

ubicado en el centro de la ciudad. La muestra uno fue comprada en un puesto 

ubicado en el primer piso del mercado, mientras que las restantes (2,3,4,5, y 6) 

fueron colectadas en el primer piso del mercado y todas en puestos del mismo 

pasillo. Todos estos productores, usan nixtamal que se produce centralmente en el 

mercado, con excepción del 4, que produce su propio nixtamal. La muestra 7 se 

colectó de un establecimiento conocido como "Pozolería de la Fuente" ubicado al 

noreste de la ciudad. De cada productor se tomaron muestras de pozol de masa 

recién molida (salida del molino), que inmediatamente fueron colocadas en hielo; 

así mismo, se tomaron también muestras de masa moldeada de aproximadamente 

250 g con las que se hicieron bolas, se envolvieron en hojas de plátano y se 

incubaron a 30ºC. A las O, 24, 48 y 72 horas se tomó una bola de cada muestra y 

se congeló a -20ºC para su análisis posterior (Fig . 5). Los tiempos (O, 24, 48 y 72 

h) se consideraron después de que las masas fueron amasadas y expuestas a la 

venta. 
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Masa Recién Molida Masa lista para la venta 

Muestras de pozal 
de 7 productores 
(Villahermosa,Tab.) 

Pozolería de la Fuente 

Tiempo de fermentación : 
a 30ºC 

o 

Mercado Pino Suárez 

l 

24 48 

Fig. 5 Diagrama de la colecta de muestras de pozol en la ciudad de Villahermosa Tabasco. 

N 
(O 

72 h 
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5.1.1 Extracción y purificación de ADN de pozol. 

Para la obtención de las muestras tanto de la periferia como del centro de la 

bola de pozol, se realizó el siguiente procedimiento: 

Periferia. Se separó la masa de la superficie de la muestra (5 g como máximo) con 

espátula estéril, usando guantes. 

Centro: La misma bola de masa se abrió por la mitad separando con ambas 

manos y con espátula se tomó la porción central de la bola (5 g como máximo). 

De acuerdo a Nübel et a/.,(1999) y Ampe et al., (1999), ambas muestras se 

resuspendieron por separado en 1 O mi de Na2HP04 (0.1 M y pH 8). Cada muestra 

fue homogenizada en un Stomacher 400 (SEWARD) durante 6 min. A 

continuación se colocaron 1.5 mi de suspensión resultante en 2 tubos eppendorf, y 

se centrifugaron en una centrífuga HERMLE Z160M a 14,000 rpm durante 10 min 

para eliminar las partículas .de mayor tamaño. Se recuperó el sobrenadante y se 

adicionaron a cada tubo 20 µ1 de solución de lisozima [20 µg .µr1
] en amortiguador 

TES [50 mM Tris pH8-1mM EDTA-8.56% (p/v) sacarosa] y 10µ1 de solución de 

mutanolisina. (1 Ul/µI). Se agitaron las muestras en vortex (1 min) y se incubaron a 

37ºC por 1 h o hasta visualizar viscosidad . A continuación se adicionó a cada tubo 

1 O µ1 de solución de pronasa (1 Ul/µI), se agitaron las muestras en vortex (1 min) y 

se incubaron· a 65ºC por 1 h. Posteriormente se adicionaron 20 µI de solución de 

RNAsa (10 µg/µI), se agitaron las muestran en vortex (1 min) y se incubaron a 

65ºC por 1 h. Se adicionaron 120 µI de SOS al 10% (p/v) a cada tubo y se 

incubaron nuevamente a 65ºC durante 1 O min . A continuación se dejaron enfriar y 

se adicionaron 300 µI de NaCI 5 M, después se agregaron 650 µI de solución de 

Cloroformo-alcohol isoamílico (24: 1 ). Se agitaron los tubos manual y fuertemente 

durante 20 s y. posteriormente 1 O s en vortex a alta velocidad. A continuación, se 

centrifugaron las muestras más de una vez durante 5 min (14 000 rpm), hasta que 

la interfase fuera casi nula. Se recuperó con micropipeta el sobrenadante de cada 

tubo y se transfirió a otro tubo eppendorf limpio, en seguida se adicionó a cada 

tubo 1000 µI de solución de fenol-cloroformo (25:24) y se mantuvo en vortex 
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durante 30 s. Después las muestras se centrifugaron durante 5 min a 5000 rpm y 

se transfirió nuevamente el sobrenadante (400 µI) a tubos eppendorf lif!1pios. Se 

agregaron 250 µI de isopropanol a cada tubo y se agitaron suavemente para 

después ponerlos en refrigeración durante 15 min, con la finalidad de favorecer la 

precipitación del ADN. Posteriormente se centrifugaron las muestras durante 15 

min a 14000 rpm. Se retiró el sobrenadante con micropipeta y se lavaron los 

pr~cipitados con 1 mi de etanol al 70%(v/v). A continuación se centrifugaron 

durante 15 min a 14000 rpm. En seguida se retiró nuevamente el sobrenadante 

con micropipeta y se dejó secar el tubo temperatura ambiente. Por último, se 

resuspendieron en 50 µI de agua desionizada estéril, se calentaron durante 5 min 

a 65ºC y después se congelaron a -21ºC, donde permanecieron hasta su uso:­

Finalmente se comprobó la calidad de la extracción de ADN de pozol mediante 

una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) y amortiguador TBE [1X], 

revelada con una solución de bromuro de etidio [5 µg/µI] y observada a través del 

equipo Fluor-S (BIORAD). 

5.1.2 Amplificación por PCR de la región V3 del gene ARN 16 S. 

La región V3 del gen ARNr 16S del ADN ribosomal presente en el pozol se 

amplificó mediante la reacción de PCR (Tabla 2) utilizando los cebadores Agc338F 

y B518R (Tabla 3) para bacterias (Ampe et al., 1999), con las condiciones 

mostradas en la Tabla 4, utilizando un termociclador Perkin Elmer 2400. 

Tabla 2. Protocolo de PCR para amplificar la región V3 del gen ARN de bacterias 

Componente Volumen Concentración Final en la reacción 

Amortiguador para PCR 10 µI 1 X 

MgCl2 5 µI 50mM 

dNTPs 2 µI 10 mM 

Primer 338F 1 µI 20 pmol/µI 

Primer 518R 1 µI 20 pmol/µI 

Templado 10 µI 10 ng/µI 

T aq polimerasa 2 µI 1 U/ /µ1 

Agua destilada Para 100 µI -----
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Tabla 3.Cebadores para PCR utilizados en este estudio. 

Cebadores Secuencia 5'-3' 
Posición en gen 

Orientación 
E.coli 

CGCCCGCCGGGCGGCGGGCG 

Agc338F GGGCGGGGGCACGGGGGGAC 357-338 Hacia adelante 

TCTACGGAGGCAGCAG 

B 518R ATTACCGCGGCTGCTGG 534-518 Reversa 

338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 534-518 Hacia adelante 

Tabla 4. Condiciones de la reacción de PCR para amplificar la región V3 del gen 

ARN 16 S. 

Número 

de ciclos 
Temperatura Tiempo 

1 94ºC 5 min 

20 94ºC 1 min 

65ºC 1min 

72ºC 3 min 

10 94ºC 1 min 

55ºC 1 min 

72ºC 3min 

1 72ºC 10 min 

(Muyzer et al., 1999). 

Se visualizaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% (p/v) y se revelaron con una solución de bromuro de etidio, 

observándolos a través del equipo Fluor-S (BIORAD). 
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5.2 MONTAJE Y CALIBRACIÓN DE LA TÉCNICA DE DGGE 

(ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE DESNATURALIZANTE). 

5.2.1 Elaboración de gel con gradiente perpendicular al campo eléctrico 

Con el fin de obtener el gradiente óptimo para la separación de los 

fragmentos amplificados, se elaboró un gel con gradiente desnaturalizante 

perpendicular al campo electroforético (Fig. 6) . La finalidad fue establecer el 

intervalo de desnaturalizante en el cual el producto de PCR forme una "S", que 

represente la zona de desnaturalización del ADN. 

20" 100')(. 

Partlally melted 

Fig.6 Gel perpendicular de DGGE 

El ADN total de las muestras de pozol previamente amplificado mediante la 

reacción de PCR, fue analizado por DGGE perpendicular usando el equipo Bio­

Rad Dcode (ANEXOS 1 y 11) y siguiendo el procedimiento descrito primeramente 

por Muyzer et al., (1993). 

La muestra fue depositada en un gel de poliacrilamida al 8% (p/v) 

utilizando un intervalo desnaturalizante de 20% (p/v) a 70% (p/v) y amortiguador 

TAE [1X] (ANEXO 111). El gradiente desnaturalizante estuvo formado por urea 7 M 
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y formamida al 40% (v/v). La electroforesis se realizó a una temperatura de 60ºC 

durante 2 h a 130 V. Posteriormente el gel se reveló con una solución de bromuro 

de etidio [50 µg/µI] durante 15-20 min. A continuación se destiñó con amortiguador 

TAE 1 X durante 10 min; y por último, se observó a través del equipo Fluor-S 

(BIORAD). 

5.2.2 Separación de los productos de PCR mediante la técnica del DGGE 

(electroforesis con gradiente de urea y formamida). 

Los productos de PCR de las muestras de cada uno de los diferentes 

tiempos de fermentación de pozol se corrieron en un gel de poliacrilamida al 8% y 

con un gradiente desnaturalizante (ANEXO 111) de 30 a 60% (p/v) de urea (7 M) y 

formamida (40%) (Fig. 7). La electroforesis se realizó a 85 V y 65ºC durante 17 h. 

Posteriormente los geles fueron teñidos con el Kit Plus One DNA silver staining, de 

Pharmacia Biotech y digitalizados con el equipo Fluor-S (BIORAD). 
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5.2.3 Secuenciación de fragmentos de geles de DGGE. 

Algunas bandas seleccionadas se cortaron individualmente con un bisturí 

estéril y se colocaron por separado en tubos eppendorf. El ADN de cada muestra 

fue extraído utilizando el KIT PCR CLEAN-UP de Qiagen. A continuación, se 

utilizó 1 µI del ADN extraído de cada muestra y se reamplificó utilizando los 

cebadores 338F y 851 SR (Tabla 3) y las condiciones antes mencionadas (Tabla 

3). El éxito de este procedimiento fue comprobado mediante una electroforesis en 

gel de agarosa al 1.5% (p/v) y amortiguador TBE [1X], revelada con una solución 

de bromuro de etidio y observada a través del Fluor-S (BIORAD). 

Los productos reamplificados fueron purificados utilizando el KIT PCR 

CLEAN-UP de Qiagen siguiendo las instrucciones del proveedor. Posteriormente, 

se enviaron a secuenciar con el cebador 338F (Tabla 3) al Instituto de Fisiología 

Celular, UNAM. Las condiciones requeridas para la secuenciación se muestran en 

la Tabla 5. 

Tabla 5. Condiciones para secuenciar cepas 

Concentración Volumen 

Muestra (cepas) 20 ng/µI 20 µI 

Cebador 338F 20 pm/µI 20 µI 

5.2.4 Identificación de los microorganismos correspondientes a cada banda. 

La base de datos utilizada para comparar la secuencias de los productos 

reamplificados de pozol fue el National Center for Biotechnology lnformation 

(http://ncbi.nih.gov/), utilizando los servicios de BLAST para buscar a sus 

"parientes" más cercanos. 
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5.3 CLONACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR. 

Al cortar directamente bandas de los geles de DGGE, algunas 

presentaron ADN de más de un organismo. Lo anterior motivó a realizar una 

clonación con el ADN amplificado. para separar a cada componente y 

posteriormente poder secuenciarlo e identificarlo. 

4.3.1 Ligación 

a) Se preparó la siguiente mezcla de ligación: 

REACTIVO CANTIDAD 

2X rapid ligation Buffer, T4 DNA ligasa 5 µI 

pGEM ®-T (50 ng) 1 µ1 

Producto de PCR 

T 4 DNA ligasa (3 unidades Weiss/ µI) 

Variable 

1 µI 

Agua desionizada hasta un volumen de 1 O µ1 

b) Para determinar el volumen de PCR utilizado en la reacción, se utilizó la 

siguiente regla: 

Cantidad de vector (ng) X tamaño del inserto (kb) X proporción molar inserto: vector 

Tamaño del vector en kb 

(Technical Manual, 2003). 

c) Posteriormente se mezclaron los reactivos como lo indicó el proveedor y se 

incubaron a 4ºC entre 2 y 12 horas. 

5.3.2 Transformación de células competentes. 

Se prepararon placas de medio LB con ampicilina (100 µg/ml) , X -Gal (80 

µg/ml) e IPTG (0.5 mM). Se centrifugaron los tubos con la reacción de ligación y 
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posteriormente, se añadieron 2 µI de la mezcla de ligación a un tubo eppendorf de 

1.5 mi el cual se colocó en un baño de hielo. A continuación, se transfirieron 50 µI 

de células competentes JM109, se agitaron suavemente los tubos y se 

mantuvieron en el baño de hielo durante 20 min. Se incubaron los tubos a 42ºC 

durante 45-90 seg. y de inmediato se regresaron al baño de hielo por 2 min. Se 

añadieron 950 µI de medio LB a cada tubo y a continuación se incubaron por 1.5 h 

a 37ºC con agitación (150 rpm). Posteriormente se inocularon con un asa estéril 

100, 200 y 400 µI de muestra en cada una de las placas de medio LB más 

ampicilina, X-Gal e IPTG. Se incubaron durante toda la noche a 37°C. Las 

coloni¡:¡s transformantes cori plásmido recombinante se reconocieron por su 

coloración blanca. 

5.3.3 PCR para verificar la presencia de colonias transformantes de E. coli. 

Se elaboró un PCR usando como templado ADN total (Technical Manual, 

2003)de colonias transformantes de E. coli bajo las condiciones mostradas en la 

Tabla 6 con los cebadores T7 (ACATIATGCTGAGTGATATCCC) y 

SP6 (TAAGATATCACAGTGGATTIA) para amplificar el inserto, utilizando un 

termociclador Perkin Elmer 2400 (Tabla 7). 

Tabla 6. Protocolo para la reacción de PCR de células transformantes. 

Componente Volumen 
Concentración Final en la 

Reacción 
Amortiguador para PCR con MgC'2 2.5 µI 1 X 
dNTPs 2 µI 50 X 
CebadorT7 1 µI 20 pmol/µI 
Cebador SP6 1 µI 20 pmol/µI 
Templado - 10 µI 10 ng/µI 
T aq polimerasa 2 µI 1 U/ /µI 
Agua destilada Para 25 µI ------
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Tabla 7. Condiciones de la reacción de PCR para amplificar los insertos clonados 

en el vector pGEM®-T. 

Número de ciclos Temperatura Tiempo 

95ºC 3 seg 

29 95ºC 30 min 

55ºC 1 min 

72ºC 2 min 30 seg 

1 72ºC 10 min 

5.3.4 Obtención de ADN plasmídico. 

La obtención de ADN plasmídico se realizó de acuerdo con el protocolo del 

Plasmid mini KIT de Qiagen. Posteriormente el ADN plasmídico fue purificado 

utilizando el KIT CLEAN-UP de Qiagen siguiendo las instrucciones del proveedor. 

5.3.5 Secuenciación 

El ADN plasmídico se envió a secuenciar" con el cebador (T7) al Instituto de 

. Fisiología Celular, UNAM. Las condiciones requeridas para la secuenciación se 

muestran en la Tabla 8. 

Tabla 8. Condiciones para secuenciar ADN plasmídico. 

Concentración Volumen 

Muestra 400 ng/µI 20 µI 

Cebador gamma (T7 ) 20 pm/µI 20 µI 

5.3.6 Identificación de bandas. 

Se usó la base de datos National Center for Biotechnology lnformation 

(http://ncbi.nih.govD, como ya fue reportado. 
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5.4 ANÁLISIS DE LAS HUELLAS DE COMUNIDADES MICROBIANAS. 

Los geles con los patrones de las comunidades microbianas del pozal 

obtenidas con la técnica de DGGE fueron digitalizados utilizando el sofware 

QUANTITY ONE Versión 4 para Windows (BIORAD). Posteriormente, para los 

diferentes tiempos de fermentación de las muestras, se determinó la similitud entre 

la microbiota de las diferentes muestras, así como los índices de riqueza, 

diversidad y dominancia en las comunidades microbianas. 

5.4.1 Índice de riqueza (R). 

El estimado de riqueza (R), se obtuvo contando el número de bandas 

visibles para cada tiempo de fermentación (Nübel et al., 1999). 

5.4.2 Coeficiente de similitud de Dice SO. 

Para determinar la similitud entre la microbiota de las diferentes muestras, 

se calcularon los coeficientes de similitud de Dice SO (matriz de distancias) de 

cada combinación de par de muestras y se elaboraron dendrogramas utilizando el 

sofware DIVERSITY DATABASE Versión 2.2 para Windows (BIORAD). 

Donde: 

So= Coeficiente de similitud de Dice. 

nA y n8 = número total de bandas en los carriles A y B. 

nAs =número de bandas comunes entre los carriles A y B. 

Se usó el algoritmo de Ward (Ward , 1963) para calcular el dendrograma. 
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5.4.3 Índice de diversidad 

El índice general de diversidad de Shannon-Weaver (H) (Shannon y 

Weaver, 1963) fue calculado usando la siguiente función: 

Se utilizó la intensidad de las bandas, medida como la altura de los picos de 

las curvas densitométricas. ~e calculó la probabilidad de la importancia P1: 

P1= n1 IL n1 

Donde: 

n1 = la altura del pico i en la curva densitométrica. 

5.4.4 Índice de dominancia de Simpson (S). 

El indice de dominancia de Simpson (1949) se calculó mediante la siguiente 

· función: 

,, Donde: 

S= Indice de diversidad de Simpson 

P¡= Proporción de individuos de la especie i en la comunidad 

5.4.5 Análisis estadístico. 

Se realizó un análisis de varianza usando el paquete estadístico SPSS 11.0 

para Windows 2001. 
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5.5 CARACTERIZACIÓN DE CEPAS PURAS DE POZOL. 

De una colección de cepas de bacterias lácticas aisladas de diferent~s 

muestras de pozol, se seleccionaron 26 cepas representativas previamente 

identificadas por Flores (1996) utilizando el sistema API 50CH y caracterizadas 

mediante la técnica de RAPO por Escalante (en preparación). 

5.5.1 Extracción y purificación de ADN de las cepas puras. 

Las cepas se sembraron en cajas Petri en medio MRS y se incubaron 

durante 24 h. a 30ºC. Posteriormente se realizó la extracción de ADN de acuerdo 

con la técnica reportada por Lawson et al., (1989): 

Se colocaron 500 µI de amortiguador TES en tubos eppendorf. Se tomó 

muestra con asa estéril (aprox. del tamaño de un grano de arroz) de cada una de 

/ las cajas Petri y se depositó en su tubo correspondiente. A continuación se 

adicionaron 20 µI de solución de lisozima (20 µg.µr1 
] y se incubaron a 37ºC 

durante 15 min o hasta visualizar viscosidad. En seguida se adicionaron 8 µ1 de 

solución de pronasa (10 µg. µr1 
) y 8 µI de RNAsa [20 µg . µr1

) a cada tubo, se 

agitaron las muestras y se incubaron a 65ºC por 1 h. Se adicionaron 120 µI de 

SOS al 10% (p/v) a cada tubo y se incubaron a 65ºC durante 10 min. 

Posteriormente se dejaron enfriar y se les adicionó 600 µ1 de solución de 

Fenol:cloroformo (25:24), se agitaron vigorosamente hasta obtener una emulsión 

blanca. A continuación se centrifugaron durante 10 min a 14000 rpm. Se 

obtuvieron 3 fases, se extrajo la primera y se colocó en un tubo eppendorf nuevo. 

Se adicionó 1 mi de etanol absoluto frío (-20 ºC) y se agitó suavemente cada 

muestra. En s~guida se centrifugaron las muestras durante 1 O min a 10000 rpm. 

Inmediatamente se retiró el sobrenadante con micropipeta y se dejó que secaran 

los precipitados. Por último, se resuspendieron en 50 µI de agua desionizada 

estéril y después se congelaron a -21ºC. Finalmente se comprobó la calidad de la 

extracción de ADN de las cepas mediante una electroforesis en gel de agarosa al 
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1.5% (p/v) y amortiguador TBE (1X], revelada con una solución de bromuro de 

etidio y observada usando el Fluor-S (BIORAD) . 

5.5.2 Amplificación por PCR de un fragmento del gen ARN 16 S y 

secuenciación de la región V1. 

Se amplificó aproximadamente la mitad del gen ARNr 16S (Fig. 8) 

utilizando los cebadores pA y 3 para bacterias (Tabla 9) bajo las condiciones 

mostradas en las Tablas 1 O y 11, utilizando un termociclador Perkin Elmer 2400. 

Posteriormente se secuenció la región V1 del gen ARNr 16S utilizando el cebador 

gamma. 

Gen 16 S ARNr 
1542 pb 

pA 
Fragmento de PCR 

3 

• gamma 

Fig 8 Representación del gen ribosomal 16 S y del cebador utilizado para su 
secuenciación. 
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Tabla 9. Cebadores para PCR utilizados en este estudio. 

; Cebador . Secuencia 5'-3 ' ¡Posición ¡ Orien~~ción 

pA 
; 

3 

: ., 
' ' 1 

~ 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG i 9-28 ¡Reversa 
i 

GTTGCGCTCGTTGCGGGACT 1109-1090 1 Hacia adelante 
' 

ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG 358-339 i Hacia adelante 
' 1 

Tabla 1 O. Protocolo para amplificar por PCR el fragmento V1 del 
gen ARNr 16S. 

Componente Volumen Concentración 
en la reacción 

Amortiguador 10 µl lX 
para PCR 

' MgCb 5 µl 50mM 
dNTPs 2 µl 10 mM 
Primer 3 ·1 µl 20 pmol/µl 
Primer pA 1 µl 20 pmol/µl 
Templado 10 µl 10 ng/µl 
Taq polimerasa 2 µl 1 U/µl 
Agua destilada Para 100 µl --------

Tabla 11 . Condiciones de PCR Termociclador para amplificar la región V1 del 
gen ARNr 16S. 

Número de ciclos Temperatura Tiempo 

1 94ºC 3min 

34 94ºC 1 min 

65ºC 1.30 min 

72ºC 2 min 

2 72ºC 15 min 
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Se visualizaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5%, se revelaron con una solución de bromuro de etidio y se 

observaron a través del Fluor-S (BIORAD). 

5.5.3 Limpieza de los productos de PCR de las cepas puras. 

Los productos de PCR de las cepas puras de pozal fueron purificados 

utilizando el KIT PCR CLEAN-UP de Qiagen, siguiendo las instrucciones del 

proveedor. 

5.5.4 Secuenciación. 

Posteriormente los productos de PCR se enviaron a secuenciar con el 

cebador gamma (y) que incluyeron la región hipervariable V1 (Tabla 9) al Instituto 

de Fisiología Celular, UNAM. Las condiciones requeridas para la secuenciación se 

muestran en la Tabla 12. 

Tabla 12. Condiciones para secuenciar cepas puras de pozal 

Concentración Volumen 

Muestra (cepas) 20 ng/µI 20 µI 

Cebador gamma (y) 20 pm/µI 20 µI 

5.5.5 Comparación de secuencias. 

La base de datos utilizada para comparar la secuencias de cepas de pozol 

fue el National Center for Biotechnology lnformation (http://ncbi.nih.gov/), como 

se reportó previamente. 
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CAPÍTULO 6. RESUL TACOS Y DISCUSIÓN 

6.1 CARACTERIZACIÓN DE CEPAS PURAS DE POZOL PARA MONTAR 

LA TÉCNICA DEL DGGE. 

La mayoría de los resultados obtenidos en la identificación de las cepas 

puras de pozal fueron exitosas al tener porcentajes de identidad por arriba del 

97% (Tabla 13). Sin embargo, hubo dos cepas cuya identidad fue menor al 97% 

(cepas Lilis 32 y Amil47), por lo que se sugiere secuenciar fragmentos más largos 

del gen para asegurar la identificación de los microorganismos; no se descarta la 

posibilidad de que sean nuevas especies. Se ha propuesto que los procariotas 

que difieran en la secuencia del ARNr 165 en porcentajes mayores a 3 en 

comparación con otros organismos, deben ser considerados como especies 

nuevas. 

Se observó que la mayoría de las identificaciones de las cepas mediante la 

técnica API 50CH difiere de los resultados obtenidos en la secuenciación al utilizar 

un segmento del gen ARNr 165. Esto se ha observado en otros trabajos, como el 

realizado por Díaz-Ruíz et al., (2003) en la identificación de bacterias lácticas 

amilolíticas. Lo anterior se atribuye a que existen ambientes que antes no habían 

sido estudiados, y que los microorganismos ahí existentes no están registrados en 

la base de datos del API. 

En la mayoría de los patrones de DGGE para cepas puras de pozal se 

observó más de una banda (Fig. 9) correspondiente a un mismo organismo. Asf 

misr:no, se observó que algunas bandas de cepas diferentes presentaron 

migraciones muy parecidas en el gel de DGGE. En estudios recientes se 

menciona que al utilizar técnicas moleculares muy sensibles tales como el DGGE 

o TGGE se puede observar que en una sola banda de ADNr 165 haya más de dos 

especies de bacterias (van Han nen et al., 1998; 5ekiguchi et al., 2001 ). Lo anterior 

se atribuye principalmente a una micro variación producto de la incorporación de 
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artefactos. Esto puede ocurrir por una variabilidad natural, por una introducción 

artificial proveniente de la amplificación por PCR y/o por técnicas de clonación o 

por la presencia de copias de los genes que tienen pequeñas diferencias en sus 

secuencias. 

En la interpretación de los perfiles en geles de DGGE, esto significa que 

una sola banda puede representar varias especies, o que una especie podría estar 

representada por un grupo de bandas. Este fenómeno está asociado con la 

heterogeneidad intraespecífica, que es el resultado de las múltiples copias de los 

genes del ARNr que involucran diferencias en su secuencia (cistrones que 

codifican al ARNr 16S con diferente secuencia en un solo genoma) (Dahllóf et al., 

2000). Ciertos autores reportan que el número de operones de ARNr por genoma 

de bacteria puede variar de 1 hasta 15 copias, como es el caso de la bacteria 

patógena Rickettsia prowazkeii, mientras que Salmonella enterica serovariedad 

Typhimurium posee hasta siete copias (Cilia et al., 1996). Se piensa que la 

variación en el número de operones de ARNr por genoma de bacteria está dada 

como un indicador genético de la estrategia general ecológica de una especie de 

bacteria para la explotación de nutrientes. Se ha propuesto también que la 

duplicación de cromosomas es un mecanismo para incrementar el número de 

ciertos genes particulares que se encienden bajo estrés nutricional (Cilia et al., 

1996). 
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Tabla 13. Identificación de cepas puras de pozal , mediante la comparación de la 

secuencia de la región V1 del gen ARNr 165 y del API SOCH. 

Identificación Calidad de Porcentaje de %de 

mediante API Identificación Identificación Resultados de identidad 
CEPAS 50CH API 50CH API 50CH secuenciación (comparación 

(Flores 1996) (Flores 1996) (Flores 1996) de 
secuencias) 

Lilis 3 Lact. raffinolactis Dudosa 45.6 Lb.plantarum 99 
Tap5 Lb. plantarum Excelente 99.9 Lb. plantarum 100 
Lilis 14 Lb. crispatus Excelente 99.9 Lb. plantarum 99 
Lilis44 Lb. plantarum Excelente 99.9 Lb. plantarum 100 

Lil is32 Lact. raffinolactis Excelente 99.9 Lact. 
92.36 raffinolactis 

Snc15 Lact. lactis lactis Muy buena 99.5 Lact. lactis 100 
Snc25 Lact. raffinolactis Dudosa 91 .3 Lact. lactis 99 

Snc23 
Leuc. 

Dudosa 58.2 Lact. lactis 99 mesenteroides 

Amil47 Lact. raffinolactis Dudosa 96.9 S. inf antarius 93 

Snc22 Lact. lactis lactis Dudosa 60.8 Leuc. citreum 99.6 
Snc28 Lact. raffinolactis Dudosa 99.8 Leuc. citreum 100 
Lilis42 Lb. plantarum Excelente 99.9 Leuc. citreum 99 
Amil30 Leuc. citreum Aceptable 83.6 Leuc. citreum 99 

Lilis9 Lact. raffinolactis Excelente 99.9 w confusa 99 
Li lis17 Lb. pentosus Dudosa 73.9 w confusa 100 
Lilis19 Lb. plantarum Dudosa 95.2 w confusa 99 
Lilis20 Lb. coprophilus Excelente 99.9 w confusa 99 
Snc40 Lb. s coprophilus Dudosa 39.2 w confusa 100 
Snc45 Lb. fermentum Buena 52.7 w confusa 99 

Tap50 Lact. raffinolactis Buena 53.0 
Leuc. 

99 argentum 

Lilis39 Leuc. citreum Excelente 99.9 Lb. pentosus 99.6 
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Fig . 9 Patrones de bandas de cepas puras de pozal en gel de DGGE. A.Leuc. 
citreum, B. W confusa, C. W confusa, O.Lb. plantarum, E. Leuc. argentum, F. 
Lb. plantarum, G. Leuc. citreum, H. S . bovis l. W confusa, J. Lact. lactis, K. L. 
lactis. 

En años recientes, se han propuesto técnicas para evitar el fenómeno de 

heterogeneidad, como la de Dahllóf et al.,(2000), quienes plantean utilizar. el gen 

rpoB de la subunidad beta de la RNA polimerasa, de la cual parece que solo existe 

una copia por bacteria. 

Actualmente se ha discutido mucho sobre la repercusión del fenómeno de 

microheterogeneidad en el análisis de comunidades, pero hasta la fecha, el 

problema sigue sin ser resuelto. Sin embargo, se considera importante, porque se 

piensa que esto podría interferir no solo en los análisis de los patrones de 

microorganismos, sino principalmente en conceptos de taxonomía y evolución de 

bacterias. 

Otro problema suscitado con los geles de DGGE de cepas puras de pozal 

fue el de la co-migración, lo que complicó la elaboración de un patrón con las 

cepas de pozol. Cuando se amplificó mediante PCR una mezcla de los ADN 

(utilizando una misma concentración de templado (50 ng/µI]) de cada una de las 

cepas previamente identificadas, se obtuvieron como resultado un número de 
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bandas por abajo del esperado. Lo anterior se observa en el carril C de la Figura 

1 O donde apenas y se distinguieron 6 de las 20 bandas posibles. si además de 

que se identificaron 8 cepas (Fig 1 O. carriles 1-8) . se considera la 

microheterogene idad existente en cada una de ellas . 

Existen varios trabajos en los que se menciona que cuando se trabaja con 

mezclas de ADN de comunidades complejas . es muy común que se presente el 

fenómeno de amplificación preferencial, ya que las moléculas de ADN presentes 

que sirven como templado , en su mayoría no son homogéneas (Wintzingerode et 

al. , 1997). En la mayoría de los casos la amplificación preferencial está en función 

de la selección de los cebadores, del número de ciclos de replicación y del 

contenido de G + C en el fragmento de ADN a amplificar. Los genes que tienen 

un alto contenido de G + C, tienen poca eficiencia para disociarse y con ello 

dificultan su amplificación , por su parte, los genes con bajo contenido de G + C se 

disocian fácilmente pudiendo presentar una amplificación preferencial sobre los 

anteriores. 

1 
2 

6 
51 

2 
7 
3 

Fig 1 O Gel de DGGE de muestras de c~pas puras de pozol. (C) amplificación 
mediante PCR de una mezcla de ADN de cada una de las cepas de pozol, 
utilizando una concentración homogénea de templado [50 ng/µI]. (1-8) 
Amplificación por PCR de cada una de las cepas de pozol previamente 
identificadas (1 Lb. plantarum, 2 Lact. raffinolactis, 3 Lac. lactis lactis, 4 S. sp. 5 
Leuc. citreum, 6 W confusa, 7 Leuc. argentum, 8 Lb. pentosus ). 
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RESUMEN 

La aplicación de técnicas moleculares que no dependen del cultivo de los 

microorganismos han abierto un nuevo camino en el estudio de comunidades 

microbianas naturales, sin embargo, estas técnicas complemeñtan pero no 

reemplazan a las técnicas tradicionales microbianas. El método API SOCH no 

resulto ser adecuado para la identificación de cepas puras de pozol, ya que es un 

ambiente poco estudiado, y los microorganismos ahí existentes no se encuentran 

registrados en la base de datos del API. Sin embargo, es un método sencillo que 

proporciona una idea aproximada de cuáles son los microorganismos existentes 

en la muestra que se esté estudiando. 

Por otro lado, se piensa. que la microheterogeneidad en los 

microorganismos siempre ha estado presente; sin embargo, ha sido con la 

introducción de técnicas moleculares de alta sensibilidad, las que han evidenciado 

este fenómeno. Aunado a este problema, la ca-migración de ADN de cepas de 

pozal , dificultó la elaboración de un patrón. Si bien las técnicas moleculares han 

sido una herramienta muy útil para el estudio microbiano, también han exhibido 

limitaciones. Se piensa que cuando los microorganismos están estrechamente 

relacionados filogenéticamente, la separación de las bandas no es muy clara, ya 

que dos o más fragmentos de ADN pueden aparentar tener la misma distancia de 

migración en un gel y enmascarar resultados. 
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6.2 VARIABILIDAD MICROBIOLÓGICA DEL POZOL. 

6.2.1 Masa recién molida. 

Se observó una marcada variabilidad entre los patrones de bandas de las 

muestras de masa recién molida de cada productor (Fig. 11A). La muestra que 

presentó más bandas fue la del productor 3 (8 bandas) obtenida del mercado Pino 

Suárez de Villahermosa, mientras que la muestra que presentó menos bandas (2 

bandas) fue obtenida de la "Pozolería de la Fuente", ubicada en el noreste de la 

ciudad. Así mismo, en la Figura 98 se puede observar que no existe ningún 

agrupamiento de las muestras debido a la alta variabilidad que presentan. Esto se 

debe probablemente a que la masa se contamina con microorganismos diferentes 

en el caso de cada productor. 
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Fig 11 A Diagrama de patrones de bandas de muestras de pozol de masa recién 

molida de diferentes productores. B Dendrograma de patrones de bandas de pozol 

obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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6.2.2 Fermentación al tiempo cero. 

En cuanto al tiempo cero de fermentación (TO) se observó variabilidad entre 

los patrones de bandas. Si bien existieron bandas comunes tanto para la 

superficie como para el centro de las muestras de pozal. tamb-ién existieron 

muchas otras que estuvieron presentes en la superficie pero no en el centro y 

viceversa: por lo que no se obtuvo una tendencia clara en el agrupamiento (Figs. 

12 y 13). 
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Fig 12. A Diagrama de patrones de bandas de muestras de la superficie de pozal 

de diferentes productores a las cero horas de fermentación. B Dendrograma de 

patrones de bandas de pozol obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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Fig 13 A Diagrama de patrones de bandas de muestras del centro de pozol de 

diferentes productores a las cero horas de fermentación. B Dendrograma de 

patrones de bandas de pozal obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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6.2.3 Fermentación a las 24 y 48 h. 

Respecto a los tiempos 24 y 48 h de fermentación (Figs. 14, 15, 16, 17) se 

observó variabilidad entre los patrones de bandas tanto en el centro como en la 

superficie. Sin embargo , conforme se desarrolló la fermentación, se observó que 

algunas bandas se mantuvieron constantes, pudiendo éstas representar a los 

microorganismos dominantes. Por otro lado también se observó que durante el 

proceso de fermentación (Figs. 148, 158, 168, 178) se fueron conformando los 

grupos de microorganismos. Por ejemplo, en la superficie a las 24 y 48 h (Figs. 14 

y 16) de fermentación se observó un mismo patrón . Para el centro a las 24 y 48 h 

de fermentación (Figs. 15 y 17) se observó un patrón similar. 

Pareciera que el agrupamiento de los microorganismos no depende del 

lugar donde se produce el pozal, ya que las muestras 1 y 7 que se pensó pudieran 

tener diferencias, presentaron patrones muy similares respecto a los demás. Las 

muestras de pozal pueden ser muy heterogéneas, sin embargo, durante la 

fermentación se desarrollarán los organismos más aptos. 
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Fig 14 A Diagrama de patrones de bandas de muestras de la superficie de pozol 

de diferentes productores a las 24 horas de fermentación. B Dendrograma de 

patrones de bandas de pozol obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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Fig 15. A Diagrama de patrones de bandas de muestras del centro de pozal de 

diferentes productores a las 24 horas de fermentación. B Dendrograma de 

patrones de bandas de pozal obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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Fig 16 A Diagrama de patrones de bandas de muestras de la superficie de pozal 

de diferentes productores a las 24 horas de fermentación. B Dendrograma de 

patrones de bandas de pozal obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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Fig 17 A Diagrama de patrones de bandas de muestras del centro de pozol de 

diferentes productores a las 24 horas de fermentación . B Oendrograma de 

patrones de bandas de pozal obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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6.2.4 Fermentación a las 72 h. 

Para las 72 horas de fermentación (T3) se observó en todas las muestras la 

presencia de un conjunto de bandas ( 19. 20 . 21 , 22 , 23) en la parte media del gel 
. 

(Fig. 18A) tanto en la superficie como en el centro de la masa (Fig . 19A). Así 

mismo. para la superficie se observa en la figura 2A que existen dos bandas, la 20 

y la 21 que son comunes en la mayoría las muestras; sin embargo, las muestras 

que presentan la banda 20 no presentan la banda 21. Lo anterior se ve reflejado 

en el la Figura 168 en donde se observa la formación de 2 grupos. El primer 

conjunto que contiene a la banda 20 , agrupa a las muestras de los productores 1, 

6 y 3, mientras que el segundo conjunto que contiene a la banda 21 agrupa a las 

muestras de los productores 5, 7, 4 y 2. 
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Fig 18 A Diagrama de patrones de bandas de la superficie de pozal de diferentes 

productores a las 72 horas de fermentación . B Dendrograma de patrones de 

bandas de pozal obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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Para el centro de la muestra. se observó en la Figura 16A que existen dos 

bandas . la 20 y la 21 que son comunes en la mayoría las muestras . sin embargo, 

las muestras que presentan la banda 20 no presentan la banda 21 . Lo anterior se 

muestra en la Figura 168 en donde se observa la formación de. 2 grupos. El primer 

conjunto que contiene a la banda 20. agrupa a las muestras de los productores 1, 

6 y 3. Mientras que el segundo conjunto que contiene a la banda 21 agrupa a las 

muestras de los productores 5. 7, 4 y 2. No obstante. aquí se forma un subgrupo 

que divide a las muestras en dos conjuntos . El primero contiene a los productores 

5 y 7. y el segundo a los productores 4 y 2. 
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Fig 19 A Diagrama de patrones de bandas de muestras del centro de pozo! de 

diferentes productores a las 72 horas de fermentación. B Dendrograma de 

patrones de bandas de pozal obtenidas con el coeficiente de similitud de Dice SO . 
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RESUMEN 

La fermentación del pozo! es efectuada por una microbiota natural que es 

consecuencia de la contaminación del nixtamal durante la molienda; por lo que 

durante el transcurso de la misma, los microorganismos · "dominantes" 

prevalecieron a lo largo de la misma. Lo anterior se reflejó en la variabilidad de los 

patrones de bandas y en la tendencia al agrupamiento en las últimas etapas de la 

fermentación . Aunque haya gran variedad de microorganismos al inicio de la 

fermentación , en las últimas etapas ya se habrá definido un patrón y dentro de 

éste se encontrarán los microorganismos dominantes. 
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6.3 IDENTIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE GELES DE DGGE 

6.3.1 Secuenciación. 

Con base en los resultados antes mencionados, se observó que si bien 

existe variabilidad entre los patrones de bandas de las muestras de masa recién 

molida de cada productor. después de la fermentación tendieron a predominar las 

mismas bandas en todas las muestras. En la Figura 20 se representa con dos 

geles (productores 7 y 3) a los patrones de bandas de masa recién molida y dé 

pozal a diferentes tiempos de fermentación . La masa recién molida (MRM) tiene 2 

bandas para el productor? y 1 O para el productor 3 (Fig . 20) . Sin embargo, se 

observa que durante la fermentación tres bandas permanecieron constantes (20, 

21 y 29). Estas bandas estuvieron presentes en la mayoría de las muestras tanto 

en la superficie como en el centro. Algunas veces se observaron bandas 

adicionales entre la 20 y 21 y abajo de 29. Con base en los resultados obtenidos, 

se seleccionaron estas bandas como las más importantes en el perfil de la 

comunidad bacteriana, por lo que se cortaron y reamplificaron para secuenciarlas. 

TC MF..M TO: Tls 1'21 Ds T1Jc T1c T2c T3c TC Mil( TOs Tls ns TI1 TOc Tlc Tic T3c 

..... 
~ 
:'.# 

(' " 
-~ ... . 

Fig. 20 Representación en gel de DGGE de la huella de comunidades microbianas 
de muestras de pozol de dos productores diferentes. Se observan las 3 bandas 
seleccionadas (20, 21 y 29) que fueron cortadas y reamplificadas. Estas 
permanecieron constantes en casi todos los tiempos de fermentación. TC.-Todas 
las cepas de pozal; MRM.- masa recién molida; T1s-T3s .- Tiempos de 
fermentación (O, 1,2 y 3 días)de la superficie de la muestra de pozol; T1c-T3c.­
Tiempos de fermentación del centro de la muestra de pozol. 
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La ident1ficac1ón de la banda 21 se realizó directamente después de cortarla 

del gel de DGGE. reampl1ficarla y mandarla a secuenciar. Mientras que las bandas 

20 y 29 revelaron productos de PCR que contenían ADN de más de un organismo 

o de comunidades de microorgan ismos. Lo anterior se debió tal vez a que dos o 
-

más muestras tu vieron la misma migración en el gel de DGGE, b bien que la 

migración entre bandas fue muy parecida y al momento de cortar una. se incluyó 

parte de otra . Para separar e identificar cada componente, se hizo una clonación 

con el ADN amplificado y posteriormente se secuenció. Los resultados de las 

bandas extraídas de los geles de DGGE se muestran en la Tabla 14. 

Tabla 14. Secuencia de bandas cortadas del gel de DGGE y de la identificación de 

bandas de comunidades de acuerdo a un patrón de cepas puras de pozol 

previamente elaborado. 

! Identificación de bandas Resultados de 
% de identidad 

Muestra 
de comunidades de secuenciación 

(comparación pozol respecto al patrón de la región V3 del gen 
de cepas puras ARNr 165 de secuencias) 

W. cibaria 98 

*Banda 20 
W confusa 

W. kimchii 98 
Lact. raffinolactis 

W confussa 97 

A. sp 100 
Banda 21 S. sp A. viridans 100 

Pediococcus urinae-equi 100 

*Banda 29 Ausente en el patrón S. suis 96 

Banda 25 Lact. lactis lactis NO SE REALIZO 

Banda 26 No hubo relación con el 
patrón de cepas puras. 

*Resultados de secuenciación mediante clonación . 
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6.3.2 Banda No. 20. 

La banda 20 que se presentó en todas las muestras de pozal y en casi 

todos los tiempos de fermentación , fue identificada como un organismo 

perteneciente al género Weissella . 

El género Weissella surgió a partir de una de las líneas evolutivas del 

género Leuconostoc (phylum Firmicutes). Fue hasta 1990 cuando la filogenia de 

las bacterias clasificadas dentro del género Weissella se aclaró mediante el uso de 

secuencias del ARNr 16 y 23S, (Martínez-Murcia y Collins, 1990; Martinez-Murcia 

et al., 1993). En él se agrupó a un conjunto de bacterias que se distinguían 

claramente de los miembros pertenecientes al género Leuconostoc. Rápidamente 

se fueron incorporando nuevas especies como W thailandensis (Tanasupawat et 

al., 2000) , W. cibaria (Bjórkroth et al. , 2002) y W kimchii (Choi et al., 2002). 

Según Bjbrkroth et a/., (2002) en la actualidad las especies que conforman el 

género Weissella son : W confusa, W. halotolerans, W hellenica, W kandleri, W 

minar, W paramesenteroides: W thailandensis, W viridescens, W cibaria y la 

más reciente, W kimchii. 

6.3.2.1 Características del género Weissella. 

Son células Gram positivas, crecen en pares o formando cadenas cortas, 

carecen de movilidad, las colonias son pequeñas, son catalasa negativa, aerobios 

facultativos, heterofermentativas, acidodúricas, crece a 15, 37 y 45ºC, pero no a 

4ºC (Collins et al., 1993). 

Las cepas de Weissella se han aislado . de distintas fuentes y muchas de 

ellas están asociadas con alimentos tradicionales fermentados: 
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Las cepas tipo de W. cibaria sp . nov., se aislaron del chili bo en Malasia, 

aunque también se han aislado de muestras clínicas en humanos y en animales. 

(Bjbrkroth et al. , 2002) . 

Las cepas tipo de W. kimchii, fue aislada del Kimchi, que .-es un platillo 

fermentado tradicional de Korea elaborado a base de vegetales. 

Las cepas de W. confusa se han detectado en azúcar de caña, jugo de 

zanahoria y ocasionalmente en leche bronca y drenajes (Hammes y Vogel, 1995), 

así como en el pozal (Ampe et al., 1999). 

El género Weissella es relativamente jóven, por lo que en los últimos años 

se han aislado cepas de diferentes hábitats, principalmente de alimentos 

fermentados tradicionales . Sin embargo, se requiere más trabajos al respecto, ya 

que hasta el momento sólo se le considera como organismo contaminante en las 

fermentaciones (Tanasupawat et al., 2000). 

6.3.3 Banda No. 21. 

La banda 21 que se presentó en casi todas las muestras de pozal y en casi 

todos los tiempos de fermentación, mostró de acuerdo a su secuencia ser un 

organismo perteneciente al género Aerococcus 

El género Aerococcus fue creado por Williams et al., en 1953 para agrupar a 

algunas bacterias que se distinguían claramente de los miembros pertenecientes 

al género Streptococcus. En sus inicios el género Aerococcus sólo contenía a la 

especie A. viridans (Williams et al., 1953), organismo que había sido reportado 

esporádicamente como patógeno humano (Colman, 1967; Jonosek et al., 1980; 

Nathavitharana et al., 1983; Taylor y Trueblood, 1985); sin embargo, 

recientemente se han incorporado varios miembros como son: A. urinae (Aguirre y 

Collins, 1992) aislada de diferentes hábitats como son aire, vegetación, polvo, 

suelo y carne salada. Su presencia en diversos ambientes, la hacen una especie 
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cosmopolita. por lo que no es sorprendente su presencia en el pozal. También ha 

sido asociada con infecciones de las vías urinarias en humanos (Franklam y Elliott, 

1995). A. chrlstensen1i (Collins et al.. 1999) aislada de vagina humana. A. 

sanguicola sp (Lawson et al .. 2001) aislada de sangre humana. A. urlnachominis 

sp (Lawson et al.. 2001) aislada de orina humana. 

6.3.3.1 Características del género Aerococcus. 

Son cocos Gram positivos. catalasa negativa (pseudocatalasa), presentan 

tendencia a dividirse en dos planos rectos formando tétradas y son tolerantes a la 

sal, características que hacen que se confundan fácilmente pediococos con 

micrococos y con aerococos. 

Se ha encontrado que existe una estrecha relación filogenética entre los 

miembros del género Aerococcus y los del género Pediococcus, principalmente 

entre las especies A. viridans y P. urinae-equi. Collins et al., (1990) demostraron 

que P. urinae-equi es un miembro del género Aerococcus. De acuerdo con los 

resultados de secuenciación del 168 ADNr, ambas cepas difieren sólo en 2 

nucleótidos (99.9% homología de la secuencia) por lo que fue transferido al 

género Aerococcus (Stiles y Holzapfel, 1997)(Fig. 21 ). 

6.3.3.2 Características de P. urinae-equi. 

Produce menos ácido láctico que otros Pediococcus y crece en medios con 

valores de pH alcalinos Collins et al., 1990). No se ha reportado en alimentos 

fermentados, por lo que sería interesante aislarlo para estudiarlo. 
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Fig. 21. Árbol filogenético obtenido por análisis de secuencias de ARNr 165, donde se 

muestra la relación entre organismos del género Pediococcus y otras especies. (De 

Collins et al., 1990) . . 

La banda 29 que estuvo presente en al mayoría de las muestras de pozol y 

en casi todos los tiempos de fermentación, fue identificada como un organismo 

perteneciente al género Streptococcus. 

La clasificación del género Streptococcus ha sufrido modificaciones 

importantes con base a las similitudes de las secuencias del ARNr 165. En la 

actualidad, dentro este género existen aproximadamente 40 especies, de las que 

destacan los estreptococos orales y patogénicos. 
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6.3.4.1 Características del género Streptococcus. 

Los estreptococos son células Gam positivas, esféricas u ovoides, se les 

encuentra comúnmente en pares o formando cadenas. Estos cocos son 

anaerobios facultativos, homofermentativos. no forman esporas, son catalasa 

negativa y poseen requerimientos nutricionales complejos. 

S. suis es un importante patógeno de cerdos que produce neumonía, 

poliserositis , endocarditis , meningitis y artritis, principalmente a lechones. Este 

organismo es considerado en algunos países asiáticos y europeos como un 

importante agente zoonótico, siendo la principal causa de meningitis en humanos; 

sobre todo en granjeros, carniceros, trabajadores de rastro, personas de industrias 

cárnicos y zootecnistas. Sin embargo, existen otros países en donde no se le ha 

notificado como agente zoonótico debido a que la enfermedad es 

subdiagnosticada o confundida con otros agentes. Tal es el caso de México, en 

donde hasta la fecha no existen reportes de enfermedades de meningitis en 

humanos ocasionados por S. suis (Talavera et al., 2001 ). Para el caso de 

alimentos fermentados, S. suis fue detectado en el pozal por Escalante et al., 

(2001). Por otro lado, organismos pertenecientes al género Streptococcus 

también han sido aislados de quesos (Georgalaki, et al., 2000; Coppola et al., 

2001 ). 

La presencia e importancia del género Streptococcus entre las bacterias 

lácticas del pozal fue reportada previamente mediante la técnica del DGGE, 

determinando la huella de la comunidad microbiana en una muestra de pozal. La 

banda más intensa correspondió a especies de Streptococcus. S. bovis fue el 

pariente más cercano al presentar su secuencia una homología del 99%, esta 

especie se encontró en todos los tiempos de fermentación (Ampe et al., 1999). 

Recientemente se demostró que dentro del grupo de bacterias lácticas 

amilolíticas del pozal, Streptococcus presenta la mayor actividad amilolítica, 

confirmando así su importancia durante la fermentación del pozal (Díaz et al., 
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2003) . La presencia e importancia de S. bovis entre las bacterias lácticas del 

pozal durante la fermentación podría relacionarse con sus características 

fisiológicas de sobrevivir a valores altos de pH y a temperaturas altas. las que 

seguramente promueven su permanencia después del proceso de nixtamalización 
. 

del maíz y facilitan su desarrollo durante la fermentación del pozal; pór otro lado, la 

capacidad para crecer muy rápido en presencia de almidón y la conversión 

eficiente de sustrato en biomasa; podría representar una ventaja ecológica para 

estas bacterias. Díaz et al., (2003) 

El género Streptococcus incluye cepas capaces de crecer a pH de 9.6, 

algunas son termodúricas su crecimiento se inhibe cuando el pH baja (Hardie y 

Whiley, 1995). 

Díaz-Ruíz et al. , reportaron la presencia de S. bovis durante todo el proceso 

de fermentación del pozal, a pesar de la disminución de pH a valores de 4.8-4.4. 

Se sugiere que la sobrevivencia de S. bovis en masa acidificada podría deberse a 

la formación de microambientes de pH más alto (mantenidos después del 

tratamiento alcalino de maíz). Asumiendo además que el principal papel de S. 

bovis en el pozal fuera el de proveer maltooligosacáridos de bajo peso molecular a 

la microbiota no amilolítica durante las primeras etapas de la fermentación de la 

masa (Díaz, 2003). 

6.4 Comparación de patrones de bandas de microorganismos identificados. 

Uno de los principales problemas presentes en el análisis de los patrones 

de las comunidades mrcrobianas, fue el fenómeno de microheterogeneidad. Esto 

complicó la elaboración de un patrón con las cepas de pozal previamente 

identificadas. En un gel de agarosa (Fig. 22) se corrió en el primer carril una 

mezcla de productos de PCR de cada una de las ocho cepas de pozol 

previamente identificadas, que sería el patrón de correlación. En los carriles 

posteriores se corrió por separado cada una de las cepas ya identificadas~ 
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Como se observa en la Figura 22, el que fungiría como patrón (carril c) 

presentó un número de bandas por arriba del esperado. Por otro lado, se observó 

que las cepas puras presentaron más de una banda por microorganismo. 

Nomenclatira 

e patrón de cepos de pozal 

1 L actobaci /tus plmtcrt.m 

2 Lactococcus raffino/acns 

3 Lactococcus lactis /actis 

4 Streptoccocussp~ 

5 Leuconostoc citrftln 

6 Weis~·el/a cor1fv:ia 

7 Leuconostoc a-gaJtum" 

8 lactobacillus pentosus 

Fig . 22 Gel de DGGE de muestras de cepas puras de pozol donde se observa 

microheterogeneidad en cada una de ellas. 

Lo antes mencionado se complementa con la Tabla 15, en la cual se 

muestra el número de copias del gen ribosomal 16S para cada cepa y donde 

también se hace un listado de las bandas que son compartidas con otras cepas, 

este punto dificultó la elaboración de un patrón real. Se observa (Tabla 15) que 

Lb. pentosus presentó al menos 8 copias del gen ribosomal y Leuc. citreum 

presentó 4, mientras que todas las demás cepas exhibieron al menos dos copias. 

En la huella de comunidades bacterianas de las muestras de pozol de cada 

productor, fue difícil asignar cada banda a un solo microorganismo, debido a que 

también se observó microheterogeneidad. Sin embargo, con ayuda del sofware 

DIVERSITY DATABASE Versión 2.2 para Windows (BIORAD) y con la distancia 

de migración, se relacionaron los patrones de las cepas conocidas con las 
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obtenidas en las cqmunidades microbianas, de tal forma que se obtuvo un patrón 

de referencia (Fig . 23). 

Tabla 15. Microheterogeneidad de cepas puras de pozol. 

1 Heterogeneidad 
Microorganismos ~ No de carril ¡ Cepa pura de (más de una banda 

! en el gel ¡ pozol para cada que comparten 
bandas. 

1 

: 
i 
1 

· microorganismo puro). 
1 Lact. plantarum 2 
2 Lact. raffinolactis 2 Lact. pentosus 
3 Lact. lactis lactis 2 
4 S. sp 2 
5 Leuc. citreum 4 
6 W confusa 2 Leuc. citreum 
7 Leuc. argentum 2 Leuc. citreum 

Lact. raffinolactis 
8 Lb. pentosus 8 W confusa 

S. sp 

Como se observa en la Figura 23, existen cepas que están relacionadas 

dos veces con bandas diferentes, debido a que presentan más de una copia del 

operón del gen ARNr 16S. La banda 20 identificada de acuerdo con su secuencia 

como un organismo perteneciente al género Weissella, en este patrón 

correspondió a W confusa I Lact. raffinolactis. Mientras que la banda 21 , que fue 

identificada de acuerdo a su secuencia como Aerococcus, en este patrón 

correspondió a S. sp. Este dato no resulta absurdo, si se considera que los 

géneros Aerococcus y Streptococcus guardan una estrecha relación, como ya se 

había mencionado (Fig.21). Se debe considerar además que el fragmento 

secuenciado fue muy pequeño (menos de 200pb) y esto podría influir en el 

resultado. Por último la banda 29 no tuvo relación con ninguna de las cepas puras 

de pozol con las que se hizo el patrón. 

Aunque el porcentaje de similitud obtenido fue bajo (96%), existe un trabajo 

previo (Escalante et al., 2001) en donde se identificó a S. suis como un organismo 

70 



rt csultados '/ Oisc us1o n 

abundante al estudiar la diversidad de las bacterias ácido lácticas del pozal 

determinadas mediante el análisis de ARNr 165. También se ha reportado que en 

términos de importancia, los géneros Streptococcus y Lactobacillus representan el 

50% de la población activa del pozal (Ampe et al., 1999). 
. . 

11 t 
1 

-:- • 
1 

J L 
1 

!:: }-ioctoo.állus ~== 8 

15 rs 16 16 lactobaci.Uus pentosus 
18 leuconostoc citreum 

19 19 lactcx:óccus plantarwn 
:{T,¡¡;;eJ Ida con:'üsa 20 ~ Lactcx:occus rcffmoíactis 

~! 23~Streptoccx:C14" sp Leuconostoc arsentwn 23 

Leuconostoc arsentwn 1 24 
24 lactcx:occus plantarwn 

25 25 lactcx:occus lactis lactis 
26 26 

27 lactcx:occus lactis lactis 

28 28 
29 29 

30 1 30 

Fig 23. Patrón de cepas de pozal en la huella de comunidades microbianas. 
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RESUMEN 

Con base en el patrón .de cepas de pozol, se identificaron por correlación 

algunas de las bandas que fueron comunes en la mayoría las muestras de 

superficie y centro del pozal. Éstas pertenecieron a los géneros 1actobacillus, 

Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus y Weissel/a. Sin embargo, hubieron 

bandas que no pudieron ser correlacionadas. 

Si bien existió variabilidad entre los patrones de bandas de las muestras de 

masa recién molida de cada productor, después de la fermentación tendieron a 

predominar 3 bandas en los geles de las comunidades de pozol. Éstas se 

identificaron como organismos pertenecientes a los géneros 

Aerococcus/Pediococcus, Weissel/a y Streptococcus. 

El género Weissella se ha aislado de diferentes hábitats y muchas especies 

están asociadas con alimentos tradicionales fermentados, para los cuales se sabe 

poco acerca de su aportación en la comunidad. 

El género Aerococcus también ha sido aislado de diferentes hábitats, 

considerándosele como una especie cosmopolita. Por la estrecha relación 

filogenéticamente entre los géneros Aerococcus y Pediococcus, principalmente 

entre las especies A. viridans y P. urinae-equi, no se identificó con exactitud la 

especie presente en el pozal. Aunque P. urinae-equi no se ha reportado en 

alimentos fermentados. 

El género Streptococcus ya había sido reportado previamente en el pozal. 

Y en alimentos fermentados como quesos. La la especiea S. Suis, también 

previamente reportada en el pozal, es considerada como un importante agente 

zoonótico. 
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Los fenómenos de microheterogeneidad. ca-migración y amplificación 

preferencial, complicaron la identificación total de los microorganismos presentes 

en las muestras de pozal. Al no poder afirmar que cada microorganismo está 

representado por una sola banda en el gel. Cori base en lo anterior la relación . 
entre el patrón de cepas puras con el de las huellas de las comunidádes de pozol. 

para la identificación de los microorganismos, sólo fue aproximado. 
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Resultados y Discusión 

6.5 ANÁLISIS DE HUELLAS DE COMUNIDADES MICROBIANAS. 

El análisis de las huellas de las comunidades microbianas de las diferentes 

muestras de pozoles, se realizó monitoreando las comunidades y calculando los 

índices de riqueza, diversidad y dominancia a través del tiempo ·(Nübel et al., 

1999; Shannon-Weaver, 1963; Simpson, 1949). 

6.5.1 Análisis de las comunidades de cada muestra a través del tiempo. 

Los geles de DGGE que contenían el patrón de comunidades de muestras 

de pozol, fueron digitalizados utilizando el sofware DIVERSITY DATABASE 

Versión 2.2 para Windows (BIORAO). Posteriormente se hizo una comparación 

para cada productor con base en el monitoreo que se realizó en la comunidad de 

microorganismos, durante los diferentes tiempos de fermentación ocurridos en la 

muestra de pozal tanto en el centro como en la superficie de la bola. 

6.5.1.1 Productor 1. 

Para el productor 1 no se contó con la muestra de masa recién molida por 

lo que se desconoció el perfil de los microorganismos presentes en esta etapa 

(Fig. 24); sin embargo, se observó que la banda 20 (W. cibaria, W. confusa, , W. 

kimchii, Lact. raffinolactis) fue constante en todo el proceso de fermentación, tanto 

en el centro como en la superficie. En esta última, la intensidad de la banda fue 

moderada en los primeros tiempos, sin embargo, fue aumentando conforme se 

desarrollaba el proceso de fermentación. 

La banda 22 (no identificada) se presentó al inicio de la fermentación en la 

superficie de la bola con una intensidad moderada, mientras que en el centro, se 

mantuvo durante toda la fermentación y la banda fue intensa. 

74 

-. 



Resuitad o s y Discusión 

La banda 28 (no identificada) apareció en las últimas etapas de la 

fermentación tanto en la superficie como en el centro, siendo una banda muy 

intensa en ambos casos. 

La banda 29 (S. suis) estuvo presente en toda la fermeñtación en la 

superficie de la bola; la banda fue intensa y constante. Para el centro de la bola, la 

banda 29 solo apareció al principio de la fermentación. 

La banda 19 (Lb. plantarum). se hizo presente a la mitad de la fermentación 

en la superficie y se mantuvo presente durante toda la fermentación en el centro 

de la bola, donde se mostró como una banda muy intensa que fue disminuyendo 

conforme se dio el proceso de fermentación. Lo anterior difiere con lo reportado 

para otros alimentos fermentados, principalmente africanos, donde el género 

Lactobacillus predomina al final de la fermentación (Morlon-Guyot et al., 1998; 

Figueroa et al., 1997; Giraud et al., 1991; Agati et al., 1998; Sanni et al., 2002). 

La banda 15 (no identificada) estuvo presente al inicio de la fermentación 

tanto en la superficie como en el centro y para ambos casos la banda desapareció 

al final de la fermentación. 

Se presentaron otras bandas como la 25 (Lact. lactis), 16 (Lb. pentosus) y 

las 26 y 2 (no identificadas) con una aparición breve. La banda 25 se presentó 

sólo al final de la fermentación en la superficie y con tendencia a desaparecer. 

Para el centro, la , banda 25 se mantuvo solo en los primeros tiempos y 

repentinamente desapareció. Por último, la banda 26 se presentó sólo al inicio de 

la fermentación en la superficie de la bola; y las bandas 2 y 16, se observaron sólo 

en algunas muestras. 
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6.5.1.2 Productor 2. 

Para el productor 2 se observó (Fig. 25) la banda 21 (A. sp.I S. sp) durante 

todos los tiempos de la fermentación tanto en superficie como en centro de la bola 

de pozal. A las 24 y 72 horas fue menos densa para la superficie. Por su parte, la 

intensidad de la banda para el centro permaneció durante toda al fermentación . 

La banda 29 (S. su is) se observó durante toda la fermentación en la 

superficie de la bola con una intensidad acrecentada. Para el caso del centro de la 

muestra, la banda apareció sólo al inicio de la fermentación. 

La banda 26 (no identificada) apareció intensamente desde la muestra de 

masa recién molida, se mantuvo en superficie en los primeros tiempos de 

fermentación, sin embargo, la intensidad fue disminuyendo hasta que desapareció. 

Por su parte, para el centro de la muestra de pozal, la banda apareció tenuemente 

al . inicio de la fermentación; teniendo su mayor intensidad a las 24 horas. 

Posteriormente desapareció y volvió a resurgir al final de al fermentación. Este 

mismo caso se dio para la banda 25 (Lact. lactis) que se presentó sólo en el centro 

de la muestra. 

Se observaron otras bandas como la 2 (no identificada), 19 (Lb. plantarum), 

20 ( W cibaria, W confusa, W kimchii, Lact. raffinolactis) y 30 (no identificada), sin 

embargo, no fueron muy relevantes ya que su aparición fue transitoria, con .lo cual 

disminuyó su relevancia. 
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6.5.1.3 Productor 3. 

En la muestra del productor 3 (Fig. 26) se observaron tres bandas 

. predominantes: la 20 (W cibaria, W confusa, W kimchii, Lact. raffinolactis), la 22 

(no identificada.) y la 29 (Streptococcus suis). Se notó que la banda._20 predominó 

durante toda la fermentación, tanto en la periferia como en el centro de la bola de 

pozal (Fig . 26), apareció desde la muestra de masa recién molida aunque con baja 

intensidad; sin embargo, ésta se fue incrementando conforme se desarrolló la 

fermentación. En la superficie de la bola, la intensidad de la banda 20 disminuyó 

en la etapa final de la fermentación. 

. . 

La banda 22 se presentó con una intensidad discreta a partir del inicio de la 

fermentación en la superficie de la bola, sin embargo, se fue incrementando de tal 

forma que al final de ésta, la banda fu.e muy intensa. En el centro de la muestra, la 

banda 22 se presentó solo al tiempo cero. 

Con lo que respecta a la banda 29, en la superficie, apareció intensamente 

a mitad de la fermentación, manteniéndose hasta la etapa final. Para el caso del 

centro de la bola, la banda 29 apareció desde los primeros tiempos de 

fermentación, manteniéndose intensamente durante todo el proceso. 

Se distinguieron otras bandas como la 16 (Lb. pentosus), la 19 (Lb. 

plantarum) y la 23 (Leuc. argentum) que aparecieron sólo al inicio de la 

fermentación en el centro de la bola; o solo al inicio en la periferia (banda 19). 

6.5.1.4 Productor 4. 

En la muestra del cuarto productor (Fig. 27) se observaron como bandas 

principales las correspondientes a los números 16 (Lb. pentosus), 21 (A.sp.I S. sp) 

y 29 (S. suis) .La banda 16 apareció desde la muestra de masa recién molida. Al 

inicio de la fermentación la banda fue intensa, sin embargo, en las etapas finales 
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se redujo la intensidad tanto en superficie como centro , aunque en este último la 

disminución fue mínima. 

La banda 21 estuvo presente durante toda la fermentación. Para la 

superficie se presentó constantemente como una banda muy intensa, mientras 

que para el centro , la banda tendió a disminuir al final de las últimas etapas de la 

fermentación . 

La banda 29 apareció intensamente desde la muestra de masa recién 

molida hasta el final de la fermentación tanto para el centro como para la 

superficie de la muestra. Tanto la presencia como la intensidad fueron constantes 

en todo el proceso. 

Se observaron otras bandas.como la 19 (Lb . plantarum) , 25 (Lact. lactis), 26 

y 30 (no identificadas) que aparecieron sólo al inicio de la fermentación en el 

centro de la bola; o solo al inicio en la periferia (banda 19). 
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6.5.1.5 Productor 5. 

En la muestra de pozal del productor 5 (Fig. 28), se presentaron 2 bandas 

constantes durante la fermentación. La banda 21 (A. sp.I S. sp) apareció 

tenuemente al inicio de la fermentación en la superficie de la . muestra, sin 

embargo, fue aumentando conforme transcurrió el proceso. En el centro de la bola 

de pozol, la banda 21 apareció desde el principio de la fermentación, 

manteniéndose durante todo el proceso con una intensidad de alta a moderada 

para las últimas etapas. 

La banda 28 (no identificada) se observó desde la muestra de masa recién 

molida y fue constante en presencia durante toda la fermentación en la superficie 

de la bola. Para el centro de la muestra, la banda 28 (no identificada) desapareció 

al final del proceso. En cuanto a intensidad, ésta fue abundante y se mantuvo 

constante tanto en superficie como en centro. 

La banda 29 (S. suis) apareció en las últimas etapas de la fermentación con 

una intensidad moderada. Para el centro de la bola, la banda se presentó 

intensamente al inicio de la fermentación, aunque al final de la primera etapa de 

fermentación, al intensidad disminuyó. 

Se distinguieron otras bandas como la 2 (no identificada), la 15 (no 

identificada), la 19 (Lb. plantarum) y la 26 (no identificada), que aparecieron sólo 

en tiempos puntuales durante la fermentación, por lo que se vio disminuida su 

relevancia. 
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6.5.1.6 Productor 6. 

En la muestra de pozal del productor 6 (Fig . 29), existieron tres bandas 

constantes durante la fermentación. La banda 20 (W cíbaria, W confusa, W. 

kímchíí, Lact. raffinolactís) , la 22 (no identificada) apareció desde Ja muestra de 

masa recién molida, aunque con una baja densidad. Esta banda se mantuvo 

constante durante todo el proceso de fermentación y con una fuerte intensidad 

tanto para la superficie como para el centro de la muestra. 

La banda 29 (S. suís) se observó desde el inicio de la fermentación y se 

mantuvo constante en presencia tanto en superficie como en centro. Se percibió 

una disminución en la intensidad de la muestra en la etapa final de la fermentación 

para el centro de la muestra. 

La banda 28 (no identificada) surgió · en las últimas etapas de la 

fermentación con una intensidad moderada. Para el centro de la bola se presentó 

moderadamente al inicio de la fermentación hasta desaparecer al final del 

proceso. 

Se observaron otras bandas como la 15 (no identificada), 22 (no 

identificada),23 (Leuc. argentum) y 30 (no identificada) que se presentaron al 

inicio de la fermentación únicamente en la superficie de la muestra, con 

intensidades de discretas a moderadas. 
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6.5.1.7 Productor 7. 

Para el productor 7 (Fig . 30) , las bandas 21 (A. sp./ S. sp) y 23 (Leuc. 

argentum) se presentaron constantes durante la fermentación con una intensidad 

de muy alta ligeramente disminuida en las últimas etapas. 

La banda 29 (S. su is) apareció al finalizar la primera etapa de fermentación 

y se mantuvo hasta el término del proceso en la superficie de la bola; la banda fue 

intensa al inicio y disminuyó conforme se dio la fermentación. Para el centro de la 

bola, la banda 29 fue constante durante la fermentación . Se presentó con 

intensidad moderada, aunque a las 24 horas tuvo su máxima intensidad. 

Las bandas 15 (no identificada) y 16 (Lb. pentosus) se observaron 

intensamente al inicio de la fermentación en la superficie de la muestra, sin 

embargo, en ambos casos desaparecieron al finalizar esta etapa y resurgieron al 

término del proceso. 

La banda 26 (no identificada) se observó intensamente al final de la 

fermentación en la superficie de la muestra . Para el centro de la bola , la banda 26 

apareció en las primeras etapas del proceso con una intensidad moderada para 

desaparecer al finalizar de la fermentación. 

La banda 25 (Lact. Jactis) apareció sólo en el centro de la muestra, la 

intensidad fue moderada, y se mantuvo constante hasta las 48 horas de la 

fermentación . 

La banda 28 (no identificada) se presentó sólo en la superficie de la bola de 

pozol y se mantuvo constante en presencia hasta finalizar el proceso. Apareció 

intensamente, sin embargo, conforme se dio el proceso de fermentación fue 

disminuyendo. 
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Resultados y Di sc us i é! ~ 

La banda 2 (no identificada) se hizo presente en las primeras horas 

superficie y centro) y al finalizar la fermentación (superficie) . La intensidad de la 

banda fue moderada en todos los casos. 

La banda 19 (Lb. plantarum) se observó con una intensidad baja en la etapa 

final de la fermentación, en la superficie de muestra y al iniciar el proceso 

fermentativo para el caso del centro de la bola. 

Se presentaron otras bandas como la 3 (no identificada), la 20 (W cibaria, 

W confusa, W kimchii, Lact. raffinolactis) y la 30 (no identificada) con una 

aparición breve, lo que les restó relevancia. 
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ll TM MRM TO T1 T2 T3 I T 
TO T1 T2 T3 

3 
e 

15 
16 

19 
w~~ 
...,._., •• p~ 

23 

25 
26 

28 
29 

• 
3 
e 

15 
16 Lb. JH'nto1u1 

19 Lb. plttnt <1rum 

20 Weisell• confuss• / L11ct. r•fflnol«tis 
~~ Ae-l"OtOC'C'tlS sp 

23 L~uc. •rgentum 

2E 
29 Streptoco<:CUS IU IS 

Fig . 30 Digitalización del patrón de comunidades de muestras de 
pozol del productor 7 a diferentes tiempos de fermentación 
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Al analizar las huellas de comunidades microbianas de diferentes 

productores de pozol, se observó que las bandas predominantes durante la 

fermentación fueron la 20 (W cibaria, W confusa, W kimchii, Lact. raffinolactis) , la 

21 (A. sp./S. sp.), la 29 (S. suis) y la 28 la cual no se identificó, sin embargo, se 

sugiere hacerlo por su presencia constante en el centro de las muestras. 

Se ha reportado que los métodos de cultivo tradicionales no identifican 

correctamente algunos géneros como Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus 

(Nuraida et al., 1995). Y que con los métodos que no dependen del cultivo de los 

microorganismos (Ampe et al., 1999), se han encontrado microorganismos antes 

no detectados con métodos tradicionales, como el género Streptococcus. Sin 

embargo, haciendo uso de ambos métodos se han podido aislar microorganismos 

difíciles. Un ejemplo reciente es el caso del género Streptococcus, el cual 

requiere para su crecimiento, que el medio contenga almidón (Díaz-Ruíz et al., 

2003). 

En todos los trabajos anteriores referidos al pozal , se había partido de una 

o dos muestras para realizar los estudios, por lo que éste es el primero en donde 

se hace un monitoreo de las· comunidades en espacio y tiempo durante 72 h de 

fermentación . De tal manera que esto permitió un acercamiento más real a la 

dinámica poblacional que ocurrida en la fermentación del pozol; donde a pesar 

de que la fermentación es espontánea, tiende a predominar un patrón de 

microorganismos . 
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RESUMEN 

Se observaron algunas diferencias entre las muestras de pozol procedentes 

de diferente maíz nixtamalizado. En las muestras de los productores 2, 3, 5 y 6 

predominaron los géneros Aerococcus, Streptococcus, y Weissella . ~in embargo, 

en las muestras de los productores 7, 4 y 1, se presentaron microorganismos 

pertenecientes a los géneros Lactococcus y Leuconostoc. Estos géneros también 

son importantes en la fermentación de alimentos. Las especies de Lactococcus se 

han aislado de plantas, tales como maíz fresco y congelado, frijoles, coles, 

lechuga, chícharos, trigo, papas, calabazas y melón. Las subespecies de Lact. 

lactis son de gran importancia económica y se han estudiado mucho sus 

características bioquímicas y fisiológicas, así como su efecto en los alimentos 

(Oíaz, 2003). Leuconostoc es el género predominante entre las bacterias lácticas 

de plantas. Se le asocia con la manufactura de vino, la producción de compuestos 

aromáticos a partir del citrato en fermentaciones lácticas y la producción de 

dextranas (Holzapfel y Schillinger, 1991 ). 

El género Lactobacillus estuvo presente en todas las muestras de masa 

recién molida, sin embargo, éste no se desarrolló a lo largo de la fermentación 

como se ha reportado para otros alimentos como son: la yuca fermentada de 

Nigeria y de Congo (Figueroa et al., 1997; Giraud et al. , 1991 ), el ogi de Nigeria 

(Agati et al., 1998), alimentos fermentados tradicionales de Nigeria (Sanni et al. , 

2002). 

En comparación con alimentos tradicionales africanos, pareciera que el 

pozol es un ecosistema alimenticio en el que se desarrollan otros tipos de 

bacterias lácticas. La predominancia del género Streptococcus, posiblemente se 

deba a la capacidad que tiene para sobrevivir a valores altos de pH y a 

temperaturas altas, como las que prevalecen durante el proceso de obtención del 

nixtamal, razones que explican también la ausencia del género Lactobacillus (Oíaz 

et al .. 2003). 
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6.5.2 Índices de riqueza, diversidad y dominancia. 

A. Índice de riqueza ( R ). 

El índice de riqueza fue calculado con base al número de bandas visibles 

presentes en cada gel y para cada tiempo de fermentación. Los patrones de 

bandas mostraron un promedio máximo de 6 y un mínimo de 5 para superficie 

(Fig. 31) y para centro de las muestras (Fig. 32). La riqueza podría considerarse 

constante para las primeras 48h de la fermentación en centro y en superficie, 

aunque en esta última, se presentó una caída al tiempo cero. En ambos casos, la 

riqueza · disminuyó en la etapa final de la fermentación, llegando a valores 

cercanos a 4 (Figs 31 y 32). 

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de riqueza de 

la superficie y del centro de la bola de . pozol (Anexo IV) durante las 72h de 

fermentación . Sin embargo, se observó una tendencia más estable para el centro 

de la muestra. 
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Fig . 31 Promedios de riqueza de bacterias lácticas en la superficie de muestras de 
pozol de diferentes productores a diferentes tiempos de fermentación (MRM.-masa 
recién molida, O, 24, 48 y 72h). 
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Fig. 32 Promedios de riqueza de bacterias lácticas en el centro ~je muestras de 
pozal de diferentes productores a diferentes tiempos de fermentación (MRM.-masa 
recién molida, O, 24, 48 y 72h) . 

. B. Índice de diversidad ( S ) e índice de dominancia ( D ). 

Algunos índices matemáticos aunados a los conceptos de diversidad y 

dominancia son fundamentales en ecología para el estudio de las comunidades. 

Los índices matemáticos, con los que se describen la riqueza y la distribución de 

especies en la comunidad, son los índices de diversidad de especies, y se utilizan 

para describir el conjunto de poblaciones de una comunidad (Pielou, 1975). El 

índice de diversidad de Shannon-Weaver (1949) y el índice de dominancia de 

Simpson (1963), fueron introducidos al campo de la ecología a mediados del siglo 

pasado y son actualmente muy utilizados en macroecología. Los índices de 

diversidad raramente se han aplicado a las comunidades microbianas debido a las 

dificultades técnicas para clasificar los numerosos microorganismos que requieren 

su utilización. 
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En este trabajo se utilizó el índice de Shannon-Weaver ,corno medida para 

calcular la diversidad en los perfiles de las comunidades de pozoL Este índice fue 

aplicado directamente a los geles de DGGE, empleando el número y la intensidad 

relativa de bandas de ARNr. 

La diversidad en las muestras de pozal de diferentes productores no 

presentó mucha variación durante el proceso de fermentación . Para la superficie 

de la muestra , se percibió (Fig . 33) que a las cero horas de fermentación hubo un 

decremento mínimo comparado con la MRM, sin embargo, se recuperó para las 

24 h. En el caso del centro de la muestra de pozal, la diversidad fue constante con 

valores que oscilaron entre 2.1 y 2.4 (Fig. 34) hasta las 48h de fermentación. Para 

ambos casos (superficie y centro) , la diversidad disminuyó en la etapa final de la 

fermentación llegando a valores cercanos a 2.0 (Figs 33 y 34) . 

La diversidad en comunidades es inversamente proporcional a la 

dominancia. Cuando en una comunidad hay mucha diversidad es porque los 

organismos dominantes no se han definido, sin embargo, cuando en una 

comunidad se distinguen organismos dominantes es porque la diversidad ha 

disminuido. 

Para el índice de dominancia, se observó (Figs 35 y 36) que las muestras 

de la superficie y del centro se comportaron de manera semejante. Presentaron 

valores bajos en las primeras etapas de la fermentación, cuando la diversidad era 

mayor (Figs 33 y 34). Al cabo de 72 h de fermentación y con valores ácidos de pH, 

se observó que, al inicio de la fermentación se da poca dominancia de los 

microorganismos presentes porque hay una elevada diversidad. Sin embargo, 

conforme pasa el tiempo de fermentación y la diversidad va disminuyendo, 

algunos de los microorganismos que se mantienen tienden a ser dominantes, por 

lo que los valores de S aumentan. 
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De acuerdo con lo anterior, se observa que existe variación en la riqueza, 

diversidad y dominancia, aún cuando se utilice el rnismo tipo de maíz; ya que 

como se ha reportado, en la molienda se incorpora la mayoría de los 

. microorganismos (Wacher et al., 1993). Entonces, es posible que se incorporen 

diferentes microorganismos para el pozal de cada productor. En los gráficos se 

observó un incremento de 0.2 (en las primeras horas de fermentación) a 0.3 (al 

final de la fermentación). Aunque estadísticamente (a= 0.05) no se encontraron 

diferencias significativas entre los valores de diversidad y dominancia de la 

superficie y del centro de la bola de pozal (Anexo IV) durante las 72 h de 

fermentación. Sin embargo, pudiera ser que estas variaciones sí fueran 

significativas para el proceso de fermentación ; viéndose reflejadas en la 

producción y/o concentración de sustancias de interés para este ecosistema 

alimenticio conformado por una microbiota compleja. 

Existe un trabajo previo realizado por Ampe y Miambi, (2000) en donde se 

compararon las comunidades bacterianas de tres alimentos fermentados de maíz 

(pozal, poto-poto y ogi) y donde se calcularon los índices de riqueza, diversidad y 

dominancia. Se encontró que lí¡i microbiota del pozol mostró valores altos de 

riqueza y de diversidad, mientras que los valores de dominancia fueron bajos 

(Tabla 16). Comparando los índices ecológicos de otros alimentos fermentados 

elaborados a partir de maíz con los del este estudio, se observó que en el pozol el 

índice de riqueza es mayor; sin embargo, los valores de diversidad y dominancia 

fueron muy parecidos. 

Comparando los valores del pozo! obtenidos por Ampe et al., (2000) con los 

que se alcanzaron en este trabajo, se observa que en estas muestras de pozal la 

riqueza y la diversidad son menores y que los microorganismos que se mantienen 

durante la fermentación son más dominantes que lo reportado. Aunque ya existe 
\ 

un reporte de los índices de riqueza, diversidad y abundancia en pozo!, éste es el 

primer trabajo en el que se calculan dichos índices en más de una muestra de 

pozal y siguiendo el proceso de fermentación durante 72 h; to cual resulta más 
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representativo y se acerca más a los valores reales de los parámetros ecológicos 

estudiados. 

Tabla 16. Valores promedio de los Índices de Riqueza (R), Diversidad (H) y 
Dominancia (S) calculados a partir de las huellas de comunidades bacterianas de 

geles de DGGE (Ampe et al. , 2000). *Valores obtenidos en este trabajo. 

Alimento Riqueza (R) Diversidad (H) Dominancia (S) 
Ogi (Benin) 5.2+/- 1.1 2.5 +/- 0.2 0.19 +/- 0.02 
Poto-Poto (Congo) 5.7 +/- 0.6 2.1 +/- 0.2 0.24 +/- 0.03 
Pozol (México) 11 +/- 3.5 3.3 +/- 0.4 0.11 +/- 0.03 

*Pozol ( 7 productores) 7.86 +/- 6.2 2.32 +/- 0.73 0.21 +/- 0.14 . 

-- - -~- - - -· - - -
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Fig . 33 Promedios de diversidad de bacterias lácticas en la superficie de muestras 
de pozal de diferentes productores a diferentes tiempos de fermentación (MRM.­
masa recién molida. O, 24, 48 y 72h). 
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Fig . 34 Promedios de diversidad de bacterias lácticas en el centro de muestras de 
pozo! de diferentes productores a diferentes tiempos de fermentación (MRM.-masa 
recién molida, O, 24, 48 y 72h) . 
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Fig . 35 Promedios de dominancia de bacterias lácticas en la superficie de 
muestras de pozo! de diferentes productores a diferentes tiempos de fermentación 
(MRM.-masa recién mol ida , O, 24, 48 y 72h) . 
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Fig. 36 Promedios de dominancia de bacterias lácticas en el centro de muestras 
de pozal de diferentes productores a diferentes tiempos de fermentación (MRM.­
masa recién molida, O, 24 , 48 y 72h) . 

RESUMEN 

Al calcular los índices ecológicos de riqueza , diversidad y dominancia en 

muestras de pozal de 7 productores diferentes, durante 72 h de fermentación; no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas al comparar los valores 

del centro de la muestra con los de la superficie. Sin embargo, sí existió mucha 

variabilidad microbiológica entre las muestras , lo cual se reflejó en los valores de 

las desviaciones estándar, que fueron muy grandes. Con lo anterior se sugiere 

que posiblemente esto si sea significativo para la comunidad microbiológica, si se 

considera que en el pozal participa una microbiota compleja que está íntimamente 

relacionad a. 
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Conc lus1on c s 

CAPÍTULO 7. CONCLUSIONES 

>- Existe una gran variación en la composición microbiológica de pozoles de 

diferentes productores al inicio de la fermentación; sin embar~o. al avanzar 

la fermentación se va estructurando la comunidad microbiana. 

~ En la composición microbiológica del pozal se detectan microorganismos 

cuya presencia es constante en la mayoría de las m~estras. 

~ Se identificaron 3 bandas constantes en los geles de las comunidades de 

pozal. Estas se identificaron como organismos perteneciente a los géneros 

Aerococcus/Pediococcus, Weissella y Streptococcus_. 

>- Se encontraron organismos perteneciente a los géneros 

Aerococcus/Pediococcus y Streptococcus en todas las muestras tanto en 

centro como en superficie. 

~ El género Lactobacillus se encontró en casi todas las muestras de masa 

recién molida (MRM), sin embargo, tendió a desaparecer a lo largo de la 

fermentación. 

~ Organismos de los géneros Leuconostoc y Lactococcus se encontraron 

presentes esporádicamente a lo largo de la fermentación. 

~ No existieron diferencias significativas (a= 0.05) en cuanto a la riqueza, 

diversidad y dominancia del centro y superficie de las muestras de pozol. 
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A ne xo s 

CAPÍTULO 9. ANEXOS 

ANEXO 1 

A1. PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA LA ELABORACIÓN DE GELES 
DE DGGE 

Acrilamida al 40% 37.5:1 

REACTIVO CANTIDAD 
Acrilamida 38.93 g 
Bis-acrilamida 1.07 g 
dH20 Para 100.0 mi 

Filtrar a través de una membrana de 0.45 µy almacenar a 4ºC en un frasco 
ámbar. 

Buffer T AE 50 X 

REACTIVO CANTIDAD CONCENTRACION 
FINAL 

Tris base 242.0 g 2M 
Acido Acético glacial 57.1 mi 1 M 
EDTA 0.5M, pH 8.0 100.0 mi 50mM 
dH20 para 1,000.0 mi 

Posterior a la mezcla, colocar en autoclave durante 20-30 min. Almacenar a 
temperatura ambiente. 

Acrilamida al 40% 37.5:1 

REACTIVO CANTIDAD 
Acrilamida 38.93 g 
Bis-acrilamida 1.07 g 
dH20 Para 100.0 mi 

Almacenar a 4 ºC en un frasco ámbar. 
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Persulfato de Amonio (APS) al 10% 

REACTIVO CANTIDAD 
APS 0.1 g 
dH20 1.0 mi 

Se prepara al momento de utilizarlo. No se recomienda almacenarlo~ 

Buffer TAE 1 X para la electroforesis. 

REACTIVO CANTIDAD 
Buffer TAE 50 X 140 mi 
dH20 6,860 mi 
Volumen final 7,000 mi 

Buffer de carga 

REACTIVO CANTIDAD 
2% de Azul de bromofenol 1.4 mi 
2% de Cianol - xileno 6.0 mi 
Glicerol al 100% 7.0 mi 
dH20 2.5 mi 
Volumen final 20.0 mi 
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ANEXO 11 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA LA ELABORACIÓN DE GELES 
' PERPENDICULARES DE DGGE PARA ACOTAR EL INTERVALO DE 

DESNATURALIZACIÓN REQUERIDO PARA BACTERIAS LÁCTICAS. 

Solución desnaturalizante al 20% 

REACTIVO CANTIDAD 
Acrilamida al 40% 20 mi 
Buffer TAE 50 X 2ml 
Formamida 40ml 
Urea 42 g 
dH20 para 100.0 mi 

Desgasificar durante 10 - 15 min. Filtrar a través de una membrana de 0.45 µy 
almacenar a 4ºC en un frasco ámbar hasta por un mes. 

Solución desnaturalizante al 70% 

REACTIVO CANTIDAD 
Acrilamida al 40% 14 mi 
Buffer T AE 50 X 1.4 mi 
Formamida 28 mi 
Urea 29.4 g 
dH20 para 100.0 mi 

Desgasificar durante 1 O - 15 min. Filtrar a través de una membrana de 0.45 µy 
almacenar a 4 ºC en un frasco ámbar hasta por un mes. 
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ANEXO 111 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA LA ELABORACIÓN DE GELES 
PARALELOS DE DGGE CON UN INTERVALO DESNATURALIZANTE DE 30 A 
60% REQUERIDO PARA BACTERIAS LÁCTICAS. 

Solución desnaturalizante al 30% 

REACTIVO CANTIDAD 
Acrilamida al 40% 20 mi 
Buffer T AE 50 X 2ml 
Formamida 12 mi 
Urea 12.6 g 
dH20 para 100.0 mi 

Desgasificar durante 1 O - 15 min. Filtrar a través de una membrana de 0.45 µy 
almacenar a 4 ºC en un frasco ámbar hasta por un mes. 

Solución desnaturalizante al 60% 

REACTIVO CANTIDAD 
Acrilamida al 40% 20 mi 
Buffer TAE 50 X . 2ml 
Formamida 24 mi 
Urea 25.2 g 
dH20 para 100.0 mi 

Desgasificar durante 1 O - 15 min . Filtrar a través de una membrana de 0.45 µy 
almacenar a 4 ºC en un frasco ámbar hasta por un mes. 
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