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RESUMEN 

El pozol es una bebida ácida, no alcohólica que se obtiene de la fermentación de la masa de 

maíz nixtamalizado, donde la fermentación es llevada a cabo gracias a la ayuda de 

microorganismos como mohos, levaduras y bacterias. Durante el proceso de elaboración de 

pozol, en la etapa de nixtamalización, la cantidad de azúcares solubles se reduce 

considerablemente, por lo que es necesaria la ayuda de diversos microorganismos que 

permitan hidrolizar el almidón remanente para la liberación de sustratos más sencillos que 

puedan ser aprovechados por la microbiota presente en el medio. 

 

Estos microorganismos son llamados amilolíticos por su capacidad de hidrolizar el almidón 

y de aprovecharlo para su crecimiento. Dentro de los microorganismos amilolíticos 

presentes en el pozol tenemos al género Enterococcus, un género de BAL que permiten la 

fermentación de sustratos amiláceos. Estas bacterias amilolíticas realizan la hidrólisis del 

almidón y liberan azúcares solubles que son usados por microorganismos no amilolíticos 

como sustrato para su crecimiento, durante la fermentación.  

 

En este trabajo, se evaluó la capacidad de distintas cepas de Enterococcus, previamente 

aisladas del pozol, para hidrolizar el almidón y poder desarrollarse en medios de cultivo 

con este carbohidrato como única fuente de carbono. Durante las fermentaciones con 

almidón y otras fuentes de carbono, se evaluó la actividad amilolítica y el crecimiento de 

las cepas. Finalmente, se realizó una SDS-PAGE y un zimograma para evidenciar la 

presencia de las amilasas producidas por las cepas de Enterococcus.  
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HIPÓTESIS 

Debido a que las cepas de Enterococcus son predominantes en las diferentes etapas de la 

fermentación del pozol, entonces podrán crecer en un medio de cultivo con almidón y 

tendrán la capacidad de hidrolizarlo con las amilasas que liberen al medio de crecimiento o 

asociadas a las células.  

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la capacidad de distintas cepas de Enterococcus previamente aisladas del pozol, 

para producir amilasas, hidrolizar el almidón y crecer en un medio de cultivo con almidón 

como sustrato.   

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Determinar cualitativamente, mediante la observación de halos de hidrólisis en medios de 

cultivo con almidón, la capacidad de las cepas de Enterococcus de crecer en dichos medios.  

- Estudiar la capacidad de las cepas de Enterococcus para producir amilasas en medios de 

cultivo con maltosa y almidón como sustrato 

-Medir parámetros como pH y densidad óptica para determinar las condiciones óptimas de 

crecimiento de la bacteria y de producción de las enzimas amilolíticas.  

-Cuantificar la cantidad de azúcares reductores y almidón remanente durante la etapa de 

fermentación, con ayuda de métodos fisicoquímicos.  
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ANTECEDENTES 

1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

En México, país de grandes contrastes, tradiciones y gran diversidad cultural y biológica, 

contamos con alimentos muy variados, entre ellos, los alimentos fermentados tradicionales 

que se consumen hoy en día y que complementan la dieta de una gran parte de la población. 

Las bebidas y los alimentos indígenas fermentados han sido de gran importancia en la vida 

diaria y ceremonial de numerosos grupos indígenas de México desde la época prehispánica 

hasta la actual (Flores, 2008). 

 

Entre las bebidas y los alimentos fermentados autóctonos de México no alcohólicos de 

origen prehispánico el más importante es el pozol. Es un alimento tradicional de origen 

maya que forma parte de la alimentación básica de muchos grupos étnicos del sur y el 

sureste de México: chontales, choles, mayas, lacandones, tzotziles o chamulas, tzetzales, 

zoques, mames y zapotecos, junto con la población mestiza. El nombre pozol es de origen 

náhuatl, pozolli, que quiere decir espumoso (Flores, 20008). 

 

La historia del pozol comienza en la época prehispánica, donde los Mayas- Chontales, que 

habitaban en el estado de Tabasco, preparaban una bebida a base de maíz y cacao a la que 

llamaban pochotl; esta era muy consumida por los viajeros indígenas ya que es nutritiva, 

hidratante y ayuda a mitigar el hambre. Con el paso del tiempo, la bebida se extendió por el 

sureste de México y con la llegada de los españoles a territorio mexicano, el nombre 

pochotl se deformó a pozol. Según diversos escritos de la época colonial, los españoles 

denominaron al pozol como una bebida agria de los indios que los hacía resistentes al calor; 

además mencionaban que esta era fresca y de lo más sano.  (Secretaria de Agricultura y 

Desarrollo Rural, 2019). 

 

2. ALIMENTOS FERMENTADOS 

Los alimentos fermentados son definidos como aquellos alimentos que han sido 

modificados de manera deseada y con ayuda de microorganismos y/o enzimas, cuyos 

productos se preparan a partir de materia cruda, mediante el cual se incluyen 

microorganismos específicos que proporcionan propiedades sensoriales como sabor, aroma, 
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apariencia general y textura, además de que aumenta la vida de anaquel y la seguridad 

higiénica (Schneider et al. 2006). 

 

Bioquímicamente, la fermentación es el proceso metabólico en el cual los carbohidratos y 

compuestos relacionados se oxidan parcialmente con la liberación de energía en ausencia 

de aceptores externos de electrones. Los aceptores de electrones finales son compuestos 

orgánicos producidos directamente a partir de la descomposición de los carbohidratos. En 

consecuencia, se produce una oxidación incompleta del compuesto original, y solo una 

pequeña cantidad de energía se libera durante el proceso. Los productos de fermentación 

consisten en algunos productos orgánicos, compuestos que son más reducidos que otros y 

que son precursores de metabolitos esenciales para la célula (Jay et al., 2005). 

 

Durante la fermentación, los microorganismos transforman los componentes del alimento 

original produciendo ácidos orgánicos (láctico y acético), dióxido de carbono, alcohol, 

exopolisacáridos y metabolitos antimicrobianos como las bacteriocinas, entre otros 

dependiendo del fermento utilizado, además, se mejora el valor nutricional de los 

productos, ya que se ve favorecida la digestibilidad de las proteínas por la proteólisis 

llevada a cabo por los microorganismos iniciadores o aumenta la producción o 

biodisponibilidad de vitaminas (Ferreira et al., 2020). Dentro de los microorganismos 

probióticos estudiados, se encuentran aquellos que han sido encontrados en los alimentos 

fermentados; los alimentos fermentados, son aquellos producidos a través del crecimiento 

microbiano controlado y por la acción enzimática que estos llevan a cabo de los 

componentes del alimento (García et al., 2004; Dimidi et al., 2019). 

 

Se cree que en el mundo existen cerca de 3 500 alimentos fermentados tradicionales. En 

México, se cree que existen más de 200 bebidas y alimentos fermentados. Dentro de las 

técnicas culinarias ancestrales que distinguen a la cocina mexicana se encuentran las 

fermentaciones a partir de ingredientes locales diversos: el maíz (Zea mays) del cual 

derivan alimentos como el atole agrio, pozol y tesgüino, o a partir de la savia extraída de 

Agave atrovirens derivando el pulque (Quintero-Salazar et al., 2012). 
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3. POZOL 

El pozol (del náhuatl pozolli, espumoso) es una bebida no alcohólica elaborada a base de 

maíz nixtamalizado fermentado que se consume desde la época prehispánica en la región 

Maya de nuestro país. Formaba parte de la dieta básica de los indígenas de dichas regiones 

(mayas, principalmente) (Rodríguez-Saavedra, 2018). 

 

3.1. Proceso de elaboración 

De acuerdo con Ulloa y col. (1983), la técnica de preparación del pozol, que se ha 

transferido de una generación a otra para el consumo familiar o a escala comercial pequeña, 

es la siguiente: El maíz, de preferencia blanco, se desgrana y se hierven entre 0.5 y 1 Kg de 

granos en 2 litros de agua con un puñado de cal (aproximadamente 1-3% de Ca(OH)2 p/v) 

durante aproximadamente l hora. Cuando los granos se hinchan y se pueden desprender 

fácilmente los pericarpios, se enfrían y se enjuagan con agua; a los granos resultantes se les 

llama nixtamal. Se muelen en un molino metálico para obtener una masa martajada, que se 

moldea manualmente en forma de bolas. Éstas se envuelven en hojas de plátano para evitar 

su desecación y se fermentan de 1 a 14 días o más, dependiendo de las preferencias del 

consumidor.  

 

3.2. Nixtamalización 

La nixtamalización del maíz consiste en la cocción de los granos en agua con cal y su 

objetivo es lograr la separación del hollejo (o cascarilla) del grano. La cantidad de cal 

necesaria, que los productores conocen por experiencia y miden por puños, es muy 

importante. Si es insuficiente, los indígenas califican al nixtamal resultante como “1ush", 

término que traducen como "nixtamal cocido sin cal o con poca cal. Si la cantidad es mayor 

a la necesaria, es necesario lavar muy bien el nixtamal (del azteca nextli que significa 

cenizas) para eliminar el exceso. Este lavado debe efectuarse antes de que transcurran 4 

horas después del cocimiento, de lo contrario, el grano de maíz se impregna de cal, 

adquiere una tonalidad verde-azulosa y el sabor del pozol es picante. Una vez que esto 

sucede, ni el lavado más exhaustivo elimina el defecto. La cocción termina cuando el 

hollejo se puede eliminar fácilmente al frotar el grano con los dedos. Este tiempo varía 

entre 60 y 120 minutos (Wacher, 1993). 
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3.3.Beneficios 

La fermentación en el pozol presenta ventajas como la mejora de la digestibilidad del 

sustrato, incremento en el valor nutrimental, inhibición del desarrollo de microorganismos 

patógenos y sus toxinas, así como la eliminación de sabores y texturas desagradables 

(Cañas et al, 1993, Phister et al, 2004; Wacher, 1995). El pozol también presenta beneficios 

medicinales como controlar las diarreas o para reducir la fiebre. Los mayas lo preparaban 

como cataplasmas de pozol enmohecido para curar infecciones superficiales, de igual 

manera lo utilizaban como ofrenda en ceremonias relacionadas con el cultivo y la cosecha 

de maíz (Wacher, 1993). 

 

3.4.Microbiología del pozol. 

Las bacterias ácido lácticas (amilolíticas y no amilolíticas) tienen un papel muy importante 

en la fermentación del pozol, ya que la microbiota original proveniente de la masa de 

nixtamal es la encargada de iniciarla y llevarla a cabo. Sin embargo, durante el proceso de 

nixtamalización, esta microbiota es eliminada; y vuelve a haber fuentes de inóculo 

posteriores en la etapa de molienda y amasado. La inoculación incluye desde bacterias 

ácido láctico hasta bacterias indeseables (Wacher, 1995; Escalante et al, 2001; Illana et al, 

2002). Durante la nixtamalización también se eliminan la mayor parte de mono y 

disacáridos de tal modo que el almidón queda como única fuente de carbono (Wacher, 

1995). 

Durante las primeras tres horas de iniciada la fermentación, Lactococcus y Leuconostoc 

parecen ser los géneros dominantes, especialmente en la periferia de la masa donde se 

encuentra en contacto con el oxígeno, debido a que estas cepas consumen el oxígeno 

disponible, permitiendo el desarrollo de los microorganismos anaerobios (Ben Omar y 

Ampe, 2000). Las cepas de Lactobacillus, que se encuentran en el centro, se consideran 

predominantes en esta fase (Ampe et al, 1998; Escalante, 2001; Illana et al, 2002). 

Gracias a la investigación de Ulloa y Herrera, micólogos del Instituto de Biología, UNAM, 

se han descrito las levaduras y hongos que se llegan a desarrollar durante la etapa de 

fermentación. Dentro de las levaduras encontradas predominan los géneros Saccharomyces, 

Candida, Kluyveroyces, Hansenula y Trichosporon. Entre los hongos destacan los géneros 
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Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Monila, Mucor, Rhizopus, Trichoderma, 

Geotrichum, Phialophora y Fusarium (Herrera, 2003). 

Se han encontrado registros de la presencia de E. coli en la masa, así como de otras 

enterobacterias y bifidobacterias probablemente de origen fecal. La concentración de estas 

enterobacterias disminuye durante la fermentación, pero tiende a permanecer en una cuenta 

baja al final del proceso.  también se da la resistencia bajo condiciones ácidas de bacterias 

como Salmonella Typhimurium y Shigella flexneri, (Humbolt y Guyot, 2008; Sainz et al, 

2001). 

Se ha descrito que las bacterias ácido lácticas constituyen del 90 al 97% de la microbiota 

activa del pozol. Especies del género Streptococcus abarcan del 25 al 50% de esta 

microbiota, seguidas del Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum, así como 

bacterias del género Leuconostoc y Weissella (Ampe et al, 1999). 

Durante el proceso de fermentación del pozol predominan bacterias lácticas de los géneros 

Streptococcus y Enterococcus, a diferencia de otros alimentos fermentados con almidón en 

su composición, donde predominan bacterias de género Lactobacillus (Ampe et al, 1999; 

Ben Omar et al., 2000; Morlon-Guyot et al., 1998) De acuerdo con Díaz et al, 2003, las 

bacterias que presentan mayor actividad amilolítica son Streptococcus bovis, Enterococcus  

y Lactococcus, donde destacan S. bovis, S. macedonius, L. lactis y E. sulfureus  Estas 

bacterias lácticas amilolíticas son fundamentales en la fermentación de sustratos amiláceos. 

Esto es de mucha importancia debido a que durante la nixtamalización el contenido de 

glucosa, sacarosa y algunos carbohidratos biodisponibles disminuye a 0.1 a 0.7g (masa 

seca), con este bajo contenido de azúcares, algunos microorganismos no son capaces de 

proliferar y desarrollar en la masa (Díaz-Ruiz et al., 2003), por lo que el almidón representa 

una fuente de energía importante para microorganismos amilolíticos, ya que generaran 

azucares para la proliferación del resto de la microbiota no amilolítica presente. De acuerdo 

con Díaz et al, 2003, el cambio en la concentración de microorganismos está ligado al 

descenso en el pH (Tabla 1), se reportó que al inicio de la fermentación, el 40% de las 

bacterias ácido lácticas son amilolíticas (BALA) y disminuye hasta 3% después de 72 

horas, probablemente debido a que el pH (pH=7) en la masa nixtamalizada puede favorecer 

el crecimiento de BALA, y conforme el pH disminuye, la concentración de las mismas 
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también. Al final de la fermentación se encuentran principalmente bacterias lácticas no 

amilolíticas capaces de metabolizar mono y disacáridos con eficiencia y los derivados de la 

hidrólisis de almidón por BALA. (Díaz-Ruíz et al. 2003) 

 

Tabla 1. Concentración de bacterias en el pozol, en función del pH y del tiempo de 

fermentación (Díaz-Ruíz et al., 2003). 

Tiempo de 

fermentación 

(horas) 

pH Concentración (log UFC g-1 de 

materia seca 

BAL BALA* 

0 7.4 4.9 4.5 

6 5.9 8.2 7.6 

24 4.8 9.9 8.4 

48 4.8 10.4 8.7 

72 4.4 10.2 8.7 

*BALA: Bacterias ácido lácticas amilolíticas 

 

4. ALMIDÓN 

4.1.Generalidades 

El almidón es un polisacárido presente en la naturaleza de reserva energética predominante 

en raíces, plantas, tubérculos, cereales, semillas y en algunas frutas como plátanos 

(Vaclavik, 2002; Fennema, 2000).  El almidón se sintetiza en los amiloplastos de las 

plantas superiores, en forma de estructuras discretas, llamadas gránulos. Estos gránulos, 

ubicados en los órganos de reserva de las plantas, están organizados en anillos alternados, 

llamados anillos de crecimiento, de zonas amorfas y semicristalinas de un radio de 

aproximadamente un 120-400 nm (Vermeylen et al, 2006).   

 

El almidón está compuesto por cadenas de unidades de anhidro glucosa (D-glucosa) de seis 

carbonos. En el almidón los anillos de D-glucopiranosa se encuentran unidos por enlaces 

glucosídicos  (14) y  (16). Los gránulos de almidón están esencialmente 
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compuestos por dos polímeros de glucosa de diferente estructura: la amilosa y la 

amilopectina. La amilosa es un polímero esencialmente lineal, mientras que la molécula de 

amilopectina es mucho más grande y ramificada (Fennema, 2000). 

 

4.2.Almidón durante la nixtamalización  

La nixtamalización retarda la gelatinización del almidón debido a la aparente interacción 

del calcio con el almidón, especialmente con la amilosa. El almidón de maíz alcanza un 

bajo grado de gelatinización por efecto de la nixtamalización, lo que contrasta con la 

creencia anterior de que el almidón de maíz se gelatinizaba completamente por efecto de 

la cocción alcalina que se lleva a cabo en dicho proceso. Posterior al cocimiento, el 

almidón se retrograda, es decir, se recristaliza o re asocia para formar nuevas estructuras, 

durante el tiempo que el grano permanece en remojo. El proceso de la molienda libera al 

almidón del endospermo y reduce aún más su cristalinidad. Durante el enfriamiento de 

estos productos, el almidón se reasocia formando también complejos amilosa-lípidos. Por 

otro lado, un nixtamal sobrecocido absorbe más agua debido a un mayor grado de 

gelatinización; una vez que este tipo de nixtamal es transformado en masa, ésta adquiere 

propiedades de pegajosidad y adhesividad que son indeseables en la producción de 

productos alimenticios (Mondragón et al, 2004; Méndez et al, 2008, Paredes-López, 

2009). 

 

5. ENZIMAS 

Las enzimas son proteínas de estructura tridimensional compleja, que actúan sobre sustratos 

específicos, en condiciones concretas de temperatura, pH, humedad, presencia de 

activadores o inhibidores y concentración de sustrato (Bühler et al., 1998). 

 

Son catalizadores biológicos muy eficaces, presentes en todos los sistemas vivos, los cuales 

aceleran en el organismo, hasta un millón de veces, diversas reacciones químicas que en 

condiciones normales sucederían lentamente o no se producirían (Bühler et al., 1998).  
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Las enzimas no se consumen durante las reacciones catalíticas y una vez terminada la 

reacción, estas vuelven a su estado original, razón por la cual la cantidad necesaria de 

enzimas es muy pequeña en proporción a la cantidad de sustrato (Bühler et al., 1998). 

 

5.1.Hidrólisis enzimática 

La hidrólisis enzimática del almidón depende de la estructura granular del almidón, el 

tamaño y tipo de cristal, la relación amilosa amilopectina y el peso molecular promedio de 

dicha relación, además de los cuerpos proteicos y lipídicos y las condiciones de 

especificidad de la enzima (Sheukani et al, 2017). 

 

La industria del almidón es una de las principales usuarias de amilasas  para la 

hidrólisis  y  modificación de esta materia prima con el fin de obtener glucosa, maltosa y 

oligosacáridos, que pueden ser convertidos  en jarabes de fructosa y  dextrosa. La glucosa 

obtenida, también puede ser fermentada para producir etanol, aminoácidos  y  ácidos 

orgánicos (Kirk et al, 2002). 

 

Para la conversión enzimática de almidones es necesario  utilizar amilasas termoestables, 

ya que estas son  adicionadas  luego de un paso de gelatinización  que requiere 

temperaturas entre 70 °C y 110 °C (Pandey et al, 2000). 

 

5.1.1. Enzimas amilolíticas 

 

Las enzimas amilolíticas están distribuidas ampliamente en la naturaleza. Ellas actúan 

hidrolizando uniones entre residuos de glucosa adyacentes. El tipo de unión hidrolizada, así 

como el producto final de la hidrólisis es característico de cada tipo enzima. El término 

amilasa fue usado originalmente para designar a las enzimas capaces de hidrolizar las 

uniones glicosídicas de amilosa, amilopectina, glucógeno y de sus productos de 

degradación (Fogarty, 1980). 

 

La producción de una enzima, incluye dos etapas principales: la fermentación, en la que se 

multiplica el microorganismo productor de la enzima, y la de recuperación y purificación 

en la que se aísla la enzima y se lleva al grado de pureza adecuado para su uso. En la 
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industria se utilizan más los preparados enzimáticos, pues la purificación de la enzima 

podría representar costos adicionales en la producción de alimentos. La calidad de la 

enzima está en función de la fermentación, pues esta influye directamente en la coloración, 

olor y estabilidad de la enzima (Guadarrama, 2015). 

 

El paso donde se adicionan las amilasas en la industria alimentaria se conoce como 

liquefacción, y su  objetivo es  reducir la viscosidad de la solución mediante la 

hidrólisis parcial del almidón (Van Der Veen et al, 2006). 

 

5.1.2. Endoenzimas 

Hidrolizan la molécula de almidón realizando cortes internos reduciéndola rápidamente a 

fragmentos de cadenas de menor peso molecular. Dentro de esta categoría se encuentra la 

α-amilasa (Terebizink, 1998). 

 

5.1.2.1.α-amilasa 

La α-amilasa (α 1→4-D-Glucano-glucohidrolasa), E.C.2.1, es una enzima que hidroliza los 

enlaces glucosídicos α-1→4 de los polisacáridos que poseen 3 o más unidades de D-

glucosa. La hidrólisis de la amilosa por parte de la α-amilasa resulta en su conversión total 

a maltosa y maltotriosa. Una segunda reacción, mucho más lenta, de la enzima sobre la 

maltotriosa produce glucosa y maltosa (Badui, 2006; Latorre, 2010). 

 

Las  α-amilasas son calcio-metaloenzimas que contienen en su estructura al menos 1 átomo 

de esta molécula. El calcio es necesario para la actividad catalítica de la enzima; además en 

presencia del catión la α-amilasa es más resistente a condiciones de pH y temperatura, 

tratamiento con urea o con proteasas, además de que su actividad depende de la presencia 

de iones cloruro. Esta enzima tiene importancia en la industria alimentaria como en 

cervecería, dulcería, cereales y panadería, y específicamente en la sacarificación 

maltogénica (Crueger, 1993; Terebizink, 1998). 

 

La α-amilasa puede ser purificada de diferentes organismos como plantas, animales, hongos 

y bacterias; actualmente un gran número de α-amilasas bacterianas están disponibles 
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comercialmente y son las más utilizadas en las industrias, debido a que son considerados 

más estables a altas temperaturas (Monteiro de Souza,  De Oliveira.  2010). Las bacterias 

del género Bacillus se consideran la fuente más importante de α-amilasas. Entre los hongos, 

los microorganismos del género Aspergillus son los principales productores de α-amilasas 

con aplicación industrial (Latorre, 2010).  

 

5.1.3. Exoenzimas 

Hidrolizan el almidón a partir de los extremos no reductores de la molécula generando 

productos de bajo peso molecular. Dentro de esta categoría se encuentra la glucoamilasa y 

la β-amilasa (Terebizink, 1998). 

 

5.1.3.1.Glucoamilasa 

La glucoamilasa, E.C. 3.2.1.3, es una glicoproteína que hidroliza fácilmente enlaces 

glucosídicos α-1,4 y α-1,6 y también algunos 1,3 de α-glucanos, generan como producto 

final glucosa y pequeñas cantidades de oligosacáridos a partir de los enlaces terminales no 

reductores de la cadena de almidón. No son capaces de hidrolizar completamente al 

almidón ya que necesitan la participación de una enzima de acción interna. Las 

glucoamilasas tienen un pH óptimo en 4,3 - 4,5, temperatura óptima cerca de 50 °C - 60 °C, 

además son estables por períodos prolongados (Arellano y Olmos, 1999; Sauer et al., 

2000).  Las glucoamilasas  son  de  origen  microbiano,  producidas por  varias especies de 

Aspergillus y  Rhizopus, Schwanniomyces, y de los géneros bacterianos Bacillus, 

Clostridium, Arthrobacter (Sánchez et al., 2005). 

  

5.1.3.2. β-amilasa 

Las β- amilasas son exoenzimas que atacan enlaces α-1→4 glucosídicos en la parte externa 

de la cadena de almidón, la β-amilasa separa unidades de maltosa a partir de los extremos 

no reductores de esta por hidrólisis alterna de enlaces glucosídicos (Pedroza, 1999). Las β-

amilasas atacan solo desde un extremo a la vez, y a causa de ello, son mucho menos 

efectivas que las α -amilasas (Baker, 1994). 
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Debido a que esta enzima está imposibilitada para hidrolizar  los puntos ramificados α 1→6 

en la molécula de almidón, los productos finales de la acción sobre el sustrato son maltosa 

y dextrinas, formándose poca cantidad de maltotriosa y glucosa (Mariño, 1989). Destacan 

como productores de β-amilasa las bacterias del género Bacillus, Pseudomonas, 

Streptomyces y Clostridium spp. (Pandey et al., 2000). 

 

5.1.4. Enzimas desramificantes. 

Hidrolizan los puntos de ramificación de la molécula,  exclusivamente los enlaces α-1→6. 

Las enzimas desramificantes se clasifican en dos grupos: desramificantes directas y 

desramificantes indirectas. Las desramificantes directas degradan la amilopectina y el 

glucógeno sin necesidad de un tratamiento previo con alguna otra enzima. Las 

desramificantes indirectas necesitan que el sustrato polimérico sea pretratado 

enzimáticamente antes de hidrolizar sus puntos de ramificación. La temperatura óptima de 

reacción de la enzima es de 45°C a 50°C y el rango de pH óptimo varía entre 5 y 11 

(Terebizink, 1998). 

 

5.1.4.1.Pululanasa 

Las pululanasas, E. C. 3.2.1.41, degradan los enlaces α-1,6 de glucógeno, amilopectina y 

pululano (polisacárido extracelular producido por Aureobasidium pullulans) (Okada et al., 

1988). Las pululanasas, generalmente, son producidas por plantas superiores y por 

microorganismos mesófilos tales como Klebsiella, Escherichia, Streptococcus, Bacillus y 

Streptomyces (Doman-Pytka, 2004).  

 

5.3.4.2 Isoamilasa 

La isoamilasa es una enzima desramificante indirecta que degrada la isomaltosa pero no así 

el pululano. Para poder actuar sobre un punto de ramificación, esta enzima necesita que las 

cadenas laterales a la unión α→1.6 no posean más de 2 o 3 residuos de glucosa. El pH 

óptimo de este tipo de enzimas varía entre 5,0 y 6,4 y la temperatura entre 40 y 52°C. 

(Terebizink, 1998). 
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 Las isoamilasas se encuentran en bacterias, levaduras y plantas mientras que las 

pululanasas, generalmente, son producidas por plantas superiores y por microorganismos 

mesófilos tales como Klebsiella, Escherichia, Streptococcus, Bacillus y Streptomyces 

(Doman-Pytka, 2004). 

 

6. BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS. 

6.1.Características generales de bacterias ácido lácticas 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de microorganismos representados por 

varios géneros con características morfológicas, fisiológicas y metabólicas en común. Son 

cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no móviles, anaeróbicos, microaerofílicos 

o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y benzidina negativas, carecen de citocromos,  no 

reducen el nitrato a nitrito y producen ácido láctico como el único o principal producto de 

la fermentación de carbohidratos. Las BAL son ácido tolerantes, su pH de crecimiento se 

encuentra entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medios en donde otras 

bacterias no soportarían la aumentada actividad producida por los ácidos orgánicos 

(Ramírez et al., 2011; Vázquez et al. 2009). 

 

Para su proliferación se requieren de azúcares como glucosa y lactosa, además de 

aminoácidos, vitaminas y otros factores de crecimiento, por lo que son medios complejos 

los necesarios para su crecimiento siendo algunos ejemplos la leche, vegetales, masa de 

cereales y carne (Ramírez et. al., 2011). 

 

6.2. Clasificación de bacterias ácido lácticas 

En base a los productos finales de metabolismo de las hexosas, las BAL se dividen en dos 

grupos: heterofermentativas y homofermentativas (Figura 1). 

Las BAL heterofermentativas poseen la enzima fosfocetolasa, la cual convierte las hexosas 

a pentosas por la vía de hexosa monofosfato o de la pentosa, produciendo en ese proceso 

cantidades equimolares de lactato, cantidades significantes de productos como acetato, 

etanol y CO2. Las BAL homofermentativas producen exclusivamente ácido láctico como 

producto principal de la fermentación de la glucosa. Estas bacterias poseen las enzimas 
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aldolasas y hexosas isomerasas, utilizando la vía Embden-Meyerhof-Parnas para producir 

dos moléculas de lactato por cada molécula de hexosa (Jay, 2005, Waldir et. al., 2007).  

  

 

Figura 1. Productos de la vía fermentativa de hexosas por bacterias acido lácticas. (Waldir 

et. al., 2007) 

 

7. ENTEROCOCCUS 

Los Enterococcus son bacterias Gram-positivas, de morfología esférica u ovoide que 

pueden presentarse solos, en pares o cadenas, son no esporulados, anaerobios facultativos, a 

partir de su metabolismo de azúcares se clasifican como bacterias homolácticas, es decir, el 

metabolismo de este grupo es a través de la ruta Embden- Meyerhof  (glucólisis) de la cual 

se obtiene como producto principal ácido láctico. Presentan una temperatura de crecimiento 

óptimo de 35º C (10-45º C) y pueden resistir hasta los 60º C por 30 minutos por lo que son 

termotolerantes. Pueden crecer en medios que contienen 6.5% de NaCl, hidrolizan la 

esculina en presencia de 40% de sales biliares y son catalasa negativos.  La pared celular de 

los enterococos contiene peptidoglucanos de Lisina-D-Asparagina (excepto E. faecalis) y 

de la membrana se derivan grandes cadenas de ácidos grasos en los que predominan 

cadenas lineales monoinsaturadas (Becerril, 2012; Lahtinen et al., 2012; Giraffa, 2014). Los 

enterococos son homofermentativos con respecto a las hexosas y heterofermentativos para 

las pentosas y algunos otros sustratos y, por tanto, podrían ser llamados 

heterofermentativos facultativos (Salminen et. al., 2004). 
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7.1. Clasificación 

Se han propuesto más de 20 especies que conforman el género. De acuerdo con el análisis y 

secuenciación de la subunidad 16S del ARNr (Giraffa, 2014), dichas especies se han 

dividido de la siguiente forma:  

 

-Grupo E. faecium: E. faecium, E. durans, E. hirae, E. mundtii, E. villorum, E. canis  

-Grupo E. avium: E. avium, E. malodoratus, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. gilvus  

-Grupo E. gallinarum: E. gallinarum E. casseliflavus, E. flavescens  

-Grupo E. dispar: E. asini, E. dispar, E. pallens, E. hermanniensis, E. canintestini  

-Grupo E. saccharolyticus: E. saccharolyticus, E. sulfureus, E. saccharominimus (E. 

italicus), E. aquimarinus  

-Grupo E. cecorum: E. cecorum, E. columbae  

-Grupo E. faecalis: E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. ratti 

 

7.2. Metabolismo de Enterococcus 

La característica esencial del metabolismo de BAL es la eficiente fermentación de 

carbohidratos junto con la fosforilación a nivel sustrato. El ATP generado es 

subsecuentemente usado para la biosíntesis. Las BAL como grupo exhiben una enorme 

capacidad para degradar diferentes carbohidratos y compuestos 11 relacionados. 

Generalmente, el producto final predominante es el ácido láctico (>50% de azúcar como 

carbono). Es evidente, sin embargo, que las BAL adaptadas a diversas condiciones tienen 

como consecuencia un cambio en su metabolismo. Esto puede dar lugar a productos finales 

muy diferentes. Anteriormente se mencionó que los Enterococcus llevaban a cabo la 

fermentación homoláctica, siguiendo la ruta de glicólisis o glucolisis si el carbohidrato 

degradado es la glucosa (Salminen et. al., 2004). 

 

 

 

7.3. Importancia de los Enterococcus en alimentos. 

La presencia de enterococos en alimentos tiene especial incidencia en los que son 

fermentados. En la actualidad, no existe un consenso sobre la cantidad de enterococos 
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permitida en los alimentos y la posible patogenicidad de las diferentes especies del género 

sigue en estudio. Actualmente, el género Enterococcus incluye más de 20 especies, con 

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis y Enterococcus durans como las especies 

más encontradas en alimentos (Giraffa, 2003). 

En los últimos años se han llevado a cabo diversos estudios en los que se concluye que los 

enterococos tienen un importante papel en la maduración de quesos tradicionales 

elaborados a partir de leche de oveja, vaca y cabra, contribuyendo al desarrollo del sabor y 

aroma característico de dichos quesos. Su presencia se atribuye a su excepcional aptitud 

para sobrevivir y resistir ambientes desfavorables, así como a las fuentes de contaminación 

ambientales que hacen posible la colonización de alimentos crudos, tal es el caso de la 

leche y carne, y su multiplicación en esos productos durante la fermentación (Olvera, 

2010). 

 

En los alimentos, en especial la carne (res, cerdo) E. faecalis ha demostrado ser la especie 

predominante seguido de E. faecium y no están solamente asociados a carne cruda, también 

con alimentos procesados ya que, en algunos productos, donde la cocción es necesaria, los 

enterococos presentan una ventaja selectiva entre otras especies de BAL, pues son termo 

tolerantes. Del mismo modo en los quesos las dos especies ya mencionadas son las más 

frecuentemente aisladas de diferentes quesos seguidas por la especie E. hirae que también 

ha sido aislada de diversos quesos del mediterráneo europeo donde llevan a cabo el proceso 

de maduración (Franz et al., 1999). 
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MATERIALES Y METODOLOGÍA 

1. Reactivación de cepas y verificación de pureza.  

 

Figura 2. Método usado para la reactivación de cepas de Enterococcus sulfureus A36202, 

Enterococcus italicus A17 y A40, previamente aisladas de pozol e identificadas mediante 

secuenciación de la región V1 del gen ribosomal 16S (Becerril, 2012), en medios MRS y 

verificación de pureza. Creado con Biorrender.com  

 

Se llevó a cabo la  siembra de cepas de Enterococcus; Enterococcus sulfureus A36202  y 

Enterococcus italicus A17 y A40, en viales que contienen caldo MRS (Man, Rogosa y 

Sharpe) que previamente fueron aisladas del pozol (Díaz-Ruiz et al., 2003 y Becerril et al., 

2009) y conservadas en ultracongelación (-40º C). La concentración final de los viales para 

la inoculación fue de 1% vol/vol. Fueron sembradas en agar MRS por agotamiento y fueron 

incubadas a 37º C por 24 horas para poder verificar su pureza a través de la observación 

macroscópica de las colonias, y microscópica de las células con ayuda de la tinción de 

Gram y de un microscopio (figura 2). 
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2. Crecimiento de las cepas de Enterococcus en el medio MRS/almidón 2%.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Método usado para la reactivación de cepas de Enterococcus sulfureus A36202, 

Enterococcus italicus A17 y A40, previamente aisladas de pozol, en medio MRS 

modificado con maltosa, almidón de papa y de maíz y observación de halos de hidrólisis de 

almidón. Revelación con lugol. Creado con Biorrender.com 

 

Se inocularon  las cepas de Enterococcus en viales que contienen caldo MRS, la siembra se 

llevó a cabo en medios MRS modificados con otros carbohidratos como el disacárido 

maltosa al 2% (MRS-M), o almidón al 2% (MRS-A), para poder poner en evidencia la 

influencia de estos carbohidratos sobre la actividad amilolítica. La concentración final de 

las cepas de Enterococcus en los viales para la inoculación fue de 1% vol/vol. Se 

sembraron en placas que contienen medio modificado con dos tipos de almidón; de papa y 

de maíz, para poder observar bajo que sustrato pudiera desarrollarse mejor. Fueron 

sembradas en agar MRS por agotamiento. Los viales y placas con medios modificados 
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fueron sembrados a 37º C por 24 horas. La revelación de los halos de hidrólisis se llevó a 

cabo con lugol para poder apreciar mejor los halos de hidrólisis (figura 3) (Fogarty, 1983). 

 

3. Ensayo de actividad amilolítica intracelular y extracelular. Método de extinción de 

yodo y DNS 

Conociendo la influencia de maltosa y almidón en la actividad amilolítica, y sabiendo que 

el mejor almidón por ser más soluble es el de papa, se  inocularon las cepas de 

Enterococcus en medio MRS, y posteriormente en medios MRS/maltosa 2% y 

MRS/almidón papa 2%. La concentración final de las cepas de Enterococcus en los viales 

para la inoculación fue de 1% vol/vol. Fueron incubados a 37º C por 24 horas. 

De estos cultivos se separaron los sobrenadantes de las células con ayuda de la centrifuga, 

cuyas condiciones eran 4º C 10,000 rpm 10 minutos. Las células fueron suspendidas en 

buffer de fosfatos pH 6.8 0.1M. Para la preparación de este reactivo se requieren 255mL de 

NaH2PO4 0.2M y 245mL de Na2HPO4 0.2ml, todo esto aforado a 500mL. Se realizó el 

ensayo de actividad amilolítica mediante el método de extinción de yodo (Iturbe y 

Sandoval, 2013) y el método de cuantificación de azúcares reductores por DNS (Nielsen, 

2003), para observar si los microrganismos liberan la enzima al medio o se encuentra 

asociada a la célula. 

 

Para la elaboración del reactivo de DNS se mezclan 80mL de NaOH al 10% con 150 mL de 

agua destilada, se agregaron 150g de tartrato de sodio tetrahidratado. Calentar a 50º C y 

agitar constantemente. Finalmente agregar 5g de DNS y agitar, dejar enfriar a temperatura 

ambiente y filtrar. Aforar a 500 mL y conservar en frasco ámbar. Las condiciones para la 

curva patrón siguen siendo pH de 6.6 y 37º C. Los resultados de la curva patrón pueden 

verse reflejados en la tabla 20 y la gráfica 26, las condiciones fueron pH de 6.6 y 37º C, se 

preparó una solución de glucosa 2mg/mL con buffer de fosfatos 0.1M pH 6.8. Para la 

reacción de actividad amilolítica, se agregó 0.8 mL del buffer de fosfatos 0.1M pH 6.8 a los 

tubos dentro del baño, se adiciono 0.1 mL de sobrenadante de células de su respectiva cepa 

a cada tubo. Se dejó llevar a cabo la reacción por 30 minutos (t30), para la obtención del 

tiempo cero (t0) se adiciono 0.1 mL de H2SO4 2N colocándolo en baño de hielo. Una vez 

transcurridos los 30 minutos de la reacción enzimática, se hizo lo mismo con los tubos con 
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t30. A los tubos de reacción, se adicionaron 0.5 mL de la solución de sobrenadante de 

células y 0.5 mL reactivo de DNS, se colocaron a ebullición por 5 minutos y colocados 

posteriormente en un baño de hielo. Una vez enfriados se adicionaron 5mL de agua 

destilada a cada uno respectivamente. Se utilizó un espectrofotómetro para realizar las 

lecturas correspondientes a 540 nm (figura 4).  

 

Para el método de extinción de yodo, las condiciones fueron pH de 6.6 y 37º C, se preparó 

una solución de almidón 1.5mg/mL con buffer de fosfatos 0.1M pH 6.8 y se agregó 0.8 mL 

a los tubos dentro del baño, se adiciono 0.1 mL de sobrenadante concentrado de las células 

de su respectiva cepa a cada tubo. Se llevó a cabo la reacción por 10 minutos (t10) mientras 

que para la obtención del tiempo cero (t0) se adiciono 0.1 mL de H2SO4 2N colocándolo en 

baño de hielo. Una vez transcurridos los 10 minutos se hizo lo mismo con los tubos t10. 

Una vez fríos, se adicionaron 0.1 mL de la solución de sobrenadante concentrado de células 

y 2.4 mL de la solución de yodo previamente preparada al 4%. Se midió la absorbancia a 

600 nm (figura 4). 

 

Figura 4. Método de DNS y extinción de yodo para determinar si la enzima amilasa es 

liberada al medio o se encuentra asociada a la célula por las cepas de Enterococcus. Creado 

con Biorrender.com 
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4. Cinética de crecimiento de las cepas de Enterococcus en diferentes tipos de 

carbohidratos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de fermentaciones de las cepas de Enterococcus en medios MRS 

modificados con diferentes carbohidratos. Creado con Biorrender.com 

 

Se llevó a cabo la fermentación de las cepas de Enterococcus A36202, A17 y A40 en 

medios MRS modificados con diferentes carbohidratos. Los viales fueron incubados a 37º 

C por 24 horas. La concentración final de las cepas de Enterococcus en los viales y 

matraces para la inoculación fue de 1%. Se tomaron alícuotas de los diferentes medios a 

distintos tiempos (0, 3 6, 9 y 24 horas) de haber iniciado la inoculación en el matraz (inicio 

de la fermentación) y se midió la absorbancia a 540nm y el pH; esto con la finalidad de 

tener un estimado de tiempo para observar cuando se podría producir la mayor cantidad de 

enzima en base a la turbidez del medio y el descenso del pH de este. Las alícuotas se 

guardaron en tubos Eppendorf y se conservaron en congelación.  

De estos cultivos se separaron los sobrenadantes de las células con ayuda de la centrifuga, 

cuyas condiciones eran 4º C 10,000 rpm 10 minutos. Las células fueron suspendidas en 

buffer de fosfatos pH 6.8 0.1M. Se realizó el método de extinción de yodo, al ser más 

preciso debido a la medición directa de la degradación de almidón presente en el medio, 

con el objetivo de observar si la enzima se encuentra en el medio o ligada a la célula. 
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5. Separación de proteínas por medio de geles de acrilamida con ayuda de las tinciones 

de coomasie y zimograma 

Se puso en evidencia la presencia de la enzima amilasa producida por las cepas de 

Enterococcus con ayuda de una electroforesis en gel de acrilamida. Los compuestos que se 

usaron fueron: 

 

-Acrilamida al 30%/Bis –acrilamida al 0.8% 

Trabajar con guantes, cubre-bocas y lentes de seguridad. Para una solución de 100mL se 

tomaron 30g de cristales de acrilamida y 0.8g de cristales de bis-acrilamida. Se colocaron 

en un vaso de precipitados con 70mL de agua desionizada, se agitó con una barra 

magnética hasta completa disolución y se aforo a 100mL con agua desionizada. Se 

almacenó a 4º C 

 

-Buffer Tris-HCL 4X (1.5M) pH 8.8 para gel separador. 

Para 100ml de solución se pesaron 8.171g de tris base (Sigma) y 0.4g de SDS (Sigma); se 

colocaron en un vaso de precipitados con 70 mL de agua desionizada y se agitó con una 

barra magnética hasta completa disolución. Posteriormente se ajustó el pH a 8.8 con HCL. 

Se aforó a 100mL con agua desionizada y se almaceno a 4º C. 

 

-Buffer Tris-HCL 4X (0.65M) pH 6.8 para gel concentrador 

Para 100ml de solución se pesaron 6.06g de tris base (Sigma) y 0.4g de SDS, se colocaron 

en un vaso de precipitados con 70 mL de agua desionizada y se agitó con una barra 

magnética hasta completa disolución. Posteriormente se ajustó el pH a 6.8 con HCL. Se 

aforó a 100mL con agua desionizada y se almaceno a 4º C. 

 

-Solución de persulfato de amonio al 10% 

Para 10 mL de solución se pesó 1g de persulfato de amonio y se colocó en un tubo Falcón 

de 15mL. Se colocó el volumen necesario de agua desionizada para aforar a 10mL y se 

disolvió totalmente con ayuda de un vortex. Se hicieron alícuotas de 1.5mL en tubos 

Eppendorf y se utilizó inmediatamente. 
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-Buffer de Carga 4X 

Cada muestra que se pretende correr en una electroforesis debe prepararse con las 

condiciones adecuadas para que las proteínas puedan migrar de la forma esperada. Por 

tanto, se usa un buffer de carga que contiene agentes desnaturalizantes y reductores con el 

fin de mantener las condiciones del método (Laemmli, 1970), así como colorante para 

poder visualizar el frente de corrida. El buffer de carga contiene los siguientes reactivos: 

 Buffer Tris-HCI 200 mM pH 6.8 

 0.05% de azul de bromofenol 

 40% de glicerol 

 8% de SDS 

 5% de β-mercaptoetanol 

Para preparar 50mL de buffer se pesaron 1.2114g de tris base, se colocaron en un vaso de 

precipitados y se disolvieron en 35mL de agua desionizada con agitación constante. En el 

mismo vaso de disolución se colocaron 0.025g de cristales de azul de bromofenol, 20mL de 

glicerol (J.T. Baker  ®) y 4g de SDS (Sigma-Aldrich®). La disolución se mantuvo en 

agitación hasta completa disolución y posteriormente se ajustó pH a 6.8 con HCI. Se aforó 

a 50mL con agua desionizada y almaceno a temperatura ambiente. Justo antes de usarse 

para realizar la electroforesis se tomó una alícuota de 1 mL y se colocaron 0.05mL de B-

mercaptoetanol. La alícuota se almaceno a 4°C por no más de un mes. 

Las muestras se prepararon colocando 3 partes de muestras de proteína con 1 parte de 

buffer de carga 4x. Por tanto, para preparar 40µL de muestra para electroforesis se tomaron 

30µL de muestra de proteína y 10µL de buffer de carga 4x. Se agitó vigorosamente y 

después se incubo a 88°C durante 8 minutos para romper las interacciones débiles en las 

proteínas y asegurar su desnaturalización. Finalmente se cargaron 20uL de muestra 

preparada en cada pozol del gel. 

 

-Buffer de Carga 10X 

Para que la migración de proteínas se lleve a cabo a través del gel es necesario proporcionar 

el medio por el cual la carga eléctrica puede fluir del ánodo al cátodo en la cámara de 

electroforesis. Para ello se usa el buffer de electrodos, que contiene iones y glicina, así 
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como SDS para mantener las condiciones desnaturalizantes del sistema. Las 

concentraciones de los reactivos del buffer de electrodos 10 veces concentrado (10x) son: 

 Tris base 250mM 

 Glicina 1920 mM 

 1% de SDS 

Para preparar 500mL de buffer se pesaron 72.06g de glicina y se colocaron lentamente en 

un vaso de precipitados con 300mL de agua desionizada en agitación contante. Hasta la 

completa disolución de la glicina se colocaron 15.1425g de tris base y finalmente 5g de 

SDS. Al disolverse completamente se aforó a 500mL y se almacenó a temperatura 

ambiente. 

Para realizar la electroforesis se hizo una dilución 1x del buffer, para lo cual se tomaron 

50mL del buffer 10x y se llevaron a 500mL de agua desionizada. Esta nueva solución se 

colocó en la cámara electroforesis. 

 

-TCA al 100% 

Para 1L de solución, colocar 800mL de agua destilada en un vaso de precipitado y agregar 

100g de TCA y disolver. Aforar a 1L y almacenar a temperatura ambiente en frasco de 

vidrio. 

 

PROCEDIMIENTO: 

Se reactivaron las cepas E. sulfureus A36202 y E. italicus A17 y A40 en medio MRS, tal 

como se describió en la sección 1. Se incubaron a 37º C por 24 horas. Transcurrido el 

tiempo se llevó a cabo el pase con 2.5mL del cultivo anterior a un matraz con 250mL con 

medio MRS/almidón 2%; las condiciones de incubación fueron las mismas. La 

concentración final de las cepas de Enterococcus en los viales y matraces para la 

inoculación fue de 1%. El cultivo se centrifugó a 20,000 rpm por 20 minutos a 4º C para 

separar el sobrenadante de las células. Se tomaron alícuotas tanto de sobrenadante como de 

células y se colocaron en microtubos. Para la concentración de las proteínas se ocuparon 

dos métodos. 
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Método de concentración con TCA-acetona 

La precipitación con TCA se realizó con la adición de 250 µL de reactivo de TCA al 100% 

por cada mililitro de muestra, se dejó incubar en hielo por 30 minutos y se centrifugó a 

10,000 rpm por 10 minutos a 4´C.  

 

Método de concentración con dispositivo Amicon 

Se colocaron 15ml de inóculo en tubos Amicon, centrifugándolos por 1 hora a 7,500rpm. El 

volumen final de proteína obtenido por este método fue de 1 a 2mL. 

 

Tabla 2. Preparación de gel seperador al 10% y gel concentrador al 4.0% 

Reactivo Gel separador (acrilamida al 

10%) 

Gel concentrador 

(acrilamida al 4.0%) 

Volumen para 2 geles Volumen para 2 geles 

Acrilamida 30%/ Bis-

acrilamida 0.8% 

4.1 mL 0.99mL 

Agua desionizada 3.81mL 2.625mL 

TrisHCL 4x pH 8.8 2mL - 

TrisHCL 4x pH 6.8 - 1.66mL 

Persulfato de amonio 10% 300µL 75µL 

TEMED 20µL 10µL 

Total 10mL 10mL 

La electroforesis se llevó a cabo en un tiempo de 90-120 minutos. 

 

Una vez que se realizó la electroforesis, se lavaron los geles para zimograma: 10 minutos 

con agua destilada, se desecha y se lava 10 minutos con buffer de fosfatos 1 M pH 6.8. Esto 

se repite tres veces. Hasta terminar estos lavados, se sumerge en una solución de almidón al 

10% y se incuba a 37º C toda la noche.  

Para desteñir el gel con Coomassie, se desechó la solución y se lavó exhaustivamente con 

agua destilada hasta observar la desaparición de color azul presente en el gel y las bandas 

queden completamente reveladas (Figura 6). 
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Figura 6. Método usado para la separación de proteínas por medio de geles de acrilamida 

para la observación de la enzima presente en los caldos con medio MRS inoculados con 

cepas de Enterococcus A36202, A17 y A140. Creado con Biorrender.com 
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Resultados y discusión. 

 

1. Reactivación de cepas y verificación de pureza.  

Se verificó la viabilidad y pureza de la cepas de Enterococcus: E. sulfureus A36202 y E. 

italicus A40 y A17 (Díaz-Ruiz et al., 2003 y Becerril et al., 2009). En todo el trabajo se 

utilizó una cepa control positivo de actividad amilolíticas: Streptococcus infantarius 25124 

(Díaz-Ruiz et al., 2003) (tablas 3 y 4). 

 

Tabla 3. Escala arbitraria de turbidez por cada vial de caldo MRS, donde ++++ indica una 

turbidez completa y homogénea. Incubado a 37º C por 24 horas 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Observaciones macroscópicas de las cepas de Enterococcus y Streptococcus 

(control) en placas MRS a las 24 horas a 37º C 

Cepas Observaciones 

25124 Crecimiento de un solo tipo de colonia de forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento.  

A17 Crecimiento de un solo tipo de colonia de forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento.  

A40 Crecimiento de un solo tipo de colonia de forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento.  

A36202 Crecimiento de un solo tipo de colonia de forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento.  

 

Todas las cepas presentaron una turbidez homogénea, con precipitado blanco y sin nata en 

la superficie. Se verificó la pureza de las cepas por medio de tinción de Gram (Tabla 5) 

(Figura 2). 

Cepa Turbidez 

A36202 +++ 

A40 ++ 

A17 ++ 

25124 ++++ 
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Tabla 5. Observaciones microscópicas de los cultivos de Enterococcus y Streptococcus 

(control) en placas MRS incubadas a 37º C por 24 horas. 

Tinción Observaciones 

25124 Presencia de cocos Gram (+), agrupados en diplococos, racimos, sarcinas y tétradas. 

Homogeneidad en el tipo de célula. Los cocos se presentaban más achatados. 

A17 Presencia de cocos Gram (+), agrupados en diplococos y racimos. Homogeneidad en 

el tipo de célula 

A40 Presencia de cocos Gram (+), agrupados en cadenas largas. Homogeneidad en el tipo 

de célula 

A36202 Presencia de cocos Gram (+), conglomerados sin formación. Homogeneidad en el 

tipo de célula 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Comparación microscópica de  la cepa Streptococcus infantarius 25124 (a) y la 

cepa Enterococcus italicus A17 (b) por medio de una tinción de Gram.  

 

De acuerdo con Parra, 2010; la morfología de cocos y bacilos sin agrupación definida, no 

esporulados y  Gram (+), coincide con las características de las cepas de estudio así como 

las de control.  

 

2. Crecimiento de las cepas de Enterococcus en medio MRS/almidón 2%.  

Se usó una cepa como control positivo de actividad amilolítica (S. infantarius 25124) al 

igual que un control negativo (sin inocular) para apreciar mejor los cambios en la turbidez 

que pudiese presentar el medio como consecuencia del crecimiento de las bacterias. Los 
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caldos inoculados se incubaron hasta por 72 horas y se observó el siguiente crecimiento 

para los medios MRS/almidón 2% y MRS/maltosa 2% (tablas 6 y 7). 

 

Tabla 6. Escala arbitraria de turbidez por cada vial de caldo MRS/almidón de papa 2%, 

donde ++++ indica una turbidez completa y homogénea. Incubado a 37º C por 24, 48 y 72 

horas 

 

Se llevó a cabo la siembra en medio sólido MRS modificado con almidón al 2%, de las 

cepas obtenidas en la siembra en viales con caldo MRS (tabla 5) y MRS/almidón 2% (tabla 

6). La observación fue realizada las 24 y 48 horas para poder observar una evolución en el 

crecimiento de las colonias. 

 

Tabla 8. Observaciones macroscópicas de las cepas de Enterococcus y Streptococcus 

(control) provenientes de caldos MRS y MRS/almidón 2% en placas MRS/almidón 2% a 

las 24 horas a 37º C 

Cepas Placas MRS/almidón 2% 

inoculadas con cepas provenientes 

de caldo MRS 

Placas MRS/almidón 2% inoculadas con 

cepas provenientes de caldo MRS/almidón 

2% 

25124 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño mediano, sin pigmento. Se 

puede observar una zona clara 

alrededor del crecimiento y las 

colonias. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento. Se puede observar una zona 

clara alrededor del crecimiento y las 

colonias. 

Cepa Turbidez a 24 horas Turbidez a 48 horas Turbidez a 72 horas 

A36202 ++ +++ +++ 

A40 + + + 

A17 ++ ++ +++ 

25214 ++++ ++++ ++++ 

Control C (-) - - - 
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A17 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño pequeño, sin pigmento. No 

presento halo de hidrólisis visible 

alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento. No presento halo de hidrólisis 

visible alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

A40 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño puntiforme, sin pigmento. 

No presento halo de hidrólisis 

visible alrededor de colonias o en 

zona de crecimiento. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño puntiforme, sin 

pigmento. No presento halo de hidrólisis 

visible alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

A36202 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño mediano, sin pigmento. No 

presento halo de hidrólisis visible 

alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño grande, sin 

pigmento. Presento ligeras zonas claras 

alrededor de las colonias. 

 

Se observó el crecimiento de las cepas de Enterococcus en el medio sólido MRS 

modificado con almidón al 2%, de los cultivos reactivados en caldo MRS, MRS/almidón 

2% y MRS/maltosa 2%. Se utilizó lugar para una mejor observación de los halos de 

hidrólisis de almidón. La observación fue realizada las 24 y 48 horas, ya que algunas de las 

cepas crecieron poco a las 24h (tabla 9). 

 

Tabla 9. Observaciones macroscópicas de las colonias de cepas de Enterococcus y 

Streptococcus (control) provenientes de caldos MRS y MRS/almidón 2% en placas 

MRS/almidón 2% a las 24 horas a 37º C. Se reveló con lugol 

Cepa Placas MRS/almidón 2% inoculadas 

con cepas provenientes de caldo 

MRS 

Placas MRS/almidón 2% inoculadas con 

cepas provenientes de caldo MRS/almidón 

2% 
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25124 Presentó grandes halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias, el 

crecimiento y el medio 

Presentó grandes halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias, el crecimiento y 

el medio 

A17 No presentó ningún tipo de halo de 

hidrólisis en colonias o crecimiento 

Presento pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y el crecimiento 

A36202 Presento pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y el 

crecimiento 

Presentó grandes halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y crecimiento 

A40 No presentó ningún tipo de halo de 

hidrólisis en colonias o crecimiento 

No presentó ningún tipo de halo de 

hidrólisis en colonias o crecimiento 

 

  

 

Figura 9. Halos de hidrólisis de almidón revelados con lugol en placas MRS/almidón al 2% 

de las cepas de Enterococcus y Streptococcus, provenientes de la siembra en caldo 

MRS/almidón al 2%. 

 

La revelación con lugol permitió corroborar que se puede inducir y mejorar la actividad 

amilolítica de algunas cepas de Enterococcus como E. sulfureus A36202 y E. italicus A17 

mediante la reactivación en un medio MRS con almidón.  
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Se llevó a cabo la siembra de las cepas de Enterococcus  en medio MRS/almidón de maíz 

2% a partir de las siembras obtenidas en caldo MRS/maltosa 2% ya que fue de los 

carbohidratos donde más rápidamente se desarrollaron los microorganismos, para 

corroborar si los microorganismos aprovechan mejor el almidón de maíz, que es menos 

soluble (tabla 10).  

 

Tabla 10. Escala arbitraria de turbidez por cada vial de caldo MRS/almidón 2% de papa y 

MRS/maltosa 2%, donde ++++ indica una turbidez completa y homogénea. Incubado a 37º 

C por 24 y 48 horas 

 

Las cepas presentaron mayor crecimiento de acuerdo con lo mostrado en la tabla 10, 

cuando son acondicionados en un medio con maltosa, más que en almidón. Para comprobar 

el efecto sobre la actividad amilolítica se realizó la siembra en agar modificado con 

almidón de papa al 2%; dicha siembra únicamente fue de los cultivos en MRS/maltosa 2%. 

(Tabla 11). 

 

Tabla 11. Observaciones macroscópicas de las siembras de Enterococcus y Streptococcus 

(control) provenientes de caldo MRS/maltosa 2% en placas MRS/ almidón de papa 2% y 

almidón de maíz 2% respectivamente a las 24 horas a 37º C 

 

 

Cepa Viales MRS/almidón 2% 

inoculadas con cepas provenientes 

de caldo MRS 

Viales MRS/maltosa 2% inoculadas 

con cepas provenientes de caldo 

MRS 

Turbidez a 24 

horas 

Turbidez a 48 

horas 

Turbidez a 24 

horas 

Turbidez a 48 

horas 

A36202 ++ ++ +++ +++ 

A40 + + ++ ++ 

A17 ++ ++ +++ +++ 

25124 ++++ ++++ - +++ 
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Cepas Placas MRS/almidón de papa 2% 

inoculadas con cepas provenientes 

de caldo MRS/maltosa 2% 

Placas MRS/almidón de maíz 2% 

inoculadas con cepas provenientes de caldo 

MRS/maltosa 2% 

25124 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño mediano, sin pigmento. No 

presento halo de hidrólisis visible 

alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño mediano, sin 

pigmento. Se puede observar una zona 

opaca alrededor del crecimiento y las 

colonias. 

A17 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño pequeño, sin pigmento. No 

presentó halo de hidrólisis visible 

alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño pequeño, sin 

pigmento. No presentó halo de hidrólisis 

visible alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

A40 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño puntiforme, sin pigmento. 

Presento ligeras zonas opacas 

alrededor de las colonias. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño pequeño, sin 

pigmento. No presento halo de hidrólisis 

visible alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

A36202 Crecimiento de un solo tipo de 

colonia de forma circular, de 

tamaño pequeño, sin pigmento. No 

presento halo de hidrólisis visible 

alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

Crecimiento de un solo tipo de colonia de 

forma circular, de tamaño pequeño, sin 

pigmento. No presento halo de hidrólisis 

visible alrededor de colonias o en zona de 

crecimiento. 

 

Posteriormente, las placas se revelaron con lugol, obteniéndose los siguientes resultados 

(tabla 12).  
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Tabla 12. Observaciones macroscópicas de las colonias de cepas de Enterococcus y 

Streptococcus (control) provenientes de caldos MRS maltosa en placas MRS/almidón 2% a 

las 24 horas a 37º C. Se reveló con lugol 

Cepa Placas MRS/almidón papa 2% 

inoculadas con cepas provenientes de 

caldo MRS/maltosa 2% 

Placas MRS/almidón maíz 2% inoculadas 

con cepas provenientes de caldo 

MRS/maltosa 2% 

25124 Presentó grandes halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias, el 

crecimiento y el medio. 

Presentó pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias, el crecimiento y 

el medio 

A17 No presentó ningún tipo de halo de 

hidrólisis en colonias o crecimiento 

Presento pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y el crecimiento. 

A36202 Presentó pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y 

crecimiento 

No presentó ningún tipo de halo de 

hidrólisis en colonias o crecimiento 

A40 Presentó pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y 

crecimiento 

Presentó pequeños halos de hidrólisis 

alrededor de las colonias y crecimiento 

 

La cepa E. italicus A40 tuvo mejor crecimiento y mayor actividad amilolítica al activarse 

en el medio MRS-maltosa que en el medio MRS-almidón. La cepa E. sulfureus A36202 

más versátil, al crecer y tener actividad amilolítica al activarse en glucosa, maltosa y 

almidón.  

En cuanto al tipo de almidón, las cepas de Enterococcus mostraron afinidad a un tipo de 

almidón más soluble, en este caso el de papa; sin embargo, dos de las tres cepas evaluadas, 

A40 y A127, mostraron también actividad amilolítica en el agar MRS con almidón de maíz. 

Lo mismo se observó para la cepa control. Esto podría ser una ventaja para las cepas 

evaluadas, en la fermentación natural del pozol, en donde hay presencia de almidón de 

maíz. 
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3.1. Ensayo de actividad amilolítica intracelular y extracelular. Método de extinción 

de yodo. 

Los cultivos usados para el análisis de la actividad amilolítica extra e intracelular fueron las 

cepas de Enterococcus A17, A40 y A36202 así como de un control positivo de 

Streptococcus infantarius 25124, crecidos en viales con caldo MRS/ almidón de papa 2% y 

MRS/maltosa 2% por 48h. (Tabla 13). 

Actividad amilolítica (U/mL) = (3
(𝐴𝑏𝑠𝑡0−𝐴𝑏𝑠𝑡10)

0.1856
) 

 

Tabla 13.  Escala arbitraria de turbidez por cada vial de caldo MRS/almidón 2% y 

MRS/maltosa 2%, donde ++++ indica una turbidez completa y homogénea. Incubado a 37º 

C por 48 horas 

Cepa Caldo MRS/maltosa 

2% 

Caldo MRS/almidón 

papa 2% 

A17 ++++ +++ 

A40 ++++ +++ 

A36202 - ++++ 

25124 ++++ ++++ 

 

La cepa A36202 no mostró crecimiento en medio MRS/maltosa 2% por lo que puede 

deberse a una falta de inóculo o condiciones de incubación. 

 

Tabla 14. Resultados de la actividad amilolítica (U/mL) de los sobrenadantes de los 

cultivos de cepas de Enterococcus provenientes de caldo MRS/maltosa 2%. Método de 

extinción del yodo.  

Cepa Absorbancia a 600 

nm (t0) 

Absorbancia a 600 

nm (t10) 

Actividad 

amilolítica (U/mL) 

A17  0.5665 0.543 0.37 

A40  0.582 0.575 0.113 

25124  0.590 0.449 2.23 
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Tabla 15. Resultados de la actividad amilolítica (U/mL) de los sobrenadantes de los 

cultivos de cepas de Enterococcus provenientes de caldo MRS/almidón 2% 

 

Cepa Absorbancia a 600 

nm (t0) 

Absorbancia a 600 

nm (t10) 

Actividad 

amilolítica (U/mL) 

A17  1,610 1.4655 2.43 

A40 1.576 1.379 3.18 

A36202 1.5495 |.2465 4.89 

25124 1.5735 0.9355 10.31 

 

Tabla 16. Resultados de la actividad amilolítica (U/mL) asociada a las células de los 

cultivos de cepas de Enterococcus provenientes de caldo MRS/maltosa 2% 

 

Cepa Absorbancia a 600 

nm (t0) 

Absorbancia a 600 

nm (t10) 

Actividad 

amilolítica (U/mL) 

A17  0.5645 0.553 0.105 

A40  0.6 0.592 0.13 

25124  0.5245 0.515 1.29 

 

Tabla 17. Resultados de la actividad amilolítica (U/mL) asociada a las células de los 

cultivos de cepas de Enterococcus provenientes de caldo MRS/almidón 2% 

 

Cepa Absorbancia a 600 

nm (t0) 

Absorbancia a 600 

nm (t10) 

Actividad 

amilolítica (U/mL) 

A17  0.574 0.566 0.13 

A40  0.589 0.577 0.193 

A36202  0.575 0.475 0.1535 

25124  0.5485 0.4685 1.6 
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3.2. Ensayo de actividad amilolítica intracelular y extracelular. Método de reducción 

de azúcares por el método de DNS 

Los resultados de la evaluación extracelular de las cepas se pueden ver en la tabla 18 y 19, 

mientras que para las células en las tablas 20 y 21; la ecuación que se usó para el cálculo de 

yodo activado es la siguiente. 

 

Carbohidratos reductores por minuto (mg/mL) = (
(𝐴𝑏𝑠𝑡30−𝐴𝑏𝑠𝑡0)+0.1683

0.1773
/30) 

 

Tabla 18. Resultados de la actividad amilolítica de los sobrenadantes de los cultivos de 

cepas de Enterococcus expresado en (mg/mL) /min provenientes de caldo MRS/maltosa 

2% por el método de DNS. 

Cepa Absorbancia a 

600 nm (t0) 

 

 Absorbancia a 

600 nm (t30) 

 

T30 – t0 

 

Carbohidratos 

reductores 

(mg/mL)/min 

A17  0.0025 0.0535 0.05 0.01256 

A40  0.0075 0.0585 0.051 0.01275 

25124  0.137 0.3255 0.1885 0.0384 

 

Tabla 19. Resultados de la actividad amilolítica de los sobrenadantes de los cultivos de 

cepas de Enterococcus expresado en (mg/mL) /min provenientes de caldo MRS/almidón 

2% por el método de DNS. 

Cepa Absorbancia a 

600 nm (t0) 

 

 Absorbancia a 

600 nm (t30) 

 

T30 – t0 

 

Carbohidratos 

reductores 

(mg/mL)/min 

A17 0.0025 0.049 0.0465 0.012 

A40 0.017 0.0715 0.0545 0.0134 

A36202 0.01 0.041 0.031 0.009 

25124 0.149 0.294 0.145 0.0384 
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Tabla 20. Resultados de la actividad amilolítica asociada a las células de los cultivos de 

cepas de Enterococcus expresado en (mg/mL) /min provenientes de caldo MRS/maltosa 

2% por el método de DNS. 

Cepa Absorbancia a 

600 nm (t0) 

 

Absorbancia a 

600 nm (t30) 

 

T30 – t0 Carbohidratos 

reductores 

(mg/mL)/min 

A17  0.014 0.0295 0.0155 0.006 

A40 0.0265 0.040 0.0135 0.0057 

25124 0.0105 0.012 0.0015 0.006 

 

Tabla 21. Resultados de la actividad amilolítica asociada a las células de los cultivos de 

cepas de Enterococcus expresado en (mg/mL) /min provenientes de caldo MRS/maltosa 

2% por el método de DNS. 

Cepa Absorbancia a 

600 nm (t0) 

 

Absorbancia a 

600 nm (t30) 

 

T30 – t0 Carbohidratos 

reductores 

(mg/mL)/min 

A17 0.0085 0.016 0.0075 0.0046 

A40 0.0115 0.019 0.0075 0.00457 

A36202 0.0445 0.0446 0.0001 0.0034 

25124 0.095 0.0605 0.0155 0.003 

 

La hidrólisis de almidón con ayuda de enzimas sirve para obtener diversos productos que 

incluyen dextrinas y polímeros progresivamente más pequeños, compuestos por unidades 

de glucosa (Gupta et al., 2003). Estos últimos deben ser hidrolizados por otras enzimas para 

poder obtener glucosa, qué posteriormente deberá ser oxidada por el reactivo de DNS; esto 

explica los resultados similares por cepas entre sobrenadante y células para este análisis. 

 

Los resultados de la actividad amilolítica asociada a la célula, del control, cepa 25124, tanto 

con el método DNS como con el método de extinción de yodo fueron menores a los 

reportados previamente (Díaz-Ruiz et al. 2003). También se observó que las cepas de 
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Enterococcus evaluadas mostraron baja actividad amilolítica asociada a la célula, con 

ambos métodos.  

 

Los resultados de actividad amilolítica asociada a la célula con el método de extinción de 

yodo también mostraron que las cepas tienen poca actividad amilolítica y fueron muy 

similares entre las cepas evaluadas, de acuerdo con las tablas 14-17. Probablemente los 

microorganismos evaluados liberan la enzima hacia el medio de crecimiento para optimizar 

la hidrólisis del almidón, generando sustratos más fáciles de metabolizar por otros 

microorganismos o incluso para ellos mismos. Como sabemos, el método de extinción de 

yodo nos brinda una cuantificación más directa de la degradación del almidón, por lo que se 

utilizó este método en la siguiente parte experimental 
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Figura 10. Comparación del crecimiento de la cepa 25124 en medio MRS con diferentes 

carbohidratos en su composición medido a una absorbancia de 600nm a diferentes tiempos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Comparación de la reducción de los valores de pH durante la fermentación de la 

cepa 25124 en medio MRS con diferentes carbohidratos. 
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Figura 12. Comparación del crecimiento de la cepa A17 en medio MRS con diferentes 

carbohidratos en su composición medido a una absorbancia de 600nm a diferentes tiempos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Comparación de la reducción de los valores de pH durante el crecimiento de la 

cepa A17 en medio MRS con diferentes carbohidratos 
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Figura 14. Comparación del crecimiento de la cepa A36202 en medio MRS con diferentes 

carbohidratos en su composición medido a una absorbancia de 600nm a diferentes tiempos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Comparación de la reducción de los valores de pH durante el crecimiento de la 

cepa A36202 en medio MRS con diferentes carbohidratos 
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Para la cepa control 25124 se puede ver un óptimo aprovechamiento de los carbohidratos; 

como sabemos, esta cepa tiene una alta capacidad de metabolizar e hidrolizar el almidón, 

dando como producto mayor cantidad de dextrinas que de glucosas (Díaz Ruiz et al. 2003), 

es por esto que en la figura 11, aunque presentó el mayor crecimiento en medio modificado 

con almidón, el valor que brindo de pH no es el más bajo. Además de que, de acuerdo con 

Díaz Ruiz et al. (2003), ocurre una lenta hidrólisis de almidón por parte de la amilasa al 

disminuir el pH del medio, por lo que el valor alto en cuanto al crecimiento en medio MRS 

modificado con almidón, probablemente se dio por el aprovechamiento de más sustratos 

presentes en el medio, y no únicamente del almidón, y por eso el valor de pH que brindan 

todos los medios es constante entre ellos. 

 

La cepa A17 mostró similares resultados cuando creció en el medio con maltosa y almidón, 

esto debido, probablemente a que la cepa de E. italicus aparentemente aprovecha mejor los 

sustratos de los medios, siendo la glucosa el mejor carbohidrato en el cual se puede 

desarrollar.  

 

Comparando los resultados obtenidos para la cepa Enterococcus sulfureus A36202 

reportados por Díaz Ruiz, 2003, donde se indica que dicha cepa tiene un óptimo nivel de 

actividad amilolítica de 30º a 37º C se puede observar de igual manera un aprovechamiento 

constante y uniforme de los carbohidratos presentes en los medios, al igual que en el 

control. Estas condiciones son similares a la incubación del pozol en Villahermosa Tabasco 

(Díaz-Ruiz, et al 2003). Como se ha visto, esta cepa ha sido la que presenta mayor 

versatilidad y aprovechamiento de los sustratos para su óptimo crecimiento. 
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4.1 Evaluaciones de actividad amilolítica extra e intracelular proveniente de 

fermentaciones (método de extinción el yodo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Actividad amilolítica (U/mL) registrada en los sobrenadantes de la cepa E. 

italicus A17 a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con 

diferentes carbohidratos. 
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Figura 17. Actividad amilolítica (U/mL) registrada en los sobrenadantes de la cepa S. 

infantarius 25124 a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas), en medio MRS modificado 

con diferentes carbohidratos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 Actividad amilolítica (U/mL) registrada en los sobrenadantes de la cepa E. 

sulfureus A36202 a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en el medio MRS modificado 

con diferentes carbohidratos  
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Figura 19. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por células de cepa E. italicus A17 a 

diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas)  en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 
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Figura 20. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por células de la cepa S. infantarius 

25124 a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

 

 

 

Figura 21. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por cepa E. sulfureus A36202 a 

diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

 

Ambas cepas de Enterococcus, A36202 y A17 presentaron mayor actividad en el 

sobrenadante cuando provenían de un medio modificado con almidón, mientras que cuando 

los medios tenían glucosa o maltosa como carbohidrato principal, la actividad fue menor y 

con tendencia similar a lo largo del tiempo evaluado, se puede ver que a las 9 horas se tuvo 

la actividad amilolítica máxima.  

 

Para la cepa control, se observó actividad amilolítica en el sobrenadante y asociada a las 

células. La presencia de maltosa en el medio no tuvo gran impacto en la actividad 

amilolítica medida, si bien es cierto que lo utiliza bien, de acuerdo con los resultados que se 
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tienen del API 50CH, que mostraron que la cepa es capaz de utilizar almidón, maltosa y 

glucosa (Díaz-Ruiz et al. 2003). En general, la actividad amilolítica asociada a la célula fue 

baja o escasa en las cepas evaluadas y no se observó un efecto al aumentar el tiempo de 

incubación de la cepa en las diferentes fuentes de carbono.  
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5. Electroforesis en gel de acrilamida para detectar la presencia de la enzima dentro 

y fuera de la célula. 

Se usó como control positivo a la α-amilasa de B. subtilis (Sigma.Aldrich) ®. En los geles, 

se aplicaron las proteínas obtenidas por el método de tubos Amicon y la precipitación con 

TCA. Para esta sección únicamente se trabajó con el sobrenadante del medio de la cepa 

A36, ya que, de acuerdo con los resultados obtenidos previamente, de las cinéticas de 

crecimiento y su posterior evaluación de actividad amilolítica por el método de extinción de 

yodo, las cepas de Enterococcus expulsan la proteína (amilasa) al medio donde se 

encuentren. Se utilizó un volumen inicial de 250ml de medio de cultivo y una repetición 

reduciendo el volumen del medio de cultivo a 25 mL, con el fin de concentrar la proteína 

aún más. Para la tinción de los geles se usó el método Coomasie. 

 

Por último, se preparó un cultivo aún más concentrado de las cepas de 10 ml de volumen 

con el fin de concentrar más la cantidad de proteína que pudiese tener; durante esta 

repetición se trabajaron con las células y el sobrenadante de las 3 cepas de Enterococcus 

para observar si la enzima se encuentra ligada a la célula o es expulsada al medio. Se usó el 

método Coomasie en esta sección. Los resultados obtenidos se pueden ver en las figuras 22, 

23 y 24 para el zimograma y para Coomasie se encuentran en la figura 25. 
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Figura 22. Zimograma de actividad amilolítica de la cepa Enterococcus sulfureus A36202. 

Incubado en solución de almidón al 1% a 37º C por 24 horas. α: α amilasa. Sn1: 

Sobrenadante 1 de cepa A36, Sn2: Sobrenadante 2 de cepa A36, TCA1: Precipitación por el 

método de TCA de la cepa A36 repetición 1. TCA2: Precipitación por el método de TCA 

de la cepa A36 repetición 2. 
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Figura 23. Zimograma de actividad amilolítica de la cepa Enterococcus sulfureus A36202. 

Incubado en solución de almidón al 1% a 37º C por 24 horas. α: α amilasa. Sn1: 

Sobrenadante 1 de cepa A36, Sn2: Sobrenadante 2 de cepa A36, TCA1: Precipitación por el 

método de TCA de la cepa A36 repetición 1. TCA2: Precipitación por el método de TCA 

de la cepa A36 repetición 2. 
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Figura 24. Zimograma de actividad amilolítica sobrenadante y células de las cepas E. 

sulfureus A36202, E. italicus A17 y E. italicus A17. Incubado en solución de almidón al 

1% a 37º C por 24 horas. PM: Marcador de peso molecular,  α: α amilasa. SnA36: 

Sobrenadante de cepa A36, CA36: Concentrado de células de cepa A36, SnA17 

Sobrenadante de cepa A17, CA17: Concentrado de células de cepa A17, SnA40 

Sobrenadante de cepa A40, CA40: Concentrado de células de cepa A40 
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Figura 25. Proteínas presentes en los sobrenadantes y células de los cultivos de las cepas E. 

sulfureus A36202, E. italicus A17 y E. italicus A17. La tinción se realizó con Coomasie. 

PM: Marcador de peso molecular,  α: α amilasa. SnA36: Sobrenadante de cepa A36, CA36: 

Concentrado de células de cepa A36, SnA17 Sobrenadante de cepa A17, CA17: 

Concentrado de células de cepa A17, SnA40 Sobrenadante de cepa A40, CA40: 

Concentrado de células de cepa A40 
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De acuerdo con la figura 23, únicamente fue detectada la α-amilasa que se utilizó como 

control (carril 1). En ninguno de los carriles en donde se cargaron los sobrenadantes 

concentrados de E. sulfureus A36202 (Sn 1, Sn2, TCA1 y TCA2) se observaron bandas de 

actividad amilolítica. Dado que las posibles amilasas presentes podrían encontrarse en muy 

baja concentración en el medio debido a que las cepas de interés no estén produciendo la 

enzima en una cantidad que pueda degradar de manera completa al almidón, y por lo tanto 

no sería perceptible. 

 

Recordemos que en el pozol se cuenta con la presencia de otros microorganismos con 

mayor actividad amilolítica que pueden generar sustratos más sencillos y que pudieran ser 

aprovechados por los Enterococcus presentes, ayudando a la proliferación de este y otros 

microorganismos. 
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Conclusiones 

-La cepa Enterococcus sulfureus A36202 es la cepa con mayor adaptación a medios 

modificados y óptimo aprovechamiento de sus sustratos, arrojando resultados similares a la 

cepa control.  

 

-En general, se puede mejorar el aprovechamiento del almidón cuando las cepas de 

Enterococcus son previamente inoculadas en medios MRS modificados con maltosa. 

 

-Las cepas de Enterococcus pueden aprovechar más el almidón cuando más soluble sea 

este. 

 

-Las cepas Enterococcus italicus A17 y A40 presentan una mejora en la actividad 

amilolítica cuando estos provienen de medios MRS modificados. 

 

-La actividad amilolítica de las cepas de Enterococcus evaluadas es baja y se dificulta su 

detección en geles SDS-PAGE.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

Abreviatura  Significado 

BAL   Bacterias ácido lácticas 

BALA   Bacterias ácido lácticas amilolíticas 

Ca(OH)2  Hidróxido de calcio 

CO2   Dióxido de carbono 

DNS   Ácido 3,5-dinitrosalicílico 

EPS   Exopolisacáridos 

HCl   Ácido clorhídrico 

H2S   Ácido sulfhídrico 

Medio MRS  Medio Man, Rogosa y Sharpe 

Medio MRS-M Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado con maltosa 

Medio MRS-A Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado con almidón 

mg   miligramo 

µL   microlitro 

mL   milímetro 

NaOH   Hidróxido de sodio 

NaH2PO4  Fosfato monobásico de sodio 

Na2HPO4  Fosfato dibásico de sodio 

nm   nanómetro 

rpm   revoluciones por minuto 

SDS   dodecil-sulfato de sodio 

TCA   Ácido tricloroacético 

TEMED  N´-N´-tetrametiletilendiamida  

Tris   tris(hidroximetil)aminometano 
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ANEXO 1. COMPOSICIÓN DEL MEDIO MRS Y MEDIOS MODIFICADOS CON 

ALMIDÓN Y MALTOSA. 

El Caldo M.R.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y por su formulación permite 

el adecuado desarrollo de lactobacilos y otras bacterias ácido lácticas. La proteosa peptona, 

el extracto de carne, el extracto de levadura y la glucosa constituyen la fuente nutritiva ya 

que aportan nitrógeno, carbono, vitaminas y minerales. El monoleato de sorbitán, las sales 

de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el crecimiento bacteriano y 

pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El citrato de amonio actúa como 

agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas (Britania, 2021). 

 

Preparación de caldo: Suspender 55,25 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 

minutos. Calentar con agitación frecuente y llevar a ebullición durante 1 ó 2 minutos para 

disolución total. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121 ºC 

durante 15 minutos 

 

Preparación de agar: Suspender 68,25 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 

minutos. Calentar agitando frecuentemente y llevar a ebullición durante 1 ó 2 minutos para 

disolución total. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121 ºC 

durante 15 minutos. Enfriar y distribuir en placas de Petri estériles. 

 

Tabla 22. Composición del medio MRS (caldo y agar) 

Formulación para preparación de 1L de 

caldo MRS. 

Formulación para preparación de 1L de agar 

MRS 

Peptona 10.0g Peptona 10.0g 

Extracto de carne 10.0g Extracto de carne 10.0g 

Extracto de levadura 5.0g Extracto de levadura 5.0g 

Glucosa 20.0g Glucosa 20.0g 

Fosfato dipotásico 2.0g Fosfato dipotásico 2.0g 

Acetato de sodio 5.0g Acetato de sodio 5.0g 
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Citrato de amonio 2.0g Citrato de amonio 2.0g 

Sulfato de magnesio 0.2g Sulfato de magnesio 0.2g 

Sulfato de 

manganeso 

0.05g Sulfato de 

manganeso 

0.05g 

- - Agar 15.0g 

 

Para la preparación de medios modificados de MRS con diferentes carbohidratos, se 

tomaron los reactivos por separado en las cantidades descritas a continuación. La 

elaboración del caldo y del agar fue la misma que se describe anteriormente. 

 

Tabla 23. Composición del medio MRS modificado con almidón (caldo y agar). 

Formulación para preparación de 1L de 

caldo MRS modificado con almidón. 

Formulación para preparación de 1L de agar 

MRS modificado con almidón 

Peptona (BD-DIFCO)® 10.0g Peptona (BD-DIFCO)® 10.0g 

Extracto de carne (BD-DIFCO)® 10.0g Extracto de carne (BD-DIFCO)® 10.0g 

Extracto de levadura (BD-

DIFCO)® 

5.0g Extracto de levadura (BD-

DIFCO)® 

5.0g 

Almidón 20.0g Almidón 20.0g 

Fosfato dipotásico (Sigma.Aldrich) 

® 

2.0g Fosfato dipotásico (Sigma.Aldrich) 

® 

2.0g 

Acetato de sodio (Sigma.Aldrich) 

® 

5.0g Acetato de sodio (Sigma.Aldrich) ® 5.0g 

Citrato de amonio (Sigma.Aldrich) 

® 

2.0g Citrato de amonio (Sigma.Aldrich) 

® 

2.0g 

Sulfato de magnesio 

(Sigma.Aldrich) ® 

0.2g Sulfato de magnesio 

(Sigma.Aldrich) ® 

0.2g 

Sulfato de manganeso 

(Sigma.Aldrich) ® 

0.05g Sulfato de manganeso 

(Sigma.Aldrich) ® 

0.05g 

- - Agar (BD-Difco)® 15.0g 
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Tabla 24. Composición de caldo MRS modificado con maltosa 

Formulación para preparación de 1L de caldo MRS modificado con maltosa. 

Peptona (BD-DIFCO)® 10.0g 

Extracto de carne (BD-DIFCO)® 10.0g 

Extracto de levadura (BD-DIFCO)® 5.0g 

Maltosa (Sigma.Aldrich)® 20.0g 

Fosfato dipotásico (Sigma.Aldrich)® 2.0g 

Acetato de sodio (Sigma.Aldrich)® 5.0g 

Citrato de amonio (Sigma.Aldrich)® 2.0g 

Sulfato de magnesio (Sigma.Aldrich)® 0.2g 

Sulfato de manganeso (Sigma.Aldrich)® 0.05g 

 

ANEXO 2. CURVAS PATRÓN USADAS PARA CUANTIFICACIÓN DE 

SUSTRATOS POR MÉTODOS FISICOQUÍMICOS (DNS Y EXTINCIÓN DE 

YODO). 

 

Tabla 25. Resultados obtenidos para la elaboración de la curva patrón para el método de 

DNS (Nielsen, 2003) a partir de una solución stock de dextrosa [20mg/ml] 

Concentración de 

glucosa (mg/ml) 

Absorbancia a  

540 nm (1) 

Absorbancia a  

540 nm (2) 

Promedio 

 

0 0 0 0 

0.4 0.161 0.167 0.164 

0.8 0.385 0.394 0.3985 

1.2 0.543 0.586 0.5645 

1.6 0.707 0.694 0.7005 

2.0 0.850 0.922 0.886 
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Imagen 1 Curva patrón para la determinación de carbohidratos reductores por el método 

DNS (Nielsen, 2003). 

 

Tabla 26. Resultados obtenidos para la elaboración de la curva patrón para el método de 

extinción de yodo (Iturbe y Sandoval, 2013) a partir de una solución stock de almidón de 

papa [20mg/ml]. 

Concentración de 

almidón soluble 

(mg/ml) 

Absorbancia a 

600nm (1) 

 

Absorbancia a  

600 nm (2) 

 

Promedio 

 

0 0 0 0 

0.4 0.183 0.191 0.187 

0.8 0.433 0.359 0.396 

1.2 0.614 0.549 0.5815 

1.6 0.777 0.712 0.7445 

2.0 0.930 0.925 0.9275 
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Imagen 2 Curva patrón para la determinación de almidón soluble por el método de 

extinción de yodo. (Iturbe y Sandoval, 2013) 
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ANEXO 3. TABLAS CORRESPONDIENTES A LA CINÉTICA DE 

CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE ENTEROCOCCUS  

 

-Cepa 25124 

Tabla 26. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa 25214 durante 24h en el medio MRS/almidón 2% 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.089 6.26 

3 0.108 6.22 

6 1.28 5.7 

9 1.94 4.83 

24 6.64 3.44 

 

Tabla 27. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa 25214 durante 24h en el medio MRS/maltosa 2% 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.101 6.02 

3 0.163 6.02 

6 0.999 5.54 

9 1.242 5.12 

24 4.87 3.89 

 

Tabla 28. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa 25214 durante 24h en el medio MRS. 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.078 6.24 

3 0.097 5.73 

6 1.219 5.16 

9 1.917 4.66 

24 5.32 3.4 
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-Cepa A17 

Tabla 29. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa A17 durante 24h en el medio MRS/almidón 2% 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.094 6.32 

3 0.126 6.14 

6 0.457 5.98 

9 0.77 5.56 

24 1.88 4.96 

 

Tabla 30. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa A17 durante 24h en el medio MRS/maltosa 2% 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.096 6.29 

3 0.197 6.11 

6 0.513 5.69 

9 0.878 5.12 

24 2.22 4.76 

 

Tabla 31. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa A17 durante 24h en el medio MRS 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.103 6.32 

3 0.179 5.87 

6 1.062 4.98 

9 1.57 4.06 

24 3.65 3.71 
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-Cepa A36202 

Tabla 32. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa A36202 durante 24h en el medio MRS/almidón 2% 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.094 6.21 

3 0.096 6.16 

6 1.263 5.57 

9 1.94 5.26 

24 5.7 4.14 

 

Tabla 33. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa A36202 durante 24h en el medio MRS/maltosa 2% 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.097 6.03 

3 0.37 5.76 

6 0.56 5.45 

9 1.456 5.08 

24 5.72 4.65 

 

Tabla 34. Resultados obtenidos en la medición de pH y del crecimiento (absorbancia a 

600nm) de la cepa A36202 durante 24h en el medio MRS 

Tiempo (horas) Densidad óptica a 600 nm pH 

0 0.097 6.03 

3 0.37 5.76 

6 0.56 5.45 

9 1.456 5.08 

24 5.72 4.65 
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Tabla 35. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por sobrenadante de cepa E. italicus A17 

a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas)  en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

Tiempo (horas) Glucosa Almidón Maltosa 

0 0.939729 1.063637 0.935351 

3 0.63675033 0.719762 0.61213167 

6 0.65509 1.059938 0.578229 

9 1.217204 1.863794 1.051317 

24 0.86663 1.20786 1.024687 

 

Tabla 36. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por sobrenadante de cepa S. infantarius 

25124 a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

Tiempo (horas) Glucosa Almidón Maltosa 

0 1.115302 0.98722426 0.9375 

3 0.905172 0.53636167 0.74354 

6 1.06681 1.1735133 0.662716 

9 1.034483 0.87094443 0.533405 

24 1.118334 0.996121 0.452586 

 

Tabla 37. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por sobrenadante de cepa E. sulfureus  

A36202 a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con 

diferentes carbohidratos 

Tiempo (horas) Glucosa Almidón Maltosa 

0 1.0646552 1.344652 1.002155 

3 0.781897 0.926266 0.59806 

6 0.678879 1.240101 0.371767 

9 0.759698 1.91151 0.258621 

24 0.80819 1.543695 0.290948 
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Tabla 38. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por células de cepa E. italicus A17 a 

diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

Tiempo (horas) Glucosa Almidón Maltosa 

0 0 0.032328 0.032328 

3 0.032328 0.113147 0,032328 

6 0.040409 0.032328 0.024246 

9 0.024246 0.016164 0.032328 

24 0.016164 0.202047 0.048491 

 

Tabla 39. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por células de cepa S. infantarius 25124 

a diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

Tiempo (horas) Glucosa Almidón Maltosa 

0 0.016164 0.048491 0.0113147 

3 0.016164 0.032328 0.064655 

6 0.024246 0.113147 0.080819 

9 0.032328 0.12931 0.064655 

24 0.01778 0.177802 0.06708 

 

Tabla 39. Actividad amilolítica (U/mL) registrada por cepa E. sulfureus A36202 a 

diferentes tiempos (0, 3, 6, 9 y 24 horas) en medio MRS modificado con diferentes 

carbohidratos 

Tiempo (horas) Glucosa Almidón Maltosa 

0 0.080819 0.080819 0.080819 

3 0.096983 0.032328 0.016164 

6 0.096983 0.113147 0.032328 

9 0.064655 0.064655 0.048491 

24 0.048491 0.048491 0.113147 
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