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1. RESUMEN

El pulgue es una bebida fermentada alcohdlica tradicional elaborada a
partir del aguamiel (savia) extraido de varias especies de maguey. Esta
bebida es producida y consumida principalmente en la regidon central de
México. Para su elaboracion, el aguamiel recién extraido es transportado y
transferido a tinas en donde tiene lugar la fermentacién, la cual varia de
pocas horas a toda la noche, dependiendo del productor, obteniendo asi el
pie de cuba, que después se afnade al aguamiel fresco y se deja fermentar
hasta obtener pulque.

Los reportes sobre el analisis de la diversidad bacteriana en muestras de
pulque, determinada por medio de técnicas de cultivo tradicionales, son
escasos y los que se incluyen en el presente trabajo sefialan la presencia de
diferentes grupos bacterianos entre los que destacan: Zymomonas mobilis,
Leuconostoc mesenteroides y diversas especies de lactobacilos. Sin
embargo, es importante destacar que no se ha especificado el origen
geografico de la muestra, el momento de la fermentacion en el que se
toma o los cambios fisicoquimicos asociados al crecimiento microbiano.

En este trabajo, se reporta la cuantificacion, el aislamiento vy
caracterizacion molecular de 80 colonias de bacterias lacticas aisladas a
partir de una muestra de aguamiel fresco (AM) y otra de aguamiel
inoculada con una muestra de pulque previamente fermentado (MO), las
muestras fueron colectadas de la localidad de Huitzilac, Morelos. Asi
mismo se efectué una caracterizaciéon fisicoguimica cuantificando los
azucares presentes y los productos de fermentacion mediante el uso de
Cromatografia de liquido en alta presion (HPLC).

Por primera vez se caracterizaron bacterias lacticas en el sustrato
(aguamiel) y en el momento de inoculacion cuando inicia la fermentacién
del pulque.

El andlisis de las colonias aisladas por medio de la técnica de ARDRA,
permitié la deteccion de 5 tipos genéticos Unicos, los cuales fueron



identificados por analisis de las secuencias de sus ADNr 16S en Aguamiel
como Leuconostoc citreum (56.75%), L. mesenteroides (20.27%), L. kimchii
(13.51%) y Lactococcus lactis (9.45%) y en la muestra de aguamiel mas
indculo de pulque Leuconostoc mesenteroides (53.23%), L. citreum
(35.49%), Lactococcus lactis (3.22%) y Bacillus licheniformis (3.22%).

De estos microorganismos Leunoconostoc kimchi, Lactococcus lactis, L.
citreum y Bacillus licheniformis, se reportan por primera vez en una
muestra de pulque.

Se determinaron por HPLC las concentraciones de azucares fermentables
(sacarosa, glucosa y fructosa) en ambas muestras obteniendo valores
mayores en el aguamiel mientras que en los productos de fermentacién
(etanol, acido lactico y acido acético) las concentraciones son menores en
el aguamiel. La temperatura de ambas muestras fue de 17°C, mientras que
el pH de aguamiel 5.96 es menos acido que el de la muestra de aguamiel
inoculada con pulque.

Como resultado del analisis por Micrografia Electrénica de Barrido, se
obtuvieron por primera vez imagenes microscopicas del aguamiel donde se
detectaron 4 morfologias distintas y de la muestra al momento de la
inoculacion con pulque, en la cual se observan 5 morfologias.
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2. INTRODUCCION

El pulgue es una bebida fermentada alcohdlica tradicional obtenida a partir
de la fermentacion de la savia (aguamiel) extraido de diversas especies de
maguey (Agave americana, A. atrovirens, A. feroz, A. apisaga y A.
salmiana).

La fermentacion se desarrolla después de inocular una muestra de
aguamiel con una porcién de pulque previamente fermentado. Esta se
desarrolla bajo condiciones no asépticas a temperatura ambiente por lo
que su desarrollo depende de los microorganismos presentes en la savia y
aquellos que son incorporados durante la inoculacién. El proceso tiene una
duracion variable. Algunas referencias senalan el desarrollo de Ila
fermentacion, por algunas horas, todo el dia, toda la noche y hasta por
varios dias, dependiendo de la localidad, productor, etc. (Lappe y Ulloa,
1993; Martinez del Campo, 1999; Martinez, 2003).

A pesar de la importancia econdmica que el pulque tuvo durante varios
siglos, a partir de la década de 1920 (Garcia-Garibay y Lopez-Munguia 1993),
su produccion y consumo, empez6 a decaer de forma importante debido
principalmente al incremento en el consumo de cerveza, sobre todo en
consumidores jovenes. En la actualidad no existen datos precisos sobre su
produccion. Se sefala que una compania que ha desarrollado un proceso
de enlatado de pulque, produce anualmente 15 mil latas, de 340 mL, lo
que equivale a una produccion de 5100 L/ano. Sin embargo, aunque no
existe informacion estadistica al respecto, esta bebida resulta de gran
importancia en nuestros dias en algunas regiones del centro del pais, en
donde se produce desde un nivel doméstico-semi-industrial.

Durante la fermentacion del pulque se desarrollan tres tipos de
fermentacion que definen las caracteristicas de esta bebida: fermentacion
alcohdlica (produccién de etanol), fermentacion acida (produccion de acido
acético y lactico) y fermentacion viscosa (produccion de exopolisacaridos).
Debido a estas caracteristicas el pulque representa un ambiente de gran
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interés desde el punto de vista biotecnoldgico, de este ambiente es posible
aislar microorganismos con caracteristicas de interés industrial.
Tradicionalmente los microorganismos se han caracterizado
fenotipicamente, por sus propiedades celulares observables y por la
estructura de sus componentes celulares. El cultivo es un prerrequisito
para examinar dichas propiedades, por lo que la posibilidad de contar con
medios de cultivo que permitan el aislamiento de la mayor parte de los
microorganismos presentes en una muestra ambiental, resulta de gran
importancia poder tener en laboratorio a las bacterias cultivables para su
posterior caracterizaciéon/identificacion.

En el presente trabajo se busca el aislamiento, purificacion vy
caracterizacion de bacterias lacticas presentes en el aguamiel y en la
muestra de aguamiel con indculo de pulque utilizando técnicas
moleculares.

En este contexto el presente trabajo se ubica dentro de un proyecto de
investigacion cuyo objetivo es el caracterizar la diversidad bacteriana
cultivable y no cultivable de una muestra de pulque obtenida de la
localidad de Huitzilac, Morelos; con la finalidad de detectar y aislar genes
de interés biotecnoldégico involucrados en el transporte de carbohidratos,
produccion de etanol, acidos organicos (lactico y acético) y producciéon de
exopolisacaridos.

12



3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Caracterizar la diversidad de bacterias Gram-positivas cultivables,
presentes en el aguamiel y al inicio de la fermentacion, de una muestra de
pulque de la localidad de Huitzilac, Morelos.

Objetivos Particulares:

1. Cuantificar las bacterias lacticas, asi como los siguientes parametros:
pH, temperatura, la concentracién de los azucares, y de los
productos de fermentacion, en: a) Aguamiel recién extraido (AM) y
b) Inicio fermentacion del pulque (MO)

2. Visualizar la microbiota por microscopia electréonica de barrido del
aguamiel y la muestra al inicio de la fermentacion del pulque.

3. Tipificar molecularmente 80 colonias de cada muestra.

4. Identificar los aislados Unicos por analisis de secuencias de ADNr
16S.

13



4. ANTECEDENTES

4.1 Maquey, Aguamiel y Pulque

El pulque (de/ ndahuatl/ poliuhqui, podrido, descompuesto) es una bebida
alcoholica (4-7 °G.L.) que se obtiene por fermentacion del aguamiel,
(liquido traslucido color ambarino, de olor herbaceo y sabor dulce
agradable) que es la savia de varias especies de magueyes pulqueros,
principalmente Agave atrovirens, aunque existen varias clases de
magueyes productores de pulque como Agave sa/miana, A. mapisaga, A.
atrovirens, A. feroz, A. americana. (Garcia Garibay y Lopez Munguia;1993
Martinez, 2003).

El maguey es una planta mexicana, que pesa entre una y dos toneladas
y puede producir de 100-250 litros de aguamiel cada tres meses,
pertenece al orden de las Amarilidaceas y al género de los Agaves. El
agave, era considerado una planta sagrada en el México antiguo y
ocupaba un lugar privilegiado tanto en la vida religiosa y ritual como en
la mitélogica y la econdmica. Los distintos tipos de agave pulquero se
dan practicamente en toda la Republica Mexicana, la principal area de
cultivo abarca los estados de México, Querétaro, Michoacan, Tlaxcala e
Hidalgo. La zona limitrofe entre estos dos ultimos estados es, sin duda,
donde el cultivo del maguey es mas intenso (Lappe y Ulloa, 1993;
Martinez, 2003)

El pulque es una bebida consumida principalmente en regiones rurales
por diversos grupos sociales e indigenas: como los nahuas del D.F., Edo
de México, Tlaxcala, Morelos, Guerrero, Michoacan, Guanajuato,
Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz; los mazahuas del Edo. de México; los
matlazincas o pirindas de Morelos y Edo. de México, y los mestizos de
estas regiones del pais (Lappe y Ulloa, 1993; Martinez del Campo, 1999).

El maguey florece sélo una vez, la edad en la que florece depende de
factores como especie y variedad, caracteristicas del terreno, el clima y
los cuidados agricolas. En magueyes cultivados la floraciéon se presenta
entre los 8 y 12 anos, en los silvestres es mas tardia. Durante la
floracion la planta emite en su tallo central un tallo o pedunculo floral
[lamado quiote, que se desarrolla entre 5 y 6 semanas, el tallo mide mas

14



de 5 metros y termina en un enorme racimo compuesto por
ramificaciones llenas de flores erguidas de color verde-amarillento
(Martinez del Campo, 1999).

El aguamiel contiene de 7 a 14% de azucares (glucosa, sacarosa, bajas
concentraciones de gomas y manitol); después de la fermentacion estos
disminuyen a 0.5-2 %, mientras que su contenido alcohdlico aumenta de
3-6.5 %. La acidez (acido lactico y acético) fluctua entre 0.1% y 2%,
mientras que el contenido proteico es de 0.2 a 0.5%. Su analisis quimico
completo se presenta en la Tabla 1.

El pulque al ser una bebida con propiedades alimenticias y medicinales
constituye una buena fuente energética, por su contenido de etanol (4-
6%) e hidratos de carbono (azucares reductores 0.2-0.5%), acido lactico
alrededor de 1.5/L una buena fuente vitaminica ya que puede satisfacer

las recomendaciones diarias de vitamina C y tiamina. (Coppola, 1933;
Martinez, 2003)

Tabla 1. Analisis quimico de pulque

Aguamiel Pulque

Humedad (g %) 91.7 97
Cenizas (g %) 0.25 0.20
Proteina (g %) 0.44 0.44
Calcio (mg %) 14 10
Fésforo (mg %) 35 10
Hierro (mg %) 1.8 0.7
Tiamina (mg %) 0.03 0.02
Riboflavina (mg %) 0.02 0.02
Niacina (mg %) 0.47 0.30
Vitamina C (mg %) 4.5 6.2

Tomado de Ulloa y Herrera, (1976)
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Elaboracion del pulque

El proceso de elaboracién del pulque, que en forma tradicional se ha
mantenido hasta la época actual, presenta una variacién acorde con la
region geografica en la que se produzca. La descripcién grafica del
maguey se presenta en la Figura 1.

La extraccion del aguamiel requiere diversas operaciones previas: la
“castracion” que es cortar el brote floral, (quiote o huevo) esto se realiza
aproximadamente entre los 8 y 12 anos de plantado, y consiste en
cortar las puas laterales de las pencas hasta llegar al corazén, este se
corta y se le extrae un trozo del extremo inferior. El maguey se deja
reposar de seis meses a un afio para que se concentre y aumente el
contenido de azucares en el aguamiel, éstos se acumulan en la cavidad
realizada en la cabeza del maguey o mezontete mediante la “picazén”.
Los tejidos blandos de la cavidad se raspan periddicamente con una
cuchara eliptica, se limpia la cavidad, se extrae la raspadura que quedé
dentro de ella y se abren los vasos de la planta para que fluya el
aguamiel al cabo de uno o dos dias. la producciéon por dia es de 1-2 L
en promedio (Lappe y Ulloa, 1993; Martinez del Campo, 1999; Martinez
2003).

-

Figura 1. Partes de una planta de maguey.
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Generalmente, el aguamiel también llamado t/achique, es extraido de
los magueyes por los tlachiqueros, (quienes tradicionalmente succionan
el aguamiel con un guaje o acocote, hecho de un fruto hueco y seco de
calabaza), se transporta tradicionalmente dentro de recipientes
peculiares, hechos de piel de becerro o de cerdo, para posteriormente
ser vaciado en unos recipientes llamados tinacales (grandes tinas de
madera). En estos recipientes de madera se realiza una fermentacion
espontanea durante unas horas hasta varios dias; la principal fuente de
microorganismos esta en las paredes de los tinacales de madera que
son utilizados en las sucesivas fermentaciones de aguamiel para
convertirlo en pulque. Un elemento fundamental para la fermentacion es
la “semilla”, “nana”, “madre” o “pie de cuba” que constituye uno de los
grandes secretos de los productores de pulque, ya que puede
prepararse de diferentes modos y con distintas sustancias; pero en
general es preparado mediante fermentacion natural de aguamiel,
durante 25 a 30 dias. Una vez establecido el “pie de cuba” se inocula el
resto de las tinas hasta que a juicio del catador, deba suspenderse este
proceso para vaciarlo en barriles y ponerlo a disposicién de los
consumidores.

Todo el proceso se realiza en condiciones no asépticas, por lo tanto la
mezcla de microorganismos que participan en la fermentacion,
provienen del aguamiel y los que se incorporan durante su extraccion,
transporte, inoculacién, proceso de fermentacion y manipulacion.

El pulque se encuentra frecuentemente curado, lo que implica su
formulacion con semillas, frutas, hortalizas o productos de origen
animal. Aunque muchas veces esto se hace para ocultar una posible
desviacion de la fermentacion, que puede generar sabores distintos y
desagradables (Ulloa y Herrera, 1976; Garcia-Garibay y Lopez-Munguia,
1993; Lappe y Ulloa 1993).

La siguiente seccidon describe el proceso de elaboracion de pulque de
acuerdo con la explicacién proporcionada por el proveedor de aguamiel
y pulque utilizados para el desarrollo de este trabajo. Es importante
considerar las semejanzas y diferencias entre la informacion reportada
en la literatura con lo que se presenta a continuacion.
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“El maguey se deja crecer entre 6 y 7 afos, se corta el corazén se deja
reposar tres dias y después se rasca la jicama o mezontete para que
empiece a brotar el aguamiel o mexal, con un castrador metalico (que es
una cuchara con dientes para raspar), se rasca o raspa ligeramente por
la manana y por la tarde para que dure el maguey dando aguamiel entre
4-5 meses. El aguamiel de la manana y la tarde se colecta en cualquier
recipiente limpio de plastico y se deja fermentar por un dia, obteniendo
pulque o pie de cuba. La proporcion de aguamiel a pie de cuba para
obtener pulque listo para tomarse es de 2:3. Cada litro se vende a $10.”

Microbiologia del pulque

Los primeros estudios sobre la microbiologia del pulque datan de la
década de 1860, en la Tabla 2 se presenta una recopilacién de las
bacterias descritas en el pulque por diversos autores.

Tabla. 2 Microbiologia del pulque (Bacterias reportadas)

Aio Microorganismo o grupo biolégico

1864 Primera observacién microscopica de las bacterias y levaduras
del pulque.c

1867 Bacterium aceti®

1870 Observacién de cuerpos microscépicos con movimiento
browniano. ac

1884 Observacién de particulas denominadas “sacarobios” vy
“alcohalobios”. Se senala que la transformacion del aguamiel se
realiza por un alga del género Cryptococcus. ¢

1891 Posible presencia de Leuconostoc ¢

1892 Multitud de bacterias suspendidas por un mucilago. ¢

1896 Bacillus viscosus, Bacterium aceti, Cladothrix, cocos, un
diplococo encapsulado, Micrococcus luteus, M. cinnabareus, un
micrococo rosado (M. roseus), M. translucidus. Se senala que
estas bacterias se encontraron de forma constante en la
bebida, exceptuando Cladothrix. <

1901 Bacillus y micrococos dispuestos en forma de diplos.

Saccharomyces cerevisiae agavica «

1911

Un diplococo zooglea. ¢

18




Tabla 2. Continuacion.

1917 Micoderma aceti. <

1924 Thermobacterium mobile  denominado posteriormente
Pseudomonas lindneri. Se sefiala sinonimia entre este
microorganismo y Zymomonas mobilis. <

1925 Bacillus  acidificans  (considerado como Lactobacillus
delbrueckii)  Bacillus  xylinus, Diplobacter  viscosum,
Granulobacter amielalcoholicum lindner, Leuconostoc del
pulque, Sarcina corrosa, S. mayor, S. minor, Streptococcus
corrosus. ¢

1926 Bacterium tridescens, B. vermiforme, B. xylinum, Pseudomonas
lindneri y dos bacterias mucosas. ab.c

1928 Bacillus acidificans longissinus, bacilo viscose “Yucatan”,
algunas espirilas, Granulobacter amylalcoholicum ¢

1927-1930 |Leuconostoc mesenteroides. ¢

1930 Bacterium viscosum (sinonimia con Streptococcus corrosus) S.
aguamieli major, S. aguamieli minor y Thermobacterium
tridiscens. ¢

1932 Un filamento que incluye al género Cellulomonas y
Leuconostoc pierofrieti. Bacillus esterificans, Escherichia
formica, E. wekanda, posiblemente Sa/monella, Pseudomonas
lindneri. ab.c

1938 Lactobacillus patonii en aguamiel y pulque. ac

1940 Leuconostoc viscosum (que puede ser Streptococcus corrosus'y
que corresponde a S. viscosus.) ac

1948 Leuconostoc dextranicum y Leuconostoc sp. Lactobacillus sp.
del pulque. Bacillus teres, Micrococcus candidus, M. roseus, M.
ruizi, sarcina flava. ac

1949 Bacterium, Hansenia (posiblemente Hanseniospora 'y
Mycoderma). <

1951 Pseudomonas sinuosa o fermentans, Achromobacter eurydice. ¢

1979 Acetobacter aceti, Lactobacillus buchneri, Leuconostoc

dextranicumy Zymomonas mobilis. ¢

Tomado de 2 Brechtel, 1948, b Monroy, 1951, <Godoy, 1987.
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Garcia-Garibay y Lopez-Munguia (1993), presentan una relacion de los
géneros bacterianos presentes en el pulque. Los géneros bacterianos
son: Lactobacillus, Leuconostoc, Sarcina, Pseudomonas, Hansenula
Streptococcus, Diplobacter, Saccharomyces, Acetobacter aceti, Bacillus
terres, Lactobacillus buchneri, Leuconostoc dextranicum, Micrococcus
candidus, M. luteus, M. roseus, Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera
apiculata y Sarcina flava.

Los microorganismos madas importantes para el proceso son:
Zymomonas mobilis, Leuconostoc mesenteroides, Sacharomyces
cerevisiae y Lactobacillus sp. La primera es una bacteria Gram-negativa
heterofermentativa capaz de fermentar fructosa, glucosa y sacarosa,
responsable del inicio de la fermentacién alcohdlica, produce 1.9 moles
de etanol por cada mol de glucosa fermentada por la via Entner-
Doudoroff (Figura 2), la segunda es responsable de la produccién de
dextranas solubles e insolubles (ramificadas), ademdas de una levana a
partir de sacarosa, es decir la fermentacion viscosa del pulque, la tercera
es una levadura responsable de la produccion de etanol mediante
fermentacion anerébica y la dltima es wuna bacteria lactica
homofermentativa responsable de la fermentacién acida (Rivera, 1964;
Garcia Garibay y Lépez-Munguia, 1993; Cassani, 1997; Madigan, 1999; Neves,
et al2005).

La relacién de bacterias reportadas por Godoy (1987) presenta hombres
de microorganismos que no son validos en la actualidad, mientras que
la relacién de microorganismos presentada por Garcia-Garibay y Lopez-
Munguia (1993), se puede considerar como aquellas bacterias presentes
en el pulque.

Es importante mencionar que en la mayoria de las descripciones
sefialadas en la Tabla 2 y por Garcia-Garibay y Lopez-Munguia (1993)
no se hace referencia sobre si los microorganismos reportados
provienen de aguamiel o pulque, o del origen geografico de la muestra
analizada.

20



Glucosa

ATP Fructosa
> 1 11
ADP

Glucosa-6-fosfato < Fructosa- 6- fosfato
NAD* > 2
NADH

6 fosfogluconato

o 1

2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato

CO2
Gliceraldehido-3-fosfato Piruvato —L> Acetaldehido
9

5 A NADH 10
NAD

1-3-difosfoglicerato ATP 8 Etanol
g ~_
ADP ADP /
6
ATP > 7
2-fosfoglicerato » Fosfoenolpiruvato
\
H.0
Fructosa-6-fosfato U 15
T Fructosa ——_* Sorbitol
Sacarosa 13 14
12 T~ Glucosa ——» Gluconolactona
Glucosa-6-fosfato l 1 16
2 17
\GIuconato-G-fosfato <4— Gluconato
l 3al10
Etanol
ENZIMAS

1 glucocinasa, 2 glucosa 6 fosfatodeshidrogenasa, 3 6-fosfogluconatodeshidratasa,

4 2-fosfo-2-ceto- 3- desoxigluconatoaldolasa, 5 gliceraldehidrofosfodeshidrogenasa,

6 fosfoliceratocinasa, 7 fosfopiruvato deshidratasa, 8 piruvato cinasa, 9 piruvato descarboxilasa, 10
alcoholdeshidratasa, 11 fructocinasa, 12 glucosa-6-fosfato isomerasa, 13 levansacarasa + invertasa, 14
glucosaisomerasa, 15 glucosafructosa oxidoreductasa, 16 gluconolactonasa, 17 gluconatocinasa.

Figura 2. Via metabdlica produccion de etanol por Zymomonas mobilis.
Tomado de Sprenger, (1996)
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Escalante er al. (2004) realizaron un estudio de la diversidad bacteriana
de tres muestras de pulque procedentes de diferentes localidades (Edo.
de México, Hidalgo y Morelos) utilizando una aproximacion basada en
técnicas no dependientes del cultivo microbiano (Tabla 3).

Tabla 3. Microorganismos detectados en muestras de pulque diferentes
localidades por medio de andlisis de secuencias de ADNr 16S.

Microorganismo Aculco, Edo. | Tizayuca, Huitzilac,
de México. Hidalgo Morelos.
Lactobacillus acidophilus Presente Presente Presente
L. kefir Presente Presente
L. acetotolerans Presente Presente
L. hilgardii Presente
L. plantarum Presente
Leuconostoc mesenteroides Presente Presente Presente
L. pseudomesenteroides Presente
Microbacterium arborescens Presente
Flavobacterium johnsoniae Presente
Acetobacter pomorium Presente
Gluconobacter oxydans Presente
Zymomonas mobilis Presente Presente
Hafnia alvei Presente Presente

Tomado de Escalante et a/. (2004)

En los resultados de este trabajo se observa que existen soélo dos
microorganismos que se pueden considerar como comunes para las 3
muestras de pulque analizadas: Lactobacillus acidophilusy Leuconostoc
mesenteroides, que son los responsables de la fermentacién acida y de
la viscosa respectivamente, mientras que cuatro se encuentran en dos
muestras y los restantes Unicamente en una u otra muestra.

Es importante mencionar también, que en este trabajo se reportd por
primera vez como microorganismos del pulque Lactobacillus
acidophilus, L. kefir, L. acetotolerans, L. hilgardii, L. plantarum,
Leuconostoc  pseudomesenteroides, Microbacterium  arborescens,
Flavobacterium johnsoniae, Acetobacter pomorium, Gluconobacter
oxydansy Hafnia alver.

22




4.2 Bacterias Lacticas

Las bacterias lacticas pertenecen al Phylum Firmicutes, Clase Bacilli,
Orden 2 Lactobacillales, las diferentes familias se especifican en la
Tabla 4. Son cocos o bacilos Gram-positivos, normalmente inmoviles,
no esporuladas, catalasa (-), tienen bajo contenido de G+C en su ADN,
el producto principal de su metabolismo fermentativo es el acido lactico;
obtienen la energia soélo por fosforilacion a nivel del sustrato. Son
anaerobias aerotolerantes, para su crecimiento necesitan requerimientos
nutritivos complejos como aminoacidos, vitaminas, purinas vy
pirimidinas, por esto se les llama fastidiosas. Son oxidasa, gelatinasa,
lactato y bencidina negativos, no reducen nitratos.

Constituyen un grupo diverso de microorganismos asociados con
plantas (col, maiz, ensilados), carne y productos lacteos. Son conocidas
como cultivos iniciadores en la manufactura de productos lacteos como
leches acidificadas, yogurt, mantequilla, queso cottage, quesos suaves y
duros. Ademas son importantes comercialmente en el proceso de
carnes, bebidas alcohodlicas y vegetales. A pesar de tener efectos
benéficos en la industria alimenticia por la capacidad de producir
compuestos aromaticos y potenciadores de sabor, en algunas ocasiones
pueden considerarse como contaminantes al producir sabores no
deseados.

Nuevas investigaciones sugieren la utilizacion de bacterias lacticas para
proveer una microbiota intestinal que pueda competir contra
microorganismos potencialmente dafinos, previniendo asi
enfermedades.

El tipo y la cantidad de acido lactico que producen durante la
fermentacion es critico en la produccion de alimentos y juega un papel
muy importante en la clasificacion taxondmica de las bacterias lacticas.
Se caracterizan de forma primaria por su habilidad de formar varios
isomeros de acido lactico a partir de la fermentacién de glucosa. Es la
habilidad de rotar a la luz, si es a la derecha se les llama dextrogiros (D)
y si es a la izquierda levdgiros (L). Las diferencias de los géneros se
muestran en la Tabla 4.
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Estas bacterias se agrupan como homofermentativas y
heterofermentativas basado en los productos finales de su
fermentacion. Las bacterias homofermentativas (Streptococcus y
Pediococcus) no poseen fosfocetolasa y el lactato es el Unico producto
final. Las bacterias lacticas heterofermentativas (Leuconostoc y un
subgrupo de Lactobacillus) producen una variedad de compuestos
reducidos ademas de lactato, como acido acético, etanol, bioxido de
carbono y no tienen la enzima glicolitica clave, la aldolasa; en su lugar
utilizan la fosfocetolasa y siguen la via de las pentosas, convirtiendo las
hexosas en pentosas por la enzima fosfocetolasa que produce acetil
fosfato (Bu’lock, 1991; Boone y Castenholz, 2001; Carr y Chill, 2002).La
forma esquematica se presenta en la Figura 3.
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lacticas.
Tomado de Madigan, (1999)
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Tabla 4. Diferencias en las bacterias lacticas.

Género Morfologia Familia Temperatura | Tipo CO2 Ribosa Gluconato Arginina
Gram + 6ptima 4cido de Glucosa | fermentada fermentado Hidrolizada
crecimiento °C lactico
Homofermentativo
Streptococcus Cocos ovoides | Streptococcaceae 37 L(+) - (-/+) ND Vv
cadenas (V)
Pedijococcus Cocos pares, Lactobacillaceae 25-40 DL, L(+) - \Y - Vv
tetradas ()
Lactococcus Cocos pares, | Streptococcaceae 30 D(-), - - - \%
cadenas (V1) L(+)
Lactobacillus Bacilos pares Lactobacillaceae 30-40 DL - (+/-)ab (+/-)ab -
()
Heterofermentativo
Betabacteria Cocos pares, Lactobacillaceae 30-40 DL + + + +
(Lactobacillus) cadenas ()]
Leuconostoc Cocos pares, Leuconostocaceae 20-30 D(-) + \ (-/+) -
cadenas V)

* + Indica resultado de la prueba positivo, - indica negativo, (+/-) indica casi todas las cepas positivo una ocasional negativa, (-/+) indica casi
todas las cepas negativo una ocasional positiva. V indica resultado variable, algunos resultados son + y otros -, ND indica que no hay datos,

L(+) indica acido levégiro, D(-) indica acido lactico dextrégiro, DL indica mezclade Dy L.
a Streptobacteria y Betabacteria subgrupos de Lactobacillus, positivos para ribosa y gluconato.

b Thermobacteria subgrupo de Lactobacillus negativo para ribosa y gluconato.

Tomada de Holt, et a/ 1994; Boone y Castenholz, 2001; Carr y Chill, 2002.

26




Las bacterias lacticas han sido asociadas frecuentemente a las
fermentaciones de productos lacteos, vegetales y carnicos, se
encuentran también formando parte de la microbiota presente en
bebidas alcoholicas fermentadas (Tabla 5).

Tabla 5. Biopreservacion por bacterias lacticas.

Producto Microorganismos Substrato
Vino, cerveza |Bacterias lacticas uvas, granos
Pan Bacterias lacticas trigo, granos
Queso cheddar | Lactococcus (cremoris, lactis) leche
Leuconostoc

Queso suizo Lactobacillus (delbrueckii, bulgaricus, leche
helveticus)

Yogurt Streptococcus thermophilus y L. bulgaricus leche

Kefir Lactococcus. L.kefir leche

Carne Pediococcus, Staphylococcus puerco, res

fermentada

Sauerkraut L. lactis, L. mesent., Lactobacillus (sake, brevis, | col
plantarum, curvatus)

Salsa de soya | Lactobacillus granos de

soya

Vegetales Lactococcus, (cremoris, lactis) Lactobacillus|vegetales
(plantarum casei)

Pescado Carnobacterium (piscicola, divergens) pescado

Tomado de Ross y Morgan, 2002.

También se han reportado como microorganismos importantes en
diversos tipos de fermentaciones alcohdlicas tanto tradicionales como
de tipo industrial (Sanchez-Marroquin y Hope 1953; Simpson y Petterson,
2001; Van Beek y Priest, 2002; Escalante et a/ 2004), en donde se les ha
asociado un papel importante en el desarrollo de las caracteristicas
sensoriales del producto final (Tabla 6).
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Tabla 6. Bacterias lacticas detectadas en bebidas alcohdlicas.

Microorganismo Bebida Alcohdlica
Lactobacillus brevis Whisky
L. fermentum Whisky
L. paracasei Whisky
L. pentosus Whisky
L. plantarum Whisky y pulque
Otras Whisky
L. acidophilus Pulque
L. kefir Pulque
L. hilgardi Whisky y pulque
Leuconostoc Pulque
mesenteroides
L. pseudomesenteroides Pulque
L. crispatus Whisky

Tomado de Van Beek, S. y Priest, F.G., 2000; Simpson y Petterson, 2001;
Escalante et a/, 2004.

4.3 Técnicas Microbiolégicas y Moleculares, utilizadas para el

aislamiento e identificacion de bacterias de interés.

Cultivo y aislamiento en placa

El cultivo es un prerrequisito para examinar propiedades bioquimicas,
fisioldgicas, genéticas y otras caracteristicas, por lo que la posibilidad
de contar con medios de cultivo que permitan el aislamiento de la mayor
parte de los microorganismos presentes en una muestra ambiental,
resulta de gran importancia poder tener en laboratorio a las bacterias
cultivables para su posterior caracterizacion e identificacién.

Un cultivo puro es aquel que contiene solo una clase de
microorganismo, para obtenerlo se requieren los nutrimentos vy
condiciones adecuados que le permitan crecer, ademdas es muy
importante evitar que otros microorganismos entren al cultivo y puedan

causar una contaminacion.
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Una vez que se aisla el microorganismo se pueden estudiar su
bioquimica, fisiologia, genética y otras caracteristicas. El medio de
cultivo que se utilizara para el aislamiento y purificacién, se dispone en
cajas de Petri, donde las células microbianas pueden crecer y formar
masas visibles denominadas colonias. Este debe esterilizarse
inmediatamente después de su preparacion para eliminar los
microorganismos que lo contaminan. Es indispensable tomar las
debidas precauciones durante el manejo posterior del medio que sera
todo el tiempo en condiciones asépticas. (Dale y Von Schantz, 2002;
Pepper y Dowd, 2002)

El medio de cultivo utilizado para el aislamiento de cada
microorganismo se escoge conociendo su capacidad biosintética es
decir el potencial de sintetizar todos los constituyentes organicos
celulares a partir de un compuesto carbonado sencillo. La muestra se
coloca en la superficie de la caja petri para la seleccién y extensiéon de
una colonia aislada, es un método muy importante para obtener
cultivos puros a partir de comunidades microbianas que contienen
muchos organismos diferentes. (Bruns y Buckley, 2002)

Medios para el aislamiento de bacterias lacticas

El cultivo de bacterias lacticas requiere de medios de enriquecimiento y
selectivos, esto depende de la necesidad de aislar un género en
particular a partir de una mezcla de microorganismos o de mantener los
aislados en cultivo. Es importante ajustar el pH para el grupo o género
en particular que se aislara. Si es menor a 4.5 se puede diferenciar
Lactobacillus y Pediococcus de Leuconostoc.

Los medios para el aislamiento de lacticas son: agar APT, agar Rogosa o
agar MRS vy después se utiliza un medio diferencial entre
homofermentativas y heterofermentativas o MRS modificado. En el
medio diferencial heterofermentativos aparecen como colonias blancas y
las homofermentativas en color azul o verde. El medio MRS se usa como
un medio general o basal para pruebas de tolerancia a temperatura, pH,
alcohol y sal.
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El agar SL de Rogosa, Mitchell y Wiseman es un medio utilizado para
cultivar y aislar selectivamente a lactobacilos basado en el bajo pH, la
presencia de Tween 80 y acetato. Se ha usado para aislar lactobacilos
del tracto oral e intestinal. Existen muchos medios de cultivo para los
Streptococos como agar leche citrato semisdlido, agar arginina
tetrazolio, Caldo Lemco glucosa y agar Elliker. Este ultimo es utilizado
en la industria lactea para el crecimiento de Streptococcus lactis y S.
cremoris. Otro medio utilizado en esta industria es el M17 con un pH de
6.8, es selectivo para el aislamiento de Streptococcus thermophilus del
yogurt, para este microorganismo también se utiliza el agar extracto de
Levadura con lactosa. EIl medio MRS ya sea en caldo o en agar es
adecuado para el cultivo de Leuconostocy Pediococcus. La produccion
de dextranos del género Leuconostoc puede probarse con agar soya
tripticasa o agregandole al MRS 5% de sacarosa, se incuba
aerobicamente de 3-5 dias. Leuconostoc crece mejor en condiciones
reductoras, mientras que Pediococcus crece de forma exponencial en
condiciones anaerobias (Carr y Chill, 2002; Hébert y Raya, 2004).

Técnicas moleculares utilizadas para la tipificacion e identificacién de
microorganismos aislados.

Los microorganismos se han caracterizado tradicionalmente de acuerdo
a sus caracteristicas fenotipicas, propiedades celulares observables y la
estructura de sus componentes celulares. Sin embargo este tipo de
criterios pueden verse afectados por caracteristicas ambientales, la edad
del cultivo, fase de acostumbramiento, fase de crecimiento o fase
estacionaria.

El desarrollo de técnicas moleculares basadas en el analisis de los
acidos nucleicos, ha permitido la posibilidad de discriminar entre una
gran cantidad de cepas aisladas del medio ambiente, para asi agrupar
en tipos genéticos uUnicos que posteriormente son identificados por
comparacion de las secuencias de ADNr 16S con secuencias de
microorganismos previamente caracterizados y depositadas en bases de
datos. La Tabla 7, muestra algunas de las técnicas moleculares
utilizadas para el analisis de la estructura microbiana aislada a partir de
un ambiente.
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Tabla 7. Ventajas y desventajas de algunos métodos moleculares utilizados en el estudio de la diversidad microbiana
aislada de una muestra ambiental.

Método

Ventajas

Desventajas.

Guanina + Citosina

No es afectado por artefactos del PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa).
Incluye todo el ADN
cuantitativo.

extraido

Incluye miembros raros de la comunidad.

Requiere cantidades grandes de ADN

Depende de la eficiencia del método de lisis y
extraccion.

Nivel grueso de resolucion.

Reasociacion e Hibridacion de

acidos nucleicos

ADN total extraido

No es afectado por artefactos del PCR.
ADN o ARN

Puede ser analizado /n situ

Carece de sensibilidad

Requiere que los genes a detectar se encuentren en
grandes cantidades.

Depende de la eficiencia del
extraccion.

método de lisis y

Microarreglos de ADN/Hibridacién
de ADN

Mismas que Hibridacion.

Se pueden analizar cientos de genes
simultaneamente.

Si se usan genes o fragmentos de ADN,
se incrementa su especificidad

Solo es posible detectar especies mas abundantes.
Requiere del cultivo de microorganismos
Solo es precisa en ambientes con una diversidad baja.

Electroforesis en gradiente de
Temperatura (TGGE) y en gel en

gradiente desnaturalizante (DGGE)

Es posible analizar grandes cantidades de
muestras simultaneamente.
Reproducible y rapido

Afectado por artefactos del PCR.

Depende de la eficiencia de lisis y extraccion.

La manipulacién de la muestra puede afectar la
diversidad observable.

Una banda puede representar varios microorganismos.
Sélo detecta especies dominantes.
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Tabla 7. Continuacion.

‘ Método

Ventajas

Desventajas.

Polimorfismo de la conformacion
de cadena sencilla (SSCP)

Mismas que para DGGE y TGGE

Afectado por artefactos del PCR.
Algunos ADN de cadena sencilla pueden formar mas de
una conformacién estable.

Andlisis de restriccion de ADNr
(ARDRA), polimorfismo de
fragmentos de restriccion (RFLP)

Detecta cambios estructurales la

comunidad microbiana.

en

Afectada por artefactos del PCR.
Patrones de bandeo complejos.

Analisis de polimorfismos de

restriccion terminales (t-RFLP)

Patrones de bandeo simples

Posibilidad de automatizacién

Comparar diferencias entre comunidades
microbianas.

Depende de la eficiencia de lisis y extraccion.

Afectada por artefactos de PCR.

El tipo de polimerasa puede influir la variabilidad
Seleccién de oligonucleotidos universales.

La enzima de restriccion puede afectar la tipificacion de
la comunidad.

Analisis del espaciador intergénico
ribosomal (RISA)/ analisis
automatizado del espaciador
(ARISA)

Perfiles de comunidades

reproducibles.

muy

Requiere grandes cantidades de ADN.

Tomado de Tiedje, et a/ 1999, Ranjard, et a/ 2000 y Kirk, et a/2004.
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ARDRA (andlisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado)

El ARDRA es una técnica utilizada para demostrar cambios en la
estructura genética bacteriana, que ha sido expuesta a cambios
ambientales o compuestos toxicos, también para la identificacion
taxondmica de poblaciones bacterianas, requiere una enzima de
restriccion y un producto de PCR. No sirve como herramienta para medir
la diversidad o deteccion de grupos filogenéticos especificos. Provee
mayor resolucién que los Analisis de polimorfismos de restriccidon
terminales (T-RFLP), ya que todos los fragmentos de restriccion
independientemente de su tamafo son utilizados en el analisis.

Esta técnica puede utilizarse en productos de PCR de cultivos puros,
productos de PCR amplificados directamente de ADN y en productos de
PCR de librerias de clonas que se mantienen en £. coli (Tiedje, et a/ 1999).

En un analisis informatico de sitios de digestion en los ribosomas de
100 cepas ambientales, se observd que al usar 4 enzimas de restriccion
(endonucleasas) la mediana de la diferencia en las secuencias fue de
97.4%.

La ventaja es su conveniencia, ya que no requiere ningun desarrollo
especial y su limitacion principal es escoger adecuadamente las enzimas
de restricciéon para obtener resultados 6ptimos (Ranjard et a/, 2000).



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Toma de muestra del pulgue

Una muestra de aguamiel fresco y una de pulque previamente fermentado
se obtuvieron de un productor de la localidad de Huitzilac, Morelos. Las
muestras se transportaron en recipientes de plastico nuevos al laboratorio,
el tiempo de traslado hasta el momento de iniciar los muestreos fue de
aproximadamente 15 minutos. Se inocul6é el aguamiel (1.6 L) con una
muestra de pulque fermentado (2.4 L); (de acuerdo a las indicaciones del
productor). El inéculo fue previamente filtrado con una gasa estéril en un
vaso de 5 L, para evitar el paso de larvas de insectos. Todo lo anterior fue
realizado registrando los cambios de la temperatura (°C) y el pH con un
potenciometro, en la campana de flujo laminar.

De acuerdo a los objetivos de este trabajo, la toma de muestras y los
analisis a desarrollar se realizaron en las dos etapas: a) Aguamiel (AM) y b)
Inicio de la fermentacion (aguamiel + pulque) (MO).

5.2 Cuantificaciéon de azucares y productos de fermentacién por HPLC

Los analisis se realizaron en un equipo Waters HPLC system, (bomba
binaria 650E, inyector automatico 717, indice de refracciéon 2410 y detector
de arreglo de diodos 996). Para la determinacion de acidos organicos
(acético y lactico), carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) y etanol; las
muestras se centrifugaron 5 min. a 12000 rpm en una centrifuga
(Eppendorf 5410)y el sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de
0.45 um. Se inyectaron 20 puL a una columna Aminex HPX-87H
(300x7.8mm, Bio-Rad). La fase moévil fue HSOs 5 mM /H;0 con un flujo
de 0.5 mL/min. a 50°C. Todos los metabolitos se identificaron por tiempo
de retenciébn y en su caso espectro de luz UV, contra estandares
previamente inyectados.

Se gener6 una curva patrén (concentracion (g/L) vs altura) con 5
estandares, los parametros de correlacién (R2) fueron siempre superiores a
0.993, lo que demuestra la linearidad; los valores de altura
correspondientes de cada muestra, se ajustan al intervalo de cada curva.
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5.3 Analisis por microscopia electrénica de barrido (MEB) de las muestras
de aguamiel y después de inocular.

El analisis de MEB fue realizado en la Unidad de Microscopia del Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM. La preparacion de las muestras se siguio de
acuerdo a la siguiente metodologia: 1 mL de la muestra de AM y MO, se
fijan con 1 volumen de una soluciéon de glutaraldehido al 4% con Os04 0.1%.
Las muestras fijadas, se deshidratan sucesivamente con etanol al 30%, 50%,
70% y 100% para posteriormente ser congeladas al punto critico del CO; en
un aparato Sandro-780 (Tousimis) y cubiertos con particulas de oro en un
equipo “ion Sputter” JFC-110(JEOL). Las muestras fueron observadas en un
microscopio electrénico de barrido JEOL modelo JSMS410LV.

5.4 Determinacion de cuentas viables para bacterias Gram + en medio
APT.

A partir de cada muestra se realizaron diluciones decimales seriales en
agua Peptonada al 0.1% p/V (DIFCO) hasta llegar a una concentracion de
10-8mL de muestra. Cada dilucién se plaqueé 0.1mL por triplicado por
extension superficial en placas de agar-APT (DIFCO). Se incubaron las
placas durante 24-48 hrs a 30 + 2 °C. Se determind la caja representativa
(aquella que tuviera entre 25-250 UFC) y se calculé el promedio del
numero de UFC/mL para cada muestra analizada.

5.5 Aislamiento, purificacién de 80 colonias de cada una de las muestras.

Se aislaron aproximadamente 80 colonias de la caja representativa de cada
muestra analizada. Se evalud la pureza de cada colonia inoculando por
agotamiento en cuadrantes en agar APT (DIFCO) y por medio de la tincion
de Gram, tomando como criterio la uniformidad en tamano, asociacién vy
Gram del frotis. Cada colonia pura aislada se conservé en viales con APT
semisolido (Caldo APT DIFCO, con 0.3% de agar Bacterioldgico). Para evitar
la acidificacion del medio se incorpord durante su preparacion la punta de
una espatula de carbonato de calcio (CaC03), como agente neutralizante.
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5.6 Tipificacion molecular de colonias aisladas por medio de la técnica de
Andlisis de Restriccién de ADNr (ARDRA)

I Lisis Celular

Las colonias aisladas se cultivaron en 5 mL en caldo APT con 20% de
sacarosa en tubos de 13x100 mm, incubandose durante 24-48 hrs a
30°C. Se transfirieron 1.5 mL de cultivo a un tubo eppendorf, para
lisarlas, por una modificacion del protocolo reportado por Smit, et a/
2000, esta metodologia fue reportada como una alternativa de lisis
eficiente para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
1. Centrifugar 1 min a 12000rpm (Centrifuge 5410 Eppendorf) eliminar
el sobrenadante
2. Anadir 150 pL de Solucién SET (TRIS HCI 0.05M, EDTA 0.05M pH=8
+ sacarosa al 8%) Mezclar en vortex hasta que se resuspenda el
pellet.
3. Anadir 150 de solucion lisis Hidréxido de Sodio (NaOH) al 0.4 N vy
docecil sulfato de sodio (SDS) al 2%,(1:1) agitar por inversion.
4. Incubar 15 min en ebullicién
5. Centrifugar (15 min a 12000 rpm,) guardar el sobrenadante a -20°C.

Il. Amplificacion de los genes que codifican los ARNr16s (ADN16s)
por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

Un pL del extracto celular fue utilizado como templado para la
amplificacion por PCR de los ADNr16s.

La mezcla y condiciones de reaccién fueron las citadas a continuacion.
(Escalante, et a/2004)

Templado TuL

Buffer 10x ( B9004S Biolabs) S5uL
dnTP s (200 pM) Tyl

Primer Fw (EU530F) 0.5 uM
Primer Rv (EU1449R) 0.5 uM
Enzima Vent DNA polimerasa Biolabs 0.5uL
H.0 mQ 17.5uL

Volumen final de reacciéon = 25 pL
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La mezcla de reaccién se colocé en un tubo de 0.2 mL y se realizé la
amplificacion en un termociclador GeneAmp PCR System 9600, Perkin
Elmer, bajo las siguientes condiciones.

ETAPA CONDICIONES No. CICLOS
Desnaturalizacion T = 95°C, t= 10 min 1 ciclo
Amplificacion 1. T=95°C, t=1 min

2. T= 42°C,t=1 min 30 ciclos

3.T=72°C,t = 1.5 min

T=72°, t=1.5min 1 ciclo

El par de primers utilizados, EUS30F (5 ~TGA-CTG-ACT-GAG-TGC-CAG-
CAG-CCG-CGG-3) y EU1449R (5 -TGA-CTG-ACT-GAG-GCT-ACC-TTG-
TTA-CGA-CCT-3’) permiten la amplificacién de un fragmento de ADN
correspondiente a 1000 pares de bases (pb) de los ADNrl16s, son
universales para Eubacterias (Borneman, et a/1996).

De cada tubo de reaccién se tomaron 4 pyL y se analizaron por
electroféresis en gel (agarosa al 1.2% con 4 yL de Bromuro de Etidio) en
buffer TBE 1X a 130 Volts, utilizando un marcador de peso molecular
de 1Kb para evaluar la presencia de una banda de 1kb, el gel se visualizo
en un analizador de imagenes £agle Eye /I, (Stratagene).

. Tipificacidon molecular por la técnica de ARDRA.

Se tomaron 4 pL del producto de PCR del ADNr16s, para digerirse con la
enzima de restriccion Hae /// (Biolabs) a 37°C durante 2 hrs.

La mezcla y condiciones de reaccion fueron las citadas a continuacion
(Escalante, et al 2004).
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DNA 16S (PCR) 4uL

Buffer NE2 2uL
Enzima Hae /1! 0.3uL
H.O mQ 13.3uL

Volumen final de reaccion = 20 pL

La reaccion de digestion se analizé por electroforesis en gel (Agarosa al
2.5% con 4 pL de Bromuro de Etidio) y buffer TBE a 100 Volts, utilizando un
marcador de peso molecular de 100 pb. Los perfiles de restriccion fueron
visualizados en Eagle Eye /I, Stratagene, identificandose aquellos perfiles
Unicos de restriccion.

5.7 Identificacion mediante la comparacion de secuencias de ADNr 16S de
los aislados.

Se realizé una amplificaciéon por PCR, utilizando como templado 1pL del
producto de PCR previamente obtenido de las colonias seleccionadas de
cada grupo ARDRA y que se identific6 como aislado Unico, bajo las mismas
condiciones de reaccion, cambiando Unicamente el volumen final a 50 pL.
Después de visualizar el gel, se purificdé el producto de PCR utilizando un
Kit Marligen Biosciences Inc.

La mezcla de reaccién para la secuenciacién y la reaccion se prepard en
tubos de 0.2 mL, en las proporciones que se describen a continuacion.

ADN purificado 2 uL
Primer Fw (EU530F) 10 pM 1 pL
H.O mQ 13uL

Volumen final de reaccién = 16 pL

La reaccion de secuenciacion se realizd con un kit Big Dye Terminator v 3.1
Ready Reaction Cycle Sequencing las reacciones fueron analizadas en un
equipo DNA Analyzer, ABI PRISM 3700 en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del IBT.
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Las secuencias fueron visualizadas en el programa Bioedit y la identidad se
obtuvo por comparacion contra las secuencias de ADNr 16S o ARNr 16S
depositadas en la base de datos del Genbank, utilizando la aplicacidon en
linea BLAST en www.ncbi.nl.nih.gov

5.8

Construccion del Arbol filogenético con las secuencias (nicas.

Se formé un archivo con las secuencias encontradas y las secuencias de
referencia reportadas en la base de datos del Genbank, dichas secuencias
se alinearon en el programa Clustal W (Thompson, et a/ 1994). Se obtuvo un
archivo que se analiz6 con el programa Phylip 3.66 (Felsestein, 1989).La
metodologia que se siguid fue:

1.

Se generaron 100 réplicas del archivo de alineacién (bootstraping)
con la aplicacion secboot.exe.

. El archivo con las 100 réplicas se utiliz6 para generar una matriz de

distancia con la aplicacion dnadist.exe con el algoritmo de Jukes-
Cantor.

Se construyd un arbol filogenético utilizando el algoritmo de
neighbor-joining, por medio de la aplicacién neighbor.exe. Se
defini6 como grupo externo la secuencia de Sulfolobus
acidocaldarius introduciendo aleatoriamente las secuencias.

. El archivo de salida de neighbor-joining (outtree) fue utilizado para

alimentar la aplicacion consense.exe para obtener un arbol consenso
de las 100 réplicas generadas.

. El arbol consenso (outree cons) fue visualizado en el programa

Treeview (Page,1996).
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5.9 Conservacion de aislados de interés identificados

Aquellas colonias identificadas como uUnicas se les realizé un cultivo en 5
mL de caldo APT + sacarosa al 20% en tubos de 13x100 mm,
incubandose 24-48 hrs a 30°C. En condiciones asépticas y por duplicado,
se tom6 1 mL del cultivo de cada colonia y se transfiri6 a un criovial
(Corning) al cual se afnadié previamente 1mL de glicerol al 50% (estéril), la
mezcla se homogeneizd y se congelé en hielo seco, los crioviales se
conservaron en un ultracongelador REVCO a -70°C.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cuantificacion de bacterias lacticas, carbohidratos y productos
de fermentacion.

6.1.1 Aguamiel

La cuenta en el agar APT para el aguamiel (AM) fue de 32 x 10 7
UFC/mL, esto indica la presencia de un numero muy importante de
bacterias lacticas en la savia. El aguamiel, es la savia del maguey
utilizada como materia prima para el desarrollo de la fermentacién del
pulque. La composicién quimica encontrada en este sustrato se muestra
en la Tabla 1. Como resultado del analisis por HPLC de la cantidad de
azucares detectada en este sustrato (Tabla 8), se observo que la fructosa
es el azucar mas abundante, seguido de la glucosa y sacarosa.

Los resultados de la cuantificacién de productos de fermentacion
(etanol, acido lactico y acido acético), indican un cierto grado de
fermentacion (Tabla 8). En el presente trabajo se reporta por primera
vez la cuenta total de bacterias lacticas, investigaciones previas indican
que el aguamiel contiene de 7 a 14% de azucares (glucosa, sacarosa,
bajas concentraciones de gomas y manitol), la concentracion inicial de
sacarosa (5-11%), contenido alcohélico 3% y la acidez (acido lactico y
acético) fluctua entre 0.1% y 2% (Coppola, 1933; Martinez, 2003).

Cuando el maguey es manipulado para obtener el aguamiel, la savia se
acumula en el mezontete, bajo estas condiciones es posible que los
microorganismos asociados al equipo, o herramientas utilizadas para
realizar la cavidad y sobre todo de aquellos relacionados naturalmente a
la planta, puedan crecer en el aguamiel e iniciar la fermentacién.

6.1.2 Inicio fermentaciéon (aguamiel e inéculo de pulque)

La inoculacion del aguamiel con una muestra de pulque previamente
fermentado (MO) presentd una cuenta en el agar APT de 15 x 10 7
UFC/mL. Se observé una disminucion en la concentracion de azucares y
un incremento en la concentracion de los productos de fermentacion
comparado con la muestra de aguamiel.
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Este resultado, puede atribuirse a un efecto de la dilucion del aguamiel
con el volumen del pulque en el caso de la disminucion de la
concentracion de azucares y en la disminucion de la cuenta total de
bacterias lacticas, mientras que el incremento de los productos de
fermentacion, se puede explicar como el resultado de la adicién de
estos compuestos al aguamiel durante la inoculacién (Tabla 8).

La fermentacion del pulque inicia en el aguamiel como resultado del
crecimiento de las bacterias y levaduras presentes en la savia al utilizar
los azucares presentes como fuente de carbono. El proceso es acelerado
por la adicién de un indéculo, una muestra de pulque previamente
fermentada. La duracion de la fermentacion es variable, pero se reporta
en la literatura que el principal criterio para definir que el proceso ha
terminado, es el desarrollo de la viscosidad caracteristica de esta bebida
fermentada. De acuerdo a lo anterior, los microorganismos presentes en
el aguamiel serian los responsables del desarrollo de la fermentacion
(Garcia-Garibay y L6pez-Munguia, 1993).

En un estudio previo, se reportd la presencia de bacterias lacticas en
muestras de pulque de diferente origen, indicando que este grupo
microbiano puede tener un papel importante durante el desarrollo de la
fermentacion (Escalante, et a/2004).

Tabla 8. Cuantificacion de Azlcares y Productos de Fermentacion por HPLC y

determinacion de cuentas totales.

Parametro Aguamiel Inéculo Pulque + Aguamiel
Temperatura (°C) 17 17

pH 5.96 4.5

Sacarosa (g/L) 9.5613 5.15

Glucosa (g/L) 15.0868 5.5810

Fructosa (g/L) 96.1647 33.9147

Etanol (g/L) 0.1060 15.0994

Acido Léctico (g/L) 1.2801 2.2118

Acido Acético (g/L) 0.9095 1.0805

Cuenta en APT (UFC/mL) 32x107 15x107
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6.2 Andlisis de las muestras de Aguamiel y al inicio de la
fermentacion por Micrografia Electrénica de Barrido MEB.

Las figuras 4 y 5 muestran el resultado del analisis por MEB del
aguamiel y la muestra inoculada. Es importante senalar que en las
fotografias correspondientes al aguamiel se observan en su gran
mayoria bacterias, sefialadas con flechas negras, mientras que en las
fotografias de la muestra inoculada, se observa la presencia
practicamente de los mismos grupos bacterianos (basado en su
morfologia), pero hay un incremento muy importante en el nimero de
levaduras.

Este resultado indica que las levaduras estan practicamente ausentes en
el aguamiel, mientras que en el pulque estan en una gran proporcion. El
analisis visual de las fotografias 4 y 5, permiten observar la presencia de
5 grupos morfoldgicos en aguamiel y 4 en la muestra después de haber
sido inoculada.

Es importante sefialar la presencia de cadenas de cocos, con superficie

rugosa, lo que indica la posible capacidad productora de polisacaridos
extracelulares (Cassani, 1997).

43



Figura 4. Micrografias Electrénicas de la muestra de Aguamiel, se
visualizan 5 microorganismos con morfologias distintas. Las flechas
indican la morfologia de cada uno de los microorganismos, Levaduras,
cocos en cadena, cocos rugosos en cadena, bacilos delgados y grandes.
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Figura 5. Micrografia Electronica de la muestra de aguamiel mas inoculo
de pulque, se visualizan 4 microorganismos con morfologias distintas.
Las flechas indican la morfologia de cada microorganismo: Levaduras,
cocos rugosos en cadena, bacilos delgados y grandes.
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6.3 Aislamiento, purificacion e identificacion por analisis de
secuencias de ADNr 16S de bacterias lacticas.

6.3.1 Aguamiel

Durante el aislamiento de bacterias lacticas a partir de la muestra de
aguamiel en agar APT, se obtuvieron 80 colonias que fueron evaluadas
microscépicamente para verificar su pureza y caracterizadas por la
tincion de Gram. Todas las colonias aisladas fueron Gram-positivas, en
su mayoria cocos de diferentes tamafios asociados en cadenas. El
analisis por ARDRA de estos aislados permitié observar 4 tipos Unicos
basados en su perfil de restriccion (Figura 6). El resultado de la
comparacion de las secuencias de ADNr 16S de los aislados Unicos en la
base de datos del GenBank www.ncbi.nl.nih.gov, permitio identificar las

colonias aisladas como Lactococcus lactis cremoris, Leuconostoc
mesenteroides, L. citreumy L. kimchi (Tabla 9).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de digestiones con
Hae /Il de ADNr 16S de microorganismos aislados de aguamiel (AM)
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Tabla 9. Microorganismos tinicos en Aguamiel.

Aislado Unico 2 Morfologia P Identidad ¢ % ldentidad ¢ | No. Accesion ¢
AM123, AM134 y | Diplococos Lacfococcus lactis | 99% AY533298
AM243 (9.45%) estreptococos cremoris

Ovoides G(+)
AM212 (20.27%) Diplococos Leuconostoc 98% AY675249.1

estreptococos G (+) mesenfteroides

LM2

AM140 y AM137 | Diplococos Leuconostoc  cifreum | 98% AF111949
(56.75%) estreptococos G (+) IH22
AM146 y AM234 | Diplococos Ln. kimchii 96% AF173986
(13.51%) estreptococos G (+)

a Basado en ARDRA

b Observacién Microscopica

cAndlisis en Genbank
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6.3.2 Inicio fermentaciéon (aguamiel + indculo de pulque)

Durante el aislamiento de bacterias lacticas a partir de la muestra de
aguamiel e ino6culo de pulque en agar APT, se obtuvieron 70 colonias a
las que se les verificd su pureza y se les realizé un analisis por ARDRA.
La figura 7 muestra los perfiles de ARDRA de los aislados
correspondientes a la muestra de aguamiel inoculada con pulque
fermentado. A partir de esta muestra solo fueron identificados 3 tipos
Unicos; la colonia AM212, se visualiza en la figura 6.

La Tabla 10 presenta los microorganismos aislados a partir de esta
muestra, se identificaron 4 especies.

100 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de digestiones con
Hae I/l de ADNr 16S de microorganismos aislados Unicos del inicio de la
fermentacion (MO)



Tabla 10. Microorganismos unicos al inicio de la fermentacién del pulque.

Aislado Unico 2 Morfologia P Identidad ¢ % ldentidad ¢ | No. Accesion ¢
MO11y MO114 (3.22%) | Diplococos y Lactococcus lactis 99% AY533298
estreptococos ovoides cremoris
G (+)
AM212 (53.23%) Diplococos y Leuconostoc 98% AY675249.1
estreptococos G (+) mesenfteroides
LM2
MO19 y MO248 | Diplococos y Leuconosftoc citreum 99% AF111949
(35.49%) estreptococos ovoides | IH22
G (+)
MO23 (3.22%) Bacilo medio Bacillus licheniformis 99%
G (+) FO-074b AF234859

a Basado en ARDRA

b Observacién Microscopica

cAndlisis en Genbank

49




De acuerdo a los resultados obtenidos, se detectaron solamente 4
bacterias lacticas: L. mesenteroides, L. citreum, L. lactis cremoris y L.
kimchii. Bacillus licheniformis que no es una bacteria lactica se supone
proviene de una contaminacién externa a la fermentacién y es el tnico
microorganismo “aportado” por la inoculaciéon con una muestra de
pulque fermentada ya que L. mesenteroides, L. citreum y L. lactis
cremoris se detectaron previamente en aguamiel.

Las bacterias lacticas encontradas tanto en aguamiel como al inicio de la
fermentacion del pulque tienen en comun ser cocos Gram-positivas,
anaerobios facultativos, catalasa negativa; todas con excepcion de L.
/actis son heterofermentativas y en particular L. mesenteroides se
reporta en todas las investigaciones anteriores del pulque como la
responsable de la viscosidad caracteristica de esta bebida (Sanchez
Marroquin y Hope, 1953). Es posible que la morfologia de cadenas
observadas con una superficie rugosa en las micrografias de MEB,
pudieron corresponder a este microorganismo.

Leuconostoc citreum es un coco, anaerobio facultativo que descompone
el citrato en diacetilo y acetoina, produciendo un pigmento amarillo
limén, cuando se cultiva con sacarosa, puede producir también el
polisacarido dextrina y en presencia de fructosa produce otros

polimeros como la levana, no produce dextranas (Holt, et a/ 1994;
Madigan, 1999; Choi, et a/2003).

Leuconostoc kimchii es un coco anaerobio facultativo que puede
presentarse solo o en pares, produce dextrina a partir de sacarosa y gas
a partir de glucosa. Ademas produce acido lactico a partir de glucosa,
lactosa, arabinosa, entre otros azucares (Kim, et a/2000).

El pH de las muestras de AM y MO fue de 5.9 y 4.5, respectivamente, se
ha reportado que los microorganismos del género Leuconostoc en
general requieren un pH neutro o ligeramente acido comparado con
otras bacterias lacticas. Es posible que esta condicion ambiental
restrinja el crecimiento de lactobacilos en el inicio de la fermentacién, ya
gue estos microorganismos no fueron detectados en las muestras
analizadas, pero si fueron aislados en estudios complementarios a partir
de las tres horas de fermentacién (resultados no mostrados).
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Lactococcus lactis cremoris es una bacteria con metabolismo
homofermentativo anaerobio facultativo, que convierte el 95% de la

glucosa a lactato por medio de la lactato deshidrogenasa (Neves, et a/
2005).

Bacillus licheniformis es una bacteria Gram-positiva, mesofila,
fermentativa que hidroliza caseina y almidon, produce esporas ovales
cilindricas con pared delgada. Sus habitats principales son leche, harina,
yogurt, queso y gelatina. La presencia de este microorganismo en el
pulque se puede atribuir a una posible contaminacion durante alguna
etapa del proceso de elaboracidon (colecta, extraccion de aguamiel o
transporte). Es considerado como GRAS (segun la Administracion de
Alimentos y Drogas generalmente reconocido como seguro) aunque
también se considera potencialmente patégeno para los seres humanos
y se ha encontrado como contaminante en varios procesos industriales.
Estos microorganismos son capaces de sobrevivir en condiciones
extremas de temperatura, pH y secado (De Clerck y De Vos, 2004).

En general, las bacterias lacticas disminuyen el rendimiento de la
produccion de etanol en las fermentaciones alcohdlicas donde el
microorganismo principal y responsable de la produccién de etanol es la
levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que las primeras compiten con
ésta por los azucares disueltos en el medio para crecer y obtener
energia produciendo acido lactico. Su crecimiento es mayor ya que
utilizan factores de crecimiento que las levaduras excretan al crecer.

La concentracion final de etanol o el rendimiento final también se ve
afectado, porque las bacterias lacticas al ser microorganismos exigentes
requieren factores de crecimiento como vitaminas. En el caso de la
biotina, tanto las bacterias lacticas como las levaduras la requieren, por
lo tanto como las bacterias crecen mas rapido consumen estos factores
y en consecuencia disminuye el crecimiento de las levaduras y sus
funciones cataliticas. La disminucion en el rendimiento de etanol, al final
de la fermentacion establece una relacion directamente proporcional a la
concentracion inicial de bacterias lacticas en el sustrato (Narendranath, et
al1997).
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La funcién principal de las bacterias lacticas en las fermentaciones
alcohdlicas es dar caracteristicas de sabor y cuerpo por los productos
finales de su metabolismo. En algunos casos estas caracteristicas son
las ideales y en otros se les consideran como contaminacién (Topisirovic,
et al2006)

En el presente trabajo las concentraciones de acido lactico encontradas
en el aguamiel y en la muestra de aguamiel mas inéculo de pulque se
atribuyen al metabolismo fermentativo de Lactococcus lactis,
Leuconostoc mesenteroides, L. citreum y L. kimchii, mientras que la
concentracion de etanol y acido acético se atribuyen a las mencionadas
anteriormente excepto Lactococcus lactis, por tener esta ultima un
metabolismo homofermentativo (Kim, et a/ 2000; Choi, et a/ 2003; Neves,
et a/l 2005).

Tradicionalmente las bacterias reportadas en el pulque han sido
Leuconostoc mesenteroides (bacteria lactica) y Zymomonas mobilis (a-

proteobacteria) (Sanchez-Marroquin y Hope, 1953; Godoy, 1987; Garcia-
Garibay y Lopez-Munguia, 1993).

Los métodos que dependen de un cultivo previo, subestiman la
diversidad bacteriana en una comunidad, particularmente en ambientes
complejos como bebidas y alimentos fermentados (Van Beek y Priest,
2002). Ademas los métodos de caracterizacion fenotipica clasicos, es
decir, pruebas bioquimicas son menos confiables, por esto se han
desarrollado técnicas moleculares como PCR utilizando primers
especificos para cada especie que son mas confiables y rapidos, aun
cuando se traten de poblaciones mixtas en una muestra (Lee, et a/ 2000).

Ya que en el presente estudio se partid6 de una seleccion al azar de
colonias desarrolladas en un medio de cultivo es posible que no se haya
tomado la diversidad total del grupo en estudio.

La técnica de ARDRA ha demostrado que el uso de patrones de bandeo a
partir de muestras aisladas o ADNr 16S amplificados y clonados, puede
ser utilizado para comparar la estructura en una comunidad bacteriana
presente en un ambiente enriquecido en este caso, como el pulque
(Tiedje, et a/ 1999). El uso de esta técnica para el analisis de bacterias
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lacticas a partir del aguamiel y pulque permitié realizar una
discriminacién rapida de tipos morfolégicos similares. La posterior
identificacion de estos tipos genéticos Unicos permitié obtener la
identidad de estos aislados.

El analisis filogenético de las secuencias obtenidas y la construccion de
un arbol con las secuencias de referencia depositadas en la base de
datos del genbank, permitié corroborar la filiaciéon taxonémica de los
aislados unicos (Figura 8).

La combinacién de técnicas tradicionales de cultivo y el analisis por
ARDRA de los aislados permitié la identificaciéon y deteccion de las
bacterias lacticas Leuconostoc mesenteroides, L. kimchii, L. citreum,
Lactococcus lactis cremoris 'y Bacillus licheniformis. De estos
microorganismos, L. kimchii, L. citreum, Lactococcus lactis cremoris y
Bacillus licheniformis se reportan por primera vez en el pulque.

La fermentacién del pulque se inicia con las bacterias presentes en el
aguamiel que son Leuconostoc mesenteroides, L. kimchii, L. citreum, y
Lactococcus lactis cremoris, en el indculo ya no se detectd la presencia
de L. kimchiiy se encontré otra bacteria Bacillus licheniformis.
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Sulfolobus acidocaldarius

MO19 Leuconostoc citreum

Lactococcus lactis AY533298

Bacillus licheniformis AF234859

Leuconostoc citreum AF111949

Leuconostoc kimchii AF173986

Leuconostoc mesenteroides AY675249.1

MQO23 Bacillus licheniformis

MO114 Lactococcus lactis

AM243 Lactococcus lactis

AM134 Lactococcus lactis

AM123 Lactococcus lactis

AM212 Leuconostoc mesenteroides

AM137 Leuconostoc citreum

AM140 Leuconostoc citreum

MO248 Leuconostoc citreum

AM234 L euconostoc kimchii

AM146 Leuconostoc kimchii

Figura 8. Arbol filogenético de las secuencias parciales de ADNr 16S del aguamiel y la
muestra al momento de la inoculacién y las secuencias parciales de ADNr 16S o ARNr
16S de los vecinos mas cercanos de bacterias identificadas en el banco de datos del
NCBI. Se indican los numeros de Accesion de las secuencias de referencia. El grupo
externo es la secuencia de ADNr 16S de Sulfolobus acidocaldarius. Las secuencias
encontradas se anteceden por la clave de la muestra a la que pertenecen, AM
(aguamiel) y MO (momento de inoculacion con pulque). Se hizo bootstraping con
sechboot.exe, la matriz de distancia se realizé con la aplicacion dnadist.exe con el

algoritmo Jukes-Cantor.
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7. CONCLUSIONES

Se determinaron las cuentas viables de bacterias lacticas en el medio APT,
encontrandose tanto en aguamiel como en el momento de la inoculacién
con pulque en el orden de 10 7 UFC/ml.

Del aguamiel y del inicio de la fermentacién del pulque se caracterizaron
las bacterias lacticas por técnicas de cultivo y tipificacion molecular;
encontrandose en total 4 tipos diferentes de lacticas, Lactococcus lactis
cremoris, Leuconostoc kimchii, L. citreum, L. mesenteroides y Bacillus
licheniformis, que no pertenece a este grupo y se atribuye a una
contaminacion. Reportandose por primera vez en el pulque a;
Leuconostoc kimchii, L. citreum, Lactococcus lactis cremoris y Bacillus
licheniformis.

Por primera vez se caracterizaron bacterias lacticas tanto en las etapas
iniciales de la fermentacién del pulque como en el sustrato (aguamiel).

Como resultado del analisis por MEB, se obtuvieron por primera vez

imagenes microscopicas del aguamiel y de la muestra al momento de la
inoculacion con pulque.
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8. PERSPECTIVAS

Analizar muestras de pulque de diferentes localidades que sean
importantes productores de pulque a nivel nacional, para asi conocer la
diversidad de bacterias lacticas presentes en el aguamiel y en el transcurso
de la fermentacion, hasta la obtencion del pulque.

Realizar cultivos con cada una de las cepas aisladas para determinar el tipo
de productos de fermentacién producidos a partir de las fuentes de
carbono presentes en el aguamiel.

Buscar otros microorganismos no reportados con actividades enzimaticas
importantes, fuera del grupo de bacterias lacticas.

Realizar un analisis con microscopia electronica de barrido a una mezcla de
los cultivos aislados, para visualizar las distintas morfologias y hacer un
estudio similar a éste, asignando una identidad a cada morfologia
observada en las micrografias de aguamiel y al inicio de la fermentacion.
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APENDICE

Medios de cultivo
* Caldo APT (DIFCO) g/L
Extracto de Levadura 7.5
Caseina (digerido pancreatico) 12.5

Dextrosa 10
Citrato de Sodio 5
Tiamina 0.001
Cloruro de Sodio 5
Fosfato dipotasico 5

Cloruro de Manganeso 0.14
Sulfato de Magnesio 0.8
Sulfato Ferroso 0.04
Polisorbato 80 0.2
pH=6.7 +/- 0.2

Se esterilizé en autoclave a 121°, 15 Ib/plg?2
durante 15 minutos. Cuidando de que el
medio no caramelizara por la adicién de
Sacarosa al 10%.

Tincién de Gram

1. Limpiar portaobjetos y en condiciones asépticas poner una gota de
agua con el asa microbioldgica.

2. Preparar un frotis tomando una asada de la colonia aislada vy
colocarla en la gota de agua, extendiéndola en el portaobjetos.

3. Fijar el frotis pasando tres veces por el mechero
Poner una gota de colorante cristal violeta para Gram sobre el frotis,
dejarlo actuar 1 min. y enjuagar con agua destilada.

5. Poner una gota de lugol, dejarlo actuar 1 min. y enjuagar.
Poner tres gotas de solucién alcohol-acetona para Gram.

7. Poner una gota del colorante de contraste Safranina y dejarlo actuar
1 min., enjuagar y esperar a que se seque.
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8. Observar con objetivo de inmersion en el microscopio electrénico
anadiendo aceite de inmersion.

PCR reaccidén en cadena de la polimerasa

Este método se basa en la amplificacion de un segmento de ADN utilizando
una ADN polimerasa termoestable (p.e Taq Pol, Vent polimerasa, Elongasa,
etc.) y oligonucleétidos (primers) que hibridan con la cadena
complementaria a la secuencia a amplificar (templado), para obtener un
gran numero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo
tedricamente de una sola copia. Hay tres pasos fundamentales en la
reaccion de PCR, descritos a continuacion.

Pasos: 1. Desnaturalizacion: la doble hebra del ADN es separada al
calentar entre (91-95) °C. Esta temperatura no dafa a la enzima.

2. A continuacion se producira la hibridacion de los
oligonucledtidos (primers) con el templado. Para esto es necesario que la
temperatura descienda hasta un valor que es especifico para cada par de
primers a utilizar (segun sea el caso entre 42°C y 65°C). Estos primers
actuaran como limites de la region de la molécula que va a ser amplificada

3. Extensidon: La temperatura se eleva a 72°C, que es la
temperatura 6ptima de extensioén de la mayoria de las polimerasas en una
reacciéon de PCR. La polimerasa produce hebras de ADN complementarias
comenzando por los primers. La extension tiene una velocidad en
promedio de 1000 bases/minuto.

Al término del primer ciclo se obtiene dos hebras dobles de ADN de cada
una con las que comenzamos el PCR, una de estas hebras pertenece al

templado original y la otra es sintetizada durante la reaccion (Dale y Von
Schantz, 2002).

Al final de la reaccién, se obtienen aproximadamente 1x 109 hebras dobles
de ADN.
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