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RESUMEN

El proceso de fermentaciéon del mezcal en Oaxaca ocurre de manera natural por
fermentacion espontanea por diversos microorganismos, entre los que destacan
levaduras y bacterias lacticas y acéticas, y a pesar del fuerte arraigo cultural y la gran
importancia econémica que representa la bebida, la microflora involucrada en el proceso
de fermentacion, no ha sido completamente identificada y caracterizada. Las bacterias
lacticas (BAL) son Gram-positivas, catalasa-negativas y facultativo-anaerobias. Estas
bacterias desempefan un papel importante en el medio ambiente, son importantes en la
fermentacion espontdnea de materiales organicos que contienen monosacaridos y
disacaridos, un proceso que ha sido reconocido desde la antigiedad como un método
de bioconservacion de alimentos. Por ello, se identificaron por métodos convencionales
y moleculares las bacterias lacticas presentes en la fermentacion de cuatro palenques
(fAbricas de mezcal) de Oaxaca. Para el aislamiento, el medio seleccionado fue MRS
(Man Rogose & sharpe), y para los medios dirigidos fueron Agar LBS para Lactobacillus,
M17 para Lactococcus y MSE para Leuconostoc. Para la extraccion de ADN se utilizo6 el
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit. Posteriormente, se realizé un test rapido de
tolerancia al etanol al 0%, 6% y 8% para seleccionar aquellas cepas resistentes a este
medio; Las bacterias seleccionadas fueron sometidas a cinéticas de crecimiento de 24
horas de duracion, tomando muestras cada 3 horas para observar su comportamiento
(generacién de biomasa, UFC/ml, ART, asi como tasa de crecimiento especifico). Se
encontraron un total de 31 cepas, de las cuales 25 correspondian al género Lactobacillus.
Sélo 4 cepas de Lactobacillus plantarum lograron crecer en concentraciones de etanol
de hasta 8% vv, correspondientes a los palenques de San Dionisio Ocotepec, Tlacolula
y Rio las Palmas, Concepcién Buenavista, Coixtlahuaca. La cepa OAXLIII019 fue la que
mostré mayor crecimiento celular, alcanzando los valores mas altos a las 9 horas.

Palabras clave:

Bacterias Lacticas, Mezcal, Fermentacion, DNA, PCR, Pruebas Bioquimicas.



INTRODUCCION

El proceso de fermentacion en el mezcal se produce de forma espontanea por diversos
microorganismos, entre los que destacan levaduras y bacterias. Sin embargo, a
diferencia de otros procesos fermentativos la microflora que interviene en la fermentacion
no ha sido completamente identificada y caracterizada aun cuando este es un producto

de fuerte arraigo cultural y gran importancia econémica (Duran et al., 2007).

Durante las fermentaciones de tipo espontanea no se obtiene el producto de la accion
de una unica especie, ya que en ellas se llevan a cabo procesos bioquimicos muy

complejos, en los que intervienen e interaccionan levaduras y bacterias (Torija., 2002).

Los compuestos volatiles tienen diferente origen, pueden estar contenidos en la materia
prima y variar entre especies, regiones geograficas y entre condiciones climaticas de
cultivo o pueden generarse durante la fermentacion en funcion de la cepa, caracteristicas
del mosto y condiciones del proceso, o durante la maduracion del producto (Pinal et al.,
1997).

Dentro de estos compuestos se encuentran los alcoholes superiores, los acetales y los
ésteres. Existen en la literatura diversos trabajos sobre los factores que influyen en la
formacion de compuestos organolépticos, sin embargo, en el caso del mezcal el
conocimiento cientifico sobre este tema es incipiente y el resto de la informacion
disponible se basa sobre la experiencia acumulada durante anos por los productores de
mezcal.

El proceso de fermentacion inicia en el mosto, donde se encuentran microorganismos
autoctonos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias etanolicas. Las bacterias acido-
lacticas (BAL) son un grupo microorganismos fundamentales en la biotecnologia
alimenticia (Escalante et al., 2004).

El principal argumento a favor indica que en estas fermentaciones se consiguen
caracteristicas organolépticas tipicas de la zona que no estarian presentes si se utilizara
un indculo de cepas foraneas. La composicion cualitativa y cuantitativa de la microbiota

presente a lo largo de la fermentacion del mosto puede depender principalmente de los



siguientes factores: La region de origen de la materia prima, el procedimiento de

produccion, la temperatura y el pH (Torija., 2002).

En estudios realizados por Lépez-Sanchez et al., 2020, se han encontrado en el mezcal
levaduras del género Saccharomyces, existen otras levaduras no-Saccharomyces como
Candida, Kluyveromyces y Schizosaccharomyces. En el caso de las bacterias acido-
lacticas hasta el momento se ha encontrado tres géneros; Lactobacillus, Weisella y

Leuconostoc.

En estudios realizados por Lopez-Sanchez et al., 2020, se han encontrado en el mezcal
levaduras del género Saccharomyces, existen otras levaduras no-Saccharomyces como
Candida, Kluyveromyces y Schizosaccharomyces. En el caso de las bacterias acido-
lacticas hasta el momento se ha encontrado tres géneros; Lactobacillus, Weisella y

Leuconostoc.

De la gran diversidad de microorganismos de interés bioldgico, las bacterias lacticas
juegan un papel importante En el medio ambiente, son importantes en la fermentacion
espontanea de materiales organicos que contienen monosacaridos y disacaridos,
proceso que es reconocido desde tiempos ancestrales como método de bioconservacion

de alimentos (Ramirez et al., 2011).

Las BAL inhiben un gran numero de microorganismos patégenos como Listeria
monocytogenes, Salmonella, entre otros debido a la produccion de acidos lactico y
acético, peroxido de hidrogeno, diacetilo, acetoina, péptidos antifungicos, bacteriocinas
y otros metabolitos secundarios que debido a su actividad se utilizan como
bioconservantes de productos alimenticios, incluyendo productos lacteos como quesos,

frutas y verduras (Cheong et al., 2014).

Estas bacterias se definen como una clase funcional que designa un grupo heterogéneo
de bacterias Gram positivas, no patégenas, toxigenicas, fermentadoras, caracterizadas

por producir acido lactico a partir de carbohidratos, lo que las hace utiles como cultivos



iniciadores para la fermentacion de alimentos. Comparten otros rasgos comunes como
ser aerotolerantes, no forman esporas, no reducen el nitrato y no producen pigmentos
(Crittenden., 2009).

El grupo se subdivide en bacterias homo y heterofermentativas en funcion de los
productos de su metabolismo. Las homofermentativas se caracterizan porque el Unico
producto de la fermentacion de los carbohidratos es el acido lactico, mientras que las
segundas pueden originar, ademas dioxido de carbono, etanol o acido acético (Galvez
et al., 2007). Los géneros mas utilizados para la obtencion de alimentos y bebidas
fermentadas son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y dentro del

geénero Streptococcus, la especie S. thermophilus VBGF56 (Ferreira., 2012).

En la industria, las bacterias lacticas (BAL) se utilizan con éxito como probidticos en
alimentos funcionales y nutracéuticos (Rodicio et al., 2004). Recientemente, se ha
comenzado a investigar el potencial de las BAL como biorrefinerias para la produccion
de biocombustibles y acidos organicos (Mazzoli et al., 2014). Las caracteristicas de las
BAL, junto con los diversos metabolitos que producen, ofrecen un gran potencial
biotecnolégico que aun no ha sido plenamente aprovechado en nuestro entorno. El
primer paso para esto es el aislamiento, identificacion y caracterizacion de estas
bacterias mediante técnicas fenotipicas y moleculares. Las técnicas fenotipicas son los
métodos tradicionales de identificacion y permiten detectar diversos rasgos expresados
por las bacterias; sin embargo, tienen limitaciones, ya que las cepas de una misma
especie no siempre presentan caracteristicas homogéneas. En contraste, las técnicas
moleculares se fundamentan en el analisis del material genético de los microorganismos,
lo que les confiere ventajas de especificidad, sensibilidad y rapidez (Palomino et al.,
2014).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL



e Determinar la tolerancia a etanol de cepas de bacterias acido-lacticas
identificadas de manera polifasica que participan en la fermentacion del mezcal

artesanal de Oaxaca

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar, purificar e identificar por métodos fenotipicos y genotipicos a las bacterias
lacticas de la fermentacidén del mezcal artesanal en cuatro palenques (fabricas de

mezcal) de Oaxaca.

e Determinar la tolerancia al etanol, de las cepas de bacterias lacticas de la

fermentacion del mezcal artesanal.

e Realizar cinética de crecimiento de las bacterias mas resistentes a etanol

CAPITULO 1. MARCO TEORICO



1.1 ¢ Qué es el mezcal?

El mezcal es una bebida alcohdlica, tradicional de México, la cual es obtenida por
procesos artesanales en su mayoria, asi como también por procesos tecnificados, que
incluyen las siguientes etapas de produccion: la seleccion y corte de la materia prima, la
coccion del agave, la molienda del mosto, la fermentacién del jugo fructosado, la
destilacién, la rectificacion y la maduracion del destilado. Eventos durante cualquiera de
estas etapas tienen el potencial de afectar la calidad sensorial y quimica del producto
final, asi como sus rendimientos. Estas caracteristicas son factores clave para una buena
aceptacion por el consumidor en funcion de las caracteristicas organolépticas que

percibe, como el sabor, el aroma y el cuerpo. (Pérez et al., 2016).

1.2 Caracteristicas del Mezcal

El mezcal es obtenido a partir de las plantas de agaves pertenecientes a la familia
Agavacea. En México este género es muy diverso y esta representado por 136 especies
de agave (Flores et al., 2009). Sin embargo, el mezcal se obtiene Unicamente a partir de
unas cuantas especies. La bebida es producida en diferentes estados de la republica
mexicana. La mayor produccion se da en el estado de Oaxaca a partir de las especies
de mostos destilados del agave espadin Agave angustifolia y del tobala silvestre Agave
potatorum Zucc (Colunga.,2007). En Oaxaca, el mezcal es producido en diferentes
regiones como Tlacolula, Sola de Vega, Matatlan, Ejutla, Miahuatlan, Yautepec, Ocotlan,
Zimatlan (Palma-Cruz, 1991)

1.2.1 Etapas de produccion

La producciéon de mezcal comprende cinco etapas: corte o cosecha del Agave, coccién,
molienda, fermentacion y destilacién, como se muestra en la figura 1. La fermentacion
es la etapa mas importante y critica del proceso, pues de ello dependeran las cualidades

sensoriales del producto final; es espontanea, con la participacién de la microbiota nativa,



la cual transforma a los azucares que contiene el Agave en etanol, C0,, y otros
compuestos que forman parte integral de la rica gama de sabores y aromas del mezcal
(Lopez-Sanchez et al., 2020).

¥ -0

Seleccion del Corte Coceién Molienda

L-8

Destilacion Fermentacion

Figura 1. Proceso de produccién de mezcal en Oaxaca. Fuente: Lopez
2020.

1.2.2 Fermentacion alcohdlica.

Se puede considerar que la fermentacién tiene tres grandes objetivos como menciona
(Kirchmayr et al., 2014):

1. Lograr una maxima conversion de los azucares de los agaves en alcohol.
2. Generar compuestos volatiles agradables que repercutiran en la calidad del mezcal
producido.

3. Evitar la produccion de sustancias no deseadas como la acidez.

La fermentaciéon del mezcal en Oaxaca es una de las etapas mas importantes del
proceso, ya que es aqui donde se transforman los azucares del Agave, en etanol y otros
compuestos quimicos, Dicha transformacion es llevada a cabo por un consorcio
microbiano integrado principalmente por levaduras y bacterias (Lopez-Sanchez et al.,
2020).



1.2. 3 Glucolisis

Lehninger 2009, menciona que en este proceso se convierte un mol de glucosa en dos
moles de etanol, dos moles de dioxido de carbono y dos moles de ATP. La sacarosa, al
ser un dimero de glucosa y fructosa, es primero hidrolizada por la enzima invertasa y
posteriormente fermentada. Cada molécula de glucosa es convertida a dos moléculas de
piruvato o acido piravico en un proceso llamado glucdlisis. El piruvato es transformado a
acetaldehido mediante la enzima piruvato-descarboxilasa y el acetaldehido da paso a la

formacion de etanol mediante la enzima alcohol-deshidrogenasa. Cémo en la figura 2
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Figura 2. Fermentacion alcohdlica. Fuente : Espinoza (2014).

1.2.4 Compuestos Volatiles.

Los compuestos volatiles tienen diferente origen, pueden estar contenidos en la materia
prima y variar entre especies, regiones geograficas y entre condiciones climaticas de
cultivo o pueden generarse durante la fermentacion en funcion de la cepa, caracteristicas
del mosto y condiciones del proceso, o durante la maduracion del producto (Pinal et al.,
1997).

Dentro de estos compuestos se encuentran los alcoholes superiores, los acetales y los
ésteres. Existen en la literatura diversos trabajos sobre los factores que influyen en la

formacion de compuestos organolépticos, sin embargo, en el caso del mezcal el



conocimiento cientifico sobre este tema es incipiente y el resto de la informacion
disponible se basa sobre la experiencia acumulada durante anos por los productores de

mezcal.

1.2.5 Microorganismos involucrados

Las bebidas fermentadas que se producen de forma tradicional como el mezcal, se
obtienen mediante fermentaciones espontaneas, es decir, no se afaden indculos
comerciales, sino que actuan los microorganismos naturales presentes en el sustrato.
Durante este tipo de fermentaciones no se obtiene el producto de la accion de una Unica
especie, ya que en ellas se llevan a cabo procesos bioquimicos muy complejos, en los

que intervienen e interaccionan levaduras y bacterias (Torija., 2002).

El principal argumento a favor indica que en estas fermentaciones se consiguen
caracteristicas organolépticas tipicas de la zona que no estarian presentes si se utilizara
un indculo de cepas foraneas. La composicion cualitativa y cuantitativa de la microbiota
presente a lo largo de la fermentacion del mosto puede depender principalmente de los
siguientes factores: La region de origen de la materia prima, el procedimiento de

produccion, la temperatura y el pH (Torija., 2002).

En estudios realizados por Lépez., 2020, se han encontrado en el mezcal levaduras del
género Saccharomyces, existen otras levaduras no-Saccharomyces como Candida,
Kluyveromyces y Schizosaccharomyces. En el caso de las bacterias acido lacticas hasta

el momento se ha encontrado tres géneros; Lactobacillus, Weisella y Leuconostoc.

1.3 Bacterias acido - Lacticas (BAL).

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son bacterias Gram-positivas, catalasas negativas, y
anaerobio-facultativas (Settanni et al., 2010). Para su aislamiento se han empleado
diversos medios de cultivo como Man Rogosa Sharpe (MRS) y Rogosa Agar, mejor

conocido como Lactobacillus selection Agar (LBS) para Lactobacillus spp, M17 para



Lactococcus spp y el medio MSE (Mayeux, Sandine & Elliker) para Leuconostoc spp.
(Mayeux et al., 1962). Utilizando éstos medios es posible realizar un aislamiento dirigido
de BAL, en que los géneros mas importantes en la industria alimenticia son; Lactobacillus,

Lactococcus, Pediococcus y Leuconostoc (Leroy., 2002).

Desde hace miles de afios se han usado microorganismos para la obtencion de alimentos
fermentados y como métodos de conservacion de estos, En 1857 Louis Pasteur describe
su interaccién con los alimentos, fue ahi donde se inicia la investigacion de

microorganismos en alimentos (Stiles et. al., 1997).

Las BAL forman parte del grupo de microorganismos presentes en alimentos estudiados
a través del tiempo, actualmente, se analiza a manera de detalle la funcionalidad de estas
bacterias en una amplia variedad de alimentos, plantas y animales, el papel que
desempenan en el medio en el que se desarrollan, como fermentadores principales,
conservadores naturales, brindadores de caracteristicas organolépticas y funcionalidad
en alimentos. En plantas y animales forman parte del microbiota, brindando nutrimentos

esenciales para su desarrollo o proteccion frente a patégenos, y en humanos

especificamente la importancia de su actividad antinflamatoria, anticolesterolémica y

antimicrobiana (Moreno et al., 2008).

Las BAL son un grupo de bacterias relacionadas que producen acido lactico como el
principal metabolito (Devlieghere et al., 2004), son microorganismos nutricionalmente
exigentes, capaces de hidrolizar péptidos de la leche. La concentracion de aminoacidos
libres en la leche es muy limitada, asi el crecimiento sostenido de BAL depende de la
produccion de proteinasas peptidasas y sistema de transporte de aminoacidos y péptidos

especificos (Pescuma et al., 2008).

Las bacterias acido-lacticas (BAL) desdoblan carbohidratos y producen acido lactico y
otros metabolitos descendiendo el pH hasta 4,7 (Axelsson et al., 2004). Se clasifican en



homo o heterofermentativas (Escobar., 1999). Las bacterias homofermentativas sintetizan
s6lo acido lactico sin liberar CO2. Entre ellas esta Lactobacillus plantarum, utilizado para
fabricacion de masas acidas, leches acidas, carnicos madurados y vegetales fermentados
(Onilude et al., 2005). Las bacterias hetero fermentativas generan, ademas de acido
lactico, una cantidad apreciable de etanol, acetato y CO2, como Lactobacillus brevis y

Leuconostoc sp (Madigan., 2003).

También contribuyen al sabor, aroma, textura y al valor nutricional de alimentos
fermentados a través de la produccion de exopolisacaridos (EPS), debido a su actividad
metabdlica sobre proteinas, azucares y lipidos, lo que contribuye a la digestibilidad de los

alimentos y a la preservacion del producto final (Pescuma et al., 2008).

Las bacterias acido lacticas (BAL) desdoblan carbohidratos y producen acido lactico y
otros metabolitos descendiendo el pH hasta 4,7 (Axelsson 2004). Se clasifican en homo
o heterofermentativas (Escobar 1999). Las bacterias homofermentativas sintetizan sélo
acido lactico sin liberar CO2. Entre ellas esta Lactobacillus plantarum, utilizado para
fabricacion de masas acidas, leches acidas, carnicos madurados y vegetales fermentados
(Onilude 2005). Las bacterias heterofermentativas generan, ademas de acido lactico, una
cantidad apreciable de etanol, acetato y CO2, como Lactobacillus brevis y Leuconostoc
sp. (Madigan 2003).

También contribuyen al sabor, aroma, textura y al valor nutricional de alimentos
fermentados a través de la produccion de exopolisacaridos (EPS), debido a su actividad
metabdlica sobre proteinas, azucares y lipidos, lo que contribuye a la digestibilidad de los

alimentos y a la preservacion del producto final (Pescuma et al., 2008).

1.3.1 Géneros reportados y de mayor interés de las BAL .

Las caracteristicas que comparten la mayoria de estas bacterias son: la morfologia
cocoide, bacilar o cocobacilar, Gram positivos, no esporulados, aerotolerantes,
microaerdéifilicos o0 anaerobios facultativitos, mesodfilos, no poseen citocromos, catalasa

negativos (en algunos casos pueden presentar actividad de pseudocatalasa), acidéfilos o



acidotolerantes, de metabolismo quimiorganotrofo y estrictamente fermentativo,

produciendo acido lactico como principal producto de la fermentacion. (Saenz 2008).

A continuacion, se describen a los géneros mas importantes en la industria alimentaria:

1.Lactococcus: contiene 12 especies (L. fujiensis, L. garvieae, L. lactis, L. piscicum, entre
otras), es representado por la especie tipo Lactococcus lactis, con dos subespecies lactis
y cremoris. Las bacterias de este género son cocos dispuestos individualmente, en pares
o cadenas cortas, con caracter homofermentativo y especies capaces de crecer a 7°C o
menos. (Jay., 2006). es un microorganismo mesofilo, capaz de fermentar la
lactosa produciendo acido lactico en gran cantidad, de la misma forma es capaz
de producir algunas substancias antibacterianas conocidas como bacteriocinas,
entre las cuales destacan la nisina y la diplococcina. (Rodriguez et al., 2007).
Puede ser utilizada tecnolégicamente como biopreservador, controlando el
crecimiento de bacterias patdégenas como el Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e incluso algunas especies del
género Clostridium, los cuales son responsables de serios problemas de

conservacion en diversos productos lacteos. (Leroy et al., 2004).

2.Leuconostoc: contiene 18 especies (L. mesenteroides, L. pseudomesenteroides, L.
citreum, L. kimchii, entre otras.) Son cocos ovoides que en mayoria de los casos estan
dispuestos en cadenas, intrinsecamente resistente a la vancomicina. Todo el género tiene
caracter heterofermentativo y pueden producir dextranos a partir de sacarosa. ( Dworking
et al., 2006). Esta bacteria es ampliamente utilizada en la elaboracion de quesos de cabra

artesanales, asi como uno de los responsables de darle la viscosidad al pulque.

3.Pediococcus actualmente contiene 9 especies (P. acidilactici, P. cellicola, P.
claussenii, P. damnosus, entre otras.). Estas bacterias suelen disponerse en pares o
tétradas, y se dividen a lo largo de dos planos de simetria, como Tetragenococcus y
Aerococcus y son estrictamente homofermentativos. (Haakensen et al., 2009). son las

principales especies utilizadas en suplementos probidticos para animales y humanos,



asi como en la produccion de bacteriocinas (pediocina) e indculo en los procesos

fermentativos para evitar contaminaciones. (Endo et al., 2016).

4.Streptococcus actualmente contiene mas de 50 especies. La division celular en este
geénero se produce a lo largo de un eje unico en estas bacterias, por lo que se disponen
en cadenas o pares. Existen especies patdégenas para el ser humano, siendo las mas
importantes los Streptococcus alfa-hemoliticos (S. pneumoniae y S. viridans) y beta-
hemoliticos de los grupos A y B de acuerdo con la clasificacion de Lancefield. Algunos
Streptococcus de uso alimenticio pertenecen al grupo viridans, pseudotaxonomia
empleada para referirse a especies que no poseen antigenos de Lancefield y son alfa-
hemoliticas como S. thermophilus, y no hemoliticas (Facklam, 2002). S. thermophilus
en la industria de la alimentacién tiene un papel esencial, ya que se usa como cultivo
para elaborar productos fermentados, en el cuerpo humano tiene varias funciones
importantes: mejorar la digestion de la lactosa convirtiéndola en acido lactico, controlar
las diarreas causadas por bacterias patégenas gracias a la barrera que forman en la

flora intestinal, y controlar la gastritis e infecciones causadas por Helicobacter pylori.

5.Lactobacillus: contiene mas de 180 especies (L. acidophilus, L. casei, L. paracasei,
L. plantarum, L. salivarius, entre otros.) Este género posee una morfologia de bastén,
una alta tolerancia al peréxido de hidrégeno, muchos Lactobacillus poseen
metabolismo homofermentativo, y algunas especies, heterofermentativo. Son
aerotolerantes a pesar de la ausencia completa de la cadena respiratoria. (Archibald
1981). Estas bacterias son probidticos ya que ayudan en la flora intestinal, ayudan a

mejorar la digestion, tienen efecto antibacteriano.

1.3.2 Clasificacion de bacterias acido lacticas de acuerdo con su ruta metabdlica.

Saenz 2008 clasifica a las BAL de la siguiente manera:

e Homofermentativas obligadas: incluyen a las especies del grupo

Thermobacterium y lactobacillus como Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb.



gasseri. Lb. Helveticus, oxidan la glucosa y otras hexosas hasta acido lactico a
través de la via fermentativa Embden- Meyerhof- Parnas, mediante la
participacion de la enzima llamada fructosa 1,6-difosfato aldosa. Estas bacterias
carecen de las enzimas glucosa 6- fosfato deshidrogenada y 6- fosfogluconato
deshidrogenasa, debido a ello no son capaces de fermentar las pentosas ni el
gluconato.

¢ Heterofermentativas obligadas: estas bacterias (Leuconostoc y Lactobacillus Lb.
some, Lb buchneri y Lb. reuteri; Lb. fermentum; Lb. brevis; Lb. Bifermentans y
Betabacterium) degradan la glucosa y otras hexosas hasta acido lactico, didxido
de carbono, acido acético o etanol y las pentosas hasta acido lactico y acido
acético, a través de la ruta metabolica de las pentosas fosfato(fosfocetolasa), con
la participacion de la enzima fosfocetolasa y carecen de la enzima 1,6-difosfato
aldosa.

e Heterofermentativas facultativas: el resto de las bacterias lacticas (Lactobacillus,
Carnobacterium, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus,
Streptococcus, Vagococcus y Tetragenococcus) fermentan las hexosas casi
exclusivamente hasta acido lactico por la via Embden- Meyerhof- Parnas, pero
algunos microorganismos a pesar de no presentar la enzima fosfocetolasa, en
condiciones limitantes de carbohidratos y anaerobiosis, producen ademas acido
férmico, acido acético y etanol. Con lo que respecta a la utilizacion de las pentosas,

la mayoria de estos.

e microorganismos son capaces de fermentarlas por accion de fosfocetolasa

inducible, produciendo cantidades equivalentes de acido lactico y acido acético.

La clasificacion de las bacterias lacticas (BAL) en homofermentativas obligadas o
heterofermentativas obligadas se basa en la presencia o ausencia de las enzimas
aldolasa o fosfocetolasa, que son fundamentales en las vias de Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP) y fosfocetolasa, respectivamente. Las BAL homofermentativas obligadas
presentan aldolasa y no tienen fosfocetolasa, mientras que las BAL heterofermentativas

obligadas muestran el patron inverso. Por otro lado, las BAL heterofermentativas



facultativas poseen las enzimas necesarias para ambas rutas metabdlicas (Holzapfel et
al., 2014).
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Figura 4. Fermentacion Heterolactica. Ruta Embden-Meyerhoff.

1.3.3 Clasificacion de acuerdo con su temperatura

Las BAL también se clasifican segun la temperatura ideal de crecimiento en: mesofilas y

termofilas.

Mesodfilas

Temperatura éptima de incubacion, 20-25 °C; volumen de cultivo liquido, 1-2%; tiempo de
incubacion, 18-20 horas; acidez final, 0,8% de acido lactico. Especies: Lactococcus lactis

subs lactis, Lactococcus lactis subs cremoris, Lactococcus lactis,



biovariedad diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subs cremoris. Utilizacion: kumis,

quesos semimadurados (Blanco et al., 2006).

e Termofilas

Temperatura 6ptima de incubacion, 40-45 °C; volumen de cultivo liquido, 2-3%:; tiempo de
incubacion, 2-4 horas; acidez final, 0,9% de acido lactico. Especies: Lactobacillus delbruekii
subsp bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius subsp thermophilus
(Blanco et al., 2006)

1.4 EI ADN

El ADN tiene una estructura de doble hélice. Cada hélice es un polimero que consta de
millones de nucledtidos, que son sus unidades monoméricas. Cada nucleédtido esta
compuesto por una desoxirribosa, una base que puede ser purica o pirimidinica, y un
grupo fosfato. Las dos cadenas de ADN son antiparalelas y se conectan mediante
puentes de hidrégeno que se establecen entre bases complementarias (A-T y G-C) de
ambas hebras. Esta disposicidon forma la estructura de doble hélice, en la cual las bases
de los nucledtidos estan orientadas hacia el interior, mientras que los grupos fosfato y
las desoxirribosas se situan en el exterior, formando los esqueletos fosfodiéster de cada
hélice. Los pares de nucledtidos estan separados por 3.4 A, y se produce una vuelta de
la hélice cada diez pares de nucleétidos (34 A). La variacion fundamental entre todas las
moléculas de ADN que constituyen el material genético de los organismos vivos radica
en la secuencia de estos cuatro tipos de nucleétidos, que poseen las bases A, T,Gy C

en cada molécula de ADN (Necochea et al., 2004).
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1.4.1 Funcion de los acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos cumplen funciones esenciales en el almacenamiento,
expresion y replicacion de la informacion bioldgica. En términos generales, todas
las moléculas de ADN presentan una configuracién similar. Sin embargo, el ADN
de cada especie de organismo posee una secuencia de bases unica, y su
estructura primaria se organiza en unidades funcionales denominadas genes. La
informacion contenida en esta secuencia tiene diversas funciones. Los genes
estructurales son responsables de codificar enzimas, proteinas estructurales y
proteinas reguladoras. El primer paso en la sintesis de proteinas consiste en la
produccion de una molécula de ARN, utilizando como molde un segmento de una
de las cadenas de ADN. Durante el proceso de transcripcion, el orden de los
desoxirribonucleétidos de uno o mas genes se transfiere secuencialmente a una
cadena complementaria de ribonucledtidos. Este proceso es llevado a cabo por
la enzima ARN polimerasa vy, al igual que la replicacion del ADN, ocurre en la

direccion de $' a 3'. En los procariontes, debido a la ausencia de una membrana



nuclear, las moléculas de ARN que se generan a partir de los genes son
traducidas de inmediato en los ribosomas para formar proteinas. En contraste, en
los eucariontes, el ARN transcrito es transportado del nucleo al citoplasma a
través de la membrana nuclear. Ademas, los genes de los eucariontes contienen
intrones, que son segmentos de ADN que interrumpen la region codificante del
gen (exdn). Al transcribirse un gen en el nucleo de las células eucariotas, el ARN
resultante incluye tanto las regiones de los intrones como las de los exones. Esta
molécula de ARN se somete a un proceso de "maduracion” para convertirse en
ARNmM maduro, que se exporta del nucleo al citoplasma, donde posteriormente

se traduce en proteina (De Necochea et al., 2004).



1.4.2 Identificacion por métodos moleculares.

Segun Romero et al. (2014), una de las principales ventajas de las técnicas moleculares
sobre los métodos fenotipicos es su capacidad para distinguir microorganismos que
estan estrechamente relacionados, incluso a nivel de cepa, y su aplicacion es universal.
La aplicacion de estas técnicas comienza con la extraccién de ADN, donde la obtencion
de datos confiables y reproducibles depende en gran medida de la pureza e integridad
del ADN extraido. Este proceso implica el aislamiento y purificaciéon de las moléculas de
ADN y se basa en sus caracteristicas fisicoquimicas.

La electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida es una de las metodologias mas
comunes en laboratorios para trabajar con acidos nucleicos. A través de la electroforesis,
es posible separar fragmentos de ADN y ARN segun su tamafo, visualizarlos con una
tincion sencilla y asi determinar el contenido de acidos nucleicos en una muestra, lo que
proporciona estimaciones sobre su concentracion y grado de integridad. Ademas, se
pueden extraer los fragmentos de ADN de interés del gel para su uso en diversas
aplicaciones.

La electroforesis en geles de agarosa se utiliza comunmente para separar y purificar
fragmentos de ADN cuando no se requiere un alto poder de resolucion. En contraste, la
electroforesis en geles de poliacrilamida, aunque limita el tamano de los fragmentos que
se pueden separar (5-600 pb), ofrece un mayor poder de resolucién, permitiendo la
separaciéon de moléculas que difieren en solo un par de bases. Estos geles se corren de
forma vertical y su elaboracion y manipulacion son mas complejas.

Los geles de agarosa tienen un menor poder de resolucién en comparacion con los de
poliacrilamida, ya que no pueden separar moléculas de ADN que difieren en menos de
aproximadamente 50 pb. Sin embargo, su rango de separacion es mas amplio (desde 50
pb hasta aproximadamente 40 kb), dependiendo de la concentracion del gel (0.3-2% p/v);
a menor concentracion de agarosa, mayor es el tamano de las moléculas que se pueden
separar, y viceversa. Este amplio rango de tamafnos hace que los geles de agarosa sean
ideales para analizar productos de digestiones con enzimas de restriccion, lo cual se
puede combinar con otras técnicas como el Southern blot y también para evaluar los
productos de una reaccion de PCR. Los geles de agarosa convencionales se corren en
una camara de electroforesis horizontal, donde se aplica un campo eléctrico uniforme y
constante.1.5 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)



La PCR es un rapido procedimiento usado para amplificar un segmento especifico de ADN,
técnica analoga al proceso de replicacion del ADN que tiene lugar en las células. Una de las
razones de su éxito es la simplicidad de la reaccion y la facilidad para realizar cada una de
las etapas, por lo que es usada en analisis de ADN y en los analisis de los procesos celulares
y moleculares. Las aplicaciones de esta técnica son muy diversas, estas incluyen la
clonaciéon directa del ADN gendmico o ADN complementario, mutagénesis in vitro e
ingenieria del ADN, ensayos para detectar la presencia de agentes infecciosos, diagnodsticos
prenatales o enfermedades genéticas, analisis de la variacion de secuencias alélicas y la
secuenciacion directa del ADN gendmico y complementario. Para su implementacion es
necesario conocer las secuencias del ADN que flaquean el fragmento que se desea

amplificar, y a partir de esta informacién se pueden sintetizar quimicamente los

oligonucledtidos u oligonucleotidos complementarios a cada una de las hebras de la doble
hélice de ADN, Los reactivos requeridos para la PCR incluyen la enzima Taq ADN
polimerasa, los eslabones de las hebras de ADN o deoxiribonucledsidos trifosfatos (ANTP's)
y al amortiguador apropiado para la enzima, el cual es generalmente optimizado con
diferentes concentraciones de magnesio, un cofactor de la reaccidn de polimerizacion. Este
ultimo elemento es uno de los componentes criticos de la PCR, ya que no solo afecta la
enzima, sino también al ensamblaje de los oligonucleodtidos. La técnica de PCR incluye tres
etapas criticas definidas por tiempos y temperaturas especificas: 1) desnaturalizacion, 2)
alineacion y 3) extensiéon (Figura 4). Cada una de estas etapas es repetida 30-40 veces en
ciclos térmicos. En el primer ciclo la doble hélice templete o molde es desnaturalizada por
calor a una temperatura de 90° C, al separarse las dos hebras de ADN, la region de interés
por ser amplificada se vuelve mas accesible. La mezcla de reaccién es enfriada a una
temperatura entre 40-60° C permitiendo que el grueso de las hebras se mantenga
separadas, pero a la vez, permitiendo la hibridacion de las secuencias pequefias mas
homologas presentes, en este caso los oligonucleotidos adicionados, los cuales se
encuentran presentes en exceso. Durante la ultima etapa caracterizada por la temperatura
a 72° C, se lleva a cabo la extensién del nuevo ADN, mediante la accién de una ADN

polimerasa termoestable, la Taq ADN polimerasa (Hernandez Mota., 2009).
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El avance mas significativo en la técnica fue el descubrimiento de las ADN polimerasas
termoestables y termoactivas, que mantienen su actividad a altas temperaturas. En 1976
se aislo la primera de estas polimerasas, conocida como Taq polimerasa, a partir de la
bacteria Thermus aquaticus, que habita en ambientes acuaticos con temperaturas
cercanas a los 100 °C. Esta nueva enzima facilité la simplificacion y automatizacion del
proceso de PCR, eliminando la necesidad de agregar polimerasa en cada ciclo. Aunque
la Taq polimerasa es la enzima mas utilizada en PCR, presenta la desventaja de carecer
de actividad “correctora” (actividad nucleasa 3' — 5'), lo que puede dar lugar a errores
durante la replicaciéon del ADN. No obstante, se han descubierto ADN polimerasas
termoestables, termoactivas y de alta fidelidad (con actividad “correctora”) derivadas de
bacterias del dominio Archaea, como la ADN polimerasa Pfu de Pyrococcus furiosus
(Diaz et al., 2022).

En la actualidad, para llevar a cabo la PCR, se necesita mezclar en microtubos el ADN
molde, la ADN polimerasa, los desoxirribonucleétidos (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), una



solucién amortiguadora, un cofactor para la polimerasa (generalmente magnesio) y los
iniciadores. La reaccion se lleva a cabo en dispositivos llamados termocicladores, que se
programan para generar los ciclos de temperatura necesarios para la amplificacién (Diaz
et al., 2022).

1.5.1 Desnaturalizacion Inicial

Generalmente, la PCR comienza con un ciclo de desnaturalizacion, donde se separa la
doble hélice del ADN al romperse los puentes de hidrogeno. La temperatura y el tiempo
para esta etapa dependen de las caracteristicas del ADN y de la ADN polimerasa

utilizada, y por lo general se establece entre 94 y 96 °C durante 5 a 10 minutos.

1.5.2 Ciclos de la PCR

A continuacion, se realizan ciclos sucesivos de desnaturalizacion, alineamiento vy

extension, que suelen repetirse entre 25 y 35 veces.

1.5.3 Desnaturalizacion

Durante esta etapa, es crucial que el ADN molde se desnaturalice por completo. Para
lograrlo adecuadamente, se recomienda mantener temperaturas de 94 °C durante 30
segundos a 1 minuto. Si el ADN tiene un alto contenido de guanina y citosina, se sugiere
aumentar el tiempo o la temperatura. La actividad de la enzima disminuye rapidamente
a partir de los 95 °C, por lo que a estas temperaturas o superiores se aconseja reducir el

tiempo de incubacion.
1.5.4 Alineamiento
Al bajar la temperatura de incubacion, los iniciadores se unen al ADN molde en las zonas

3' complementarias. Ambos iniciadores se unen especificamente al ADN, flanqueando el

fragmento que se desea amplificar. La temperatura y el tiempo de esta etapa dependen



de tres factores relacionados con los iniciadores: concentracion, numero de bases y
porcentaje de guanina-citosina. En practica, la temperatura de alineamiento oscila entre
45 y 65 °C, con un tiempo de incubacién de 30 segundos a 1 minuto. Esta temperatura
se calcula en funcion de las caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados. La
temperatura a la que la mitad de los oligonucleétidos se unen a su objetivo (Tm) se
calcula considerando el tamafio de los oligos y su contenido de GC (%GC). Tras la
desnaturalizacion de las hebras de ADN, se incuba a una temperatura cercana a la Tm
para que los oligonucledtidos puedan encontrar y unirse a su region complementaria en

el molde.

1.5.5 Extension

Esta etapa, también conocida como elongacion, amplificacion o polimerizacion, implica
la sintesis de la nueva cadena de ADN a partir del extremo 3’ del iniciador mediante la
accion de la ADN polimerasa, que utiliza los cuatro dNTP como sustratos. En la mayoria
de las reacciones, la etapa de extension se lleva a cabo a 72 °C, ya que es la temperatura
en la que la Taq polimerasa (la enzima mas comunmente utilizada) muestra su maxima
actividad. El tiempo de extension varia segun la longitud del fragmento que se amplifica,

dado que la Taq polimerasa puede anadir entre 500 y 1000 nucleétidos por minuto.

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo

sraturabzacion inicial ( ¥ sucesvos de PCR Extension final

Figura 7. Etapas de la PCR. Temperaturas, tiempos y ciclos estandares



1.5.6 Extension final

1.5.6.1 Condiciones del PCR

Es recomendable comenzar con las mismas condiciones que se han reportado para el
oligonucledtido en uso. En el caso de un oligonucleétido disefiado en el laboratorio (0 uno
no reportado), se puede iniciar la técnica bajo condiciones estandar y, segun los resultados,
hacer modificaciones si es necesario (tabla 7). Se sugiere comenzar con un numero reducido
de muestras (por ejemplo, de 5 a 10 ADNss diferentes), y una vez que se haya establecido
la PCR, se puede proceder a realizar el experimento con las muestras requeridas (Garcia et
al., 2022).

Una recomendacion crucial es asegurarse de que la mezcla de PCR sea lo mas homogénea
posible. Un error comun en este proceso se produce al congelar y descongelar los reactivos,
ya que esto puede alterar sus concentraciones y/o generar gradientes en los tubos. Para
lograr una mezcla homogénea y obtener resultados reproducibles, es fundamental que todos
los reactivos se descongelen completamente sobre hielo. Ademas, para garantizar que se
utilice la misma cantidad de cada reactivo en el experimento, se deben invertir los tubos y
darles pequefios golpecitos con los dedos; dado que el contenido tiende a quedar adherido
a las paredes, se puede utilizar una pico fuga (una centrifuga pequefia) para reunir el liquido,
aunque también se puede juntar a mano con sacudidas fuertes hacia abajo, aunque esto
ultimo no es tan efectivo. Estas pautas se aplican a todos los reactivos, excepto a la
polimerasa, que nunca se retira del congelador a -20°C; cuando se necesita, se extrae
directamente del congelador. Una vez que la mezcla se ha realizado en el tubo y se ha
afnadido la Taq, se invierte suavemente varias veces (sin generar burbujas, ya que esto
puede desnaturalizar la polimerasa) y se coloca la mezcla en la pico fuga. Finalmente, los
tubos deben mantenerse en hielo o a 4°C hasta que se introduzcan en el termociclador, para

evitar que la polimerasa sintetice fragmentos inespecificos (Garcia et al., 2022).

1.6 Gen 16 s ribosomal



El ribosoma bacteriano esta compuesto por dos subunidades 30S y 50S, la subunidad 30S
contiene la molécula de ARNr 16S y la subunidad 50S contiene ARNr 5S y 23S. Los
fragmentos 5S, 16S y 23S se han empleado en estudios filogenéticos, siendo el 16S el mas
adecuado en el estudio de procariotas con cerca de 1550 pares de bases. Los genes ARNr
16S y 23S contienen secuencias conservadas, variables e hipervariables. Actualmente, la
secuenciacion de los genes ribosémicos 16S es la herramienta mas poderosa y fiable en los
estudios de relaciones filogenéticas entre bacterias. Esta molécula, considerada un
marcador, contiene regiones altamente conservadas y presencia universal. Esta técnica
consiste en amplificar los genes por PCR usando iniciadores universales de regiones
conservadas a ambos lados del gen. Una vez obtenida la secuencia, puede ser alineada,
comparada con las secuencias almacenadas en bases de datos y calculada su similitud
(Rodicio et al., 2004). Muchas especies de las BAL han sido identificadas a través de esta

técnica.

1.7 Métodos de Analisis del ADN

1.7.1 Cuantificacion del ADN

Una vez obtenido el material genético, es crucial evaluar el rendimiento mediante
espectrofotometria. La ley de Beer-Lambert establece que la concentracion de una
molécula en solucion esta relacionada con la cantidad de luz absorbida por las moléculas
disueltas. Una de las caracteristicas del ADN es su capacidad para absorber luz
ultravioleta (UV) a 260 nm, lo que permite estimar su concentracion a través de
espectrofotometria. Cuando la longitud de la celda que contiene el ADN es de 1 cm, la
absorbancia se iguala a la densidad éptica (DO). Para el ADN gendémico o de doble
cadena, una densidad o6ptica de 1 equivale a 50 pg/ml. Es fundamental tener en cuenta
el factor de dilucidon para convertir la concentraciéon a nanogramos por microlitro (ng/ul).
Con algunos equipos, como el espectrofotometro NanoDrop, no es necesario diluir la
muestra, ya que el equipo proporciona directamente la concentracion en ng/ul. Dado que

para una reaccion de PCR se requieren entre 10 y 200 ng, es necesario alcanzar al



menos 5 ng/ul de ADN en cada muestra. Si se recuperan 50 pl, el rendimiento neto de la
extraccion seria de 0.25 pg. Concentraciones mas bajas complican la estandarizacién de
la PCR vy otras técnicas. Para evaluar la pureza del ADN, se compara la absorbancia a
260 nm y 280 nm. Se considera que una proporcion de 1.8 indica ADN puro, mientras
que proporciones inferiores sugieren la presencia de proteinas. Otra medida para valorar
la pureza de los acidos nucleicos es la relacion 260/230, cuyos valores aceptables
oscilan entre 2.0 y 2.2; una relacion inferior indica la presencia de contaminantes como

carbohidratos o fenol (Velazquez et al., 2009).

1.7.2 Comprobacién del ADN mediante electroforesis.

Ademas de conocer la cantidad y calidad del ADN por espectrofotometria, es importante
conocer si el ADN obtenido esta integro. La integridad del ADN se puede observar
mediante electroforesis en gel de agarosa. Si el ADN esta integro, se debe observar una
banda estrecha cercana al pozo en que se colocd la mezcla de ADN. Si esta
fragmentado, se observara una banda de mas de un cm de ancho o un sendero luminoso
en el carril de la muestra (Figura 7). EI ADN fragmentado dificulta la amplificacién de
productos de PCR de alto peso molecular y afecta la reproducibilidad de las técnicas.
(Velazquez et al., 2009).

Figura 8. Gel de agarosa para visualizar la integridad del ADN. Carril 1. Marcador de peso
molecular, carril 2 y 3 vacios, carril 4 y 7 muestras con poca fragmentacion, carril 5

muestra fragmentado. Carril 6 muestra integra.

La idea es poder analizar el o los fragmentos obtenidos en el PCR, y la electroforesis, ya

sea en geles de agarosa o de acrilamida, permite separar estos fragmentos de acuerdo al



tamafo de cada uno. Tanto la agarosa como la acrilamida forman una especie de red con
agujeros de tamanos diferentes, por la cual obligamos a pasar los fragmentos de ADN,
“‘jalandolos” a través de corriente eléctrica, hacia el polo positivo, ya que la carga de una
molécula de ADN es negativa por la presencia de grupos fosfato (P-). Los fragmentos mas
pequefios pasaran primero a través de la red de agujeros, mientras que los mas grandes se
iran retrasando y atorando en los hoyos; de esta manera los fragmentos de tamanos
similares migraran a ritmos similares. Si hay muchos fragmentos de un mismo tamarno se

agruparan todos juntos, por lo que podremos verlos formando lo que llamamos una banda

en el gel. Garcia et al,, 2022).

1.7.3 Secuenciacion de Acidos nucleicos.



Inicialmente, se creia que la secuenciacion de acidos nucleicos era considerablemente
mas complicada que la de las proteinas, lo que provoco escaso avance hasta la década
de 1960. Esto se debid, en parte, a la falta de sustratos puros de tamafio adecuado para
desarrollar métodos eficaces, asi como a la complejidad de los acidos nucleicos. Se
pensaba que la interpretacion de los resultados de la secuenciacién de acidos nucleicos,
qgue consisten en cuatro monémeros, seria mas desafiante que la de las proteinas, que
contienen 20 aminoacidos; por lo tanto, se requeria el aislamiento de productos de
degradacion de mayor tamafo para poder superponerlos y deducir sus secuencias. Sin
embargo, tener solo cuatro componentes se consideraba una ventaja para facilitar los
analisis finales. Al principio, la principal dificultad era la interpretacion de los resultados,
pero a medida que las técnicas mejoraron y se empezaron a estudiar moléculas mas
largas, la complejidad del analisis se volvié mas relevante. Actualmente, la secuenciacion
de acidos nucleicos es mas rapida y sencilla que la de proteinas (Necochea et al., 2004).

La estrategia basica para la secuenciacion de acidos nucleicos es similar a la utilizada
para las proteinas. Esta incluye: 1) la degradacion especifica y fraccionamiento de los
polinucledtidos de interés en fragmentos suficientemente pequefios para ser
secuenciados; 2) la secuenciacion de esos fragmentos pequenos; y 3) el ordenamiento
de los fragmentos a través de la repeticion de los pasos anteriores, utilizando un
procedimiento de degradacién que genera una serie de fragmentos de polinucleétidos
qgue se superponen en los puntos de corte de la serie inicial.

En 1977, se introdujeron dos protocolos para la secuenciacién de ADN. El primero fue el
método de Maxam y Gilbert. Este método, al igual que el de Sanger, genera una
autoradiografia que permite leer una secuencia. Sin embargo, en este caso, se determina
la secuencia de una molécula de ADN utilizando reactivos quimicos que cortan
fragmentos marcados en sus extremos 5'. El segundo método es el de Sanger, que utiliza
una hebra de ADN de cadena sencilla como plantilla para sintetizar la hebra
complementaria, la cual se termina en posiciones especificas. En ambos métodos, la
secuencia de la molécula se establece a partir de las diferencias en los tamanos de los
fragmentos generados (Necochea et al., 2004).1.8 Analisis de secuencias en programas
bioinformaticos

Podemos definir la Bioinformatica como la aplicacion de tecnologia informatica para la
gestion y el analisis de datos bioldgicos. Por otra parte, El Instituto Nacional de Salud (NIH)
de Estados Unidos utiliza una definicion mas completa y define a la bioinformatica como la
investigacion, el desarrollo o aplicacion de herramientas computacionales y enfoques

informaticos para ampliar el uso de datos médicos, de salud o de comportamiento bioldgico,



incluidas las competencias de adquirir, almacenar, organizar, archivar, analizar o visualizar
estos datos. Por lo tanto, no podemos obviar que la bioinformatica se ha convertido en una
disciplina excepcional, ya que permite a los cientificos descifrar y gestionar las enormes
cantidades de datos que se generan a diario o que ya estan disponibles. (Lopera et al.,
2008).

1.8.1 BLAST (Basic Local Alignment search tool).

BLAST o “Basic Local Alignment Search Tool” es posiblemente la herramienta bioinformatica
mas popular. El programa fue creado por Eugene Myers, Stephen Altschul, Warren Gish,
David J. Lipman y Webb Miller en el NCBI (National Center for Biotechnology Information) y
publicado en 1990, convirtiéndose en uno de los articulos mas citados de la década de los
90 (en la actualidad tiene mas de 32.000 referencias). La caracteristica que distingue a
BLAST de herramientas mas tradicionales, como Smith-Waterman, es su énfasis en reducir
el tiempo necesario para realizar el alineamiento local, a cambio de sacrificar la sensibilidad.
Dicha eficiencia temporal se logra gracias al uso de un algoritmo heuristico, no
garantizandose, por tanto, el descubrimiento de la solucién (alineamiento) éptimo. (Carrién,
2011)

El propio NCBI proporciona una version de cdédigo abierto del programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Este hecho ha permitido la aparicion de un gran
numero de variantes, desde optimizaciones hasta implementaciones ad-hoc que resuelven
con soltura determinados problemas. Asimismo, el NCBI tiene habilitado un servidor web
publico que permite realizar busquedas contra las bases de datos contenidas en el NCBI.
Aunque, de esta manera, se garantiza que las bases de datos utilizadas estan actualizadas,
el uso limitado del servidor impide alinear un gran numero de secuencias. Para hacer uso
de BLAST, en primer lugar, es necesario conocer sus parametros principales. Por un lado,
estan los diferentes tipos de programas integrados en la herramienta. Hay un total de cinco
programas BLAST diferentes, los cuales se pueden distinguir por el tipo de secuencia a

buscar (ADN o proteina) y el tipo de base de datos contra la que se hace la busqueda:



e BLASTP compara una secuencia de aminoacidos contra una base de datos de
proteinas.

e BLASTN compara una secuencia de nucleétidos contra una base de datos de
nucleotidos.

e BLASTX compara una secuencia de nucledtidos contra una base de datos de
proteinas.

e TBLASTN compara una proteina contra una base de datos de nucleétidos.

e TBLASTX compara una secuencia de un nucleétido contra una base de datos de

nucledtidos.

Ademas de la base de datos a utilizar, también es necesario especificar la base de datos
sobre la que se quiere realizar la busqueda. Una de las mas utilizadas es la base de datos
nr (coleccion de secuencias ,no redundantes” de GenBank y otros bancos de secuencias).
El otro parametro fundamental es la secuencia de entrada, o fichero con las secuencias de
entrada. Dichas secuencias deben estar en el formato estandar denominado FASTA o Gl

(numero de registro asociado a la secuencia, en caso de tenerlo (Carrién , 2011).
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Figura 9. Proceso BLAST genérico



1.9 Crecimiento microbiano y preindculo

El crecimiento bacteriano inicia al inocular nutrientes con una pequefia cantidad de células.
Durante el crecimiento bacteriano se identifican claramente cuatro fases. Una fase de latencia
en la cual los microorganismos se adaptan al medio en el cual iniciaran la fase de crecimiento
exponencial, durante esta fase el crecimiento bacteriano es maxima y es la mas importante
durante todo el proceso de produccion. Al presentarse un agotamiento de los nutrientes iniciales
se inicia una fase estacionaria donde los microorganismos limitan su crecimiento y

posteriormente entran a la fase de muerte

S
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Figura 10. Concentracion de biomasa y sustrato. Fuente: Dunn 2003.

Otro factor de suma importancia en la fermentacion de azucares es la preparacion del
preindculo e indculo, esto quiere decir que para obtener rendimientos altos de etanol se
debe utilizar un in6culo adaptado a el medio de cultivo y a las condiciones de
temperatura, pH y agitacion a las que se llevara a cabo la fermentacién (Doelle et al.,
1993).



1.10 Tolerancia a etanol

1.10.1 ¢ Qué es la tolerancia al etanol?

La tolerancia al etanol se refiere a la capacidad de ciertos microorganismos, como las
bacterias lacticas, para sobrevivir y proliferar en entornos con concentraciones
significativas de etanol. Esta tolerancia es crucial en varios procesos industriales,
especialmente en la fermentacién alcohdlica, donde el etanol es un subproducto clave.
La concentracion de etanol en el medio puede afectar de manera significativa la viabilidad
y la actividad metabdlica de las bacterias, lo que hace que la tolerancia al etanol sea un
rasgo deseable en organismos que participan en procesos fermentativos. (Papadimitriou

et al., 2016).

La respuesta bacteriana al estrés por alcohol se ha estudiado durante mas de 40 afios,
y el efecto fisiologico del estrés por alcohol ha sido bien descrito. Estos estudios
investigaron principalmente los mecanismos por los cuales los compuestos alcohdlicos
afectan la membrana bacteriana. Por ejemplo, los alcoholes interactuan directamente
con la bicapa lipidica debido a su anfifilicidad, y la fluidez de la membrana se altera por

la insercion de alcoholes en las membranas celulares (Ingram 1976 ).

Este dafio a la membrana causa varias perturbaciones a las células, como fuga de iones

o pérdida de energia. La modificacion de la composicion de la membrana mediante


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6208762/#CR39

manipulacion genética también confiere tolerancia al alcohol (Luo et al. 2009 ). Estos
estudios ilustran que modificar la composicion de la membrana puede mitigar

parcialmente la toxicidad de los alcoholes.

1.10.2 ¢ En qué se basa?

Wang et al., 2022 menciona que la base de la tolerancia al etanol en bacterias lacticas
esta en la capacidad de estas células para resistir los efectos dafinos del etanol en su
membrana celular, enzimaticas y otros procesos intracelulares. El etanol puede causar
dafio celular al aumentar la permeabilidad de la membrana, desnaturalizar proteinas y
alterar el equilibrio de los acidos grasos en la membrana. Las bacterias que presentan

tolerancia al etanol han desarrollado mecanismos para mitigar estos efectos, tales como:

e Modificacion de la membrana celular: Alteraciones en la composicion de acidos
grasos de la membrana para mantener su integridad y funcionalidad en presencia
de etanol.

e Expulsién de etanol: Algunos microorganismos pueden usar bombas de eflujo
para expulsar el etanol fuera de la célula, reduciendo asi su concentracion
intracelular.

e Proteccion de proteinas: Produccién de chaperonas moleculares que ayudan a
las proteinas a mantener su estructura y funcién a pesar de las condiciones

estresantes inducidas por el etanol.

Ademas del comportamiento de estrés cruzado, la adquisicion de tolerancia al estrés en

células bacterianas a veces va acompafnada de un "costo de aptitud", una reduccion de



la aptitud (crecimiento o viabilidad en este caso) en ausencia de estrés. Este fendmeno
esta bien estudiado en el campo de la resistencia a los antibidticos en bacterias
(Andersson y Hughes 2010 ).

La aptitud en ausencia de estrés es importante para la produccion de biocombustibles y
la tolerancia al alcohol. Un posible enfoque para superar este problema es mejorar la
aptitud en la condicion de cultivo (p. ej., medio, temperatura, escala de cultivo), que no

depende de la presencia 0 ausencia de estrés por alcohol. (Jian et al., 2012).

Los compuestos alcohdlicos activan varias redes de respuesta al estrés , por ejemplo,
los mecanismos reguladores del estrés de la envoltura, el estrés oxidativo y el ciclo
respiratorio se ven afectados por los alcoholes. Estas respuestas son inducidas por el
dafio de la membrana y los cambios fisiolégicos del estado celular (por ejemplo, cambios
en la fluidez de la membrana, mal plegamiento de proteinas, fuga de iones). Para
establecer una estrategia racional para mejorar la tolerancia bacteriana al alcohol, es
necesario comprender las actividades celulares relacionadas con la toxicidad del alcohol.
Creemos que los avances en las tecnologias 6micas, incluidas las tecnologias
transcriptomicas, protedmicas, metaboldmicas y gendmicas, pueden ayudarnos a

comprender el impacto del estrés alcohdlico bacteriano. (Garbe et al., 2001).

1.10.3 ¢ Quiénes la presentan?

La tolerancia al etanol es un rasgo comun en muchas bacterias lacticas, que son un
grupo heterogéneo de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, aerotolerantes o
anaerobicas facultativas, que producen acido lactico como principal producto de la
fermentaciéon de carbohidratos. Especificamente, especies como Lactobacillus,
Leuconostoc, y Pediococcus han demostrado una notable capacidad para tolerar altos
niveles de etanol, lo que las hace valiosas en la produccién de alimentos y bebidas

fermentadas, como el vino, la cerveza y productos lacteos. (Papadimitriou et al., 2016).



Los microorganismos son capaces de producir alcoholes, lo que los convierte en una
fuente importante de energia alternativa que puede reemplazar a los combustibles
fosiles. Sin embargo, estos alcoholes pueden ser toxicos para los propios
microorganismos ya que retardan o inhiben el crecimiento celular y disminuyen el
rendimiento de la produccion. Una solucion es mejorar la tolerancia al alcohol de dichos

organismos productores de alcohol. (Horinouchi, et al .,2018 ).

La tolerancia al alcohol de las bacterias es generalmente inferior a la de la levadura; por
lo tanto, la toxicidad del alcohol es un problema mas grave para la bioproduccion con
bacterias. Una estrategia para superar este problema es desarrollar cepas que tengan

tolerancia a los compuestos objetivo. (Horinouchi, et al .,2018 ).

1.10.4 ;Qué ventajas les confiere?

La capacidad de tolerar etanol confiere varias ventajas competitivas a las bacterias

lacticas en entornos fermentativos :(Wang 2022).

e Supervivencia en entornos hostiles: La tolerancia al etanol permite a estas
bacterias sobrevivir y continuar metabolizando en ambientes donde otras

bacterias podrian sucumbir debido a la toxicidad del etanol.

e Contribucion al proceso fermentativo: Las bacterias lacticas que toleran el etanol
pueden coexistir con levaduras durante la fermentacion alcohdlica, contribuyendo

a la complejidad del sabor y la textura de productos como el vino y la cerveza.



e Competencia ecoldgica: En ambientes fermentativos donde se acumula etanol,
las bacterias que pueden tolerarlo tienen una ventaja selectiva sobre aquellas que

no pueden, permitiéndoles dominar el ecosistema microbiano.

La pared celular es un objetivo importante en nuestra lucha contra las bacterias
patdgenas, incluidas las bacterias lacticas patdgenas. La sintesis de la pared celular
puede inhibirse mediante antibidticos que bloquean ciertos pasos enzimaticos o capturan

uno de los precursores (Silver 2003).

Las bacterias probidticas empleadas para aplicaciones que pueden favorecer la salud
son principalmente lactobacilos, que se enfrentan a una variedad de factores de estrés
durante su produccion y uso. Antes de que una bacteria probidtica comience a cumplir
su funcion bioldgica en el intestino, debe sobrevivir a una serie de desafios ambientales
(Mills et al., 2011). Inicialmente, las bacterias probidticas deben procesarse en una forma
de producto adecuada para permitir el consumo oral en cantidades adecuadas, y luego
deben sobrevivir a las duras condiciones impuestas durante su paso por el tracto
gastrointestinal ( Corcoran et al., 2008). Aunque no se consideran estrictamente
probidticos, cada vez hay mas pruebas de que las bacterias muertas aun pueden tener

un efecto promotor de la salud ( Lew et al., 2013 ).

La envoltura celular es la barrera fisica que separa la célula de su entorno y, como tal, la
primera linea de defensa contra las perturbaciones ambientales. Se ha demostrado que
los cambios en la composicién quimica tanto de la pared celular como de la membrana
celular desencadenados por el estrés ayudan a la supervivencia celular. Mantener la
integridad de la pared celular en condiciones de estrés es una cuestion de vida o muerte
para las bacterias. La envoltura celular también es un organulo celular importante con
varias funciones fisioldgicas. Por lo tanto, no es sorprendente que la envoltura celular
sea el objetivo directo de una multitud de antimicrobianos ( Bush 2012 ). En los ultimos
afnos, se ha demostrado que las LAB, al igual que otras bacterias, controlan de cerca la
integridad de la envoltura celular y que se inducen mecanismos de reparacion

especializados en caso de dafo ( Jordan et al., 2008).



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS .

2.1 Obtencion de la muestra

Se obtuvieron muestras (mostos) del palenque Teozacoalco, Las palmas, San Pablo
Etla, San Dionisio de diferentes agaves, diferente tiempo de fermentacion y diferente pH,

segun el método desarrollado por Espinoza et al., 2021.

2.2 Aislamiento por métodos de diluciones

Las muestras de los mostos de fermentacidn se recogieron de forma aséptica
directamente de la fermentacién en cada uno de los cuatro palenques. Los sitios en los
que se realizo el estudio fueron los siguientes: palenque 1 ubicado en el municipio de
San Dionisio Ocotepec, con una altitud de 1620 msnm (1624601100 N,96-2201100 O);
palenque 2 en San Pablo Etla con una altitud de 1726 m.s.n.m. (17°0901400 N y
964404900 W); y el palenque 3 en el Rio de Las Palmas Coixtlahuaca perteneciente al
municipio de Concepcion Buenavista con una altitud de 1734 msnm (17°5704300 N y
97-.2702500 W). Finalmente, el palenque 4 correspondié al municipio de San Pedro
Teozacoalco con una altitud de 1586 msnm (17.0100100 N y 97-1701200 W). La
temperatura, el pH, y los sdlidos solubles totales de cada uno de los recipientes de
fermentacion se determinaron in situ.

Las muestras se refrigeraron a 4 -C hasta su procesamiento. Las muestras de mosto se
llevaron al laboratorio de control ambiental del Departamento de Ingenieria Quimica y
Bioquimica del Tecnolégico Nacional de México. Ingenieria Quimica y Bioquimica del

Tecnoldgico Nacional de México, en el campus Oaxaca.



¢
== I ] y
P
S X == —
‘/3 )
[ 1.- San Dionisio Ocotepec
I 2- SanPabioEtla
[ 3 - Concepcion Buenavista Rio las Paimas
[ 4-San Pedro Teozacoaico
Figura 11. Localizacién de los palenques en Oaxaca

La técnica para el aislamiento es el de diluciones seriadas en agua peptonada estéril al
1% tomando de las diluciones 1 x10#y 1 x 10-°, 50ul para siembra en cajas Petri en el
medio de crecimiento agar WLD. Las cajas se incubaron a 35 °C por 3 dias en una
incubadora marca ECOSHEL modelo 9052L y se seleccionaron las cepas que por
morfologia macroscopica observada en un microscopio estereoscopico SWIFT MA725
presentaran las caracteristicas siguientes: colonias redondas, bordes regulares vy
pequefas. (Murray 2021).
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Figura 12. Procedimiento del metodo de diluciones



2.3 Aislamiento en medio selectivo para la BAL

Cada colonia se sembré en el medio MRS por técnica de estria cruzada en cuatro

cuadrantes por agotamiento hasta obtener cultivo axénico

Tabla 1. Composiciéon quimica del medio MRS selectivo para bacterias lacticas

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO SLECTIVO PARA BACTERIAS LACTICAS MAN ROGOSE & SHARPE

(gr/L)

Dextrosa 20.0 g/l
Peptona bacteriologica 10.0 g/l
Extracto de carne 8.0 g/l
Acetato de sodio 5.0 g/l
Extracto de levadura 4.0 g/l
Fosfato dipotasico 204/
Tween 80 1.0 g/l
Citrato de amonio 2.0 g/
Sulfato de magnesio 0.2 g/l

Sulfato de Manganeso 0.05 g/l
Agar bacterioloégico 259/l

2.4 Morfologia microscopica



Se realizé en un microscopio 6ptico marca Brand VELABTM, Modelo VE-B10; mediante
tincion Gram; las cuales corresponden a Gram +, siendo bacilos, cocos, cocos en forma

de cadena no esporuladas.

El tamafno de las colonias bacterianas es uniforme entre una misma especie.

+ La forma esta determinada por los bordes y el grosor de la colonia.
* El borde puede ser liso o rugoso e irregular; la colonia, abultada o plana.
* La textura de la colonia es también importante. Puede variar desde seca a viscosa, con

superficie lisa o granular.

2.5 Pruebas bioquimicas y aislamientos dirigidos de las BAL.

Las pruebas bioquimicas consisten en distintos test quimicos aplicados a un medio
biolégico en los cueles es conocida su reccion, nos permite identificar distintos
microorganismos presentes. Su sistema de funcionamiento generalmente consiste en
determinar la actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se le incorpora
a un medio de cultivo y que la bacteria al crecer incorpora o no.

Se emplea a para la identificacién de forma clara y precisa, la cual por la presencia de o
ausencia de una enzima, de un grupo de enzimas o de una via metabdlica completa en

uno o mas microrganismo se utilizan principalmente para identificar y clasificar bacterias.

2.5.1 Fermentacién Heterolactica y Homolactica.

Se elaboro medio mejorado propuesto por Zufiga et al. (1993) denominado como medio

M5 compuesto por:

Tabla 2. Medio M5 g/l
Compuesto Cantidad



Triptona 169

Extracto de levadura 08¢
Fructosa 049
Fosfato de potasio monobasico 049
Tween 80 0.16 ml
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.032 g
Sulfato de manganeso monohidratado 0.008 g
Verde de bromocresol 0.0106 g
Agar técnico 25¢g

Se ajusta el pH a 6.5 se esteriliza bajo una presién de 15 Ib durante 20 minutos se
inocularon las bacterias ademas se incubaron en una temperatura de 28 °C durante un
periodo de 48 horas. Se consideran BAL homolacticas si el medio azul vira a amarillo y

seran BAL heterolacticas si el medio permanece azul.

2.5.2 Crecimiento en M17

Tabla 3. Crecimiento en M17

Compuesto Cantidad

Acido ascorbico 0.15¢
Extracto de carne 0.15¢
Lactosa 1.5¢
Peptona de carne 0.75¢
Agra técnico 759
Peptona de caseina 225¢g
Sulfato magnésico 0.075¢
Fosfato de sodio monohidratado 57¢g

Extracto de levadura 0.75¢



Se esteriliza con una presion de 12 a 14 Ib durante 15 minutos ademas se ajustar el pH
a 7 hasta 7.4 con una temperatura de 28 a 30°C con periodo de tiempo de 48 horas. Sim
embargo, asi como peptona de carne y caseina, el extracto de carne de vaca,
proporcionan nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el
crecimiento. El extracto de levadura es la fuente de vitaminas, particularmente del grupo
B. La lactosa es el carbohidrato que actua como fuente de energia. El acido ascorbico
estimula el crecimiento de estreptococos (Lactococcus lactis). El sulfato de magnesio

proporciona iones esenciales para el crecimiento. El agar es el agente solidificante.

2.5.3 Formacion de Co, en caldo MRS

Se disuelven los gramos correspondientes del caldo MRS en agua destilada, se
colocaron 5 ml en tubos de ensayo y se le agregaron campanas de Durham, se
esterilizaran a 10 Ib por 10 minutos. Se inoculan las BAL con la ayuda de un haza de
platino y se incubaron a 35 °C durante un periodo de 72 horas, la formacion de una

burbuja en la campana de Durham indicara la formacion de Gas.

2.5.4 Prueba de la catalase

Para la realizacion de la prueba se opta por realizar un frotis en el portaobjetos con las
células de las bacterias y se agrego unas gotas de peroxido de hidrogeno al 30% a las

BAL, si se observa un burbujeo indicara la presencia de la enzima catalasa.

2.5.5 Fermentacion de carbohidratos

Se prepara 20 ml del carbohidrato a fermentar a una concentracion del 1% en caldo rojo
base de fenol, se disolvieron con la ayuda de un agitador magnético en una parrilla de
agitacion. Los azucares que se esterilizaron por filtracion con la ayuda de un filtro
bacteriolégico y una jeringa de 3 ml fueron Glucosa, Lactosa, Galactosa, Sacarosa,
Fructosa, Manitol. A los tubos con se les coloco una campana Durham invertida para

detectar produccion de gas.



2.5.6 Reduccion de nitratos

Se elabora el caldo nitratado que se compone de 5 g/L de extracto de carne, 10 g/L de
peptona de carne, 1 g/L de nitrato de potasico y 1 g/L de cloruro sédico. Se disolvié en
agua destilada y se distribuyeron 5 ml del medio en tubos de ensayo para esterilizar a 10
Ib por 10 min. Se inocularon las BAL con la ayuda de un asa de cultivo y se incubaron a
35 — 39 °C por 24 horas. Después de pasar las 24 horas se extrajo 1 ml del cultivo para
colocarlo en un tubo nuevo, se elaboré reactivo Griess-ilosvay que se compone por 1 ml
de solucioén A (8 g acido sulfanilico con 1 litro de acido acético 5N) con 1 ml de solucion
B (5 g de alfa-Naftilamina con 1 litro de acido acético 5N), se adiciono la solucion Griess-
ilosvay al ml anteriormente extraido, si el medio se torna rojo se probara la existencia de

nitritos lo que confirma la reduccién de Nitratos

2.5.7 Oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La

reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa que
activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular
produciéndose agua o peréxido de hidrogeno segun la especie bacteriana. El oxigeno
actua por tanto como aceptor final de electrones en la cadena transportadora de
electrones. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa sélo se encuentra en las
bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas y, excepcionalmente, en algun
microaerdfilo (Vibrio fetus), pero las bacterias anaerobias estrictas carecen de actividad
oxidasa. Asimismo, la presencia de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya
que esta degrada el peréxido de hidrégeno que se produce como consecuencia de la
reduccion del oxigeno y cuya acumulacion es toxica.

Adicionar sobre el crecimiento de una colonia de un cultivo del microorganismo unas
gotas del reactivo para oxidasa (clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%) y
observar si la colonia tiende a cambiar de color (rosa-rojo-negro); la presencia de estos

colores senala la positividad de la prueba (Macfarland, 1990).



2.5.8 Medio Litmus Milk

Actividad proteolitica-acidificante: La determinacion de la actividad proteolitica-
acidificante para cada una de las cepas lacticas autoctonas se determina en tubos de
ensayo con 10 mL de medio Litmus Milk BD Difco® (Becton Dickinson France S.A., Le
Pont de Claix, Francia), el cual se inoculd con 200 uL de una suspensién bacteriana a
una concentracion 3 MacFarland (9.0 x 108 UFC/mL). La incubacién se efectudé durante
7 dias a 30°C, realizando la lectura diaria de los tubos (Nikolic et al., 2008). La
diferenciacion se basa en la produccion de acidos y en la coagulacion y/o protedlisis de
caseina por accion de las bacterias lacticas. La adicion a la leche del "Litmus", un
indicador de pH y oxido-reduccion, extiende su utilidad como medio diferencial
permitiendo observar diferentes reacciones. La reaccion es acida cuando el medio vira
de azul-purpura a rosado-rojo debido a la fermentacién de la lactosa y la glucosa. La
reaccion es alcalina cuando el microorganismo ataca las sustancias nitrogenadas
presentes en el medio, formando amoniaco o aminas, el color del medio permanece sin
cambios. Mientras que la reduccién ocurre cuando el oxigeno es eliminado del "Litmus"
por accidon de la enzima reductasa, generandose una decoloracién del medio. Por otro
lado la coagulacion indica la precipitacion de la caseina por accion acida y en la digestion
se observa una clarificacion del medio y la disolucion de la cuajada por digestion de la

caseina.

2.5.9 Crecimiento en agar LBS

LBS Agar (también conocido como Rogosa Agar) es un medio semidefinido
parcialmente selectivo para el aislamiento y recuento de lactobacilos a partir de

alimentos y flora intestinal, vaginal y dental. Contiene los siguientes compuestos:

Tabla 4. Componentes del Agar LBS



Compuesto Cantidad (Gramos/ litros)
Pancreatico de Caseina 10.0 g/l
Hidrato de acetato de sodio 25.0 g/l
Extracto de levadura 5.0 g/l
Acido Acético 1.3 mi
Fosfato monopotasico 6.0 g/l
Sulfato magnésico 0.575 g/l
Citrato de amonio 2.04gl/
Sulfato de manganeso 0.12 g/l
Glucosa 20.0 g/l
Sulfato ferroso 0.034 g/l
Polisorbato 80 1 ml
Agar 15.0 g/l

2.6 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN molecular, nos basamos en un kit de ZymoResearch para

bacterias. A continuacién se detalla el proceso indicado en el Kit de biologia molecular.

Para un rendimiento optimo, Se agrego beta-mercaptoetanol (suministrado por el
usuario) al tampon de lisis gendmica hasta una dilucion final de 0,5 % (v/v), es decir, 500

pl por 100 ml.

1. Agregamos de 50 a 100 mg (peso humedo) de células fungicas o bacterianas1 que
hayan sido resuspendido en hasta 200 uyl de agua o tampdn isotonico (p. ej., PBS) para
un tubo de lisis ZR BashingBead™ (0,1 mm y 0,5 mm). Agregar 750 pl

Tampdn BashingBead™ al tubo?2.

2. Asegurarlo en un batidor de cuentas equipado con un soporte para tubos de 2 ml y

procese a maxima velocidad durante = 5 minutos.



Nota: El tiempo de procesamiento requerido variara segun el dispositivo y la aplicaciéon
y por lo tanto, debe evaluarse caso por caso.

Por ejemplo, los tiempos de procesamiento pueden ser de tan solo 3 minutos cuando se
utiliza una celda de alta velocidad. disruptores (p. €j., el procesador de muestras portatil
TerraLyzer™, FastPrep® -24 o similar) o hasta 20 minutos cuando se usan velocidades
mas bajas (por ejemplo, Disruptor Genie™ o vortices de sobremesa estandar). Consulte
la documentacion del fabricante para obtener informacion sobre el funcionamiento.

3. Centrifugamos el tubo de lisis ZR BashingBead™ (0,1 y 0,5 mm) en un
microcentrifuga a 10.000 x g durante 1 minuto.

4. Transferimos hasta 400 ul de sobrenadante a un filtro Zymo-Spin™ IlI-F en un

Tubo de recogida y centrifugar a 8.000 x g durante 1 minuto.

5. Agregamos 1200 ul de tampon de lisis gendmica al filtrado en el tubo de recoleccion.
del Paso 4.

6. Transferimos 800 ul de la mezcla del paso 5 a una columna Zymo-Spin™ [ICR3

en un tubo de recogida y centrifugar a 10.000 x g durante 1 minuto.

7. Desechamos el flujo del tubo de recoleccién y repita el paso 6.

8. Agregamos 200 ul de tampdn de prelavado de ADN a la columna Zymo-Spin™ [ICR
en un tubo de recoleccion nuevo y centrifugue a 10 000 x g durante 1 minuto.

9. Agregamos 500 ul de g-DNA Wash Buffer a la columna Zymo-Spin™ [ICR y
centrifugar a 10.000 x g durante 1 minuto.

10. Transferimos la columna Zymo-Spin™ IICR a una columna limpia de 1,5 ml.

tubo de microcentrifuga y agregue 100 pl (35 yl minimo) de elucion de ADN

Buffer directamente a la matriz de columna. Centrifuga a 10,000 x g por 30

segundos para eluir el ADN.

El ADN ultrapuro ya esta listo para usar en sus experimentos.

2.7 PCR



El programa de termociclaje consiste en un ciclo a 95 °C por dos minutos, 30 ciclos [95
°C, un minuto, 56 °C, un minuto; 72 °C, uno punto cinco minutos] y un ciclo de extensién

final de 72 °C por cinco minutos.

Polymerase chain reaction - PCR
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Figura 13. Reaccion en cadena de la polimerasa . Fuente Biorender 2023



CAPITULO 3. RESULTADOS

A continuacion, se muestra la caracterizacion macro y microscopica de los 4 palenques

trabajados.

3.1 Muestreo

Las muestras de los mostos de fermentacidn se recogieron de forma aséptica
directamente de la fermentacion en cada uno de los cuatro palenques. Los sitios en los
que se realizd el estudio fueron los siguientes: palenque 1 ubicado en el municipio de
San Dionisio Ocotepec, con una altitud de 1620 msnm (1624601100 N,96-2201100 O);
palenque 2 en San Pablo Etla con una altitud de 1726 m.s.n.m. (17-0901400 N y
964404900 W); y el palenque 3 en el Rio de Las Palmas Coixtlahuaca perteneciente al
municipio de Concepcion Buenavista con una altitud de 1734 msnm (17-5704300 N y
972702500 W). Finalmente, el palenque 4 correspondié al municipio de San Pedro
Teozacoalco con una altitud de 1586 msnm (17°0100100 N y 97.1701200 W). La
temperatura, el pH, y los sélidos solubles totales de cada uno de los recipientes de
fermentacion se determinaron in situ.

Las muestras se refrigeraron a 4 -C hasta su procesamiento. Las muestras de mosto se
llevaron al laboratorio de control ambiental del Departamento de Ingenieria Quimica y
Bioquimica del Tecnolégico Nacional de México. Ingenieria Quimica y Bioquimica del

Tecnoldgico Nacional de México, en el campus Oaxaca.



[ 1.- San Dionisio Ocotepec

[ 2- San PabioEtla

I 3 - Concepcion BuenavistaRio las Paimas
[I 4-San Pedro Teozacoaico

Figura 14. Localizacion de los palenques en Oaxaca

3.2 Aislamiento

La técnica para el aislamiento es el de diluciones seriadas en agua peptonada estéril al
1% tomando de las diluciones 1 x10“y 1 x 10, 50ul para siembra en cajas Petri en el
medio de crecimiento agar MRS (Man Rogose & Sharpe). Las cajas se incubaron a 32
°C por 3 dias en una incubadora marca ECOSHEL modelo 9052L y se seleccionaron las
cepas que por morfologia macroscopica observada en un microscopio estereoscoépico
SWIFT MA725 presentaran las caracteristicas siguientes: colonias redondas, bordes

regulares y pequeiias.

3.3 Caracterizacion macroscopica

La morfologia microscépica Se realizé en un microscopio 6ptico marca Brand VELABTM,
Modelo VE-B10; mediante tincién Gram; las cuales corresponden a Gram +, siendo
bacilos, cocos, cocos en forma de cadena no esporuladas. El tamafo de las colonias

bacterianas es generalmente uniforme entre una misma especie.



PALENQUE 2 SAN PABLO ETLA Agaveangustifolia.
PALENQUE 1 SAN DIONISIO OCOTEPEC AGAVE ANGUSTIFOLIA.

oocoo @@a0

OAXLIIO11 OAXLIID12 OAXLIIO13 OAXLIIO14

OAXLIOY OAXLIO2 OAXLIO3 OAXLIOA OAXLIOS

PALENQUE 2 SAN PABLO ETLA Agaveangustifolia

OAXLID11 OAXLII012 OAXLID13 OAXLII014

Figura 15. Morfologia de las cepas encontradas en los 4 palenques estudiados

3.4 Caracterizacion Bioquimica

Las pruebas bioquimicas fueron las siguientes: asimilacion de carbohidratos en caldo
rojo base de fenol (Glucosa, Lactosa, Galactosa, Sacarosa, Fructosa, Manitol, Inulina,
arabinosa). Prueba de la catalasa, reduccion de nitratos, crecimiento en M5, Litmus Milk
y formacion de €O, en caldo MRS. El aislamiento dirigido se sembré en medios selectivos
para diversos géneros como: LBS para lactobacillus, MSE para Leuconostoc, M17 para
Lactococcus.

Tabla 5. Pruebas Bioquimicas selectivas para bacterias lacticas del palenque 1



OAXLIO1
OAXLI02
OAXLIO3
OAXLIO4
OAXLIOS
OAXLIO6
OAXLIO7
OAXLIO8
OAXLI09
OAXLIO10
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Tabla 6. Pruebas bioquimicas selectivas para bacterias lacticas. Palenque 2.

M17 ELLIKER MSE CATALASA

OAXLIO1 Hetero fermentativa | Cuajada acida

OAXLI02 Hetero fermentativa | Cuajada acida

Reduccion
acompafiada de
acidificacion

OAXLIO3

Hetero fermentativa

OAXLI04 Hetero fermentativa | Cuajada acida

OAXLIOS Hetero fermentativa | Reduccion

OAXLIO6 Hetero fermentativa | Reduccion

OAXLIO7 Hetero fermentativa | Reduccion

OAXLIO8 Hetero fermentativa | Cuajada acida

OAXLI09 Hetero fermentativa | Cuajada acida

OAXLI010 Hetero fermentativa | Cuajada acida

Tabla 7. Pruebas Bioquimicas Selectivas enfocadas a bacterias lacticas palenque 2.



€0, Crecimiento

OAXLII011 Hetero

fermentativa

Alcalina

OAXLII012
fermentativa

Hetero Acido

OAXLII013
fermentativa

Hetero Acido

OAXLII014
fermentativa

Homo Acido

ELLIKER

MSE

Catalasa




Tabla 8. Pruebas bioquimicas selectivas para bacterias lacticas palenque 3
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OAXLIN015
OAXLIN016
OAXLIN017
OAXLINO018
OAXLIN019
OAXLIN020
OAXLIN021

Tabla 9. Pruebas bioquimicas selectivas para bacterias lacticas palenque 4.

! Galactosa ‘ Manitol
OAXLIV061
OAXLIV062
OAXLIV063
OAXLIV064
OAXLIV065
OAXLIVO66

Tabla 10. Pruebas bioquimicas selectivas para bacterias lacticas palenque 4.

ELLIKER MSE

Hetero Cuajada acida
fermentativa

OOAXLIVO11

OAXLIVO12 Hetero

fermentativa

Cuajada acida

Hetero Reduccion
i fi de

acidificacion

OAXLIVO&1 Hetero

fermentativa

Cuajada acida

OAXLIV062 Hetero Reduccion

fermentativa

Hetero Reduccion

fermentativa

Hetero Reduccion

fermentativa

OAXLIV065 Hetero
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3.5 Identificacion Molecular

Para la extraccion de ADN se utilizd el kit Quick-DNA Fungical/Bacterial Miniprep Kit,
posteriormente se hizo PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), con los siguientes tiempos,
desnaturalizacion a 94 °C por 5:30 minutos, alineacién a 57 °C por 1 minuto y elongacién a 72 °C
por 1 minuto por 30 ciclos, utilizando los primers 1492 (GTTACC TTG TTA CGA CTT)Ry 8 F
(AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG). Posteriormente se mandé a secuenciar el amplicon a la
empresa MACROGEN, las secuencias de nucleotidos se editaron en el algoritmo BLAST para

cotejar sus porcentajes de identidad con especies previamente reportadas.

Las especies encontradas en cada palenque fueron las siguientes

Se obtuvieron en total 31 cepas. Los géneros encontrados para bacterias lacticas de
acuerdo con la bibliografia encontrada como Ramirez y Vélez (2016), Martinez y Ventura
2007 es la siguiente: En el primer palenque, se encontraron dos especies de Lactobacillus
y una especie de Bacillus. En el palenque dos, sélo una especie de Bacillus. En el
palenque tres, dos especies de Lactobacillus y una especie de Bacillus. El palenque

cuatro, una especie de Bacillus y una especie de Lactobacillus.



Frecuencia de Cepas por Palenque
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Figura 16.  Frecuencia de cepas por palenque.

A continuacion, se muestra los porcentajes de identidad, nombre de la especie de cada

microorganismo encontrado, clasificado por palenque.

Tabla 11. Especies encontradas en el palenque 1 San Dionisio Ocotepec, Agave angustifolia Haw

Cubierta de Valor E Por. identidad

consulta

OAXLIO1 Lactobacillus 97.76%

pentosus

OAXLI0O2 Lactobacillus 100% 0.0 99.57%
plantarum




OAXLIO3

OAXLI04

OAXLIOS

OAXLIO6

OAXLIO7

OAXLIO8

OAXLIO9

OAXLIO10

Tabla 12.

cepa

OAXLIO1

OAXLIOZ2

OAXLIO3

OAXLI04

OAXLIOS

OAXLIO6

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
pentosus

Bacillus subtilis

Nombre

Lactobacillus
pentosus

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

20%

100%

100%

100%

100%

79%

100%

71%

Cubierta de

consulta

99%

100%

20%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

Valor E

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

92.31%

99.86%

99.78%

99.64%

99.93%

97.49%

99.93%

90.55%

Especies encontradas en el palenque 2 San pablo Etla, Agave angustifolia Haw.

Por. identidad

97.76%

99.57%

92.31%

99.86%

99.78%

99.64%



OAXLIO7 Lactobacillus 100% 0.0 99.93%
plantarum

OAXLIO8 Lactobacillus 79% 0.0 97.49%
plantarum

OAXLIO9 Lactobacillus 100% 0.0 99.93%
pentosus

OAXLIO10 Bacillus subtilis 71% 0.0 90.55%

Tabla 13. Especies encontradas en el palenque 3 Rio las Palmas, Agave potatorum Zucc.

CEPA NOMRE CUBIERTA DE VALOR E.E P. IDENTIDAD
CONSULTA

OAXLIN015 Lactobacillus 16% e-11 96.00%
pentosus
OAXLIIIO16 Staphylococus 35% 0.0 93.96%
aereus
OAXLIN017 enterococo faecalis 94% 0.0 94.52%
OAXLII018 Bacilo 33% 1e-12 90.91%
amyloliquefaciens
OAXLIII019 Lactobacillus 97% 0.0 96.01%
plantarum
OAXLIN020 Lactobacillus 100% 0-0 99.93%
plantarum
OAXLII021 Bacillus 100% 0.0 89.90%
amyloliquifaciens



Tabla 14. Especies encontradas en el palenque 4 San Pedro Teozacoalco, Agave angustifolia Haw.

NOMBRE CUBIERTA VALOR  P. IDENTIDAD
DE E.E

CONSULTA

OAXLIV011 Bacillus subtilis 93% 0.0 81.18%

OAXLIV012 Enterobacter asburiae  19% 3e-49 78.76%

OAXLIV061 Enterobacter 98% 0.0 93.77%
hormaechei

OAXLIV062 Enterobacter 98% 0.0 93.77%
hormaechei

OAXLIV063 Bacillus subtilis 91% 0.0 90.31%

OAXLIV064 Lactobacillus casei 49% 0.0 94.0%

OAXLIV065 Lentilactobacillus 87% 0.0 95.01%
diolivorans

OAXLIV066 Enterobacter 100% 0.0 94.0%
hormachei

3.6 Tolerancia de etanol

Posteriormente se realizé un screening rapido con la finalidad de identificar a las cepas
tolerantes a etanol, por lo que se empleé MRS+etanol con los siguientes porcentajes: 0%,
6%, 8% a las 24 h y empleando como fuente de carbono glucosa.

Solamente 4 cepas resistieron hasta 8 % v/v de alcohol, las cuales corresponden a
OAXLIO2, OAXLIO5, OAXLIO19, OAXLIO20, todas correspondientes a Lactobacillus
plantarum.

Del palenque uno, fueron encontradas siete cepas de las cuales solamente tres lograron

sobrevivir, mientras que del palenque tres se encontraron tres cepas y sobrevivieron dos.



Porcentaje de sobrevivencia de cepas de Lactobacillus plantarum
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Figura 17. Porcentaje de sobrevivencia de cepas de lactobacillus plantarum

3.7 Caracterizacion cinética

A estas cepas resistentes se les realizo una cinética de 24 h de tipo destructiva en medio
MRS, tomando muestra cada 3 h. Los parametros evaluados fueron, velocidad especifica
de crecimiento, tiempo de duplicacion. La cepa con mejor velocidad de crecimiento y
mayor tiempo de duplicacién fue la cepa L. plantarum OAXLIII019 correspondiente al

palenque tres Rio las palmas.
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Figura 18. Cel / mly D.O generada en 24 h.

La cepa L. plantarum OAXLIII019 se presenta como la mas prometedora en términos de
velocidad de crecimiento, exhibiendo una tasa significativamente alta (0.34 h~1) y un
tiempo de duplicacidon sorprendentemente breve (2 h). La cepa L. plantarum OAXLI05
muestra una velocidad de crecimiento mas moderada (0.17 h™!) y un tiempo de

duplicaciéon mas prolongado (4 h) indicando una adaptacién mas lenta.



Tabla 15. Velocidades especificas de crecimiento de 4 cepas de Lactobacillus

CEPA uht Tiempo de
duplicacion (X) h
OAXLIO2 0.25 3.0
OAXLIOS 0.17 4.0
OAXLIIIo19 0.34 2.0
OAXLIII020 0.19 4.0

Azucares Reductores Totales (ART)

—#— L. plantarum ITOLIO2 San Dionisio ocotepec
30 1 N L. plantarum ITOLIOS San Dionisio ocotepec
\.\ —%~- L. plantarum ITOLIIIO19 Rio las palmas
N --&- L. plantarum ITOLIII020 Rio las palamas
= .
o N\,
=~ 25 \+
© \,
= »
N A\
0 X
o g}
T 20+ s
e o
= h
< g o,
5 +4
o
0 1
o 15
£
©
2
O
10 A
T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)

Figura 19. Consumo de glucosa a las 24 h por 4 cepas de Lactobacillus

Como podemos observar, la cepa L. plantarum OAXLIII019 fue la que presento mejores
resultados en el consumo de la fuente de carbono a las 24h, esto quiere decir que la cepa

se desarrolla muy bien en un medio con glucosa, teniendo una velocidad especifica y un
tiempo de duplicacion excelentes.



Posteriormente se realizo una cinetica para diferentes concentracciones de etanol a 6%,

8% y 10% etanol para las 4 cepas de lactobacillus plantarum.
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Figura 20. Cinéticas de tolerancia de etanol



CONCLUSIONES

Se llevé a cabo el aislamiento y caracterizacidon de las BAL presentes en la fermentacion
de cuatro palenques de Oaxaca, utilizando diferentes medios de cultivo y técnicas
convencionales y moleculares. Ademas, se realizé una prueba de tolerancia al etanol
para seleccionar las cepas resistentes a este alcohol, que es un componente clave en la
produccion de mezcal. Las cepas seleccionadas fueron sometidas a una cinética de

crecimiento durante 24 horas.

Se identificaron un total de 23 cepas correspondientes a BAL. En el primer palenque, se
encontraron dos especies de Lactobacillus y una especie de Bacillus. En el palenque
dos, sélo una especie de Bacillus. En el palenque tres, dos especies de Lactobacillus y
una especie de Bacillus. El palenque cuatro, una especie de Bacillus y una especie de
Lactobacillus. De estas cepas, solo cuatro cepas de Lactobacillus plantarum mostraron
una notable resistencia al etanol en concentraciones de hasta el 8% v/v. Estas cepas
provinieron de dos palenques diferentes, lo que sugiere una diversidad en la microflora
presente en diferentes lugares de Oaxaca.

Al analizar las velocidades especificas de crecimiento de las diferentes cepas, podemos
observar que existe una variabilidad significativa entre ellas. La cepa OAXLIII019 ha
demostrado tener la velocidad especifica de crecimiento mas alta, con un valor de 0.34.
Esto sugiere que esta cepa es altamente eficiente en su capacidad para multiplicarse y
generar nuevas células en un periodo de tiempo determinado.

Por otro lado, las cepas OAXLIO2 y OAXLIII020 también han mostrado velocidades
especificas de crecimiento relativamente altas, con valores de 0.25 y 0.19,
respectivamente. Estos resultados indican que estas cepas también poseen una buena
capacidad de reproduccion y crecimiento, aunque no alcanzan el nivel de la cepa
OAXLIII019. En contraste, la cepa OAXLIO5 presenta la velocidad especifica de
crecimiento mas baja, con un valor de 0.17. Esto sugiere que esta cepa tiene una tasa
de crecimiento mas lenta en comparacion con las demas. Es importante tener en cuenta
que una baja velocidad especifica de crecimiento puede tener implicaciones en la
productividad y eficiencia de la cepa en aplicaciones biotecnoldgicas o industriales. En

general, la variabilidad en las velocidades especificas de crecimiento entre las cepas



puede deberse a diversas razones, como diferencias genéticas, condiciones
ambientales, disponibilidad de nutrientes y otros factores que influyen en la capacidad
de las células para crecer y reproducirse. Estos resultados son de relevancia en
investigaciones microbioldgicas y aplicaciones biotecnoldgicas, ya que nos permiten
comprender mejor el comportamiento de las cepas y seleccionar aquellas con las

caracteristicas mas adecuadas para diferentes propositos.



