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RESUMEN

El pulque es una bebida alcohdlica ancestral tradicional mexicana que data de la época
prehispanica. La UNESCO en el 2010 incluyo esta bebida en la Lista del Patrimonio Cultural
Inmaterial de la Humanidad. Sin embargo, el pulque ha pasado por diversas etapas criticas,
principalmente asociadas a una concepcién negativa hacia la bebida, esto debido a que su
proceso de produccidon no es aséptico. En este trabajo se establecid un sistema de
fermentacion semicontinuo con recambios secuenciales cada 24 h en condiciones estériles
y se emul6 la produccién de pulque artesanal utilizando como sustrato aguamiel esterilizado
mediante el uso de membranas de microfiltracion, para su posterior inoculacion con pulque
semilla. Al pulque semilla que fue utilizado como indculo, al aguamiel utilizado como
sustrato, a los recambios productos del reactor y al producto final de la fermentacion se les
realizaron pruebas fisicoquimicas: acidez total (%A.T.), ©Brix, grados de alcohol (°G.L),
sélidos totales (%S.T.), pH, azlcares totales, azlicares reductores, asi como, los parametros
de color utilizando el espacio de color CIE L*a*b*. Adicionalmente, se realizd una evaluacion
sensorial de analisis descriptivo comparativo. Se estudio la poblacién de microorganismos
bacterias acido lacticas (MRS), Leuconostoc (APT modificado) y levaduras (APD) mediante
el empleo de los medios selectivos. Las colonias aisladas del pulque semilla y del proceso
de fermentacidén semicontinuo se identificaron por la secuenciacién del gen ARNr 16S en el
caso de las bacterias y de la regidn ITS en el de levaduras, asi como, por medio de la técnica
de espectrometria de masas MALDI Byotyper®. Por otra parte, se realiz la técnica de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) para observar la diversidad y
dindmica de los microorganismos durante la fermentacién. El proceso de microfiltracion para
la esterilizacion del aguamiel no afecto sus atributos, debido a que permitidé conservar las
caracteristicas fisicoquimicas. El pulque semilla presentd la mayoria de las caracteristicas
fisicoquimicas idoneas segun lo establecido por el DOF, presentd crecimiento en todos los
medios de cultivo, con mayor crecimiento en los medios APD y APT (108 UFC/mL). El tiempo
de fermentacion para llegar al estado cuasi-estacionario fue de 6 y 8 dias para el reactor 1
y reactor 2, respectivamente. Los productos finales alcanzaron concentraciones de los
grupos de microrganismos estudiados mayores o similares que el pulque semilla. Los
microorganismos cultivables pudieron ser identificados como: Leuconostoc mesenteroides,
Lentilactobacillus  diolivorans, Lactobacillus uvarum, Liquorilactobacillus capillatus,
Fructilactobacillus sanfranciscensisy Saccharomyces cerevisiae. Ademas, la técnica de PCR-
DGGE permiti6 conocer que conforme transcurria la fermentacion la diversidad de
microorganismos disminuia. En cuanto a las caracteristicas sensoriales, los panelistas
concordaron que se logré obtener un producto con caracteristicas sensoriales similares a las
del pulque semilla, e incluso con una percepcion de mejora en los parametros de aroma,
efervescencia y amargor. La produccion de pulque en un reactor semicontinuo en
condiciones asépticas se logrd exitosamente, ya que se evitd la variacion durante el proceso
de fermentacién y a su vez se conservé la microbiota autdctona del pulque semilla. En esta
investigacion se empled el proceso de microfiltracion para la esterilizacion del aguamiel
utilizado como sustrato, asi como, la aplicacion de espectrometria de masas MALDI
Biotyper® y PCR-DGGE, dichas técnicas no se han indicado en la literatura hasta el
momento en la produccidn de esta bebida.
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1. INTRODUCCION

El pulque es una bebida alcohdlica ancestral tradicional mexicana que data de la época
prehispanica, los antiguos aztecas desarrollaron diversas técnicas para su produccion.
Después de la caida del imperio azteca, el pulque perdié su valor en ceremonias religiosas
y se volvid una bebida coloquial. A pesar de esto, desde los tiempos prehispanicos,
diferentes beneficios nutricionales se han asociado al consumo de aguamiel y del pulque.
Actualmente, con el incremento de los estudios de alimentos funcionales, estos efectos
benéficos pueden explicarse por la actividad probidtica y prebiodtica de los componentes del
pulgue. Hasta hace una o dos décadas, el pulque estaba desapareciendo del mercado, y
sblo se encontraba en areas rurales y en pulguerias frecuentadas principalmente por gente

de bajos recursos econdmicos.

Un factor por el cual se ha visto fuertemente reducida tanto la demanda como la produccién
de pulque es la percepcién negativa de algunos consumidores de las pulquerias y en algunos
casos del pulgue en si mismo. Una de las razones principales de la concepcion negativa del
pulgue es porque su proceso de produccion se lleva a cabo bajo condiciones no sanitarias.
Esto hace que esta bebida sea susceptible de descomposicién bioquimica y microbiana, e
incluso puede llegar a ser fuente de enfermedades transmitidas por alimentos. Debido a que
se tiene diversos factores que no se atienden en el procesamiento del pulque, la bebida

presenta pérdidas en la calidad fisicoquimica, sensorial, microbioldgica y sanitaria.

Todos estos aspectos negativos en la produccion de la bebida evitan que se puedan
aprovechar los aspectos benéficos y potenciales del pulque. Por lo anterior, el objetivo
principal de este proyecto fue evaluar la dindmica microbiana, fisicoquimica y sensorial del
pulgue producido en un proceso aséptico por lotes con recambios secuenciales en estado
cuasi-estacionario mediante técnicas de analisis moleculares de PCR dependientes e

independientes del cultivo.
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2. ANTECEDENTES

2.1. GENERALIDADES DEL PULQUE
2.1.1. HISTORIA

El pulque es una bebida alcohdlica ancestral tradicional mexicana que tuvo su primer auge
en la época de los antiguos aztecas, quienes conocian al pulque como metoctli en nahuatl
(metl = agave o maguey, y octli = vino) también como iztacoctli (izac = blanco y octli =
vino) vino blanco [1]. Posteriormente, en la sociedad de la Nueva Espafia su produccién y
consumo tuvo un auge significativo, convirtiéndose en una bebida muy popular. Este auge
se vio reflejado en el establecimiento de haciendas pulqueras, que eran fincas dedicadas a
la produccion y comercializacién del pulque [1]. De este modo para finales del siglo XIX y
principios del XX, la agroindustria pulquera alcanzd su mejor momento en la historia

moderna de México.

Sin embargo, la produccion de pulque en México ha pasado por etapas criticas. La primera
crisis ocurrié antes de la guerra de independencia, entre los afios 1629 y 1786, tiempo
durante el que se prohibié su consumo y produccién porque se le relaciond con problemas
sanitarios. La segunda caida en la produccion de este producto ocurrié en el afio de 1935
cuando se decretd la Ley de Impuestos sobre Aguamiel y Productos de su Fermentacion,
que resultd en el posicionamiento de la cerveza como la bebida mas popular, y en un declive
estrepitoso en la produccién de pulque que se prolongd hasta hace apenas un par de
décadas [1,2]. Hasta el afio 2000, el pulgue estaba desapareciendo en el mercado, sdlo se
encontraba en areas rurales y en pulquerias frecuentadas por consumidores de escasos

recursos econdmicos [2].

Sin embargo, en los ultimos afios se ha dado un resurgimiento en la valorizacidon y consumo
de esta bebida debido a que en México se ha dado lo que Rojas-Rivas et al. [3] llaman “neo-
consumidores”, que consiste en el incremento de jovenes consumidores de pulque, que
estan informados acerca de las propiedades nutricionales y funcionales de este producto y
que son afines al consumo de alimentos tradicionales mexicanos. Estos neo-consumidores
promocionan la bebida dentro de sus circulos sociales y asi es como se incrementan las
visitas a las pulquerias o directamente a los sitios de venta en restaurantes, o en los lugares

de produccién. Cabe mencionar que la UNESCO en el 2010 incluyd esta bebida en la Lista
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del patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad [4]. Esto puede explicar el hecho de que

la produccién del pulque ha aumentado en los Ultimos afios.

2.1.2, IMPORTANCIA NUTRICIONAL Y POTENCIAL PROBIOTICO

El pulque es una bebida alcohdlica tradicional mexicana fermentada, no destilada, de
aspecto viscoso, color blanco y ligeramente acida (4.5 pH), obtenida a partir de la

fermentacion de aguamiel fresco que es la savia del maguey.

Desde los tiempos prehispanicos, diferentes beneficios nutricionales se han asociado al
consumo de aguamiel y del pulque [1]. Uno de los primeros estudios acerca de los beneficios
nutricionales asociados al consumo de pulque se realizd en la poblacion indigena Otomi del
Valle del Mezquital en el siglo XX. Los autores indicaron que el consumo diario de pulque en
adultos (de 1 a 2 L) aporta calorias (12%), proteina (6%), tiamina (10%), riboflavina (24%),
niacina (23%), vitamina C (48%), calcio (8%) y hierro (51%) [5].

Con los diversos estudios publicados que demuestran los beneficios del pulque, esta bebida
es considerada saludable por ser una buena fuente de aminoacidos esenciales, vitaminas y
energia. Aunado a esto, se ha observado que el pulque puede suplir las deficiencias de
hierro y zinc. Entre los aminoacidos presentes en el pulque, los mas importantes son la lisina
y el triptéfano, que generalmente son deficientes en la dieta mexicana que esta constituida

a base de maiz y frijol [1,5,6].

Por otra parte, el consumo de pulque se asocia no solo a beneficios en la nutricién, sino
también a la prevencién o control de enfermedades, por lo que se destacan sus usos en la
medicina tradicional, principalmente en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.
Actualmente, con el incremento en los estudios sobre alimentos funcionales, estos efectos
benéficos pueden explicarse por la actividad probidtica y prebidtica de los componentes de
esta bebida [1,2].

A través del tiempo se han propuesto diferentes definiciones para el termino probidtico; sin
embargo, no fue hasta el 2001 cuando la FAO/OMS [7] definié a los probidticos como:
“microorganismos vivos que, administrados en concentraciones adecuadas, pueden proveer
un beneficio a la salud del hospedero”. Patel et al.[8] asociaron a los probidticos con
bioactividades antitumorales, inmunorreguladoras y la reduccién de colesterol. Para que una

bacteria sea considerada probidtica debe cumplir varios requisitos, entre los que se
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encuentran los siguientes: capacidad de sobrevivir a las condiciones del procesado del
alimento, resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal, actividad antimicrobiana,

inocuidad, estimulante del sistema inmune y de las funciones intestinales [9].

En la actualidad, existe una gran variedad de productos comerciales que contienen
microorganismos  probidticos que han sido caracterizados ampliamente. Los
microorganismos que predominan en estos productos son los pertenecientes al grupo de las
bacterias acido lacticas (BAL). Las BAL se consideran cultivos ideales para ser usados como
probidticos y constituyen la poblacidn nativa dominante de muchos productos tradicionales
fermentados. Otra de las razones del uso de las BAL como probidticos es que muchos de
los géneros pertenecientes a este grupo (Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, etc.)
cumplen con el distintivo de Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS) por la FDA
[10,11]. A los productos probidticos se les atribuyen diversos beneficios clinicos para la
salud, entre los que se encuentran los siguientes: reduccion de intolerancia a la lactosa,
antipatogénicos, antiinflamatorios, antidiabéticos, antiobesidad, anticancerigenos,
antialérgicos y angiogénicos. Adicionalmente, cabe destacar los ultimos resultados
publicados del efecto positivo de los probidticos en el cerebro y el sistema nervioso central
[11,12].

Cervantes-Elizarraras et al. [13] realizaron el aislamiento de BAL de pulque y aguamiel
proveniente de la comunidad de Mineral de la Reforma, Hidalgo. Los autores realizaron la
identificacion genética por medio de la secuenciacion del gen ARNr 16S y evaluaron in vitro
el potencial probidtico y la actividad antimicrobiana de las BAL aisladas. Para determinar el
potencial probidtico de las cepas se evalud la resistencia a antibidticos, sobrevivencia a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (jugo gastrico: pH 2 y 1% de pepsina; y
jugo intestinal: 0.3% sales biliares y 1% de pancreatina) y la actividad antimicrobiana. Los
autores aislaron 10 cepas BAL, de las cuales 9 fueron identificadas como pertenecientes al
género Lactobacillus y una al género Pediococcus. Adicionalmente, en el estudio se evalud
la resistencia de las cepas a antibioticos, resultando en 7 cepas con resistencia a todos los
antibidticos excepto a vancomicina; todas las cepas mostraron sobrevivencia al jugo gastrico
y jugo intestinal con valores de 63.2-96.3% y 47.8-89.2%, respectivamente; y 6 cepas
inhibieron a los patdégenos Eschericha coliy Staphilococcus aureus.
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En otro estudio, Giles-Gdmez et al. [14] evaluaron el potencial probidtico /in vitro e in vivo
de la cepa Leuconostoc mesenteroides P45 aislada de pulque proveniente de Huitzilac,
Morelos. Los autores realizaron ensayos /n vitro de resistencia a condiciones del tracto
gastrointestinal (lisozima, pH acido y sales biliares) y actividad antimicrobiana contra
patdgenos del ser humano transmitidos por alimentos. Después de exponer a la cepa a 100
mg/mL de lisozima durante 30 y 120 min, los autores encontraron una sobrevivencia de 90
y 71%, respectivamente. Adicionalmente, la cepa fue sometida a un pH de 2.5 por 24 h a
37 °C, brindando una sobrevivencia del 75%, que fue mayor a la presentada por la cepa L.
casei Shirota (48%). Por otra parte, la cepa fue evaluada a dos concentraciones de sales
biliares (0.3 y 1%) por 24 h a 37 °C, resultando en una sobrevivencia de 100%. Ademas de
esto, la cepa mostro actividad antimicrobiana /n vitro contra £. coli enteropatdgena, Listeria
monocytogenesy Salmonella Typhiy Thyphimurium. Adicionalmente, los autores realizaron
un ensayo /n vivo en 18 ratones hembra y machos de 8 semanas de edad; a los cuales se
les administré una dosis de la cepa Ln. mesenteroides P45 de 2 x 10° UFC/dia durante 7
dias. En el dia 8, a los ratones se les administrd la cepa patdgena 1 x 107 UFC/dia de S.
Typhimurium L133 por medio de una sonda gastrica. Los autores hallaron que la
administracion de la cepa de prueba fue capaz de disminuir la infeccion del patégeno en al

menos un ciclo logaritmico durante un periodo de 3 dias.

Por otra parte, Castro-Rodriguez et al. [15], evaluaron las propiedades probidticas de 4
cepas de Ln. mesenteroides aisladas de aguamiel de Agave salmiana de Nopaltepec, Estado
de México. Las cepas fueron evaluadas a pH acido, sales biliares, asi como por su capacidad
de adhesién a la pared intestinal y su actividad antagdnica contra microorganismos
patdgenos. Los autores encontraron que a pH 2 las cepas presentaron porcentajes de
sobrevivencia de 40 a 50%, mientras que para una concentracion de 0.5% de sales biliares
se tuvieron porcentajes de sobrevivencia de 88 a 90%. Por otra parte, los autores evaluaron
la adhesion de las cepas a la pared intestinal utilizando el intestino de ratas Wistar macho
de 3 meses, dando como resultado porcentajes de adhesion de 79 a 83%. Las cepas
estudiadas mostraron actividad antagdnica contra los patédgenos E. coli, S. entéricay Listeria

monocytogenes.

En una investigaciéon mas reciente, Ruiz-Ramirez et al. [16] presentan los resultados del
potencial probidtico de BAL aisladas de pulque proveniente de tres localidades diferentes de

los estados de Oaxaca y Puebla, como control utilizaron la cepa probidtica ampliamente
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estudiada Lact. acidophilus NCFM. Los autores indicaron que las cepas fueron resistentes a
acidez (pH 2) y sales biliares (0.5%) con porcentajes de sobrevivencia del 87% y 92%,
respectivamente. Adicionalmente, las cepas presentaron actividad antimicrobiana contra L.
monocytogenes, E. coli y S. enterica, esto posiblemente debido a la produccién de
compuestos proteicos.

2.1.3. PRODUCCION DE PULQUE EN MEXICO

El proceso tradicional de elaboracion de pulque inicia con la extraccién del aguamiel, que se
obtiene principalmente de las especies Agave americana, A. atrovirens, A. mapisagay A.
salmiana. Estas especies crecen principalmente en suelos secos, climas frios y altitudes entre
1800 y 2700 msnm. El aguamiel se extrae de agaves maduros (entre 7 y 10 anos), que

estan a punto de producir su floracion, llamada quiote [6].

El maguey utilizado para la elaboracion de pulque se produce principalmente en el Altiplano
Central Mexicano; region que comprende los estados de Aguascalientes, Durango, Hidalgo,
México, Michoacan, Puebla, San Luis Potosi y Oaxaca. En el afio 2016 los principales
productores de aguamiel fueron: Hidalgo, que registr6é una produccion de 194,579 toneladas
(78.1%), Tlaxcala con 38,328 toneladas (15.4%), Puebla con 10,349 toneladas (4.2%) y el
Estado de México con 4.13 toneladas (1.7%) [17]. De acuerdo con el Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), la produccién de maguey pulquero en el
2017 fue de 217.7 millones de litros, de los cuales Hidalgo aportd 69.6%. En la Tabla 1 se
muestra un resumen nacional del 2015 al 2020 de la superficie cosechada, produccion y

rendimiento de maguey pulquero [18].
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Tabla 1. Resumen nacional de la produccion de maguey pulquero del 2015 al 2020

Afio Superficie cosechada Produccion Rendimiento
(ha) (ton) (L/ha)
2015 3,432 335,731 97.82
2016 3,143 248,443 79.05
2017 3,980 217,691 54.70
2018 3,108 177,522 57.12
2019 2,683 172,774 64.40
2020 3,693 177,524 48.07

2.2. PROCESO ARTESANAL DE PRODUCCION DE PULQUE

El proceso de produccion de pulque de forma artesanal consta de cuatro etapas: 1) la
castracion o capado del maguey; 2) raspado del maguey y obtencion de aguamiel; 3)
obtencidn del indculo inicial / semilla; y 4) proceso de fermentacion para obtener el pulque.

A continuacion, se detallan los procesos seguidos en cada una de estas etapas.

2.2.1. AGAVE PULQUERO Y PROCESO DE CAPADO

El género Agave, conocido como maguey, se compone por plantas suculentas que engloban
alrededor de 206 especies. Estas plantas se localizan en América Central y alrededor del
75% de ellas se pueden encontrar en México. Dentro de las especies de agaves, existe un
grupo de gran importancia conocido como magueyes pulqueros que incluyen A. americana,
A. atrovirens, A. mapisaga y A. salmiana. Estos agaves de pulque son plantas de gran

tamafio, que pueden llegar a medir mas de 5 m de diametro y 10 m de altura [19,20]
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El cultivo de las plantas de maguey se realiza con semillas y/o la propagacion se lleva a cabo
por la produccidon de matecuates, plantulas adquiridas de las plantas adultas. Estas plantas
tienen un proceso de maduracion que va de 7 a 12 afos, necesario para que puedan
utilizarse en la producciéon de pulque. Una vez que cumple su maduracion, la planta de
maguey comienza su floraciéon para la producciéon de semilla. Después de esto la planta

muere.

El proceso de castracién o capado consiste en eliminar el capullo floral de los agaves
maduros de 7 a 10 afos. Al abrir el maguey se deja una cavidad en el centro del agave
llamada cajeta, el cual, se cubre con hojas de la planta o piedras para proteger de su
interaccién con el ambiente. El capado usualmente se hace antes de que el tallo del maguey
(quiote) brote, ya que si el quiote se deja brotar la planta no producird aguamiel; sin
embargo, algunos productores han llegado a capar el maguey con quiote asegurando que
el aguamiel es mejor. Por otro lado, si el maguey se capa cuando éste es joven, la planta
tendra una baja productividad de aguamiel, ademas de que no sera de buena calidad para

la produccién de pulque [1,2].

2.2.2. OBTENCION DE AGUAMIEL

Una vez realizada la castracion del maguey se raspa el cajete para producir la secrecién de
aguamiel, que esta constituido por la savia de la planta. El aguamiel tiene un aspecto
ligeramente turbio y ligeramente espeso, y dependiendo de la especie puede ser de muy
dulce a ligeramente acido. El aguamiel acumulado en el cajete del maguey se recolecta cada
12 h aproximadamente (al amanecer y al anochecer). Después de cada colecta se realiza
un nuevo raspado para que la planta siga produciendo aguamiel. El volumen de aguamiel
producido varia con respecto al tamafio y edad de la planta, presentando en los primeros 6
meses después del capado su mayor produccién, misma que va disminuyendo hasta la
muerte de la planta [1,2]. La norma NMX-V-022-1972 [21] indica las especificaciones
fisicoquimicas y bioquimicas que debe tener el aguamiel fresco recién recolectado (Tabla
2), asi como, las caracteristicas sensoriales de este producto: color ambar, aspecto

translucido, sabor dulce y olor caracteristico.
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Tabla 2. Especificaciones del aguamiel de acuerdo con la norma mexicana NMX-V-022-

1972
Especificaciones Tipo I Tipo II
Minimo Maximo Menor de:
pH 6.6 7.5 4.5
Densidad grados Baumé (Bé) 5 7 4.5
Indice de refraccion con el refractémetro 59 100 27
de inmersion a 20 °C.
Sélidos totales g/100 mL. 12 17 7
AzUcares reductores totales (en glucosa) 8 12 6
g/100 mL.
AzUcares reductores directos (en glucosa) 2 3 3
g/100 mL.
Gomas (en glucosa) g/100 mL 2 6 0.2
Proteinas mg/100 mL. 300 600 100
Cenizas mg/100 mL. 300 430 180
No mayor de:
Acidez mg/100 mL (como acido lactico). 0.90 1.03 4.0

2.2.3. OBTENCION DEL INOCULO INICIAL O SEMILLA

Para la produccidon del indculo o “semilla” se deja fermentar una pequefia cantidad de
aguamiel fresco en una tina de aproximadamente 20 L dedicada Unicamente a la produccion
de la semilla. La fermentacioén se lleva a cabo de 1 a 4 semanas dependiendo de la época
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del afio. El mosto maduro se caracteriza por el desarrollo de un sabor a alcohol
(caracteristico del pulgue) y por la aparicion de una capa blanquecina en la superficie
llamada zurron. Una vez terminada la fermentacion, se agrega al mosto pequefas
cantidades de aguamiel fresco hasta completar la suficiente cantidad de indculo para la
produccion del pulque, y se transvasa a tinas de 200 L en las cuales se lleva a cabo la
fermentacion del producto final [1,2].

2.2.4. PRODUCCION DE PULQUE

La fermentacién del pulque se lleva a cabo en un recipiente con un volumen de
aproximadamente 200 L (considerando una semilla de 20 L). Una vez colocado el indculo
inicial, se agrega el aguamiel previamente filtrado con manta para remover insectos o
fragmentos de hojas de plantas. La fermentacion dura entre 6 y 14 h dependiendo de las
condiciones ambientales y de las caracteristicas del indculo y del aguamiel [1,2]. Es una
practica comun en la produccion del pulque la de realizar ciclos de fermentacion de 12 h,
que se sincronizan con los tiempos de colecta de aguamiel y raspado de la planta en la

madrugada y en la tarde.

Una de las metodologias empleadas para la produccidon del lote inicial de pulque es un
proceso por lote alimentado, el cual, consiste en que una vez que se tiene el recipiente en
donde se realizara la fermentacién con la semilla en él, aproximadamente 20 L, se alimenta
aguamiel fresco que se recolecta cada 12 h hasta que alcanza aproximadamente 3/4 o 2/3
del tanque de fermentacion. Una vez que se tiene el fermento inicial, cada 12 h se colecta
pulque del tanque y se introduce la misma cantidad de aguamiel fresco. El volumen de
colecta y alimentacion puede llegar a ser hasta 1/3 del volumen del mosto de fermentacion.
Este proceso de recambio puede continuar indefinidamente por hasta 6 meses o incluso un
afo, a menos que haya un problema de contaminacion por el cual se produzcan sabores y

olores que no sean propios del pulque.

Existen diferentes modos de produccién del pulque que dependen de la tradicion pulquera
de cada localidad y regidn. La técnica de fermentacidn que se utilizara en este trabajo es la
de proceso de fermentacion semicontinuo, que emula al proceso original antes descrito. De
acuerdo con lo anterior, en el proceso de fermentacién del pulque se deben considerar

varios factores que influyen en la calidad fisicoquimica, microbioldgica y sensorial del pulque

28



final. Entre los factores mas importantes estan la temperatura ambiental, la madurez y la

calidad del in6culo inicial.

2.3 PRINCIPIOS DE INGENIERIA DE FERMENTACIONES

Un biorreactor es un equipo en donde se lleva a cabo el proceso de fermentacion. La forma
de operacion de un biorreactor varia en funcién del producto final deseado y el proceso de
fermentacion que se lleva a cabo dentro del mismo. Para que las operaciones del biorreactor
se efectien de manera eficiente es deseable tener conocimiento de la dinamica de
crecimiento microbiano, asi como, de las condiciones &ptimas adecuadas para los

microorganismos fermentadores de acuerdo con los objetivos del proceso.

La fermentacidn es un proceso en el cual las velocidades de crecimiento microbiano y de
sintesis de productos de la fermentacién dependen de las caracteristicas intrinsecas de los
microorganismos, asi como, del medio de cultivo y las condiciones ambientales del
biorreactor. Debido a esto es importante identificar qué tipo de microorganismos estan
presentes en el cultivo. Por otra parte, el método de respiracién de los microorganismos
requerido para el catabolismo de nutrientes determina el modo de procesamiento del

biorreactor [22]. De acuerdo con esto, se tiene la siguiente clasificacion:

Microorganismos anaerobios
Estos microorganismos, son bacterias en su mayoria, autétrofos, de metabolismo catabdlico.
Sus células no utilizan la glucdlisis para la respiracion celular; en cambio poseen una

respiracion oxidativa, en la que utilizan moléculas organicas como aceptores de electrones.

Microorganismos facultativos
Microorganismos de metabolismo mixto (anabolismo y catabolismo) que poseen la

capacidad de sobrevivir en ambientes aerobios y anaerobios.

Microorganismos aerobios
Microorganismos que pertenecen en su mayoria al reino eucariota. Sus células utilizan la

glucdlisis como forma de respiracion y son de metabolismo principalmente anabdlico.
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2.3.1 ETAPAS DE CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento microbiano durante el proceso de fermentacion estd controlado por el
contenido de sustrato y la produccion de metabolitos en el medio. La cinética de crecimiento
microbiano en un reactor por lote se divide en cuatro etapas (Fig. 1) [23]:

A) Fase Lag.: periodo de adaptacion o latencia; fase en la que no hay crecimiento
aparente.

B) Fase exponencial: etapa de crecimiento exponencial; los microorganismos alcanzan
su maxima velocidad de crecimiento.

C) Fase estacionaria: desaparece el crecimiento exponencial debido al agotamiento de
sustrato o a la toxificacién del medio.

D) Fase de muerte: la velocidad de muerte microbiana es progresivamente mayor que

la velocidad de crecimiento.

©)

D)

A)

Log (Concentracion de biomasa)
>

N
/
Tiempo

Fig. 1. Curva tipo de crecimiento microbiano en un proceso lote. Fases de crecimiento: A)
Lag, B) Exponencial, C) Estacionaria, D) Muerte.

2.3.2 PARAMETROS IMPORTANTES DEL PROCESO

Los parametros del proceso que se deben considerar para el desarrollo éptimo de los
microorganismos son la temperatura y el pH. La temperatura es importante dado que su
variacion afecta el crecimiento microbiano; puede provocar un decaimiento e incluso la
muerte de los microorganismos, ya que éstos crecen en un cierto intervalo de temperatura

optima. Otro parametro relevante es el pH, que tiene un efecto importante en la velocidad
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de crecimiento y la actividad enzimatica. Sin embargo, en fermentaciones de alimentos y
bebidas, el pH suele cambiar durante el proceso de fermentacion debido a la produccién de
productos de la fermentacion por los microorganismos, principalmente la produccion de
acidos organicos. Estos productos de la fermentacion le dan al producto final sus

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales distintivas [24].
2.3.3 TIPOS DE PROCESOS DE FERMENTACION
2.3.3.1 Proceso por lote

En un proceso de fermentacion por lotes (Fig. 2), se coloca en el biorreactor el medio de
cultivo con la carga total del sustrato inicial (So). El biorreactor se inocula con un volumen
de indculo con cierta concentracion celular (Xo). Una vez realizada la inoculacion, se efectia
el proceso fermentativo el tiempo que sea necesario. Una vez obtenido el producto de
fermentacion deseado (P), se extrae el producto final del biorreactor (S, X¢,Pr). La principal
ventaja de este tipo de operacidn es que se reduce el riesgo de presentar contaminacién y
su principal desventaja es el tiempo muerto que se da durante el paro del proceso para

realizar el lavado o la esterilizacidn y comenzar el nuevo lote [24].

Xl" T V(S£Xx,Ps)
—

V(StXPY) Lavado o

VS  |—=| vexp | —

esterilizado

< —-
1

Fig. 2. Diagrama del proceso de fermentacion por lotes.

2.3.3.2 Proceso Continuo

Un proceso de fermentacién continuo (Fig. 3) consiste en un biorreactor con carga total del

sustrato (So), al cual, se afiade un volumen de indculo con cierta concentracién celular (Xo).
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Una vez realizado un proceso de crecimiento por lote, cuando el cultivo alcanza la fase
exponencial, se alimenta una linea de flujo continua F (S.) y se drena una linea de flujo de
salida con el producto final F (S¢, Xs,Pf), de manera que los flujos de las lineas de entrada y
de salida son los mismos y la productividad del biorreactor es constante en el tiempo. La
principal ventaja de este tipo de proceso radica en que la velocidad de crecimiento de los
microorganismos es constante, asi como la productividad del reactor, ademas de que no se
realizan paros para lavar y esterilizar el biorreactor. La desventaja es que debido a que no
hay paro en la operacidn es mas probable el riesgo de contaminacion y la presencia de

reacciones indeseadas, asi como, mutaciones microbianas [24].

Xo F(Sa) F (St Xe,Ps)
‘ &
V(So) —_— V(S.X.P)
> T

Fig. 3. Diagrama del proceso de fermentacién continuo.

2.3.3.3 Proceso semicontinuo

En un proceso de fermentacién semicontinuo (Fig. 4), se coloca en el biorreactor un volumen
de medio de cultivo con la carga total del sustrato (So). Al medio se le agrega un volumen
de indculo con cierta concentracidn celular (Xo) y se deja efectuar el proceso fermentativo
de tipo lote el tiempo que sea necesario; intervalo de tiempo denominado tiempo de
retencion hidraulico (TRH). A continuacion, se extrae una fraccion del biorreactor V (S,
Xs,Pr), la cual, es sustituida por una misma cantidad de volumen de sustrato fresco V (So).
Estos recambios se realizan periddicamente a tiempos constantes (TRH), haciendo que el

crecimiento celular y la produccién del reactor sean continuas en relacion al TRH [24,25].
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=
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< N - > <

Fig. 4. Diagrama del proceso de fermentacion semicontinuo.

Los dos componentes principales de las biorreacciones son el indculo y el sustrato de
alimentacién. Estos procesos se suelen operar bajo condiciones asépticas para evitar la
contaminacién del medio y la posible competencia de los microorganismos fermentadores
con la microbiota externa al biorreactor. Como se ha mencionado en secciones anteriores el
sistema de fermentacion a emplear en este proyecto fue el de biorreactor secuencial
alimentado por lotes (semicontinuo), ya que es muy parecido al proceso seguido en la
produccién artesanal de pulque. Adicionalmente, se emplearon condiciones de operacidn
asépticas para evitar la contaminacion del biorreactor y con esto prevenir las desviaciones
en la fermentacién para producir pulque con caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas

y sensoriales adecuadas.

2.4 PROBLEMAS DE LA CALIDAD DEL PULQUE Y ESTRATEGIAS PARA
SU ASEGURAMIENTO

Un factor que ha afectado fuertemente la demanda y la produccién de pulque es la
percepcién negativa que tienen algunos consumidores hacia esta bebida [4]. La razon
principal de la percepcion negativa del pulque es porque su proceso de produccion se lleva
a cabo en condiciones poco higiénicas. Las condiciones ambientales en las que se encuentra
la planta de maguey, las paredes del cajete, el aire, el polvo, los insectos, la cubierta del
cajete y las herramientas utilizadas, pueden favorecer la contaminacion fisicoquimica o
microbioldgica del aguamiel. En el caso de esta Ultima contaminacién puede tratarse de

microorganismos descomponedores o patdgenos para el ser humano. Adicionalmente, se
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sabe que a partir de la interacciéon del aguamiel con el ambiente que lo rodea se favorece
la inoculacién espontanea del aguamiel y el comienzo de los diversos procesos fermentativos

que llevan a la produccién del pulque.

Considerando lo anterior, se encuentran en la literatura estudios sobre la seguridad
microbiana del pulque. Gomez-Aldapa et al. [26] realizaron un estudio del comportamiento
de algunos patdégenos en el proceso de produccién de pulque. Los investigadores agregaron
las cepas patdgenas Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Shigella flexneriy Shigella sonnei a aguamiel fresco, después de lo cual
agregaron el pulque semilla, y dieron seguimiento al proceso de fermentacién. Los autores
indicaron que hubo una desactivacion rapida de todas las cepas patégenas, y que no se
detectd a ninguna de ellas en el producto final. Estos resultados se atribuyeron a la
competencia de los microorganismos patégenos con la microbiota autdctona presente en el
aguamiel y el pulgue. En otro estudio, Gémez-Aldapa et al. [27] evaluaron el
comportamiento de Escherichia coli 0157:H7 en el aguamiel y pulque. Esta cepa es un
patdgeno regularmente transmitido por alimentos que puede causar enfermedades
gastrointestinales graves. Los autores hallaron que E. coli puede desarrollar tolerancia al

alcohol y a los acidos presentes en el pulque.

Valadez-Blanco et al. [28] realizaron un estudio para determinar las fuentes de variacion en
la microbiota del pulque. Los autores trabajaron con tres muestras de ranchos ubicados en
el municipio de Tamazulapan, Oaxaca. Los investigadores consideraron varias fuentes de
variabilidad en la produccion del pulque. Como se puede apreciar en la Tabla 3, se observd

una gran variacion entre las muestras de los diferentes ranchos.
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Tabla 3. Comparacion de los niveles microbianos en aguamiel y pulque de tres ranchos del
estado de Oaxaca. [28]

Tipo de bacteria Rancho San Rancho Los Rancho La
P solvente y Jerénimo Arcos Plazuela
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Aguamiel
Bacterias acido 6.2x107 3.7x10° 4.5x10°
lacticas (aerobias)
Bacterias acido 1.8x1010 2.3x10"° 1.0x10°
lacticas (anaerobias)
Zymomonas sp. 3.5x108 6.8x10° n.rx
E;:‘r:s”to de aerobios 1.9x101t 2.1x10° n.r¥
Recuento de 4.0x10° 2.5x101 >3.0x1010
anaerobios totales
Pulque
Bacterias acido
L ; 7.1x107 8.3x107 2.7x10%
lacticas (aerobias)
B’ac_terlas acido . n.r* n.r¥ 9.2x108
lacticas (anaerobias)
Zymomonas sp. 2.7x108 3.7x107 2.0x10
tRoi;‘lJ:S”to de aerobios 5.0x107 n.r* 8.0x101!
Recuento de 3.3x107 3.9x108 n.r

anaerobios totales

*no realizado

Para eliminar la variabilidad de rancho a rancho, los autores siguieron el perfil microbiano
de aguamiel y pulque a partir de una sola planta en un periodo de 5 semanas. De esta forma
descubrieron que el nimero de bacterias en el aguamiel aumentd durante las primeras tres
semanas después de que se abrid el agave. El aguamiel y el pulque alcanzaron una carga
microbiana similar en un plazo de 3 semanas (Tabla 4). Esto sugiere que la fermentacion se
produce desde el cajete y contribuye a que la microbiota del aguamiel no sea constante
durante el tiempo de raspado y cosecha. Considerando lo anterior, el proceso de produccion
de pulque también dependera del tiempo al que se colecta el aguamiel, lo que constituye

un factor de variacion adicional que se debe tomar en cuenta en dicho proceso.

Debido a que en la actualidad el proceso de produccidon de pulque solo se realiza de forma

artesanal, no existen controles fisicoquimicos y sanitarios del proceso de fermentacion.
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Considerando lo anterior, es de gran importancia desarrollar un proceso de produccién de

pulgue en el cual se puedan controlar las variables del proceso de fermentacion, reducir las

fuentes de variacion del proceso, y con ello estandarizar los parametros fisicoquimicos,

microbioldgicos y sensoriales del producto final.

Tabla 4. Cambios en la microbiota de aguamiel y pulque, en funcién del tiempo después

Tipo de bacteria

Aguamiel
Bacterias acido
lacticas (aerobias)
Bacterias acido
lacticas
(anaerobias)
Zymomonas sp.
Recuento de
aerobios totales
Recuento de
anaerobios totales
OBrix
pH

Pulque
Bacterias acido
lacticas (aerobias)
Bacterias acido
lacticas
(anaerobias)
Zymomonas sp.
Recuento de
aerobios totales
Recuento de
anaerobios totales
OBrix
pH

*no realizado

de la apertura de la planta de agave.

CFU/mL
(semana 1)

5.0x107

3.9x107

3.8x107
7.5x107

6.3x10’

16.0
4.3

8.5x10°

8.8x1010

n.r*

9.7x10%

7.2x1010

10.0
3.7

CFU/mL
(semana 3)

1.0x108

3.0x107

3.7x10°
8.2x10°

7.6x107

11.6
5.3

4.2x10’

3.0x107

5.1x10°
>10°

3.0x107

7.4
3.8

CFU/mL
(semana 5)

3.5x108

5.1x108

2.5x108
2.3x108

4.4x108

4.0
4.0

3.5x107

3.7x107

4.3x107
>10°

2.2x107

3.0
3.7
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2.5 PROCESOS DE FERMENTACION ASEPTICA

En el proceso de fermentacién aséptica se usa un sustrato estéril. El empleo de procesos
asépticos en bioprocesos permite evitar la entrada al reactor de microorganismos diferentes
al indculo inicial. En el caso de la produccién de pulque, el sustrato es aguamiel, por lo que,
para lograr un proceso aséptico, es necesario esterilizar este sustrato, asi como, el
biorreactor a utilizar. El objetivo de la esterilizacion es principalmente limitar las fuentes de
variacién por microorganismos provenientes del maguey y su entorno, asi como, de aquéllos

presentes en el entorno del fermentador.

El procesado térmico de alimentos y bebidas ha sido ampliamente usado desde la
antigliedad para la conservacion de éstos. El calentamiento influye en la inactivacién de
enzimas Yy la destruccion o inactivacién de los microorganismos presentes en el alimento o
bebida. La pasteurizacion es un proceso que consiste en la aplicacion de calor para eliminar
patdgenos en los alimentos, utilizando una temperatura definida (normalmente 63 °C)
durante un cierto periodo de tiempo definido (30 min). La letalidad de este proceso se basa
en la relacidon temperatura-tiempo de exposicion, por la cual se logra la inactivacion de los
microorganismos mesofilicos, y por ende se reduce el riesgo de presencia de patdgenos en
el alimento pasteurizado [29,30]. Cabe resaltar que la pasteurizacion no es una
esterilizacién, ya que las condiciones para la esterilizacién son mas extremas (la temperatura
varia entre 120 y 180 °C). Dichas condiciones pueden llegar a causar pérdida de nutrientes,

reacciones no deseadas y deterioro de los atributos sensoriales del producto original.

Uno de los procesos de pasteurizaciéon mas usado en la actualidad es la pasteurizacion de
alta temperatura y tiempo corto (HTST, por sus siglas en inglés). En este proceso continuo
se utilizan tubos de metal para elevar la temperatura del producto a por lo menos 73 °C, el
producto pasa a través del tubo a una velocidad que garantiza el tiempo de retencion
requerido (15 s), seguido por un enfriamiento rapido para lograr el nivel de letalidad
requerido. La pasteurizacién HTST es bastante eficiente debido a la regeneracion de calor y
las condiciones son tales que se maximiza la destruccion de microbios con cambios quimicos
minimos en el producto. Otro método empleado es aquél que se le conoce como
temperatura ultra alta (UHT, por sus siglas en inglés), consiste en calentar el producto a
una temperatura de 135-145 °C durante unos segundos para después ser envasados en

condiciones asépticas con sellado hermético [29,30].
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La principal desventaja del uso de los procesos térmicos para lograr esterilizar alimentos o
bebidas radica en la pérdida de nutrientes o cambios en las caracteristicas sensoriales de
los productos. Debido a esto, en este proyecto se realizd la esterilizacion en frio por medio

de tecnologia de membranas de microfiltracion.

2.6 FUNDAMENTOS DE LOS PROCEOS DE MEMBRANAS DE
MICROFILTRACION

La tecnologia de membranas se ha convertido en un procedimiento importante para la
industria quimica y biotecnoldgica, incluyendo de manera significativa la de alimentos. El
tamafio de poro de la membrana determina los componentes que pasan a través de ella y
los que son retenidos. Las tecnologias de separacion por membranas se clasifican con base
al tamafio de poro principalmente en microfiltracion, ultrafiltracidén, nanofiltracion y dsmosis

inversa [31]. En la Tabla 5 se resumen las caracteristicas de estas tecnologias.

La microfiltracidon es un proceso de separacion sélido-liquido de un fluido que pasa a presién
a través de una membrana semipermeable. El fundamento fisico de esta tecnologia es la
separacion por la presion diferencial y diametro del poro; este Ultimo parametro define el
tipo de compuestos o componentes que se pueden separar. Al componente de flujo que
pasa a través de la membrana se le denomina permeado y al componente de flujo que es

rechazado por la membrana se le nombra retenido.
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Tabla 5. Propiedades de separacion de las diferentes tecnologias de membrana [32]

Concepto

Microfiltracion

Ultrafiltracion

Nanofiltracion

Osmosis

Separacion de
materiales

Material de la
membrana

Equipo

Principio de
separacion

Presion

Tamaio de
poro o peso
molecular de
corte (PMC)

Separacion de
particulas,
bacterias

Poliacrilamida,
ceramica

Placas y marcos
con espiral

Mecanismo de
tamizado

<2 bar

<0.45 pm

Separacion de
macromoléculas

Poliacrilamida,
ceramica

Fibra hueca
espiral, placas y
marcos

Mecanismo de
tamizado

2-10 bar

5-500 kDa

Ionesy
moléculas

Poliacrilamida

Fibra hueca
espiral

Disolucion-

Difusion

10-60 bar

100-1000 Da

Desalinizacion
de agua

Triacetato de
celulosa

Fibra hueca
Espiral

Disolucion-

Difusion

10-100 bar

50-100 Da

El fluido puede circular de dos maneras (Fig. 5): a) Flujo normal a la membrana, en el cual

en un periodo corto de tiempo se genera un taponamiento de la membrana debido a la

formacion de una pelicula de sélidos suspendidos que se depositan en ella; debido a esto,

el flujo decae abruptamente a medida que pasa el tiempo. Este tipo de proceso se utiliza

para nivel de pruebas analiticas de laboratorio y de selectividad de la membrana. b) Flujo

tangencial a la membrana; con este tipo de flujo se evita el taponamiento de la membrana

ya que se reduce considerablemente la acumulacion de sélidos en la superficie de la

membrana. Esta configuracion de flujo se usa para procesos a nivel piloto e industrial.
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Fig. 5. Representacion de las configuraciones de flujo para los sistemas de filtracion por
membranas. a) Flujo normal, b) Flujo tangencial.

Dentro de los tipos de materiales de membranas que suelen ser utilizadas para el proceso
de microfiltracién destacan las membranas de ceramica y las poliméricas. Las membranas
poliméricas presentan una mayor porosidad y su distribucion de tamano de poro es estrecha,
lo que promueve una estabilidad mecanica a mayores presiones resultando en una mejor
separacion. Cabe resaltar que las membranas poliméricas presentan menor fragilidad en

comparacion con las membranas ceramicas [33,34].

Uno de los principales problemas en la operacion de las membranas de microfiltracion es la
reduccidon progresiva del flujo de permeado a medida que ocurre la precipitacion de
particulas en la superficie de la membrana tales como proteinas, sales, complejos
macromoleculares, entre otros materiales. A este fendmeno se le denomina
“ensuciamiento”, el cual, en condiciones normales de operacion se trata de un proceso
reversible. A fin de evitar este problema se deben realizar ciclos regulares de limpieza, para

garantizar el optimo funcionamiento de la membrana [33,35].

La microfiltracion se usa ampliamente en la industria de alimentos y bebidas para realizar la
clarificacion y la concentracidon de suspensiones a base de frutas y hortalizas, como jugos,
subproductos agroalimentarios, lacteos, aceites, vinos y cervezas. Esta técnica de
separacion permite producir productos estériles que conservan su calidad fisicoquimica y
funcional, gracias a su alta selectividad y bajas temperaturas de operacién [36].
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Para caracterizar el proceso de esterilizacion en frio por microfiltracion, se emplean
diferentes parametros: factor de concentracion de sélidos (FCs), factor de concentracion
proteico (FCp) y factor de concentracion volumétrico (FCV). Sus ecuaciones son las

siguientes:

Concentracion de sdlidos inicial

FCs = — T -
Concentracién de solidos final
FC Concentraciéon de proteina inicial
P = Concentracion de proteina final
FCV Volumen inicial de la alimentacion

Volumen de retenido final

2.7 PROCESOS DE FERMENTACION EN EL PULQUE Y SU MICROBIOTA

El aguamiel contiene nutrientes que favorecen el crecimiento y proliferacion de
microorganismos presentes naturalmente en él. Estos microbios pueden provenir de las
paredes de la cavidad del maguey, de las hojas o del mismo suelo. Estos microorganismos
son capaces de desarrollarse realizando la fermentacion de aguamiel a pulque. Por medio
de la intervencion de esta microbiota se llevan a cabo una serie de fermentaciones del
aguamiel para la produccién de pulque, de las cuales, las mas importantes son la

fermentacion acido-lactica, la alcohdlica y la viscosa [37].
2.7.1 FERMENTACION ACIDO-LACTICA

Las BAL se han utilizado principalmente en la fermentacion de alimentos, siendo algunas
especies de este grupo reconocidas como probidticas. Una de las aplicaciones mas
importantes de las BAL (como se sefialé en la Seccion 1.1.2.) es en la obtencidon de
productos fermentados. Adicionalmente, estas bacterias ayudan a la conservacion de
productos alimenticios fermentados; tales como el yogurt, los quesos maduros y las carnes
curadas. Por otra parte, las BAL también imparten caracteristicas sensoriales y nutricionales

especiales al producto fermentado final [38,39].
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Las bacterias encargadas de la fermentacion acido-lactica son las BAL. Escalante et al. [37]
realizaron un estudio de identificacién genética por el gen ARNr 16S en el cual se
determinaron las principales especies presentes en el pulque. Entre la diversidad bacteriana
presente en las muestras del pulque, los autores hallaron que las BAL pertenecientes al
género Lactobacillus predominaban constituyendo alrededor de un 27% de la poblacion.
Entre las bacterias del género Lactobacillus encontraron: Lact. acidophilus, Lact. plantarum,
Lact. acetotolerans, Lact. hilgardiiy Lact. kefir.

2.7.2 FERMENTACION ALCOHOLICA

A medida que ocurre la fermentacién del aguamiel durante la produccién del pulque la
poblacién de levaduras aumenta. Las levaduras son las principales responsables de la
produccion de etanol en el pulque a partir de compuestos fermentables como la glucosa, la
fructosa y la galactosa. Durante la conversion de aguamiel a pulque se llega a obtener hasta
un 6% de etanol. Las levaduras que han sido identificadas en el proceso de produccién de
pulgue son del género Saccharomyces, tales como: S. cerevisiae, S. bayanus, y S.
paradoxus, asi como, otras de géneros no Saccharomyces, tales como Candida spp., C.
parapsilosis, C. lusitaniae, Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Hanseniaspora uvarum,

Pichia spp., P. guilliermondiiy Torulaspora delbrueckii [40].

Por otra parte, se ha indicado que, en la fermentacion alcohdlica del pulque, algunas
especies bacterianas como la Zymomonas mobilis, también juega un papel importante. Esta
especie bacteriana ha sido catalogada como productora de alto rendimiento de etanol [41].
En los Ultimos trabajos de metagendmica realizados por métodos no cultivables [40] se ha
detectado la abundancia de esta bacteria en el pulque, llegando a tener una presencia de

hasta el 21% en relacién con la poblacion total de microorganismos presentes en el pulque.
2.7.3 FERMENTACION VISCOSA

La viscosidad caracteristica del pulque estd asociada a la produccién de glucanos, un
carbohidrato polimérico producido a base de glucosa por microrganismos del género
Leuconostoc, presentes también en frutas y verduras. Sin embargo, en un estudio realizado
por Escalante et al. [2] se encontrd que estas bacterias también eran productoras de
exopolisacaridos de fructosa llamados fructanos, producido por cepas de Ln. citreum, Ln.
mesenteroidesy Ln. kimichi [41].
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2.8 TECNICAS DE IDENTIFICACION MOLECULAR DE
MICROORGANISMOS Y DE CARACTERIZACION DE
COMUNIDADES MICROBIANAS

2.8.1 METODOS DEPENDIENTES DEL CULTIVO

Los estudios realizados en el pasado para la determinacion de poblaciones microbianas como
objeto de estudio se han basado en métodos dependientes del cultivo por medio de la
caracterizacion fenotipica de los aislados microbianos (pruebas morfoldgicas y bioquimicas).
Sin embargo, con el desarrollo de la biologia molecular se ha logrado la identificaciéon de
microorganismos mediante el analisis de su ADN a partir de cepas aisladas por técnicas

clasicas de microbiologia.
2.8.1.1 Medios selectivos de cultivo microbiano

Las distintas especies microbianas tienen diferentes requerimientos nutricionales
indispensables para su crecimiento. Cualquier medio de cultivo debe contener
principalmente una fuente de energia, una fuente de nitrdgeno, asi como, sales minerales,
compuestos activadores y agua. Sin embargo, algunos microorganismos tienen
requerimientos nutrimentales especiales que permiten su crecimiento selectivo en
determinados medios de cultivo. Una vez preparado el medio de cultivo y realizada la
inoculacién de la alicuota microbiana, se incuba durante alrededor de 12 a 24 h a cierta

temperatura y bajo condiciones especificas para la posterior visualizacion de las colonias.

Para el aislamiento de microorganismos pertenecientes a cierto grupo microbiano, los
medios de cultivo selectivos contienen sustancias especificas en dosis elevadas como el
cloruro sodico, sales biliares, antibidticos o antisépticos fomentan el crecimiento de los

grupos microbianos de interés y evitan el crecimiento de otros [42].

2.8.1.2 Identificacion microbiana por medio de la secuenciacion del gen
ARNr 16S.
Extraccion de ADN
La extraccion de ADN constituye el primer paso en cualquier estudio de cepas o
comunidades microbianas. EI ADN se extrae a partir de las células microbianas mediante el
método de fenol—cloroformo—alcohol isoamilico, que es una extraccion basada en

disolventes organicos. En este método el lisado celular se mezcla con fenol, cloroformo y
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alcohol isoamilico para la separaciéon de los &cidos nucleicos y las proteinas.
Alternativamente, se pueden usar paquetes de extraccién comerciales, los cuales, constan

de soluciones para la estabilizacién y extraccién del ADN [43].

Amplificacion y purificacion del gen ARNr 16S

Las estructuras de los genes 16S y 23S se han usado para la resolucion genética de
microorganismos con base en linajes tanto antiguos como modernos, ya que es una region
conservada a través del tiempo. En la actualidad, el gen ARNr 16S se ha convertido en el
marcador taxondmico para bacterias mas utilizado, debido a que este gen es ampliamente
informativo y esta compilado en muchas bases de datos junto con datos taxondmicos fiables
[43,44].

Para realizar la amplificacién del gen objetivo se introduce el ADN extraido en un tubo
especifico para este paso, y se pone bajo condiciones de temperatura programadas en un
termociclador. Posteriormente, el ADN extraido se ocupa como molde para la amplificacion
por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). En la
reaccién de PCR se sintetiza muchas veces un fragmento del ADN original utilizando enzimas
polimerasas. Para llevar a cabo la reaccion de PCR se introduce en un tubo una mezcla que
contiene el ADN aislado del organismo, la enzima polimerasa y los cebadores o iniciadores
(llamados primers, en inglés). Para tener la certeza de que la amplificacion se llevd a cabo
de manera correcta, generalmente se hace la electroforesis del producto de PCR en gel de
agarosa o de acrilamida. En este proceso se separan los fragmentos de ADN y se observa
el bandeo en un equipo transiluminador de UV. Estos fragmentos de ADN se purifican con
paquetes comerciales, ya sea a partir del producto de PCR o de la banda de electroforesis
en el gel [44].

Secuenciacion de genes

La secuenciacion es un proceso analogo a la amplificacion. Para realizar la secuenciacion
del gen amplificado (amplicon) es necesario usar un cebador, cuya secuencia de
oligonucledtidos esté presente también en la cadena del ADN que se quiere secuenciar.
Asimismo, también se puede realizar la secuenciacion del gen usando otro cebador
correspondiente a la secuencia complementaria. A la primera secuenciacion se le llama
forward (hacia adelante) y a la que usa la secuencia complementaria se le llama reverse

(hacia atras). Estos cebadores suelen ser los mismos usados para el proceso de amplificacion
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de ADN, aunque también se pueden usar otros disefiados especialmente para esta etapa.
Posteriormente, se afaden bases nucleotidicas marcadas con fluorocromos
correspondientes a las bases de la cadena de ADN que se esta secuenciando. Al final del
proceso, cada base (A = adenina, G = guanina, T = tiamina y C = citosina) queda marcada
con un fluorocromo que se absorbe a diferente longitud de onda, lo que permite determinar
la secuencia de las bases por medio de analisis cromatograficos [42].

Identificacion genética

Después de la secuenciacién de los fragmentos de ADN, el estudio del electroferograma
(cromatograma que indica las bases obtenidas de la secuenciacidn) es el primer paso para
el analisis de las secuencias. La informacion genética (secuencias de nucledtidos) del
fragmento de ADN puede contener errores, por lo que en esos casos se requiere alinear y
reensamblar las secuencias forwardy reverse. La secuencia que presenta menos de 1% de
indeterminaciones se ocupa para el analisis. Una vez que se dispone de la secuencia
corregida, ésta se compara con otras disponibles en bases de datos en internet de acceso

publico o privado, para la identificacion de la cepa [42].

En la actualidad, se cuenta con bases de datos con una gran gama de organismos

disponibles. Una de las mas importantes es la base publica GenBank NCBI (National Center

for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que ademas cuenta con

programas como BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) que permite hacer la

busqueda de las especies mas cercanas al aislado microbiano con base en la similitud de las
secuencias de ADN [45]. Asi mismo se emplean otras bases de datos de cepas tipo como lo

es EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/).

2.8.1.2 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que fue inventada por J. J. Thompson
a principios del siglo XX, quien logrd analizar con gran precision la composicion de diversos
compuestos quimicos por medio de su separacidon con relacion a su masa/carga (m/z). El
uso de esta técnica para identificar bacterias se origind en 1975 mediante la obtencién de
espectros de distintos géneros y especies de bacterias liofilizadas [46,47].

Posteriormente, se empezaron a desarrollar métodos de ionizacidn de proteinas intactas. En
1987, Koichi Tanaka desarrolld la desorcion de proteinas por laser suave, la cual transferia

energia a las moléculas para su ionizacidon sin romper sus enlaces quimicos.
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La introduccion de la espectrometria de masas de tiempo de vuelo de desorcidn/ionizacion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF, por sus siglas en inglés) fue una importante evolucion
del area de microbiologia. Esta técnica se ha convertido en una herramienta facil de utilizar,
asi como, efectiva para analizar cuantitativa y cualitativamente proteinas ribosémicas de
entre 2 y 20 kDa de diversos origenes, principalmente en el area clinica en un sistema
denominado MALDI Biotyper® [48,49].

Los espectrometros de masas constan de tres elementos: una fuente de ionizacién, un
analizador de masas y un detector. En el caso especifico de la espectrometria de masas
MALDI-TOF (Fig. 6), la fuente de ionizacion es un laser ultravioleta de longitud de onda de
337 nm, que permite la desorcidn/ionizacidén de la muestra que debe estar en presencia de
un acido organico fotosensible al que se denomina matriz. La matriz permite la absorcion
de la energia del laser para su posterior transmision a la muestra y con ello se facilita la

cesion de iones [49].
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Fig. 6. Diagrama de un equipo de espectrometria de masas MALDI-TOF.
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2.8.2 METODOS INDEPENDIENTES DEL CULTIVO

Las técnicas de andlisis molecular de las comunidades microbianas por métodos
independientes del cultivo son empleadas por su gran capacidad de analizar e identificar
mezclas complejas de microorganismos genéticamente diferentes que se encuentran
presentes en la muestra. Estas técnicas han sido utilizadas con gran eficiencia incluso
cuando los microorganismos se encuentran en concentraciones bajas como para ser

cultivados o que no son capaces de crecer en condiciones de laboratorio.

PCR-DGGE

La DGGE (electroforesis de geles con gradiente desnaturalizante, por sus siglas en inglés)
disefiada por Fischer y Lerman en 1933 fue empleada originalmente para detectar
mutaciones en el genoma humano. Sin embargo, Green et. al. [50] lo modificaron para la
separacion del gen ARNr 16S. Esta técnica es un tipo de electroforesis que consiste en
separar genes del mismo tamafo que se diferencian en su temperatura de desnaturalizacion
del ADN debido a la diferencia en la secuencia de sus bases nucleotidicas. Para esto se
emplea un gradiente desnaturalizante de ADN basado en una mezcla de urea y formamida

(agentes desnaturalizantes) en un gel de poliacrilamida [51,52].

La diferencia en la secuencia de las bases de los genes de los distintos microorganismos,
hasta en un nivel de un solo par de bases nitrogenadas, causa la presencia de bandas con
distintos corrimientos en el gel (Fig. 7). Para evitar una completa desnaturalizacion de la
hebra del ADN, se agrega una secuencia compuesta de 30 a 40 pares de bases G-C en algin
extremo de los cebadores; secuencia conocida como grapa o c/amp. Al finalizar el proceso
de electroforesis, el contenido de las bandas individuales puede ser cortado para su posterior
amplificacion y secuenciacion. Se puede utilizar el gen ARNr 16S o algun otro gen como
objetivo de la separacidn. Esta técnica es apropiada para observar la dindmica microbiana

en mostos fermentativos a través del tiempo [52,53].
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Fig. 7.- Electroforesis de geles con gradiente desnaturalizante.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1. PROCESOS SEMICONTINUOS DE FERMENTACION DE BEBIDAS
ALCOHOLICAS

Son escasas las publicaciones en la literatura de procesos de fermentacion semicontinuos
como el que se propone en este trabajo para bebidas alcohdlicas fermentadas. Sanchez-
Miguel [54], realizd un trabajo sobre la fermentacion de malta empleando un sistema
semicontinuo en el proceso de elaboracidon de cerveza que se realizd6 mediante un disefio
experimental factorial simple relacionando el efecto del factor tiempo de retencion hidraulica
(TRH) empleando 3, 4 y 5 dias, y tres variables de respuesta (concentraciones de biomasa,
azUcares reductores y etanol). Cada TRH fue operado por un periodo de 25 dias. En el
trabajo se indica que para el TRH de 5 dias se obtuvo una productividad volumétrica (r)
20.2% mayor que la obtenida en el sistema por lote. En el caso del TRH de 4 dias la r fue
mayor en 50.2% al ser comparado con el sistema por lote, mientras que se destaca el TRH

de 3 dias para el cual la r fue superior en 100.4% a la r del sistema por lote.

En otro estudio, Lee et al. [55] realizaron la produccion de vinagre de cebolla utilizando un
proceso de fermentacidén semicontinuo y evaluaron las propiedades funcionales del producto
fermentado. Los investigadores usaron cepas de Saccharomyces cerevisiae y Acetobacter
orientalis para la fermentacion alcohdlica y acido acética, respectivamente. La fermentacion
semicontinua se realizd en dos etapas, esto para evaluar las condiciones Optimas de
fermentacion de la cebolla. En un principio realizaron la fermentacion alcohdlica inoculando
el jugo de cebolla con Saccharomyces cerevisiae (36 h/28 °C). Posteriormente, el jugo
previamente fermentado se ajustd a una concentracién de etanol del 5%, después de lo
cual el medio se inoculd con Acetobacter orfentalis y se incubd por 96 h a 28 °C. Después
se realizd la fermentacidon semicontinua, la cual, consistié en tres ciclos de recambio. Los
autores indican que a las 24 h de fermentacién se alcanzd una concentraciéon de 4.8% de
acido acético y 4.35% a las 48 h y una eficiencia de fermentacién del 76.7%. Concluyendo
que este proceso redujo significativamente el tiempo de fermentacion comparado con el
proceso de cultivo sumergido por lotes que es el cominmente utilizado en la fermentacion

de cebolla.
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Considerando la escasa literatura, el proceso de fermentacion semicontinuo constituye una
propuesta novedosa para la produccion de pulque en condiciones controladas, ademas de
que este proceso es analogo al proceso de produccion artesanal. En este trabajo se realizd

un reactor semicontinuo como estrategia para estandarizar la produccién de pulque.

3.2. PROCESOS DE ESTERILIZACION EN FRiO DE BEBIDAS USANDO
MEMBRANAS DE MICROFILTRACION

El uso mas comun de la tecnologia de membranas de microfiltracién ha sido para retener
sélidos en suspension. El origen de este método data de los afios 1920 s, con su aplicacion
mas relevante durante la Segunda Guerra Mundial, en Alemania, en donde se empled para
esterilizar agua para consumo humano. Posteriormente el interés por desarrollar este
método aumento significativamente. En 1963 se utilizd por primera vez la microfiltracion
para esterilizar la cerveza en frio [56]. En la actualidad, la microfiltracion tiene una gran
aplicacion en la industria vinicola para la obtencion de productos de calidad, siendo el
aspecto de esterilidad del producto final el mas importante. En este sentido, se han
encontrado aplicaciones importantes en la clarificacion y esterilizacién de vino y bebidas

alcohdlicas a base de vino [57].

Carneiro et al. [58] utilizaron la microfiltracién tangencial para la esterilizacién en frio y
clarificacion de jugo de pifia. La microfiltracion se realizd utilizando una membrana tubular
de polietersulfona con un tamafo de poro de 0.3 pm. Las condiciones del proceso fueron
25 °C y 100 kPa. Los autores precisan que el proceso de microfiltracion ayudd a reducir la
turbidez y viscosidad del producto, ademas de que no provocd cambios significativos en el
pH, acidez, azlcar y contenido de sdlidos del jugo. El permeado se almacend en refrigeracion
a 8 °C por un periodo de 28 d. Posteriormente se realizaron pruebas microbioldgicas en
intervalos de 7 d y se comprobd que el jugo de pina cumplia las normas sanitarias locales
para jugos y bebidas.

Por otra parte, Karmakar y De [59] realizaron la esterilizacién en frio de agua de coco
utilizando un proceso de ultrafiltracion con membranas de fibra hueca, utilizando diferentes
presiones 21-193 kPa y diferentes caudales (5 a 15 L/h). Los investigadores encontraron

que las condiciones optimas de funcionamiento fueron 138 kPa y 15 L/h, obteniendo un
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permeado con aproximadamente 56% de sdlidos solubles totales, 60% de sodio, 80% de
potasio y polifenoles en relacion con el contenido inicial previo a la filtracion. Adicionalmente,
los autores realizaron estudios de almacenamiento durante 18 semanas colocando el jugo
de coco en botellas de vidrio de borosilicato y botellas de polipropileno. De acuerdo con lo
descrito, el sabor de la bebida permanecié intacto durante las 18 semanas, presentando
una reduccién del 5% en la claridad del jugo a la semana 19.

Con base en la revisién bibliografica realizada, se puede concluir que a la fecha no existen
publicaciones sobre la esterilizacién en frio de aguamiel para la elaboraciéon del pulque.
Siendo la principal ventaja del uso de esta tecnologia, la de lograr la esterilizacion del
aguamiel empleado como sustrato de fermentacién sin provocar cambios en las

caracteristicas sensoriales del producto.

3.3 DINAMICA MICROBIANA EN EL PROCESO DE PRODUCCION DEL
PULQUE

Actualmente, el uso de tecnologias de secuenciacién masiva principalmente del gen ARNr
16S permite el estudio microbioldgico de diversos productos fermentados. Con estas nuevas
tecnologias se han podido conocer los perfiles microbianos de alimentos y bebidas como el
kéfir, chorizo tipo espafiol, sake de kimoto, makgeolli / nuruk, doenjang, kimchi, narezushi,

dahi, khoormog y vino de palma [52,60].

En un estudio en el que ademas de usar las técnicas de secuenciacion masiva, se usa la
técnica de DGGE, Judrez-Castelan et al. [52] determinaron la diversidad y dinamica
bacteriana del chorizo tipo Espafiol durante su proceso de maduracion. El estudio fue
realizado durante diferentes etapas de maduracién. Por otra parte, la identificacion de las
bacterias aisladas se realizd mediante la secuenciacién del gen ARNr 16S. Los investigadores
determinaron la diversidad y dinamica bacteriana durante la maduracién utilizando la técnica
molecular de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y mediante la
secuenciacion masiva de cada una de las muestras usando la tecnologia Miseq Illumina. Los
microorganismos identificados por la secuenciacion completa del gen ARNr 16S fueron
Lactobacillus sakei, Weisella thailandensis y Pediococcus acidilactici. Adicionalmente, por

medio de la técnica de PCR-DGGE, los autores determinaron que al inicio del proceso de
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maduracidon Pseudomonas fue el género mas abundante, mientras que al final del proceso
lo fue el género Lactobacillus. Utilizando la secuenciacion masiva se corroboré lo obtenido
con DGGE, y ademas conocer con mayor detalle los cambios de la diversidad bacteriana

ocurridos durante la fermentacion.

En un estudio similar, Villareal Morales et al. [61] estudiaron la diversidad microbiana de
aguamiel de dos especies diferentes de agave (Agave salmianay A. atrovirens) durante las
cuatro estaciones del afio, mediante gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) y
secuenciacion del gen ARNr 16S (para bacterias) y regiones del gen 265 ARNr (para
levaduras). Los investigadores describen que la mayor diversidad la encontraron en verano
para ambas muestras de Agave, detectando los géneros bacterianos Leuconostoc,
Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus y Trichococcus. En el caso de las levaduras los

autores identificaron a las especies Kluyveromyces marxianusy Saccharomyces cerevisiae.

En particular, en el afio 2020 la microbiologia del pulque fue estudiada en diversos grupos
de investigacidn por técnicas de secuenciacion masiva. Rocha-Arriaga et al. [60], realizaron
un estudio de los perfiles de las comunidades microbianas a lo largo del proceso de
fermentacion del pulque. Los investigadores utilizaron la secuenciacién masiva del gen ARNr
16S y el espaciador transcrito interno ribosdmico (ITS, por sus siglas en inglés). En este
estudio los autores recolectaron muestras de las tres etapas del proceso de produccién de
pulque (aguamiel, contrapunta y pulque) de tres lugares diferentes del Estado de Hidalgo
(Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala). Los autores identificaron un total de 2,855 unidades
taxondmicas operativas de bacterias (OTU, por sus siglas en inglés) utilizando el gen ARNr
16S, observandose una mayor abundancia de éstas en el aguamiel. En el caso de hongos
se identificaron 1,494 OTUs. Del mismo modo que con las bacterias, la mayor abundancia

de hongos se encontrd en el aguamiel.

Por otra parte, Chacon Vargas et al. [40] realizaron una secuenciacion metagendmica
masiva de muestras de cinco diferentes etapas del proceso de fermentacion del pulque y
con ello caracterizaron la diversidad microbiana y funcional de las diferentes etapas del
proceso. Los investigadores indicaron que los géneros mas abundantes en las diferentes
etapas fueron Acinetobacter, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Saccharomyces y
Ziymomonas. Por otra parte, las especies mas abundantes reportadas fueron: Acinetobacter
boissferi, Acinetobacter Nectaris, Lactobacillus sanfranciscensis, Lactococcus /lactis,
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Lactococcus piscium, Lactococcus plantarum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gelidum,
Zymomonas mobilis y Saccharomyces cerevisiae, las cuales, estuvieron presentes en al
menos una etapa del proceso de fermentacién con un porcentaje mayor o igual al 1%. A
medida que la fermentacion avanzd, se observaron variaciones en la abundancia de géneros
y especies. Los autores asociaron dichos cambios a la disminuciéon de la sacarosa y al
aumento del etanol y del acido lactico, lo que ocasiond competencia entre los

microorganismos por los nutrientes del medio.

A partir de lo anterior, se puede concluir que en la actualidad existen estudios muy
completos sobre la metagendmica del pulque, sin embargo, estos estudios no se han
realizado en un proceso de fermentacion aséptico para la produccion del pulque como el
que se propone en este proyecto. Por lo tanto, considerando que la tecnologia PCR-DGGE
es una herramienta que permite caracterizar la dinamica y diversidad microbiana durante
procesos de fermentacion complejos, se utilizd para caracterizar el proceso semicontinuo
para la produccion de pulque que se plantea en esta investigacién. Cabe destacar que esta

técnica no se ha empleado hasta el momento en el analisis metagendmico del pulque.
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4. MARCO CONCEPTUAL DE LA TESIS

4.1. JUSTIFICACION

El pulque a lo largo de su historia ha sufrido diferentes estados criticos, llegando a un punto
de su casi desaparicion a mediados del siglo XX. Diferentes factores socioeconémicos y
culturales han ocasionado este declive. Desde hace un par de décadas, las investigaciones
cientificas sobre el pulque han ayudado a la revalorizacién de esta bebida ancestral
mexicana por un sector de la poblacién. Sin embargo, y a pesar de los grandes beneficios a
la nutricién y salud humana que se han encontrado para el pulque, aun en la actualidad, el
problema mas importante que impide la aceptacion y comercializacion del pulque y con ello
su resurgimiento, lo constituye la falta de control de calidad en la produccidn de la bebida,
principalmente asociado a su calidad sanitaria. En la actualidad, una parte importante de la
sociedad sigue percibiendo al pulque como una bebida de mala calidad por la falta de
condiciones sanitarias apropiadas durante su preparacion y venta.

La elaboraciéon del pulque es realizada principalmente por productores artesanales. Sin
embargo, en el proceso artesanal no se tiene un control sobre las variables importantes de
la fermentacion del aguamiel para la produccién de pulque, como son la temperatura, la
concentracion y el tipo de microorganismos fermentadores presentes en la semilla empleada
para la inoculacidn, los microorganismos presentes en el aguamiel fresco usado para la
fermentacion, asi como, las condiciones de asepsia requeridos durante el proceso. Todas
estas variables afectan de manera importante la calidad fisicoquimica, probidtica, sensorial

y sanitaria del producto final.

Con base en lo anterior, en este proyecto se estandarizd la produccion del pulque mediante
el uso de un reactor semicontinuo que emula el proceso seguido artesanalmente. Sin
embargo, en este trabajo el proceso de elaboracién de pulque se desarrolld en condiciones
asépticas mediante el uso de la esterilizacion en frio del aguamiel por medio de membranas
de microfiltracién, evitando asi la variacion microbiana durante el proceso de fermentacion
y a su vez conservando la microbiota autdctona derivada del indculo natural inicial. Aunado
a esto, se evalud la dindamica microbiana del pulque producido en el reactor mediante

técnicas dependientes e independientes de cultivo.
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4.2. ORIGINALIDAD

El proceso de fermentacion semicontinuo de pulque en condiciones controladas realizado
en esta investigacioén, el cual emula el proceso de produccién artesanal, no ha sido publicado
hasta el momento en la literatura cientifica; por consiguiente, el presente trabajo constituye
una contribucion cientifica y tecnoldgica novedosa. Otro rasgo original del presente trabajo
es la implementacion de un proceso para la produccion de pulque en condiciones asépticas
mediante el uso de esterilizacion por membranas de microfiltracion. El fin ultimo de este
trabajo es llegar a un proceso estandarizado para la produccién de pulque, logrando
preservar sus caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales, asi como la

calidad sanitaria del producto.

Por otro lado, a pesar de que en la actualidad existen estudios muy completos sobre la
metagendmica del pulque, éstos no se han realizado en un proceso aséptico de produccion
de pulque como el que se desarrolld en el presente trabajo por medio de la tecnologia PCR-
DGGE. De acuerdo con lo anterior y a los reportes de la literatura relevante, es posible
afirmar que el presente proyecto constituye una propuesta novedosa y util para la

estandarizacion del proceso de elaboracion del pulque.
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4.3. OBJETIVOS
4.3.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un proceso de fermentacion semicontinua de produccion de pulque usando
membranas de microfiltracion y evaluar la dindmica microbiana del pulque producido

mediante técnicas de analisis moleculares de PCR dependientes e independientes del cultivo.

4.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar fisicoquimica, sensorial y microbioldgicamente el indculo inicial del

proceso de fermentacidén semicontinua.

2. Aislar e identificar los microorganismos presentes en el indculo inicial del proceso de

fermentacion semicontinua del pulque por métodos dependientes del cultivo.

3. Determinar la diversidad microbiana en el indculo inicial del proceso de fermentacion

semicontinua del pulque por métodos independientes del cultivo.

4. Esterilizar el aguamiel que fue usado como sustrato en la produccion de pulque

empleando procesos de membranas de microfiltracion.
5. Desarrollar un proceso por lotes con recambios secuenciales en estado cuasi-
estacionario de produccién de pulque y evaluar la dinamica de los parametros

fisicoquimicos, sensoriales y microbioldgicos durante el proceso de fermentacion.

6. Determinar la diversidad microbiana en el producto final del proceso de fermentacién

semicontinua de pulque.
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4.3.3. METAS

Para el Objetivo Especifico 1:

1.1.  Determinacion de los parametros fisicoquimicos del pulque inicial: sélidos
totales, color, acidez total, pH, °Brix, alcohol y azlcares (reductores y
totales).

1.2.  Evaluacion sensorial del indculo inicial.

1.3.  Enumeracién de microorganismos caracteristicos del pulque inicial: bacterias

acido lacticas (MRS Y APT), levaduras y Zymomonas.

Para el Objetivo Especifico 2:

2.1. Aislamiento de bacterias acido lacticas y levaduras presentes en el indculo
inicial empleando medios selectivos de cultivo.

2.2. Extraccion del ADN gendmico de las cepas aisladas.

2.3. Amplificacién del gen ADN ARNr 16S proveniente de los aislados microbianos
mediante el uso de la técnica de PCR.

2.4. Seleccién de cepas Unicas por especie mediante el andlisis del perfil de la
digestion enzimatica de los amplificados del gen ARNr 16S.

2.5. Purificacién del gen ARNr 16S de cepas Unicas determinadas en la Meta 2.4.

2.6. Secuenciacion de genes de cepas purificadas.

2.7. Identificacion genética de aislados microbianos.

Para el Objetivo Especifico 3:

3.1.  Extraccion del ADN gendmico de una muestra del pulque inicial
3.2.  Anadlisis de la diversidad microbiana en el pulque inicial usando la técnica de

PCR-DGGE y secuenciacion de bandas de ADN caracteristicas.
Para el Objetivo Especifico 4:
4.1.  Acondicionamiento y esterilizacidn quimica del sistema de membranas de

ultrafiltracion.
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4.2.

4.3.

4.4,

Esterilizacién en frio del aguamiel empleando un sistema de membranas de
microfiltracion.

Andlisis fisicoquimicos del aguamiel filtrado usando membranas de
microfiltracién de acuerdo con la Meta 1.1.

Andlisis de esterilidad del aguamiel filtrado usando membranas por el método

de cultivo en placa.

Para el Objetivo Especifico 5:

5.1.

5.2.

5.3.

Establecimiento del reactor por lotes con recambios secuenciales usando
pulgue inicial seleccionado como indculo y aguamiel esterilizado por
membranas de microfiltracidn como sustrato.

Monitoreo de las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y microbioldgicas
del producto de pulque durante el proceso de recambios secuenciales de
acuerdo con las metas del Objetivo Especifico 1.

Analisis del proceso por lotes con recambios secuenciales hasta alcanzar el
estado cuasi-estacionario de acuerdo con los parametros monitoreados en la
Meta 5.2.

Para el Objetivo Especifico 6:

6.1.

6.2.

Aislamiento e identificacién de los microorganismos presentes en el
producto final del proceso de fermentacion semicontinua de pulque por
métodos dependientes del cultivo de acuerdo con las metas establecidas
para el Objetivo Especifico 2.

Anadlisis de la diversidad microbiana en el producto final del proceso de
fermentacion semicontinua de pulque por métodos independientes del
cultivo de acuerdo con las metas establecidas para el Objetivo Especifico
3.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. RECOLECCION DE LA SEMILLA Y DE AGUAMIEL

El inéculo (pulgue fermentado) y el sustrato (aguamiel), fueron proporcionados por los
productores de la regién de La Altiplanicie Pulquera, municipio de Singuilucan, estado de
Hidalgo (19°59°20” N, 98°27’56” W, altitud: 2 588 m snm) (Fig. 7). Para evitar contaminacion,
las muestras se recolectaron en frascos previamente esterilizados y fueron transportadas al
Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca en una hielera. Para
evitar la fermentacion del aguamiel y del pulque semilla, después de tomar una muestra para
los analisis proximales, ambas muestras se sometieron a ultracongelaciéon a una temperatura
de —80 °C en el Laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de Macromoléculas de la
Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa para analisis microbioldgico y para su

procesado posterior de acuerdo con los objetivos de este proyecto.
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Fig. 8. Ubicacién del municipio de Singuilucan en el estado de Hidalgo.
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5.2. MICROFILTRACION DEL AGUAMIEL

La esterilizacion del aguamiel empleado como sustrato para la fermentacién se llevé a cabo
en un médulo de filtracion de flujo tangencial Pellicon 2 Mini (Millipore, EUA) (Figura 9), el
cual cuenta con una bomba peristaltica automatizada (Fig. 9-e). Se utilizd un cartucho de
membrana de microfiltracién con un tamano de poro de 0.45 um (Fig. 9-d), para remover

los microorganismos presentes en el aguamiel.

La esterilizacion del equipo se realizd empleando una solucién de hipoclorito de sodio
(NaClO) con una concentracion de 200 ppm durante 15 min, configurado en modo de
recirculacion. Para eliminar los residuos de NaClO se hizo fluir agua pasada por dsmosis
estéril durante 10 min. El aguamiel se alimentd al equipo de filtracion (Fig. 9-a) con ayuda
de la bomba peristaltica. La salida de la corriente retenida (Fig. 9-b) fue recirculada al frasco
de alimentacién y la salida de permeado (Fig. 9-c) a un frasco previamente esterilizado. El
aguamiel estéril se mantuvo en refrigeracion hasta su uso. Al finalizar la operacion, el equipo
se lavd con una solucién de hidroxido de sodio al 0.2%, seguido por agua estéril. La
esterilidad del aguamiel microfiltrado se verificd por el método de cultivo en extensién en

placa de una muestra del aguamiel sin diluir empleando agar cuenta estandar, por triplicado.

N > - =
Fig. 9. Imagen de mddulo de fluidos. a) Entrada de alimentacion. b) Salida de retenido. c)
Salida de permeado. d) Membrana de microfiltracion. €) Bomba peristaltica.
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5.3. PRODUCCION DE PULQUE EN UN REACTOR SEMICONTINUO A
NIVEL PILOTO

Se designd un area especifica en una incubadora a una temperatura de 28 °C y ausencia
de luz para la localizacién del frasco de vidrio roscado de 500 mL que se empleé como
biorreactor. De acuerdo con las practicas de los productores artesanales, el proceso de
fermentacion se llevd a cabo empleando 50% de pulque maduro de buena calidad
seleccionado como indculo inicial y 50% de aguamiel previamente esterilizado por

microfiltraciéon como sustrato (1:1).

La cosecha de pulque y recambios se realizé cada 24 h (Fig.9), haciendo el retiro de 1/3 del
volumen de pulque y la subsecuente adicidon del mismo volumen de aguamiel estéril. A las
muestras de pulque cosechado, se les realizaron pruebas fisicoquimicas (color, pH, acidez
total, °Brix, determinacién de alcohol, humedad y sdlidos totales), asi como, analisis
sensoriales (aroma, sabor, acidez, astringencia y dulzor). La fermentacion se continud hasta
que alcanzd el estado cuasi-estacionario, de acuerdo con los parametros monitoreados.

Todo lo anterior se realizd en condiciones asépticas.

Recambio de

Inoculo inicial Cosecha de pulque aguamiel estéril
1/2 Fermentacion 1/3 1/3
l T=28°C T l
Aguamiel ' TRH .
estéril — 4k _E%
1/2 | !

Fig. 10. Diagrama del proceso por lotes con recambios secuenciales de produccion de
pulque.
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5.4, CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL PROCESO DE
FERMENTACION DEL PULQUE

Las pruebas fisicoquimicas que a continuacién se mencionan se realizaron al pulque inicial
y aguamiel, asi como, a las muestras del producto cosechado a lo largo del proceso de
fermentacion en el reactor semicontinuo, hasta obtener el producto final. Los analisis se
realizaron por triplicado. El muestreo del reactor semicontinuo se realizd cada 24 h. Asi
mismo, se realizaron analisis del aguamiel antes y después del proceso de microfiltracion

por triplicado.

5.4.1. COLOR
La determinacion de color se realizd mediante el uso del espectrofotémetro UltraScan Vis
(HunterLab, EUA). El equipo cuenta con un software habilitado para la mediciéon de los
parametros CIE L*a*b* de las muestras liquidas. El espacio de color CIE L*a*b* se define

con los siguientes parametros:

L*= Luminosidad

a*= coordenadas rojo/verde (+ a indica rojo, - a indica verde)

b*= coordenadas amarillo/azul (+ b indica amarillo, - b indica azul)
El equipo se configurd en el modo de transmitancia total con un area de vision de 9.55 mm.
Una vez realizada la calibracion del equipo, se colocd 25 mL de muestra dentro de la celda
de cuarzo y se procedid a tomar la lectura de los parametros de color CIE L*a*b*.

La diferencia total de color entre dos muestras Delta E* (AE*) se calculd de la siguiente

manera.:

AE* = ( ( |_>|<1_|_*2)2+ (a*1-a*z)2+(b*1-b*2)2)1/2

Siendo L*;, a*1, b*; los parametros de color pertenecientes a la muestra de pulque semilla.
Y L*;, a*;, b*; los parametros de color pertenecientes a la muestra de pulque proveniente

del reactor semicontinuo.
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5.4.2. pH

La determinacion del pH de las muestras se realizd con un potenciémetro digital. La

calibracion se realizd con soluciones buffer de pH 7 y pH 4, considerando que el pH del

pulgue esta en el intervalo de pH acido. Se utilizd un volumen de 10 mL para realizar la

lectura, verificando que la muestra cubriera el electrodo en su totalidad.

5.4.3. ACIDEZ TOTAL

La determinacion de acidez total (AT) se llevd a cabo siguiendo la norma NMX-V-042-1972

[62]. Este parametro se determind utilizando 10 mL de muestra, en una relaciéon 1:1 de la

muestra con agua destilada. Se tituld con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N utilizando

fenolftaleina como indicador. El resultado se expresé en gramos de acido lactico por 100 mL

de muestra.
Para la determinacion, se utilizé la siguiente formula:

_V x N x 0.090

A.T.
M

X 100;

en donde:

A.T. = Acidez total expresada en gramos de acido lactico por 100 mL de muestra;
V = Volumen de hidréxido de sodio gastados en la titulacion de la muestra;

N = Normalidad de la solucién de hidréxido de sodio usada en la titulacion;

0.090 = Miliequivalente del acido lactico;

M = Volumen de muestra empleado en la determinacion.

5.4.4. SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (°BRIX)

Se utilizd un refractdmetro digital MA822 (Milwaukee, EUA), el cual, antes de ser utilizado

para las mediciones fue calibrado con agua pasada por 6smosis. Las lecturas se realizaron

colocando muestra suficiente en la mirilla del refractdmetro para una buena medicién.
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5.4.5. DETERMINACION DEL % DE ALCOHOL (ETANOL)

La determinacion del etanol se realizd siguiendo la norma NMX-V-013-5-1980 [63]. Para
realizar esta determinacion, se utilizd un equipo de destilacion simple, en el cual, se
depositaron 20 mL de muestra y 10 mL de agua pasada por dsmosis y se colocaron 5 perlas
de ebullicién de vidrio. El sistema se llevd a temperatura de ebullicién (90-95 °C) para
realizar la destilacion. Posteriormente, el destilado obtenido se midid con una probeta
graduada, después de lo cual se realizd la lectura de la concentracion de etanol con un
refractdmetro de alcohol.

Para el calculo del contenido de alcohol en la muestra se utiliz6 la siguiente ecuacién:
CiV1=CaV;
en donde:

C1 = Concentracion de etanol en la muestra;
V1= Volumen de la muestra;
C> - Concentracion de etanol que se obtuvo en el destilado (lectura del alcoholimetro);

V7> - Volumen obtenido en la destilacion.

5.4.6. SOLIDOS TOTALES (S.T.)
Se determind el porcentaje de solidos totales de acuerdo con la norma NMX-F-083-1986
[63] como se describe a continuacion. Primeramente, se secaron las capsulas a 110 °C
durante 30 min, después de lo cual estas se trasladaron al desecador y se dejaron enfriar
hasta temperatura ambiente. Posteriormente, se pesaron las capsulas sin muestra (P1), y
se volvieron a pesar después de colocarles las muestras (P,). Después de esto, las muestras
se introdujeron en el desecador para trasladarlas a la estufa, donde se mantuvieron por 4
ha 110 °C. Las muestras se depositaron en el desecador para dejarlas enfriar a temperatura
ambiente. Para finalizar la determinacién, se pesaron las muestras secas (P3). El porcentaje
de solidos totales se determiné de acuerdo con la siguiente formula:
(P—Py)

%Sélidos Totales (S.T) = 5 x 100;
2

en donde:

P = Peso del recipiente con la muestra seca;
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P; = Peso del recipiente sin muestra;

P, = Peso de la muestra fresca.

5.4.7. AZUCARES REDUCTORES
Todo el material que se utilizé en esta determinacién fue cuidadosamente lavado, seguido

de un enjuague con agua bidestilada.

5.4.7.1. Determinacion de azicares reductores totales
La concentracion de azlcares totales se determind usando el método Dubois [64], de
acuerdo con la metodologia de Avila NGfiez et al. [65] con algunas modificaciones. Para la
curva de calibracion se prepararon soluciones de 66 a 1000 ppm de glucosa como estandar.
Como blanco para las lecturas se utilizd agua bidestilada aplicandole el mismo tratamiento
que a las muestras y los estandares. Para la preparacion del estandar de interés, se peso 1
g del azlcar y se aforé a 10 mL para obtener una solucién stock de 100 g/L. A partir de esta

solucidn se prepararon las diferentes concentraciones para la curva de calibracion.

Para la aplicacion del método Dubois, se mezclé 150 uL de muestra con 500 pL de fenol al
5% en tubos de ensayo, los cuales se agitaron por 1 min. Posteriormente, a la mezcla se le
anadio 2.5 mL de H,SO4 concentrado. Los tubos se colocaron en una gradilla dejandose
reposar durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, los tubos se llevaron a
agitacion en vortex por 1.5 min y se sumergieron en un bafio de agua a 25 °C por 20 min.
Para finalizar, los tubos se agitaron durante 1 min y se analizaron en el espectrofotdmetro
UV-Vis GENESYS™ 50 (Thermo Scientific™, Waltham, EUA) a una longitud de onda de 490
nm. Para calcular la concentracién de los azlcares en las muestras se empled la ecuacion

de la linea recta obtenida a partir de la curva de calibracién.

5.4.7.2. Determinacion de azucares reductores fermentables
La determinacion de azucares reductores fermentables se llevd a cabo a través de una curva
de calibracion aplicando el método Miller [66], de acuerdo con la metodologia de Avila Nifiez
et al. [65], empleando acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) como agente reductor. Para las
curvas se prepararon soluciones de 66 - 1000 ppm de glucosa como estandar. Como blanco
para las lecturas se utilizd agua bidestilada sin adicién de azlcar aplicandole el mismo

tratamiento que a los estandares.
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El reactivo Miller se preparé disolviendo en agua bidestilada 1.6 g de NaOH, 30 g de tartrato
de sodio y potasio tetrahidratado y 1 g de DNS. La mezcla se aforé a 100 mL y se almacené
en un frasco ambar a 4 °C. Para la aplicacion del método Miller, se mezclaron 150 pL de
muestra con 150 pL del reactivo DNS. Los tubos con la mezcla de reaccidn se pusieron en
un bafo térmico a temperatura de ebullicidon por 5 min, e inmediatamente fueron llevados
a un bafio de agua fria para el detenimiento de la reaccion. Posteriormente, a las muestras
se les anadié 1.5 mL de agua bidestilada, se agitaron en vértex por 1 min y se dejaron
reposar por 15 min. Finalmente, se determind la absorbancia de la mezcla de reaccion a
540 nm en el espectrofotdmetro UV-Vis GENESYSTM 50 (Thermo ScientificTM, EUA). Para
calcular la concentracion de los azUcares reductores fermentables en ppm de las muestras

se empled la ecuacidn de la linea recta obtenida a partir de la curva de calibracion.

5.5. ANALISIS SENSORIAL
Se llevé a cabo una prueba de analisis sensorial con 6 panelistas semi-entrenados, en donde
se evalud el aroma, el sabor, la acidez, la astringencia y el dulzor en una escala del 1 al 10
del pulque semilla con base a un puntaje global asignado a un pulque ideal para saber el

puntaje de cada uno de los atributos (Fig. 11).

66



Evaluador:
Favor de evaluar los siguientes atributos en la
escala del 1-10 (1 minimo-10 maximo)

P. Ideal
Aroma caracteristico 10 o
Sabor caracteristico 10 o
Sabor a planta 2 o
Acidez 5 o
Astringente 5 o
Dulzor 5 _

Comentarios:

Fig. 11. Boleta de evaluacion del analisis sensorial para el pulgue semilla (inéculo) y las
muestras de pulque a lo largo de la fermentacion y el pulque final.

Con la finalidad de describir y cuantificar los parametros sensoriales del aguamiel a lo largo
del proceso de fermentacion tomando como referencia al pulque semilla, se realizd una
prueba de andlisis descriptivo comparativo como se muestra en la Fig. 12, en la cual, los
evaluadores designaron valores negativos o positivos en funcidon de la referencia, para
verificar por medio de los evaluadores si el pulque obtenido durante la fermentacion en el
reactor semicontinuo, usando aguamiel estéril como sustrato, es o no similar al pulque con

el cual se indculo el sustrato (pulque semilla).
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EVALUACION SENSORIAL PULQUE. EXPERIMENTO CONCEPCION.

Evaluacion COMPARATIVA DE RECAMBIOS DE PULQUE con respecto al pulque

semilla

Nombre de evaluador (Iniciales):

Nombre de muestra: Recambios de pulque

Indique en la tabla la calificacién comparativa de la muestra con respecto a la muestra de

referencia (pulgue semilla) de acuerdo a la siguiente escala:

Menos que la Mas que la
referencia | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ referencia
-4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4
Atributo sensorial Muestra (Dia)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 | 14

Sabor a pulque

Sabor a planta

Acidez

Dulzor

Astringencia

Amargor

Efervescencia

Viscosidad

Fig. 12. Formato de evaluacion sensorial para la produccién de pulque.
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5.6. CARACTERIZACION DE LA POBLACION MICROBIANA PRESENTE
EN EL INOCULO Y DURANTE EL PROCESO DE PRODUCCION DEL
PULQUE POR REACTOR SEMICONTINUO

5.6.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA CONTEO Y AISLAMIENTO DE GRUPOS
MICROBIANOS PRESENTES EN LAS MUESTRA
A continuacion, se describen los medios de cultivos selectivos que se usaron para realizar
conteos de los distintos grupos microbianos presentes tanto en el inéculo como durante el
proceso de fermentacion semicontinuo que se desarrolld en este proyecto. Asimismo, se
detallan los medios usados para realizar los aislamientos de los distintos grupos microbianos
presentes tanto en el indculo como en el producto final de las fermentaciones. La descripcion
se realiza de acuerdo con los grupos microbianos que se tienen como objetivo para cada

medio de cultivo.

Bacterias acido lacticas

El Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) es un medio de cultivo apropiado para el aislamiento
de bacterias acido lacticas. Composicidon para 1 L de agar MRS: 10 g de peptona de carne,
8 g de extracto de carne, 5 g de extracto de levadura, 20 g de glucosa, 2 g de fosfato
dipotasico, 5 g de acetato de sodio, 2 g de citrato de triamonio, 0.2 g de sulfato de magnesio,
0.05 g de sulfato de manganeso, 13 g de agar bacterioldgico y 1 g de Tween 80 Polisorbato.
La incubacidn se realiz6 en condiciones de microaerofilia a 37 °C durante 24-72 h. En el
proyecto emplearon 4 mg/L de cicloheximida (Sigma Aldrich, EUA) como inhibidor de

levaduras.

Leuconostoc spp.

Se empled medio Agar All Purpose Tween (APT) enriquecido con 20% de sacarosa el cual
es utilizado para el cultivo de bacterias acido lacticas heterofermentativas del género
Leuconostoc. La composicion para 1 L de agar es: agar bacterioldgico 13.5 g, sulfato ferroso
0.004 g, cloruro de manganeso (II) 0.14 g, cloruro sddico 5 g, clorhidrato de tiamina 0.001
g, hidrogenofosfato de potasio 5 g, D (+)-glucosa 10 g, sulfato magnésico 0.8 g, peptona
12.5 g, citrato de sodio 5 g, extracto de levadura 7.5 g. Adicionalmente, se agregd al medio
20% de sacarosa y 4 mg/L de cicloheximida (Sigma Aldrich, EUA) como inhibidor de
levaduras. La incubacion se realizé a 32 °C durante 24 a 48 h [14].
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Zymomonas spp.

Para Zymomonas spp se empled el medio caldo de enriquecimiento y aislamiento segun lo
indicado por Oribe O. [67] y el medio de agar de acuerdo con lo establecido por Chacon-
Vargas et al. [40], ambos con algunas modificaciones. El medio caldo de enriquecimiento y
aislamiento se preparo con la siguiente composicion para 1 L: 3 g de extracto de levadura,
20 g de glucosa, 5 g de peptona, 3% de etanol, 1 pg/mL de cicloheximida (Sigma Aldrich,
EUA). Este medio se ajustd a un pH de 4 con acido clorhidrico. Para su aplicacién, el caldo
inoculado se incubd a 30 °C durante 5 h. Por otro lado, para la preparacién del medio agar
(Zm) se utilizd la siguiente formulacién para 1 L de agar Zm: 3 g de extracto de malta, 3 g
de extracto de levadura, 14 g de glucosa, 6 g sacarosa, 5 g de peptona, 1 pg/mL de
cicloheximida (Sigma Aldrich, EUA). La incubacion se realiz6 en condiciones de microaerofilia
a 30 °C.

Levaduras

El medio empleado para levaduras fue Agar de Papa y Dextrosa (APD) con la siguiente
composicion por 1 L: agar bacterioldgico 15 g, dextrosa 20 g, infusién de papa 4 g. Se
usaron 25 mg de cloranfenicol (Sigma Aldrich, EUA) como inhibidor de bacterias. El cultivo
se incubd a 25 °C durante 24-72 h

5.6.2. CULTIVO DE MICROORGANISMOS
Se tomd 1 mL de la muestra para el andlisis y se hicieron diluciones seriadas de 10! a 10
de pulque en agua peptonada previamente esterilizada. Posteriormente, se realizd la
siembra por extensién en placa, empleando una alicuota de 0.1 mL de la dilucion
seleccionada en cajas con aproximadamente 15 mL del medio de cultivo correspondiente.
Las placas con cultivo se incubaron bajo las condiciones especificas para cada medio
mencionadas anteriormente. Durante la fermentacion dicha siembra se realizé cada 24 h,

posterior a la cosecha diaria de pulque.

5.6.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MICROSCOPICA DE LAS
COLONIAS
Se realizd la clasificacion fenotipica de las colonias microbianas de acuerdo con las
caracteristicas morfoldgicas particulares de los diferentes grupos encontrados. Esta

clasificacion se realizd de acuerdo con las caracteristicas macroscopicas observadas en las
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colonias con base en los criterios de la Fig. 13; siendo los criterios mas importantes los

siguientes: coloracion, forma, aspecto, elevacién y bordes.

A partir de esta clasificacién, basada en la morfologia colonial, se determinaron los grupos
microbianos que se consideraron para el aislamiento y enumeracion de microorganismos en
procedimientos posteriores. Adicionalmente, se realizo la caracterizacion microscopica para
cada uno de los grupos microbianos seleccionados. Para esto, a las 24 h de crecimiento, a
cada colonia seleccionada se le realizd un frotis y posteriormente una tincidon Gram,
Adicionalmente, se procedio a realizar la observacion microscdpica a 100X en un microscopio
optico compuesto (AmScore, EUA) de las preparaciones microbianas para observar las

diferencias o similitudes entre colonias similares.

Puntiforme Pequefia Mediana Grande

TAMARIO . o @
<1lmm 1mm 2mm 3mm o mayor

Circular Fusiforme Rizoide Filamentosa Irregular
FORMA @ ~ w# - *

BORDE - y “z h ‘ L
Entero Rizoide Filamentoso Ondulado Lobulado Rizado

TRANSPARENCIA: . —

Opaca Transparente

BRILLO: ‘
Sin brillo Brillante
COLOR: . :
No pigmentadas Pigmentadas
(indicar color)
TEXTURA: @ &
Lisa Rugosa
ELEVACION: = == & M4 A
Plana  Elevada Convexa Pulvinada Umbilicada
7~ 7~ -~
Pt Py Py
CONSISTENCIA: ' B -~

Dura Suave Mucoide

Fig. 13. Criterios de caracterizacion morfoldgica colonial.

5.6.4. ENUMERACION DE CELULAS MICROBIANAS
Una vez realizada la clasificacion de los diferentes grupos de colonias para cada medio de
cultivo especifico, se realizd el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) en

las cajas Petri para las diluciones que se encontraron dentro del intervalo contable (25-250
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colonias). La cuenta de la caja correspondiente se multiplicd por el factor de dilucion para
obtener el valor de UFC/mL en la muestra original.

La enumeracion de los diferentes grupos coloniales se realizd para el indculo inicial y en el
producto final de la fermentacion considerando todos los medios selectivos mencionados en
la Seccién 5.6.1. Por otra parte, en el caso del seguimiento de la dindmica microbiana
durante el proceso de fermentacién semicontinuo, se realizd el conteo general y el conteo

de grupos microbianos Unicamente en los medios selectivos (MRS, APT y APD).

5.6.5. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS CARACTERISTICOS
Se aislaron las colonias procedentes del indculo y del producto final de la fermentacion
semicontinua que presentaron caracteristicas morfoldgicas y microscépicas diferentes entre
ellas, con base en la clasificacidn realizada segun la Seccién 5.6.3. El aislamiento consisti
en la toma cuidadosa de una asada de la colonia y su siembra en el mismo medio de cultivo
que se uso originalmente para el crecimiento de la cepa, como se describié en la Seccion
5.6.1. Para la siembra se us6 el método de estriado por agotamiento en caja de Petri.
Posteriormente, se hicieron observaciones coloniales y microscopicas de las cepas
desarrolladas para comprobar que la cepa se logré aislar adecuadamente. De lo contrario,
se repitid el procedimiento de aislamiento hasta obtener la cepa pura. Una vez obtenida la
cepa pura, se realizd la prueba de catalasa, que consistid en colocar la cepa en un
portaobjetos previamente limpio y estéril para posteriormente agregar perdxido de
hidrégeno, dando como resultado la presencia o ausencia de burbujeo. Si la cepa produce
burbujas se clasifica como catalasa positiva; en caso contrario, la cepa se clasifica como

catalasa negativa.

Una vez que las cepas de cada grupo microbiano definido anteriormente fueron aisladas y
purificadas, estas se conservaron en cajas Petri en condiciones de refrigeracion (5 °C),
realizando resiembras cada 2-3 semanas para su mantenimiento y conservacion.
Adicionalmente, se hicieron respaldos de los aislados en una solucién de glicerol al 30% en
condiciones de congelacion a -20 °C. A cada aislado se le designd un cddigo para su
identificacion, para las cepas provenientes del pulque semilla se antepuso PU, para las cepas
provenientes de la fermentacion del reactor se antepuso PR. Consecutivamente, se indicd

el medio del cual fueron aisladas, B para MRS, Ln para medio APT y L para las provenientes
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del medio APD. Por Ultimo, se le asignd un nimero a cada cepa proveniente de los diferentes

medios.

5.7. CARACTERIZACION GENETICA MICROBIANA POR METODOS
DEPENDIENTES DE CULTIVO

5.7.1. EXTRACCION DE ADN DE COLONIAS AISLADAS
Las colonias aisladas se reactivaron por medio de su siembra en tubos con caldo MRS en el
caso de BAL, APT modificado en el caso de Leuconostocy APD en el caso de levaduras. A
continuacién, las cepas se incubaron durante 24 h en las condiciones respectivas para cada

medio selectivo de acuerdo con la Seccion 5.6.1.

Extraccion de ADN de bacterias

La extraccion de ADN de las colonias bacterianas aisladas se realizé6 de acuerdo con las
indicaciones del kit de extraccion Ultra Clean ™-Microbial DNA isolation kit (MO BIO
Laboratories Inc., EUA). En un microtubo de 2 mL se deposité 1.8 mL del cultivo incubado
por 24 h previamente homogenizado. El tubo se centrifugé a 10,000 rpm por 30 s y
posteriormente se decantd el sobrenadante. Al pellet se le agregaron 300 pL de solucién
buffer Microbead y el tubo se llevd a agitacion en un vortex. Después de esto, la solucidn
homogenizada se transfirié a un tubo Microbead adicionandole 50 pL de la solucién MD1
para llevar a cabo la lisis celular. El tubo se agitd en un vértex a la velocidad maxima por
10 min colocado de manera horizontal y posteriormente se centrifugdé a 10,000 rpm por 30

S.

El sobrenadante se transfirid a un microtubo de 2 mL agregandole 100 pL de la solucion
MD2, con subsecuente agitacién en un vortex por 5 s. Seguido de esto, el tubo se incubé a
4 °C durante 5 min. Después de la incubacidn, la solucién se centrifugd a 10,000 rpm
durante 1 min. Posteriormente, el sobrenadante se depositd nuevamente en un microtubo
de 2 mL, al cual se le agregaron 900 pL de la solucidon MD3. La mezcla se agitd en el vortex
durante 5 s. A continuacion, se pipetearon 700 pL de la mezcla anterior en el filtro de
membrana, seguido de lo cual el tubo se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 s. Después de
esto, se desecho el sobrenadante, y se deposito el resto de la mezcla nuevamente en el
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filtro. A continuacidn, se repitid el proceso de centrifugacion del filtro a las mismas
condiciones y el sobrenadante se desechd.

Adicionalmente, se colocd 300 pL de la solucién MD4 en el centro de la membrana, vy la
mezcla se centrifugd dos veces a 10,000 rpm durante 30 s, desechando el sobrenadante
después de cada centrifugacion. Posteriormente, la membrana fue traspasada a un
microtubo de 2 mL, al cual se le agregaron 50 pL de la solucion MD5 al centro de la
membrana. Después de esto, el tubo se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm durante 30 s.
Con esta accion se separd el ADN de la membrana, por lo cual la membrana se desechd y
el ADN fue recuperado en el tubo recolector.

Extraccion de ADN de levaduras

La extraccion de ADN de las colonias de levaduras aisladas se realizd de acuerdo con las
indicaciones del kit de extraccion DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, EUA). Se colocaron 100
mg de biomasa en tubos de 2 mL. Posteriormente, se agregaron 400 uL de buffer AP1y 4
UL de solucién madre de ARNasa A (100 mg/mL). La mezcla se incubd durante 10 min a 65
°C, tiempo durante el cual se realizaron 2 o 3 mezclados invirtiendo el tubo. A continuacion,
se agregaron 130 uL de buffer P3 al lisado, y se mezclé e incubd durante 5 min en hielo.
Después de esto, el lisado se centrifugd durante 5 min a 20,000 x g (14 000 rpm), seguido
de lo cual, éste se pipeted en la columna giratoria QIAshredder Mini colocada en un tubo
de recoleccion de 2 mL y se centrifugd durante 2 min a 20,000 x g (14 000 rpm). Después
de esto, la fraccion de sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo sin perturbar el sedimento

de restos celulares.

Adicionalmente, al lisado aclarado se le afiadié 1.5 volimenes de solucién buffer AW1 y se
realizd la mezcla con una pipeta. Posteriormente, se colocaron 650 pL de la mezcla, en la
columna de centrifugacion DNeasy Mini colocada en un tubo de recogida de 2 mL
(suministrado), se centrifugd durante 1 min a 8000 rpm y se deseché el sobrenadante. Se
colocd la columna de centrifugacion DNeasy Mini en un nuevo tubo de recoleccidon de 2 ml,
se agregd 500 pL de buffer AW2 y se centrifugd durante 1 min a 12,000 x g (8000 rpm).
Se afiadi6 500 pL de buffer AW2 a la columna de centrifugado DNeasy Mini y se centrifugd

durante 2 min a 20,000 x g (14 000 rpm) para secar la membrana.
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Subsecuentemente, se transfirid la columna de centrifugacién DNeasy Mini a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL o 2 mL y se pipeted 100 uL de buffer AE directamente en la
membrana DNeasy, se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y luego se centrifugd
durante 1 min a 12,000 x g (8000 rpm) para eluir. Por ultimo, se pipeted 100 pL de buffer
AE directamente en la membrana DNeasy, se incubd durante 5 min a temperatura ambiente

y después se centrifugd durante 1 min a 8000 rpm para eluir por Ultima vez.

5.7.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se prepardé un gel de agarosa al 1% en buffer TBE de electroforesis, el cual se calentd hasta
disolver totalmente la agarosa. Posteriormente, en la cubeta de electroforesis se colocaron
los topes y la peineta para formar los pozos; después de lo cual, se tomaron 40 mL del gel
y se vertieron en la cubeta. El gel se dejoé enfriar por 20 min. Una vez solidificado el gel, se
retiraron las peinetas y los topes, y se agregd buffer TBE a la cubeta hasta cubrir el gel.
Para cargar los pozos se mezcld 2 yL de la muestra con 2 pL de colorante de carga. La
mezcla anterior se depositd en el pocillo del gel. Para calcular el tamafio aproximado de
ADN analizado, uno de los pocillos se cargd con la mezcla de 2 yL de colorante de carga
con 1.5 yL del marcador de peso molecular, estandar de ADN de 1kb GeneRuler Ladder
(Fermentas, EUA).

Posteriormente, se conectaron los electrodos a la fuente de alimentacion y se corrid la
electroforesis a 100 V durante 40 min aproximadamente. Una vez terminada la electroforesis
el gel se incubd en una cubeta con 100 mL de buffer TBE y 10 uL de bromuro de etidio
como agente revelador, durante 15 min. Para el revelado del gel se empleé un
fotodocumentador BIOTOP EVO Flour Shot PRO II (Biotech, China), manipulando el gel de

agarosa con guantes de nitrilo en todo momento.

5.7.3. AMPLIFICACION Y PURIFICACION DEL GEN ARNr 16S Y DE LA
REGION ITS
A continuacion, se realizd la amplificacion de los genes ARNr 16S y la regién ITS del ADN
de las colonias aisladas por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) usando la enzima Taqg polimerasa recombinante (ThermoScientific, EUA).
En la Tabla 6 se muestra la mezcla para una reacciéon de PCR.

Los primers que se utilizaron para la amplificacion del gen ARNr 16S son los siguientes:
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e 27F:5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’
e 1492R: 5'- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3’

En el caso de la region ITS, los primers utilizados fueron:

e ITS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
e ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3°

Tabla 6. Mezcla de reaccidon para PCR empleando la enzima Taq Polimerasa recombinante
(ThermoScientific, EUA).

Reactivo Volumen pL

10 X Taq Buffer 5
dNTP Mix 1
Forward Primer (10 pM) 2.5
Reverse Primer (10 pM) 2.5
MgCl;, 2

Taq DNA Polimerasa 1
Agua libre de RNA 35
ADN 1

Total 50

Se prepard una mezcla de reaccion para todas las muestras de ADN obtenidas, sin agregar
el ADN. Posteriormente, se transfirid 49 pL de la mezcla correspondiente a una reaccion a
microtubos para PCR y se agregd 1 pL del ADN de estudio. Para llevar a cabo la reaccién de
PCR se utilizd el termociclador Mastercycle Epgradient Modelo 5341 (Eppendor, Hamburg,
Alemania), el cual es un equipo especializado para proveer las condiciones necesarias para
la reaccidn. Las condiciones para la amplificacion del gen ARNr 16S fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial, 95 °C durante 5 min; amplificacion, 95 °C por 1 min, seguido de

42 °C por 1 min y 72 °C por 1.5 min repitiendo este ciclo 30 veces; amplificacion final, 72
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°C durante 10 min. Por otra parte, las condiciones para la amplificacién de la regién ITS
fueron: 95 °C durante 10min; amplificacion, 94 °C por 30 s, seguido de 55 °C por 30 sy 72
°C por 1 min repitiendo este ciclo 36 veces; amplificacion final, 72 °C durante 1 min. El
producto final de la amplificacién se verificd en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE de
electroforesis, visualizandolo en el fotodocumentador Molecular Imager Gel-Doc™ XR+
System (Bio-Rad, E.U.A), utilizando el software Image Lab version 5.0.
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Fig. 14. Termociclador Mastercycle Epgradient Modelo 5341 (Eppendor, Hamburg,
Alemania)

DIGESTION ENZIMATICA

La técnica de digestion enzimatica del gen amplificado es de utilidad para evaluar si distintas
muestras de microorganismos pertenecen a la misma especie. La digestion enzimatica se
realizd con una enzima de restriccion, la cual rompe especifica y controladamente el ADN.
La enzima que se utilizd para la digestion en el presente trabajo fue la HAETII #R0108 (New
England BioLabs Inc., EUA). En la Tabla 7 se muestra la composicion de la mezcla de

reaccion para la digestion enzimatica. El producto final de la digestidn se verifico en un gel
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de agarosa al 2% en buffer TBE de electroforesis. La electroforesis se corrié a 70 V por 40

min, visualizandolo en el fotodocumentador Molecular Imager Gel-Doc™ XR+ System (Fig.

15), utilizando el software Image Lab version 5.0.

Tabla 7. Mezcla de reaccién para la digestion enzimatica.

Reactivo Volumen (L)
Buffer 10X 2
Enzima HAEIIl 0.125
H.O 12.875
ADN 5
Total 20
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Fig. 15. Fotodocumentador Molecular Imager Gel-DocTM XR+ System

PURIFICACION DE LOS AMPLIFICADOS

La purificacién de los productos de PCR se llevd a cabo utilizando el kit de purificaciéon
Genelet™ PCR Purification kit (Fermentas, EUA), siguiendo las indicaciones del fabricante.
La muestra se mezcld en una relacion volumétrica 1:1 con la solucidn Binding buffer
agitandose en un vortex. La mezcla se transfirié a una columna de purificacién GenelJet,
misma que se llevé a centrifugacion a 10,000 rpm durante 1 min. El sobrenadante fue
desechado y el pellet se resuspendié con 700 L del buffer de lavado. Posteriormente, se
centrifugd nuevamente a 10,000 rpm durante 1 min, y el sobrenadante fue desechado.
Subsecuentemente, la columna de purificacion se coloco en un tubo nuevo de 2 mL, después
de lo cual, se agregd 50 pL del buffer de elucién. Finalmente, la columna se centrifugd a
10,000 rpm durante 1 min y el sobrenadante se colectd conteniendo el ADNr purificado.

La cuantificacion de la cantidad de ADN purificado se realizd utilizando la placa Take3™
Multi-volume (Biotek Instruments GmbH, EUA) en un espectrofotdmetro Epoch Biotek
(Synergy HT, EUA). El equipo se calibré con 2 pL de agua ultrapura. Posterior a la
calibracién, se depositaron 2 uL del producto de PCR purificado para su cuantificacion.
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5.7.4. SECUENCIACION DE GENES
Las secuenciaciones del gen ARNr 16S y la region ITS de las cepas aisladas se realizaron en
los laboratorios de Macrogen Inc. (Corea del Sur). Para cada muestra de ADN se obtuvieron
dos secuencias (forward y reverse), las cuales se alinearon con el software Mega-X. A partir
del alineamiento, se obtuvieron las secuencias completas del gen de cada cepa, que se

utilizaron para su identificacion genética.

5.7.5. IDENTIFICACION GENETICA
Las secuencias obtenidas se compararon con las bases de datos del NCBI (National Center
for Biotechnology Information) con el uso del programa online Blast (refseq)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y el repositorio de secuencias bacterianas tipo del gen 16S

ARNr EzBioCloud (www.ezbiocloud.net).

5.7.6 ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI Biotyper®

Ademas del uso de las técnicas moleculares, en este trabajo se realizo la identificacion de
las cepas aisladas usando la técnica de MALDI Biotyper® en el Laboratorio Divisional de
Espectrometria de Masas de la UAM-Iztapalapa (Fig. 16). Para la identificacién de los
microorganismos cultivables por esta técnica, las cepas aisladas se cultivaron por no mas
de 48 h, y se empled la metodologia de extraccion con acido férmico descrito por los
fabricantes del equipo y que se resume a continuacion. Una vez obtenido un cultivo por
estriado en placa, se transfirié una colonia con un palillo de madera estéril a un tubo
Eppendorf con 300 L de agua desionizada estéril. Posteriormente, la mezcla se homogenizd
en vortex y a esta se le agregaron 900 pL de etanol puro. Subsecuentemente, la mezcla se
centrifugd a maxima velocidad (15,000 rpm) por 2 min, el sobrenadante se decantd y el

proceso de centrifugacion se repitidé para remover los residuos de etanol.

A continuacion, el pellet se dejo secar a temperatura ambiente por 5 min, después de lo
cual se anadié acido férmico al 70% y se realizé el mezclado por pipeteo. Adicionalmente,
se agregd a la mezcla 1 yL de acetonitrilo y ésta se centrifugd a la maxima potencia (13,000-
15,000rpm) durante 2 min. Posteriormente, se transfirid 1 pL de sobrenadante a la placa de
ensayo (Steel Target Sample Plate) del MALDI Biotyper® dejandolo secar a temperatura
ambiente. A continuacion, se anadié 1 pL de la matriz compuesta por acido alfa-cyano-4-25
hidroxicinamico disuelta en una solucion saturada de acetonitrilo y acido trifluoroacético, y

se dejo secar al aire. Finalmente, se analizd la muestra con ayuda del analizador MALDI
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Biotyper® (Bruker Daltonik GmbH GmbH, Alemania) comparando los espectros obtenidos
de las muestras de estudio con las bases de datos del proveedor.
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Fig. 16. a) Analizador MALDI Biotyper® (Bruker Daltonik GmbH GmbH, Alemania), b)
placa de ensayo (Steel Target Sample Plate)

5.8. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA POR METODOS
INDEPENDIENTES DE CULTIVO

5.8.1. EXTRACCION TOTAL DE ADN
La extraccion de ADN total de las muestras de pulque se realizd con el kit de extraccién
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), método indicado en la Seccién 5.7.1 para la extraccién de
ADN de levaduras. Finalmente, el ADN obtenido se verificd en un gel de agarosa al 1% en
buffer TBE de electroforesis, visualizandolo en el fotodocumentador Molecular Imager Gel-
DocTM XR+ System (Bio-Rad, E.U.A), utilizando el software Image Lab version 5.0.
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5.8.2. PCR-DGGE

Para el caso del gen ARNr 16S se amplificaron las regiones V3 y V6-V8, dado que son

marcadores ampliamente utilizados para caracterizar comunidades bacterianas mediante
técnica de PCR-DGGE. En la Tabla 8 se enlistan las condiciones de PCR empleadas en
presente trabajo para amplificar las regiones V3 y V6-V8 [52,61].

la
el

Tabla 8. Condiciones de PCR para amplificar las regiones V3 y V6-V8 del gen ARNr 16S.

Region V3
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 1
Desnaturalizacion 94 0.3
Alineacion 65 0.3 30
Extensidn 72 2
Extension final 72 5

Region V6-V8

Desnaturalizacién inicial 94 5 1
Desnaturalizacidn 94 1
Alineacién 53 1 30
Extensidn 72 1
Extension final 72 5 1

Los primers utilizados son los siguientes:
e Regién V3:
B518r: 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’

338G-F: 5'-
CGCCCCCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3”
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338F: 5'- ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3”
e Regidn V6-V8:

BAC-968F: 5'-GAACGCGAAGAACCTTAC-3’

BAC 1401r: 5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3’

Clamp BAC-968F: 5°-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3”

La amplificacidon de la region D1 del gen ADNr 26S se amplificd utilizando las condiciones
indicadas en la Tabla 9 [61] y los siguientes primers:

e LS2r: 5’-ATTC CCAAACAACTCGACTC-3'

e NL1-fGC:
5'GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCEGGGCGGGGGCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’

Tabla 9. Condiciones de PCR para la regién D1 del gen ADNr 26S.

Region D1
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 1
Desnaturalizacidn 95 1
Alineacién 52.3 2 30
Extension 72 2
Extensidn final 72 10

Los productos de PCR fueron verificados en un gel de agarosa al 1%. La técnica de DGGE
se realizo utilizando un gel de poliacrilamida con un gradiente de agentes desnaturalizantes
de 40-60% de urea y formamida, utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato-EDTA). El gel se
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corrié a 60 °C; a 20 V, los primeros 10 min; a 85 V las siguientes 16 h. Posteriormente, se
realizd la tincion del gel con plata [52,68]. Para el revelado del gel se empled un
Fotodocumentador Molecular Imager Gel-DocTM XR+ System, manipulando el gel de

acrilamida con guantes de nitrilo en todo momento.

Asi mismo, se evalud la diversidad de especies por medio del indice de diversidad de
Simpson (S) que representa la riqueza de especies, indice de Shannon-Wiener (H) también
conocido como indice de diversidad estructural y el indice de uniformidad o de Pielou (J),
los cuales permiten comparar de manera rapida la diversidad de microrganismos en una

muestra [69], utilizando las siguientes formulas:

indice H

H=-=}p;lnp;;
donde:
p;= n;/N (abundancia relativa de la banda individual)
n;= intensidad de la banda en el carril
N= suma de intensidad de las bandas de un carril
indice J

J=H/InS;

donde:

S= numero total de bandas por carril

5.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados se realizd un ANOVA de un solo factor con un nivel de
significancia del 95% para identificar si existe o no diferencia significativa en los resultados
del producto del reactor teniendo como referencia el pulque que se ocupd como indculo
inicial. Posteriormente, se realizd un andlisis de varianza y una prueba multiple de medias
de Tukey con un nivel de significancia del 95% (p < 0.05) para el analisis de comparacion
de medias. Para la comparacién de medias de dos muestras se utilizo la prueba t-Student
(p < 0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente proyecto se realizd el analisis de dos muestras diferentes de aguamiel, antes
y después de su filtracion por membranas de microfiltracion, para su uso como sustrato en
el proceso de fermentacion para la produccion de pulque. Adicionalmente, se realizaron
analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales del pulque semilla utilizado como
indculo en el proceso de fermentacidn semicontinuo. Asimismo, se llevd a cabo la
fermentacion en un reactor semicontinuo por duplicado analizando periddicamente los
cambios fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales a lo largo de la fermentacién. Por
Ultimo, se realizaron aislamientos de las cepas microbianas caracteristicas en el pulque
semilla y el pulque (producto final) proveniente de la primera fermentacion, asi como analisis
de identificacidon molecular y de la diversidad microbiana tanto por métodos cultivables como

no cultivables.
6.1. MICROFILTRACION DE AGUAMIEL

Se realiz6 la microfiltracién de dos diferentes lotes de aguamiel para su utilizacién como
sustrato en los reactores semicontinuos para produccion de pulque. Dicho proceso se realizd
en un sistema de microfiltracion en condiciones asépticas como se muestra en la Fig. 17. El
primer lote de aguamiel fue cosechado en el mes de septiembre de 2021 y el segundo lote

de aguamiel fue cosechado en el mes de enero de 2022.

Para el primer lote, se sometieron a filtracion un total de 2.25 L de aguamiel fresco y en el
segundo un total de 2.65 L de aguamiel fresco. Durante el proceso, el aguamiel alimentado
se mantuvo a una temperatura de 40 °C y un flujo de alimentacién constante a razén de
400 mL/min. Al finalizar la filtracién se obtuvieron factores de concentracion volumétricos
(FCV) de 14.5 para el primer lote y de 26 para el segundo. El aguamiel estéril se almacend
en frascos de vidrio previamente lavados y esterilizados, y fue conservado mediante
congelacion hasta su uso posterior en el proceso de fermentacién semicontinua para la

produccion de pulque.
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Fig. 17. Microfiltraciéon de aguamiel en mddulo de filtracion tangencial Millipore en
condiciones asépticas.

La esterilidad del aguamiel pasado por membranas de microfiltracion se verifico empleando
el método de cultivo en extension en placa de una muestra de aguamiel microfiltrado
directamente en agar cuenta estandar. Como resultado del analisis se determind la ausencia
de crecimiento microbiano en el aguamiel microfiltrado (< 10 UFC/mL); lo que indica que el

producto de aguamiel obtenido en el proceso de membranas quedd estéril.

6.1.1. CARACTERIZACION FISICOQUfMICA DEL AGUAMIEL

Los resultados obtenidos de los parametros fisicoquimicos evaluados en las muestras de
aguamiel crudo y aguamiel microfiltrado del primer y segundo lote, se muestran en la Tabla
10y 11, respectivamente. Se puede observar que en la mayoria de los parametros no existe
diferencia significativa entre el aguamiel crudo y el aguamiel filtrado, exceptuando en los
parametros de color, porcentaje de sélidos y azUcares totales. Esto es razonable de acuerdo
con los principios del proceso de microfiltracion el cual es la retencién de los sélidos presente
en las muestras sometidas a dicho proceso.

Se puede observar que los datos obtenidos en esta investigacion se encuentran dentro de
los intervalos publicados en la literatura por diferentes autores en relacién con dos
parametros fisicoquimicos que son grados Brix y pH. En los estudios realizados por Enriquez-
Salazar et al. [70], quienes evaluaron el seguimiento del perfil bioquimico del aguamiel
colectado de dos especies diferentes de agave durante diferentes estaciones del afo, el pH
del aguamiel presentd variaciones de 4.5 a 7.0, y los grados Brix de 7.3 a 13.8. De manera
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similar, Rocha-Arriaga et al. [60] obtuvieron valores de pH alrededor de 4.7 y Valadez-
Blanco et al. [28] midieron grados Brix en un intervalo de 4 a 16.

Adicionalmente, en lo que se refiere a la acidez de ambos lotes de aguamiel, indicada por
los valores obtenidos de pH y acidez total, el aguamiel presentd valores alrededor de 5.5 y
0.17 respectivamente, el cual sugiere que ambos parametros no fueron afectados por la
microfiltracién, ademas de coincidir con lo referido por la norma NMX-V-022-1972 [21].

Tabla 10. Resultados de las pruebas fisicoquimicas realizadas al primer lote de aguamiel.

Parametro Aguamiel crudo ! Aguamiel Aguamiel
microfiltrado! reportado en
literatura
COLOR
L* 82.28 + 0.64 98.82 + 0.01*
a* 0.42 + 0.00* 0.06 £ 0.00
b* 7.46 £ 0.07* 5.30 £ 0.01
pH 5.34 £ 0.06 5.33 £ 0.01 3.95a7.02
[60]
°Brix 9.80 £ 0.10 9.17 £ 0.05 4.00 a 13.82
[70]
Acidez total (%) 0.16 £ 0.01 0.17 £ 0.00 0.90 a 4.00
[21]
% Solidos Totales 8.75 + 0.01* 8.59 + 0.01 7.0 a 17.0[21]
Azicares totales 68.51 £ 0.12* 60.88 £ 0.29 44.8 a 254 [70]
(g/L)
Azicares reductores 58.07 + 0.21 58.69 = 0.27 13.72 a 58.8
_(g/L) [70]

1 Se presenta la media + desviacion estandar (n=3). *Representa diferencia significativa entre medias
de la misma fila de la columna 2 y 3 (P<0.05)
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Uno de los parametros que presentd una diferencia significativa antes y después del
microfiltrado fue el porcentaje de sélidos totales, esto debido a la retencién de particulas en
la membrana de microfiltracion. Sin embargo, comparando estos resultados con los del
estudio de Rocha-Arriaga et al. y la NMX-V-022-1972, se puede concluir que éstos se
encuentran dentro de los intervalos indicados en dichas referencias para ambas muestras

de aguamiel.

Tabla 11. Resultados de las pruebas fisicoquimicas realizadas al segundo lote de aguamiel.

Parametro Aguamiel crudo ! Aguamiel Aguamiel
microfiltrado ! reportado
en literatura

COLOR
L* 95.86 + 0.27 99.82 + 0.07*
a* 0.20 £ 0.01% -0.04 £ 0.04
b* 6.26 + 0.02* 4,53 + 0.07
Ph 6.57 £ 0.02 5.57 £ 0.01 3.95a7.02
[60]
°Brix 10.3 £ 0.08 10.2 £ 0.02 4.0a13.82
[70]
Acidez total (%) 0.18 £ 0.08 0.15 £ 0.01 0.9a4[21]
%o Solidos Totales 10.03 + 0.02* 9.9 + 0.02 7 a17[21]
Azicares totales (g/L) 56.15 £ 0.24* 56.26 + 0.26 44.8 a 254
[70]
Azicares reductores 55.18 £ 0.18 54.46 + 0.58 13.72 a 55.8
_(g/L) [70]

1 Se presenta la media + desviacion estandar (n=3). *Representa diferencia significativa entre medias

de la misma fila de la columna 2 y 3 (P<0.05)

Para analizar con mayor detalle la diferencia de color entre las muestras, se calculd el valor

AE*, el cual, es la diferencia de color total que incluye los tres parametros del espacio de
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color CIE L*a*b*, teniendo como resultado un valor AE* para el primer y segundo lote de
16.6 y 18.75, respectivamente, lo cual denota que tienen un color diferente perceptible a
simple vista respecto al aguamiel crudo. Esto debido a que a través del proceso de
microfiltracion hay una remocién de sélidos, llamada clarificacion, por ende, los parametros
a* y b* que son indicativos de color tienden a disminuir, caso contrario el parametro L* que

aumenta.

El contenido de azlcares totales se determind aplicando el método Dubois por medio de
una curva de calibracién utilizando glucosa como estandar (Apéndice A.1.) y el contenido
de azlcares reductores se determind aplicando el método de Miller por medio de una curva
de calibracién (Apéndice A.2.). Como se puede llegar a apreciar en las tablas anteriores,
existe un decremento significativo en la concentracion de azlcares posterior a la
microfiltracidn, lo que probablemente se debe a la retencion de estas moléculas por la
membrana. Sin embargo, la concentracion de azlcares totales en las dos muestras de
aguamiel esta de acuerdo con el intervalo que se reporta en la NMX-V-022 (6-12 g/100 mL)
[21]. Adicionalmente, estos resultados pueden ser comparables con los de Valadez-Blanco
et al. [28] con un intervalo de 44.8 a 69.0 g/L.

Se puede observar un menor contenido de azlcares reductores fermentables en
comparacion con los aztcares totales ya que no todos los azlcares presentes en la muestra
son monosacaridos o presentan un grupo funcional libre capaz de oxidarse. Sin embargo,
se puede ver que, al ser moléculas mas pequeias, no fueron afectadas por el proceso de
microfiltracién, ademas de estar en los intervalos indicados en por la NMX-V-022, asi como

por diferentes autores en la literatura.

6.2. CARACTERIZACION FISICOQUfMICA DEL PULQUE SEMILLA
El Diario Oficial de la Federacidon (DOF) en su Reglamento para el control sanitario del pulque
[71] establece que “El pulque como producto final para consumo publico, debera ser de
color blanco, consistencia viscosa y, olor y sabor caracteristicos, ademas de reunir los
siguientes requisitos: pH de 3.5 a 4.0, grado alcohdlico de 4.0 a 6.0%, acidez total (g. de
acido lactico) de 400 a 700 mg/100 mL". La Tabla 12 muestra los resultados de las pruebas
fisicoquimicas realizadas al pulque semilla. Se puede observar que de acuerdo con el DOF

la muestra de pulque esta dentro del intervalo de pH y el grado alcohdlico recomendado,
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mismo que coincide con los resultados de Escalante et al [41]. Por otra parte, la acidez total
del pulgue semilla usado en el presente proyecto presentd un contenido superior a lo dictado
por el DOF. Sin embargo, en comparacion con el estudio realizado por Valadez-Blanco et al.
[28], el cual, obtuvo un porcentaje de acidez total de 1.32, se puede apreciar que el pulque

empleado en este proyecto tiene un menor porcentaje de acidez.

Tabla 12. Resultados de las pruebas fisicoquimicas realizadas al pulque semilla.

Parametro Pulque semilla * Pulque reportado en la
literatura
COLOR
L* 54.95 + 0.10
ax* -0.42 £ 0.01
b* 10.86 £ 0.18
pH 3.95 + 0.01 4.3 + 0.2 [41]
3.7 + 0.1 [28]
°Brix 3.70 £ 0.1 3-7.4[28]
Acidez total (%) 0.75 £ 0.01 0.4 - 0.75 [41]

1.32 + 0.04 [28]

°G.L 5.76+ 0.31 3.88 a2 6.73 [72]
%o Solidos Totales 1.37 £ 0.02 1.70 a 2.05 [60]
Azlcares totales 8.85 £ 0.06 1.5a9.0 [60]
(g/L)

23.0 £ 0.3 [28]
Azlcares reductores 1.94 £ 0.02 0.5a 1.2 [60]
(g/L)

4.76 [73]

1 Se presenta la media + desviacion estandar (n=3).

En relacion con el contenido de sdlidos solubles totales, Alvarez-Rios et al. [72] indico un
contenido de 5.4 a 5.5 °Brix para pulque usado como indculo, que es mayor que el valor

del pulque semilla empleado en este trabajo. Esto puede deberse a distintos factores de
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variacion como lo podrian ser la region, tipo de agave o el tiempo de fermentacion del
pulque, ya que un pulque dulce tiene un contenido de grados Brix mayor en comparacion a

un pulgue semilla.

En cuanto al porcentaje de los sélidos totales, los valores obtenidos en la muestra de pulque
semilla se encuentran ligeramente por debajo de los datos de Rocha-Arriaga et al. [60]
quienes obtuvieron un intervalo de porcentaje de sdlidos totales entre 1.7 a 2.0. De forma
similar, esto puede deberse al tiempo de fermentacion del pulque. De acuerdo con los
parametros de color, se obtuvo una luminosidad igual a 54.9, lo que indica que la muestra

contiene colores blancos tal como se le define al pulque de manera caracteristica.

El contenido de azlcares totales y reductores fermentables se determinaron aplicando los
métodos de Dubois y Miller respectivamente, por medio de una curva de calibracidon,
utilizando glucosa como estandar (Apéndice A.1. y A.2.). En este trabajo se obtuvo una
cantidad de azUcares reductores totales comparables a los obtenidos por Rocha-Arriaga et
al. [60], quienes indican un promedio de 4.9 g/L de azUcares totales. En el caso de azlicares
fermentables, estos autores obtuvieron valores de 0.5 a 1.2 g/L, que se encuentran en el
intervalo de los resultados obtenidos en este trabajo. Como se puede observar, los
resultados obtenidos en este trabajo se encuentran entre los valores incluidos en por la

literatura.

Por otra parte, el contenido de azlcares en el pulque semilla es menor que el obtenido para
las muestras de aguamiel. Estos resultados son congruentes, debido a que los
microorganismos presentes en el pulque, tales como los pertenecientes a los géneros
Zymomonas Yy Saccharomyces, realizan fermentacidn alcohdlica a partir de los azlcares
disponibles en el pulque como parte de su metabolismo. Debido a esto, a medida que ocurre
la fermentacidon de aguamiel y la produccion de pulque, es de esperarse una disminucion
considerable en el contenido de azlcares en el pulque, y mas aun tratandose de un pulque

semilla que requiere procesos de fermentacion mucho mas prolongados.

Cabe resaltar que la mayoria de los valores de los parametros fisicoquimicos que se
encuentran en la literatura, y que son usados como comparacion en esta investigacion,

corresponden al andlisis de pulque de mediana fermentacion (pulque para vender a los
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consumidores). Por lo tanto, al analizar un pulque semilla se espera mayores grado

alcohdlico y acidez y menor contenido de azlcares fermentables.

6.3. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA Y EFECTO DE LA
ULTRACONGELACION

Con la finalidad de conocer los microorganismos presentes en la muestra de pulque, se
realizd la cuantificacion en tres medios selectivos, que ya han sido clasificados como
favorecedores del crecimiento de microorganismos especificos. Dicha cuantificacién se
realizd al pulque fresco y al pulque después de haberse ultracongelado y previo a ser usado

en la inoculacién del reactor para las fermentaciones.

En la Tabla 13 se presentan los resultados de los conteos microbianos obtenidos después

de 96 h de incubacion, utilizando los diferentes medios.

Tabla 13. Crecimiento microbiano de las muestras de pulque en los diferentes medios

selectivos.
Medio Pulque Fresco Pulque Pulque

Ultracongelado? Ultracongelado?

(UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)

MRS 1.50 +£0.42X107° 5.5+0.3 X10?° 1.27+0.25 X1032
APD 3.82+0.02 X108 n.d¢ n.d¢
APT 3.82+0.02 X108 8.97+0.5X10%2 7.67£0.2X10%°

n.d: No detectable. Se presenta la media + desviacion estandar (n=3). Los valores por columna que
muestran diferentes letras (a, b o ¢) son significativamente diferentes (P < 0.5) acorde a la prueba
de Tukey para la comparacion de medias. 'Pulque semilla con un tiempo de ultracongelacion de 6

meses. 2Pulque semilla con un tiempo de ultracongelacion de 12 meses.

El pulque fresco se destaco por presentar el mayor crecimiento de levaduras en el medio
APD, asi como de bacterias de tipo Leuconostoc en el medio de cultivo APT; crecimientos
que fueron en el orden de 8 ciclos logaritmicos, se presentd con una diferencia de un ciclo

logaritmico menor el crecimiento de bacterias acido lacticas en el medio MRS. De acuerdo
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con la literatura, el grupo de microorganismos predominante en el pulque es el de las BAL
destacando particularmente los de la familia Lactobacillaceae, seguido por las levaduras
[37,41]. En la muestra a emplear como pulque semilla en esta investigacion el conteo de
dichos microorganismos fue de manera inversa, puesto que presentd mayor presencia de
levaduras que de bacterias acido lacticas. En el pulque fresco evaluado en este estudio se
puede apreciar que se obtuvieron poblaciones comparables para los distintos grupos
microbianos evaluados: BAL, Leuconostocy levaduras. Por otra parte, Valadez-Blanco et al.
[28] estudiaron las poblaciones microbianas presentes en pulque de tres ranchos de
Tamazulapan del Progreso, Oaxaca, con conteos de 7.1 x107 — 2.7 x10!! para BAL,
observando diferencias significativas entre estas tres muestras. Los autores atribuyen los
resultados a las diferentes fuentes de variabilidad presentes durante la produccion del
pulque, que van desde el medio ambiente en el cual se encuentra la planta hasta las
herramientas utilizadas durante el proceso de recoleccién y produccion del pulque.

Como se puede observar en la Tabla 13, la ultracongelacion disminuyé significativamente la
viabilidad de los microorganismos del pulque fresco, llegando al grado de no detectar
crecimiento de levaduras (medio APD), las cuales, son importantes en el pulque semilla,
debido a que éstas son el principal productor de alcohol en la bebida y en el caso de las
bacterias acido lacticas y Leuconostoc descendieron hasta 4 y 6 6rdenes de magnitud,
respectivamente en pulque ultracongelado por 12 meses. El casi nulo crecimiento de estos
microorganismos se debié posiblemente a la inactividad de las células inducida por el
drastico tratamiento térmico ocurrido durante la ultracongelacidn, principalmente en la
etapa de descongelacion, en la que no es posible controlar de manera efectiva la velocidad
de transferencia de calor sin dafiar la muestra. Debido a que el pulque semilla se utiliza
como indculo de un proceso de fermentacion para producir bebidas para consumo humano,
no fue posible adicionar sustancias crioprotectoras, como polialcoholes, para proteger a las
células del dafio térmico como se hace en otros procesos biotecnoldgicos. Cabe destacar
que, aunque el dafio térmico causado a la microbiota del pulque semilla fue drastico, la

poblacién se recuperd durante el proceso de fermentacidén semicontinuo.

6.4. PRODUCCION DE PULQUE EN UN REACTOR SEMICONTINUO
La produccién de pulque se llevo a cabo por duplicado en un reactor semicontinuo (Fig. 18).
El volumen total empleado para el primer reactor fue de 334 mL y 420 mL para el segundo,
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teniendo como inicio de la fermentacion 50% de aguamiel microfiltrado y 50% de pulque
semilla (indculo). Los recambios se realizaron secuencialmente cada 24 h en una relacion
de 1/3 con el volumen total del reactor, en condiciones asépticas. La fermentacion se llevo
a cabo a una temperatura constante de 28 °C y sin agitacion. Se realizaron andlisis
fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales cada 24 h para evaluar la dindmica de la
fermentacion y se determind que el reactor llegd al estado cuasi-estacionario tras 6 dias de
fermentacion en el caso del primer lote y 8 dias en el caso del segundo. El estado cuasi-
estacionario se definid cuando la fluctuacién de cambios dentro de la mayoria de los
parametros fisicoquimicos no fue significativamente diferente; adicionalmente a esto, se
consideraron los resultados de la evaluacién sensorial de la bebida a lo largo de la
fermentacion. Una vez que se determind que el proceso alcanzo el estado cuasi-estacionario,
se detuvo la fermentacion y se realizaron los analisis del producto final de acuerdo con las
Secciones 5.4 y 5.6.

Fig. 18. Reactor semicontinuo empleado para la produccion de pulque.

6.4.1.  CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Los resultados de los analisis fisicoquimicos a lo largo de la fermentacion de ambos reactores
se muestran de forma grafica en las Figuras 19-22. Por otra parte, en la Tabla 14 se
presentan las caracteristicas fisicoquimicas del pulque semilla y los dos productos de pulque

finales obtenidos mediante fermentacidén semicontinua en este trabajo.
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En la literatura, hasta el momento no se ha publicado el parametro de color para la
caracterizacion del pulque; sin embargo, dado que el pulque tiene un color caracteristico
blanco, en este trabajo se dio seguimiento a los parametros de color CIE L*a*b* y a la
diferencia total de color (AE*), a medida que ocurria la fermentacién. En la Fig. 19 se puede
observar que el valor de AE* varié con el tiempo de fermentacion en ambos reactores. Se
pudo observar que el AE* fue afectado principalmente por la variacion en el parametro de
color L*, el cual es indicador de qué tan oscuro (L* = 0, para una muestra negra) o blanco
(L* = 100 para una muestra blanca) es el producto. En ambos casos se encontré una
diferencia significativa en comparacion con el pulque semilla, siendo el pulque producto del

primer reactor mas blanco en comparacién con el producto del segundo.

Como se puede apreciar en la Fig. 20, en lo referente a pH, las fermentaciones presentaron
los mayores valores al segundo dia de fermentacidn, posteriormente se presentd un
decaimiento significativo. De manera inversa, la acidez total en las muestras procedentes
de las diferentes fermentaciones presentaron un decaimiento en el segundo dia de
fermentacion, que fue seguido por un incremento significativo 24 h después. Como era de
esperarse, se observd un comportamiento inverso entre el pH y la acidez de las muestras.
El aumento en la acidez del mosto a medida que transcurre la fermentacion se debe muy
posiblemente a la activacion y desarrollo dptimo de las bacterias acido lacticas, una vez que

las células se han aclimatado al medio de cultivo (después de 48 h de fermentacion).

En el trabajo de investigacion realizado por Escalante et al. [41] en el cual analizan la
fermentacion de pulque en un reactor lote durante 6 h, los autores reportan un pH de 4.5
al inicio de la fermentacion y de 4.3 al finalizar, equivalente a una disminucién de 0.2
unidades de pH. Cabe resaltar que dicha variacidn se llevd a cabo de manera similar en el

reactor lote de este proyecto, teniendo variaciones de 0.1 a 0.2 unidades de pH por dia.
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Fig 20. Dinamica de los resultados del analisis de pH y % Acidez Total de las muestras de pulque proveniente de los reactores.
P.S=Pulque semilla, %A.T= % Acidez Total (g acido lactico/100 mL). Se presenta la media + desviacion estandar en forma de barras

(n=3)
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En el estudio realizado por Chacdn-Vargas et al. [40], los autores realizaron el seguimiento
de la fermentacién de pulque durante 12 h, en donde denotan que la evaluacion del
contenido de azucares reductores en funcién de la glucosa oscila alrededor de los 15 g/L,
aunado a esto el reactor presentd su concentracién maxima a las 3 h de iniciado el proceso.
De manera similar, en el presente trabajo se obtuvieron las concentraciones maximas en el
dia 2 (Fig. 21), después de lo cual, las concentraciones de azlcares fueron disminuyendo
debido al consumo realizado por los microorganismos presentes en el pulque. En particular,
como se indica en la literatura, los géneros Zymomonas y Saccharomyces, realizan la
fermentacion alcohdlica a partir de los azucares disponibles en el pulque como parte de su
metabolismo, al igual que los demas microorganismos presentes en la bebida.

De forma simultanea, se aprecia un comportamiento similar entre el contenido de azlcares
y el comportamiento del porcentaje de sdlidos totales presentes en la fermentacion. Dicho
comportamiento se debe a la trasformacidén de los azlcares presentes en el pulque en
alcohol y el didxido de carbono durante la fermentacién alcohdlica por los microorganismos

antes mencionados, con la consecuente pérdida de carbono en el medio de cultivo.

Como se observa en las graficas anteriores, se aprecia en general que el comportamiento
entre los dos lotes es similar. Es natural que no sean iguales, ya que, a pesar de que se
partié de un mismo indculo, el pulque usado como semilla estuvo sometido a diferentes
tiempos de ultracongelacion, que como se vio antes, afectd el conteo microbiano, lo que a
su vez provocd variaciones en los comportamientos de ambos lotes de fermentacién. De la
misma forma y quizas de manera mas relevante, se usaron dos lotes diferentes de aguamiel
como sustratos para las fermentaciones, mismos que como se discutié en la Seccién 6.1.1,
no tenian las mismas caracteristicas fisicoquimicas. Todo esto afectd en los diferentes

parametros que se analizaron en este trabajo.
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Fig. 22.Dinamica de los resultados del analisis de °Brix y solidos de las muestras de pulque proveniente de los reactores. P.S=Pulque
semilla, %S:T= % de sdlidos totales. Se presenta la media + desviacion estandar en forma de barras (n=3)

100



El resultado obtenido del grado de alcohol presente en el pulque después de la
ultracongelacién fue de 5.6 £ 0.02 °G.L, mientras que los lotes de pulque obtenidos al
finalizar las fermentaciones semicontinuas presentaron un grado alcohdlico de 3.04+0.2 y
3.62+0.2 en el primer y segundo lote respectivamente (Tabla 14). El grado alcohdlico que

se encuentra en literatura esta en el intervalo de 4 a 8 °G.L

Tabla 14. Caracteristicas fisicoquimicas de los diferentes pulques obtenidos mediante
fermentacion semicontinua.

Parametro Pulque semilla Pulque lote 1? Pulque lote 22

COLOR

AE* 0.00 + 0.00 16.12 £ 0.32° 9.40 + 0.10°
pH 3.95 £ 0.01° 3.96 = 0.02° 3.63 £ 0.04°
°Brix 3.70 £ 0.1¢ 4.47 + 0.05° 4.87 £ 0.05°
Acidez total (%) 0.75 £ 0.01° 0.74 £ 0.01° 0.90 £ 0.01°
°G.L 5.76+ 0.31° 3.04 £ 0.20¢ 3.62 £ 0.12°
% Sdlidos 1.37 £ 0.02¢ 3.15 £ 0.01° 3.88 £ 0.01°
Totales
Azicares totales 8.85 £ 0.06° 11.09 + 0.01° 8.68 £ 0.01°¢
(g/L)
Azicares 1.94 + 0.02°¢ 5.25 + 0.02° 7.77 +£0.02°

reductores (g/L)

Se presenta la media + desviacién estandar (n=3). Los valores por renglén que muestran diferentes
letras (a, b o ¢) son significativamente diferentes (P < 0.5) acorde a la prueba de Tukey para la
comparacion de medias. Las medias con valor 0 no fueron tomadas en cuenta para el analisis de

varianza. 'Pulque producto del primer reactor. *Pulque producto del segundo reactor.

Si bien se aprecia en la Tabla 14, el producto final de la fermentacion en el reactor

semicontinuo no posee las mismas caracteristicas fisicoquimicas del pulque semilla, en las
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figuras anteriores se aprecia que se alcanzé un estado cuasi-estacionario en la mayoria de
los parametros fisicoquimicos después de 6 y 8 dias en el primer y segundo reactor
respectivamente, que era uno de los principales objetivos de este proyecto. Adicionalmente,
en esta investigacion se realizd un analisis sensorial con el objetivo de tener mas elementos
para poder evaluar la calidad de los productos fermentados con las tecnologias propuestas
en el presente trabajo.

6.4.2. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

Se realiz6 el seguimiento de la dinamica poblacional de los microorganismos presentes
durante la fermentacidon de aguamiel en el sistema semicontinuo de produccién de pulque
desarrollado en este trabajo. Las cinéticas de poblacion para los diferentes grupos
microbianos en los dos lotes de fermentacion se muestran a continuacién: i) bacterias acido

lacticas (Fig. 23); ii) levaduras (Fig. 24); iii) bacterias del género Leuconostoc (Fig. 25).

En la cinética de crecimiento de BAL en el medio de cultivo MRS (Fig. 23), se puede observar
que el conteo inicial es similar en ambos reactores; sin embargo, la evolucion en el
crecimiento bacteriano fue diferente para cada lote de fermentacién. En el caso del reactor
1, el crecimiento comienza desde el primer dia, mientras que el reactor 2 parece haber una
fase de adaptacion, y el crecimiento exponencial se da después de las 48 h, posteriormente
se llega a una fase semiestacionaria, en el caso del reactor 1 hay una segunda etapa de
crecimiento en el dia 6. Al finalizar las fermentaciones se obtuvieron conteos de alrededor
de 9 ciclos logaritmicos para el caso del primer reactor y 7 ciclos logaritmicos para el caso

del segundo, ambos conteos superiores al pulque semilla.

En el caso del seguimiento del crecimiento de las levaduras en ambos reactores (Fig. 24),
éstas no fueron contables en el primer dia (< 10 UFC/mL), esto debido a su baja presencia
en el inéculo después de someterse a la ultracongelacion. Sin embargo, se observé un
crecimiento exponencial en los 2 primeros dias de la fermentacidon para el primer reactor y
de 3 dias para el caso del segundo, posterior a esto se registra un estado estacionario en el
caso del segundo reactor el cual finalizd con un conteo en el orden de 7 ciclos logaritmicos,
inferior al pulque semilla. En el caso del primer reactor, éste registré una segunda etapa de
crecimiento en el dia 6, teniendo al final de la fermentacion un crecimiento alrededor de 9

ciclos logaritmicos, superior al pulque semilla.
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Fig. 23. Cinética de poblacion de bacterias acido lacticas crecidas en medio MRS en los
lotes de fermentacidon semicontinua de pulque. Se presenta la media + desviacién
estandar en forma de barras (n=3)
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Fig. 24. Cinética de poblacidn de levaduras crecidas en medio APD en los lotes de

fermentacion semicontinua de pulque. Se presenta la media + desviacidon estandar en
forma de barras (n=3).
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Para el andlisis de las poblaciones de bacterias de tipo Leuconostoc (Fig. 25), se puede
observar que son los microorganismos con mayor presencia durante todo el proceso de
fermentacion del primer lote, en caso del segundo lote estos microorganismos fueron
mayoritarios a excepcién del tercer dia de fermentacién. Dichos microorganismos

presentaron un conteo similar que los del medio en MRS en ambos reactores.

En el caso del reactor 1, el crecimiento comienza desde el primer dia, mientras que en el
reactor 2 parece haber una fase de adaptacion de 24 h. Posteriormente, en ambos casos,
se llega a una fase semiestacionaria y en el caso del reactor 1 hay una segunda etapa de
crecimiento en el dia 6. Al finalizar las fermentaciones, se obtuvieron concentraciones
celulares en el orden de 10° UFC/mL para el caso del primer reactor y de 107 UFC/mL para
el caso del segundo.
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Fig. 25. Cinética de poblacidon de bacterias de tipo Leuconostoc crecidas en medio APT
modificado en los lotes de fermentacidn semicontinua de pulque. Se presenta la media +
desviacion estandar en forma de barras (n=3).

En el trabajo realizado por Escalante et al. [41], los autores observaron concentraciones
celulares de BAL de 1.2 x 10’ UFC/mL y de 1.5 x 108 UFC/mL al inicio y al término de la

fermentacion (6 h), respectivamente. Para el caso de las levaduras, se tuvieron
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concentraciones de 8.8 x 10° UFC/mL y 1.4 x 107 UFC/mL al inicio y término de la
fermentacion, respectivamente. Esto representa un incremento de 1 orden de magnitud en
el transcurso de 6 h de fermentacion. Por otro lado, el reactor realizado en este trabajo

presentd un aumento de 5 érdenes de magnitud en todas las concentraciones celulares.

6.4.3. CARACTERIZACION SENSORIAL

La caracterizacion sensorial se llevd a cabo segun lo establecido en la Seccién 5.5. En las
Fig. 26 y 27 se muestra de manera grafica la dinamica de la intensidad de los diferentes
atributos sensoriales seglin la percepcion de los panelistas durante el proceso de
fermentacion semicontinua para los reactores 1 y 2 desarrollados en esta investigacion.
Adicionalmente, en la Tabla 15 se presentan las caracteristicas sensoriales del pulque semilla
y de los productos finales de los diferentes lotes de fermentacidn. En las figuras, se observan
cambios notables en los valores asignados para las diferentes caracteristicas sensoriales a
medida que transcurrié la fermentacion. En general, los comportamientos de la dinamica de
los parametros sensoriales fueron similares entre los dos lotes de fermentacion. A medida
que avanzo la fermentacion, las intensidades de los atributos sensoriales caracteristicos del
aguamiel, como lo son su elevado dulzor y sabor a planta, fueron disminuyendo de
intensidad; por el contrario, atributos caracteristicos del pulque como la astringencia, acidez
y aroma caracteristico a pulque, fueron aumentando de intensidad. Esto era de esperarse,
considerando que los microorganismos propios del pulque se fueron desarrollando a medida

que procedid la fermentacion, como se describid en la seccion anterior.

Se puede observar, que al tiempo en que se detuvieron los lotes de fermentacién
semicontinua (una vez determinado el estado cuasi-estacionario), los parametros
sensoriales de las muestras de pulque producido en este proyecto son muy similares a los
del pulgue semilla usado para la inoculaciéon del aguamiel al inicio de la fermentacién. Como
se muestra en la Tabla 15, para el reactor 1 de pulque con 6 dias de fermentacion, las
caracteristicas sensoriales fueron similares al pulque semilla, exceptuando los atributos
sensoriales de sabor y aroma caracteristicos, que resultaron levemente por debajo del
pulgue semilla. Sin embargo, para el pulque del reactor 2, el cual se dejé 48 h mas de
fermentacion, se obtuvo mayor intensidad en estos parametros, dando como resultado un
producto mas parecido sensorialmente al pulque semilla. Como conclusion de la evaluacion

sensorial de los productos de pulque obtenidos mediante la fermentaciéon semicontinua, los
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panelistas concordaron en que la mayoria de los atributos llegaron a tener diferencias
minimas con respecto al pulque semilla, mientras que, por el otro, se presenté una mejora

en el atributo de amargor, que era algo alto para el pulque original.

Tabla 15. Caracteristicas sensoriales de pulque semilla y de los productos finales de los
diferentes lotes de fermentacion.

Atributo sensorial Pulque semilla Pulque Lote 1 Pulque Lote 2

Sabor a pulque 8.3 £0.9° 8.2 £ 0.4° 9.3 £0.6°
Sabor a planta 2.8 +£1.0° 2.7 £0.7° 2.5+ 0.5¢
Aroma a pulque 9.0 £ 0.6° 8.7 £ 0.7¢ 9.8 £0.9°
Acidez 73 +1,5%° 7.1 £0.5° 6.3 £ 1.4¢
Dulzor 3.1 +£1.1° 3.0 £ 0.5° 2.6 £ 0.5¢
Astringencia 6.1 £ 1.4¢ 6.5 + 0.5° 7.1 £0.92
Amargor 5.8 £0.9° 5.5+ 0.8° 52+ 0.8
Efervescencia 4.8 +1.3° 4.3 £ 1.0° 53+£0.5°
Viscosidad 4.0 £ 1.4 3.5+ 0.8 3.8+ 0.9

Se presenta la media + desviacion estandar (n=3). Pulque producto del primer reactor tras 6 dias
de fermentacion. 2Pulque producto del segundo reactor tras 8 dias de fermentacién. Los valores por
fila que muestran diferentes letras (a, b o ¢) son significativamente diferentes (P < 0.5) de acuerdo

con la prueba de Tukey para la comparacion de medias.
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Fig. 26. Prueba sensorial de las muestras de pulque provenientes del primer lote del reactor semicontinuo.
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Fig. 27. Prueba sensorial de las muestras de pulque provenientes del segundo lote del reactor semicontinuo.
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6.5. CARACTERIZACION DE LA POBLACION MICROBIANA PRESENTE
EN EL INOCULO Y DURANTE EL PROCESO DE PRODUCCION DEL
PULQUE POR REACTOR SEMICONTINUO

6.5.1. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS CARACTERISTICOS

En la observacion morfoldgica como se indica en la Seccién 5.6.3 del pulque semilla y del
pulque proveniente del primer lote del reactor, se encontraron un total de 24 colonias
distintas en el pulque semilla y 13 colonias distintas en el pulque proveniente del reactor.
En el proceso de aislamiento de colonias se perdieron algunas de las cepas originalmente
aisladas, debido a que por lo general dichas colonias presentaban una relacion simbidtica
con otra colonia; por lo que al realizarse la separacion de las cepas se afectd su

sobrevivencia.

Posteriormente, una vez obtenida la colonia aislada, se hicieron observaciones morfoldgicas
macroscopicas, tincion Gram y observaciones microscépicas de las cepas desarrolladas, para
comprobar que se lograron tener cultivos axénicos de cada cepa. De lo contrario, se repitid
el procedimiento de aislamiento hasta obtener la cepa pura. En la Fig. 28 se ejemplifica la
diversidad de la morfologia macroscdpica de algunas de las cepas aisladas en cada medio

utilizado.

Fig. 28. Ejemplificacion de la microscopia (tincion Gram) del aislamiento de cepas
microbianas presentes en el pulque en diferentes medios de cultivo: a) bacterias acido
lacticas (MRS), b) bacterias del género Leuconostoc (APT), c) levaduras (APD).
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Adicionalmente a la caracterizacién macro y microscopica, se realizo la prueba de catalasa
a todas las colonias aisladas como se ejemplifica en la Fig. 29. Con base en los resultados
de la caracterizacién macro y microscopica de los aislados de las dos muestras de pulque,
asi como la prueba de catalasa, se obtuvieron un total de 23 aislados microbianos (Tabla
16): 12 cepas provenientes del pulque semilla ultracongelado y 11 cepas provenientes del
pulque producto de la fermentaciéon semicontinua del reactor 1.

©)

Fig. 29 . Ejemplificacidn de la presencia de catalasa del aislamiento de cepas microbianas
presentes en el pulque: a) bacteria acido lactica (negativo), b) bacteria Leuconostoc
(negativo), c¢) levadura (positivo)

Tabla 16. Microorganismos cultivables aislados a partir del pulque semilla ultracongelado
(PU) y el pulque producto final del reactor 1 (PR)

Namero de cepas aisladas

Medio
PU PR
MRS 7 5
APT 4 5
APD 1 1
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En la Tabla 17 se describen las caracteristicas macro y microscopicas, asi como, el codigo

asignado a cada cepa aislada. Los cddigos se indicaron de la siguiente manera: para las

cepas provenientes del pulque semilla se antepuso PU y para las cepas provenientes de la

fermentacion del reactor se antepuso PR. Consecutivamente, se indicd el medio del cual

fueron aisladas, B para MRS, Ln para medio APT y L para las provenientes del medio APD.

Por ultimo, se le asignd un nimero decimal o romano aleatorio a cada cepa proveniente de

los diferentes medios, como se ejemplifica en la Fig. 30.

PR Ln 5

Cepa proveniente  Aislada en Numero aleatorio
de pulque del medio APT  asignado para su
reactor identificacién

Fig. 30. Ejemplo de asignacion de cddigo a cepas aisladas.

Tabla 17. Cddigos y caracteristicas de las cepas aisladas.

Cadigo

Morfologia macroscdpica Morfologia Tincion
microscopica gram

Catalasa

PUBI

PUBIII

PUBIV

Forma redonda, tamano Cocobacilos +
mediano, elevacion plana
elevada, borde continuo,
superficie lisa brillante,
consistencia cremosa, color
blanco mate.

Forma redonda, tamano Bacilos medianos +
mediano, elevacién umbilicada,
borde continuo, superficie
ligeramente rugosa, consistencia
pastosa, color amarillento.

Forma redonda, tamaio Bacilos medianos +
mediano, elevacién plana, borde
lobulado, superficie granulosa,
consistencia cremosa, translucida
color crema.
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Cadigo Morfologia macroscodpica

Morfologia
microscopica

Tincion
gram

Catalasa

PUBV Forma redonda, tamano
mediano, elevacion plana, borde
lobulado, superficie granulosa,
consistencia cremosa, translucida
color crema.

PUB6 Forma irregular, tamafo
mediano, elevacion umbilicada,
borde lobulado, superficie
granulosa, consistencia cremosa,
translucida color blanquecina.

PUB7 Forma irregular, tamafio
mediano, elevacion umbilicada,
borde lobulado, superficie
granulosa, consistencia cremosa,
color blanquecina.

PUB9 Forma redonda, tamaio
pequefio, elevacion convexa,
borde continuo, superficie lisa

brillante, consistencia cremosa,
color blanco.

PULN2 Forma redonda, tamano
mediano, elevacidon convexa
baja, borde continuo, superficie
lisa, consistencia blanda,
translucida color blanquecina.

PULNIII Forma redonda, tamano
mediano, elevacidon convexa
baja, borde continuo, superficie
lisa, consistencia blanda,
translucida color blanquecina.

PULN5 Forma irregular, tamafio
mediano, elevacién plana, borde
no definido, superficie lisa,
consistencia chiclosa, translucida.

Bacilos medianos

Bacilos largos

Bacilos cortos

Bacilos medianos

Bacilos cortos

Bacilos medianos

Cocobacilos

+
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Cadigo Morfologia macroscopica Morfologia
microscopica

Tincion
gram

Catalasa

PULN7  Forma irregular, tamafio grande,  Bacilos largos
elevacion plana, borde no
definido, superficie lisa,
consistencia chiclosa, translucida
color ambar.

PUL1 Forma redonda, tamano Ovales
mediano, elevacion convexa
baja, borde continuo, superficie
lisa brillante, consistencia
cremosa, translucida color blanco
mate.

PRB1 Forma redonda, tamano Cocobacilos
mediano, elevacion elevada,
borde continuo, superficie lisa
brillante, consistencia cremosa,
color blanco.

PRBV Forma redonda, tamafio Bacilos largos
mediano, elevacion plana
elevada, borde continuo,
superficie lisa brillante,
consistencia cremosa, color
blanco mate.

PRB5 Forma redonda, tamafio grande,  Bacilos largos
elevacion plana elevada, borde
continuo, superficie lisa brillante,
consistencia cremosa, color
blanco mate.

PRB6 Forma irregular, tamafio Bacilos medianos
mediano, elevacion umbilicada,
borde de aspecto filamentoso,
superficie rugosa, consistencia
cremosa, color blanquecino.

PRB9 Forma redonda, tamano Bacilos cortos
pequeio, elevacién convexa,
borde continuo, superficie lisa
brillante, consistencia cremosa,
color blanco.

+
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Cadigo Morfologia macroscopica Morfologia Tincion Catalasa
microscopica gram

PRLN2 Forma redonda, tamano Bacilos cortos +
mediano, elevacidon convexa
baja, borde continuo, superficie
lisa, consistencia chiclosa,
translucida color blanquecino

PRLN2III Forma de estrella, tamafio chico, Bacilos medianos + -
elevacion plana, borde rizado,
superficie rugosa, consistencia
dura, color blanco.

PRLN5 Forma irregular, tamafio Cocobacilos + -
mediano, elevacidon convexa
baja, borde no definido,
superficie lisa, consistencia
chiclosa, translucida color ambar.

PRLn7  Forma irregular, tamafo grande,  Bacilos largos + -
elevacion plana, borde no
definido, superficie lisa,
consistencia chiclosa, translucida
color ambar.

PRLNX Forma irregular, tamafio Bacilos medianos + -
mediano, elevacidn convexa
baja, borde no definido,
superficie lisa, consistencia
chiclosa, translucida color ambar.

PRL1 Forma redonda, tamaio Ovales +
mediano, elevacidon convexa
baja, borde continuo, superficie
lisa brillante, consistencia
cremosa, translucida color blanco
mate.

6.5.2. EXTRACCION DE ADN DE COLONIAS AISLADAS
Una vez reactivadas, se realizd la extraccion de ADN de las colonias aisladas de acuerdo con
las indicaciones del kit de extraccién Ultra Clean ™-Microbial DNA isolation kit como se
especifica en la seccidn 5.7.1. La extraccién de ADN se verificd en un gel de agarosa al 1%
y visualizado en un fotodocumentador. En la Fig. 31 se muestra de manera ejemplificativa
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el gel de electroforesis del ADN gendmico. Para todas las cepas se obtuvo una banda por
arriba de los 10000 pb, con lo cual se corrobord la correcta extraccion de ADN total
(Apéndice A.3). Adicionalmente, se realizd la cuantificacion de la cantidad de ADN extraido,
todas las muestras presentaron concentraciones por arriba de 10 ng/pL (Apéndice A.7).
Dichas concentraciones fueron consideradas para calculos en experimentos posteriores
como la técnica de PCR-DGGE.

10000 pb

Fig. 31. Imagen representativa de la electroforesis del ADN gendmico extraido de distintos
aislados bacterianos seleccionados. En el primer carril se muestra el bandeo del marcador
de peso molecular (GeneRuler de 1 kb DNA Ladder, Fermentas, EUA).

6.5.3. AMPLIFICACION DEL GEN ARNr 16S Y REGION ITS

El ADN que se obtuvo de las 23 colonias aisladas se utilizé para la amplificacion de los genes
ARNr 16S y la region ITS por PCR, usando la enzima Taq polimerasa recombinante, como
se especifica en la Seccion 5.7.3. El producto final de la amplificacion se verificd en un gel
de agarosa al 1% en buffer TBE de electroforesis (Fig. 32). En el caso de las bacterias, se
verificd la amplificacion del gen ARNr 16S observando una banda de aproximadamente 1500
pb (Apéndice A.4), la cual se presentd en todas las cepas. Por otra parte, la amplificacion
de la regién ITS de levaduras se verificd observando una banda de aproximadamente 700-
900 pb (Apéndice A.4).
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a) b)

Fig. 32. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de PCR. a) Bandeo del
marcador de peso molecular (GeneRuler) de 1 kb DNA Ladder, Fermentas, EUA). b)
Ejemplo de productos de PCR del gen ARNr 16S.

6.5.4  DIGESTION ENZIMATICA
La técnica de digestidon enzimatica del gen amplificado se utilizd para evaluar las distintas
cepas aisladas. La digestiéon enzimatica se realizo utilizando la enzima de restriccion HAE 111

#R0108. Esta técnica se le realizé al ADN de las 23 cepas aisladas con anterioridad.

Fig. 33. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos digeridos. Carril 1: Bandeo
del marcador de peso molecular (GeneRuler de 1 kb DNA Ladder, Fermentas, EUA), 2:
PUBI, 3: PUBIII, 4: PUBLV, 5: PUBV, 6: PUB6, 7: PUB7, 8: PUBO.
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En la Fig. 33 se muestra un ejemplo de los cortes escalonados realizados por la enzima y
asi generar fragmentos con secuencias complementarias de la cadena de ADN de cada cepa
aislada. A partir del analisis de los patrones de bandeo de las diferentes cepas mediante el
software Image Lab versién 5.0, se determind que cada cepa presentd un bandeo distinto
(Apéndice A.5), por lo tanto, se llevo a cabo la purificacion del gen ARNr 16S de todas las

bacterias y la region ITS de las levaduras aisladas.

6.5.5 PURIFICACION DEL ADN

El producto final de la purificacion se verificd en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE de
electroforesis (Fig. 34). La banda observada corresponde para todos los casos al tamaio
del gen amplificado (Apéndice A.6). Como resultado de la purificacién, se obtuvieron
concentraciones de ADN por arriba de 20 ng/uL (Apéndice A.7), que es la concentracion
requerida por los laboratorios de Macrogen Inc. (Corea del Sur) para la secuenciacion de los

genes.

a)

Fig. 34. Electroforesis en gel agarosa al 1% de productos de purificacion. a) Bandeo del
marcador de 1 kb, b) ejemplo de purificacion del gen ARNr 16S. 2: PUBI, 3: PUBIII, 4:
PUBIV, 5: PUBV, 6: PUB6, 7: PUB7, 8: PUBO.
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6.5.6 IDENTIFICACION MOLECULAR POR ESPECTROMETRIA DE MASAS Y
SECUENCIACION GENETICA

Para la identificaciéon de las cepas por espectrometria de masas, se empled la metodologia
descrita en la Seccion 5.7.6. En el caso de las cepas provenientes del medio APT, se hizo
una maceracion con nitrégeno liquido debido a que en dicho medio se observd la produccién
de exopolisacaridos que impedian la correcta lisis de las células. Para finalizar, las muestras
se transfirieron a la placa de ensayo (Steel Target Sample Plate) (Fig. 35) del analizador
MALDI Biotyper®, para su posterior analisis en el equipo.

El software con el cual cuenta MALDI realizd la comparacién de los iones de proteinas entre
los espectros de masas obtenidos mediante una ecuacion logaritmica, generando valores de
0 a 3, los cuales, cuantificaron la similitud entre la muestra analizada y la base de datos
(Figura 36). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 18: para 7 de las cepas de
estudio se obtuvieron valores entre 2.01 Y 2.44, lo que describe una identificacion de alta
confianza, para 8 de las cepas de estudio se obtuvieron valores entre 1.70 y 1.95, lo que
nos describe una identificacién de baja confianza mientras que el resto de las cepas no

pudieron identificarse por esta técnica.

Fig. 35. Placa de ensayo de MALDI Biotyper® (Steel Target Sample Plate).

Es importante comentar que la base de datos de MALDI Biotyper® esta conformada en su
mayoria por microorganismos del area clinica y no del area de alimentos; sin embargo, a

pesar de esto, se pudieron identificar hasta el nivel de género mas del 50% de los
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microorganismos aislados. Los espectros de las cepas que no se pudieron identificar se
adjuntan en el Apéndice A.10. Por otra parte, en el Apéndice A.9 se ejemplifica un caso
exitoso de una identificacion por MADLI Biotyper®. Como se puede observar, los espectros
son de buena calidad, y las cepas fueron identificadas satisfactoriamente mediante la técnica
de secuenciacion del gen ARNr 16S. Como aporte de este trabajo al conocimiento
taxondmico bacteriano usando datos de MALDI Biotyper®, se hara el registro de los
espectros de dichas cepas para su uso en identificacion microbiana por la comunidad

cientifica internacional.

Gama de valores Descripcion Simbolos Color
2.00 - 3.00 (+++) verde
0.00 - 1.69 ) 10jo

Fig. 36. Intervalos de valores proporcionados por el software MALDI Biotyper®.

Para la identificacion por secuenciacion del gel ARNr 16S vy la regidn ITS, se obtuvieron dos
secuencias de buena calidad (forward y reverse) en dos archivos distintos, los cuales se
analizaron en el software MEGA (MEGA 11.0.13) para obtener las secuencias consenso de
los microorganismos en un procesador de texto (Fig. 37). Cada secuencia consenso se
compard NCBI Blast

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Se realizd el arbol filogenético de las cepas

con la base de datos del utilizando el programa

aisladas en esta investigacion, el cual se muestra en el Apéndice 8 (A.8).
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Fig. 37. Pantalla del software MEGA
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Tabla 18. Resultados de la identificacién por MALDI Biotyper® y secuenciacion de gen ARNr 16S y region ITS.

Cddigo de Identificacion por MALDI Biotyper® Identificacion por 16S/ITS
la cepa Organismo mejor candidato Puntuacién Identidad Similitud (%)
PUBI Leuconostoc mesenteroides 2.13 Leuconostoc mesenteroides 99.09
PU B III Lactobacillus diolivorans 2.28 Lentilactobacillus diolivorans 99.58
PUB IV Lactobacillus paracasei 2.34 Lacticaseibacillus caser 99.79
PU B5 Lactobacillus paracasei 2.38 Fructilactobacillus sanfranciscensis 97.6%
PU B6 Fructilactobacillus sanfranciscensis 1.83 Fructilactobacillus sanfranciscensis 98.69
PUB 7 Leuconostoc fallax 1.94 Leuconostoc fallax 99.51
PU B9 Lactobacillus paracasei 2.44 Lacticaseibacillus paracasei 99.72
PULn2  Sin identificacién posible - Fructilactobacillus sanfranciscensis 98.85
PULNIII  Fructilactobacillus sanfranciscensis 1.73 Fructilactobacillus sanfranciscensis 97.94
PULNS5 Leuconostoc mesenteroides 2.01 Leuconostoc mesenteroides 99.66
PULn 7 Fructilactobacillus sanfranciscensis 1.79 Fructilactobacillus sanfranciscensis 89.92
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Cddigo de
la cepa

PU L1
PRB1
PRBV
PRB5
PR B 6
PRB9
PR Ln 2
PR Ln III
PRLn 5
PR Ln 7
PR Ln X

PR L1

Identificacion por MALDI Biotyper®

Identificacion por 16S/ITS

Organismo mejor candidato Puntuacién Identidad Similitud (%)
Saccharomyces cerevisiae 2.20 Saccharomyces cerevisiae 98.10
Sin identificacién posible Fructilactobacillus sanfranciscensis 99.08
Sin identificacion posible Liguorilactobacillus capillatus 99.24
Sin identificacion posible Liguorilactobacillus capillatus 99.5
Sin identificacion posible Liguorilactobacillus capillatus 99.4
Sin identificacién posible Lactobacillus uvarum 99.86
Sin identificacién posible Fructilactobacillus sanfranciscensis 95.5
Fructilactobacillus sanfranciscensis 1.70 Fructilactobacillus sanfranciscensis 98.55
Fructilactobacillus sanfranciscensis 1.75 Fructilactobacillus sanfranciscensis 95.66
Sin identificacion posible - Lactobacillus uvarum 99.45
Fructilactobacillus sanfranciscensis 1.73 Fructilactobacillus sanfranciscensis 98.97
Saccharomyces paradoxus 1.95 Saccharomyces cerevisiae 96.68
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Se determind concordancia en ambas técnicas de identificacion para las siguientes especies
microbianas: Leuconostoc mesenteroides, Lentilactobacillus diolivorans, Lactobacillus
uvarum, Liguorilactobacillus capillatusy Fructilactobacillus sanfranciscensis. En el caso de la
identificacion por secuenciacion del gen ARNr 16S se obtuvieron resultados de similitud
superiores al 95%, lo cual permite indicar que se logré una identificacién confiable a nivel
de género y especie. Sin embargo, en algunos casos se obtuvieron porcentajes de
identificacion menores, lo que podria ser indicativo de una nueva especie microbiana,

aungue se tendrian que realizar mas estudios para corroborar esta hipdtesis.

Los resultados obtenidos en ambas identificaciones coinciden con lo establecido en la
literatura, en trabajos como el realizado por Chacdn y Vargas [40], y Rocha-Arriaga et al.
[60], en donde se identificaron microorganismos similares. Chacdn y Vargas encontraron
Leuconostoc (14.30%), Saccharomyces (13.51%), Lactococcus (13.03%) y Lactobacillus
(7.53%), destacando las especies Lact. plantarum (8.11%), Lact. sanfranciscensis (3.71%),
S. cerevisiae (2.86%), Lact. piscium (1.57%), L. gelidum (1.47%)y L. citreum (1.04%), la
mayoria de estos microorganismos coinciden con los identificados en las muestras de esta

investigacion.

6.5.7 PCR-DGGE

El analisis de la diversidad del pulque semilla y de la dinamica microbiana de la fermentacion
en el reactor semicontinuo, se llevd a cabo mediante la extraccion del ADN total y la
amplificacion de las regiones V3 y V6-V8 para el caso de bacterias, asi como, de la region
D1 para el caso de las levaduras mediante PCR, siguiendo las condiciones anteriormente

descritas en la seccion 5.8.2.

Se realizo la extraccion del ADN total del pulque semilla, asi como, de los diferentes dias de
la fermentacidn en el reactor semicontinuo. La extraccion se verificd en un gel de agarosa
al 1% en donde se observaron bandas por encima de las 10 000 pb (Fig. 38). Los fragmentos
de ADN obtenidos de la amplificacion de la regidon V3 presentaron un peso aproximado de
200 pb y los fragmentos pertenecientes a la regién V6-V8 presentaron un peso aproximado
de 400 pb, para el caso de la regidn D1 el peso de los fragmentos fue de aproximadamente
600 pb.
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B) C) D)

Fig. 38. Visualizacién de ADN total (agarosa al 1%) y fragmentos de las regiones V3, V6-
V8 y D1 (agarosa al 2%). A) ADN total, B) Amplificacion de la region V6-V8 (~400 pb), C)
Amplificacion de la regién V3 (~200 pb), D) Amplificacion de la region D1 (~600 pb).

En el Apéndice A.11 se presentan los geles de extracciones totales, las amplificaciones de
los diferentes dias de fermentacién, asi como, las cepas seleccionadas como blancos
positivos (identificadas por secuenciacion del gen ARNr 16S), a las cuales se les realizd la
amplificacion de las regiones. Existe la posibilidad que una misma cepa muestre mas de un

patron de bandas, factor conocido como microheterogeneidad.

En la Fig. 39 se muestra el gel correspondiente a la amplificacion de la region D1 de las
levaduras. En la Fig. 40 se muestra el gel correspondiente a la amplificacion de la region V3
de las bacterias y en la Fig. 41 se muestra el gel correspondiente a la amplificacion de la
regidon V6-V8. En cada uno de los geles se depositd el amplificado de una cepa identificada
por la secuenciacion de su gen correspondiente, mientras que en los carriles centrales se
inyectaron los amplificados correspondientes al pulque semilla, asi como, a los diferentes

dias de fermentacion.

Se estimo el indice S, que proporciona una vision general de la diversidad de las especies
dentro de los diferentes dias de fermentacion en el reactor, asi como el indice de Shannon

(H) y el indice de Pielou (J), los cuales se muestran en las Tablas 19-21.
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Fig. 39. Perfil de bandas de la DGGE (gradiente desnaturalizante 30-60%) de las muestras
de pulque utilizando los cebadores correspondientes a la regién D1 del gen ARNr 26S de
levaduras.
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Tabla 19. Evaluacién digital de los indices de la comunidad microbiana de la regién D1. S
(riqueza de especies), H (Diversidad de especies), y J (Uniformidad de Pielou).

Carril Muestra Indice S Indice H Indice J
1 PU L1 2 0.58 0.84
2 D.8 4 0.84 0.60
3 D.7 4 1.17 0.84
4 D.6 5 1.27 0.79
5 D.5 2 0.48 0.69
6 D. 4 5 1.27 0.79
7 D.3 5 1.30 0.81
8 D. 2 5 1.41 0.87
9 D. 1 6 1.37 0.76
10 D.0 6 1.19 0.60
11 PRD6 4 0.88 0.63
12 PS 4 1.12 0.81
13 PR L1 4 0.25 0.18

La estimacién de estos indices esta basada en los perfiles de DGGE obtenidos con la region D1 como
se muestra en la Fig. 39. D.= Dia de fermentacion, PRD6= Pulque producto del primer reactor, PS=

Pulque Semilla
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Fig. 40. Perfil de bandas de la DGGE (gradiente desnaturalizante 30-60%) de las muestras
de pulque utilizando los cebadores correspondientes a la region V3 del gel ARNr 16S de
bacterias.
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Tabla 20. Evaluacién digital de los indices de la comunidad microbiana de la regién V3. S
(riqueza de especies), H (Diversidad de especies), y J (Uniformidad de Pielou).

Carril Muestra Indice S Indice H Indice J
1 PULNnS5 15 2.48 0.91
2 D. 8 12 2.21 0.89
3 D.7 10 2.06 0.89
4 D.6 16 2.36 0.85
5 D.5 18 1.73 0.60
6 D. 4 22 1.73 0.55
7 D.3 23 1.83 0.58
8 D. 2 23 2.81 0.89
9 D.1 22 2.82 0.91
10 D.0 21 2.76 0.90
11 PRD6 19 2.66 0.90
12 PS 19 2.69 0.91
13 PR B9 7 1.76 0.90

La estimacién de estos indices esta basada en los perfiles de DGGE obtenidos con la regién V3 como
se muestra en la Fig. 40. D.= Dia de fermentacién, PRD6= Pulque producto del primer reactor, PS=

Pulque Semilla
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Fig. 41. Perfil de bandas de la DGGE (gradiente desnaturalizante 30-60%) de las muestras
de pulque utilizando los cebadores correspondientes a la region V6-V8 del gen ARNr 16S
de bacterias.
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Tabla 21.Evaluacién digital de los indices de la comunidad microbiana de la regién V6-V8 .
S (riqueza de especies), H (Diversidad de especies), y J (Uniformidad de Pielou).

Carril Muestra Indice S Indice H Indice J
1 PULn 5 7 1.61 0.83
2 D. 8 6 1.57 0.87
3 D. 7 1.23 0.63
4 D.6 6 1.00 0.56
5 D.5 7 1.59 0.81
6 D. 4 6 1.50 0.84
7 D.3 8 1.81 0.87
8 D. 2 14 2.10 0.79
9 D.1 18 2.58 0.89
10 D.0 19 2.70 0.91
11 PRD6 11 1.82 0.71
12 PS 19 1.14 0.38
13 PR B9 10 1.91 0.83

La estimacién de estos indices esta basada en los perfiles de DGGE obtenidos con la regiéon V6 como
se muestra en la Fig. 41. D.= Dia de fermentacion, PRD6= Pulque producto del primer reactor, PS=
Pulque Semilla

Como se puede apreciar en las tablas anteriores, en el caso de las levaduras se aprecia una
baja diversidad en comparaciéon con las bacterias, y dicha diversidad en todos los
microorganismos fue disminuyendo a medida que transcurria la fermentacién. Cabe
destacar que no se ha publicado hasta el momento el uso de esta técnica de identificacion
en una fermentaciéon de pulque, y tampoco se encontraron registros de su uso en una

fermentacion como la que se llevd a cabo en este trabajo de investigacién.
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7. CONCLUSIONES

En el presente proyecto, la microfiltracion del aguamiel permitié obtener un sustrato estéril
con caracteristicas fisicoquimicas similares al aguamiel original para la produccidn de pulque.
Por otra parte, dado que la muestra de pulque se sometié a ultracongelacion para el proceso
de fermentacion, el crecimiento microbiano se redujo severamente en relacion al pulque

original, lo que afectd el desarrollo inicial de la fermentacion.

Adicionalmente, en este trabajo se realizd exitosamente la produccién de pulque en un
reactor semicontinuo por duplicado. El proceso de fermentacién se detuvo cuando se
alcanzd el estado cuasi-estacionario después de un periodo entre 6 y 8 dias, con la mayoria
de los parametros fisicoquimicos llegando a valores similares a los del pulque semilla, con
excepcion del contenido de etanol. En relacién a la dindmica microbiana, los productos
finales de la fermentacidon alcanzaron concentraciones de los grupos de microrganismos
estudiados mayores o similares que los del pulque semilla antes de ser sometido a la
ultracongelacién. En cuanto a las caracteristicas sensoriales del producto fermentado, se
logré obtener un producto de pulque con caracteristicas sensoriales similares a las del
pulgue semilla, e incluso con una percepcidn de mejora en los parametros de aroma,

efervescencia y amargor.

Por otra parte, en el desarrollo del proyecto, se logré identificar todos los microorganismos
cultivables por medio de técnicas de biologia molecular y espectrometria de masas,
obteniendo como resultados microrganismos como: Leuconostoc mesenteroides,
Lentilactobacillus  diolivorans, Lactobacillus uvarum, Liquorilactobacillus —capillatus,
Fructilactobacillus sanfranciscensis y Saccharomyces cerevisiae. Adicionalmente, por la
técnica de DGGE se obtuvo un diferente bandeo para los diferentes dias de fermentacion,
lo cual mostrd la diversidad de microorganismos presentes en las muestras y su evolucion

en el tiempo.

De acuerdo a la literatura cientifica es posible aseverar la originalidad del trabajo
desarrollado en esta tesis en relacién al empleo de aguamiel esterilizado en frio por
microfiltracidon para la produccién de pulque en un reactor semicontinuo. En conclusién, en
este trabajo se logrd la produccidon exitosa de pulque en condiciones asépticas, el cual

conserva las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de un producto de
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pulque de calidad a partir de un cultivo de pulque semilla. Los resultados obtenidos en este
trabajo se pueden aprovechar para el desarrollo de un proceso de fermentacion a nivel
industrial para producir pulque que conserve las caracteristicas benéficas del proceso
artesanal, tales como la microbiota autdctona del pulque semilla y la preservacion de las

cualidades originales del aguamiel.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar la identificacion total de los microorganismos presentes en la bebida por el método
de secuenciacion masiva, con el fin de conocer la diversidad, dinamica y abundancia, y

compararla con los resultados obtenidos en el método de DGGE y otros autores.

Estudiar el potencial biotecnoldgico de las bacterias aisladas en el proyecto, con la finalidad

de conocer el papel que desempefian en la produccion de la bebida.

Analizar por métodos cromatograficos la presencia de los acidos organicos y etanol del

producto final de la fermentacion semicontinua.

Considerando que los resultados obtenidos en el biorreactor a escala laboratorio fueron

favorables, se plantea realizar el biorreactor a mayor escala.
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10. APENDICES

A.1. Curva estandar de glucosa para la cuantificacion de aziicares totales por el
método Dubois.

La curva se realizo por triplicado.
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A.2. Curva estandar de glucosa para la cuantificacion de aziicares reductores
por el método Miller

La curva se realiz6 por triplicado.
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A.3 Visualizacion de geles de extraccion de ADN gendmico de las cepas aisladas

A continuacién, se presentan los geles de la electroforesis del ADN gendmico extraido de
los aislados provenientes del pulque ultracongelado. A: PUBI, B: PUBIII, C: PUBIV, D: PUBV,
E: PUB6, F: PUB7, G: PUB9, H: PULn2, I: PULNIII, J: PULN5, K: PULN7, L: PUL1.

10000 pb

10000 pb

Se presentan los geles de la electroforesis del ADN gendmico extraido de los aislados
bacterianos provenientes del pulque del reactor. A: PRB1, B: PRBV, C: PRB5, D: PRB6, E:
PRB9, F: PRLn2, G: PRLn2(III), H: PRLN5, I: PULN7, J: PULNX, K: PRL1.
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A.4 Visualizacion de geles de amplificacion del gen ARNr 16S y region ITS a partir
del ADN genémico de las cepas aisladas

A continuacion, se muestran los geles de electroforesis de agarosa al 1% de productos de
PCR. Productos de PCR del gen ARNr 16S: 1: PUBI, 2: PUBIII, 3: PUBIV, 4: PUBV, 5: PUBS,
6: PUB7, 7: PUB9, 8: PULn2, 9: PULNIII, 10: PULN5, 11: PULN7, 12: PRB1, 13: PRBV, 14:
PRB5, 15: PRB6, 16: PRB9, 17: PRLn2, 18: PRLn2(III), 19: PRLN5, 20: PRLN7, 21: PRLNX.
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16 17 18 19 20 21

1500 pb

A continuacion, se muestran los geles de electroforesis de agarosa al 1% de productos de
PCR de la regién ITS: 22: PUL1, 23: PRL1.

800 pb
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A.5 Visualizacion de geles de digestion enzimatica del gen ARNr 16S y region de
las cepas aisladas

A continuacidn, se muestran los geles de electroforesis en agarosa al 2% de productos
digeridos. Carril 1: PUBI, 2: PUBIII, 3: PUBILV, 4: PUBV, 5: PUB6, 6: PUB7, 7: PUB9, 8:
PULN2, 9: PULNIII, 10: PULN5, 11: PULN7, 12: PUL1.
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Se muestran los geles de electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos digeridos.
Carril 13: PRB1, 14: PRBV, 15: PRB5, 16: PRB6, 17: PRB9, 18: PRLn2, 19: PRLn2(III), 20:
PRLN5, 21: PRLN7, 22: PRLNX, 23: PUL1.
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A.6 Visualizacion de geles de purificacion del gen ARNr 16S y region ITS a partir
de las cepas aisladas

A continuacion, se presentan los geles de electroforesis del ADN gendmico purificado de
los aislados bacterianos provenientes del pulque del reactor. 1: PRB1, 2: PRBV, 3: PRBS5,
4: PRB6, 5: PRB9, 6: PRLn2, 7: PRLN2(III), 8: PRLN5, 9: PULN7, 10: PULNX, 11: PRL1.
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Se presentan los geles de la electroforesis del ADN gendmico extraido de los aislados
provenientes del pulque ultracongelado. 12: PUBI, 13: PUBIII, 14: PUBIV, 15: PUBV, 16:
PUB6, 17: PUB7, 18: PUB9, 19: PULNn2, 20: PULNIII, 21: PULN5, 22: PULN7, 23: PUL1.

12 13 14 15 16 17 18

.

19 20 21 22

148



A.7 Concentracion de ADN de las cepas después del proceso de extraccion y

purificacion

Cepa Concentracién de ADN (ng/uL)
Extraccion Purificacion
PRB1 10.4 28.1
PRBV 63.4 21.8
PRB5 11.4 29.1
PRB6 60.3 19.8
PRB9 76.5 21.9
PRLN2 29.6 31.3
PRLN2III 7.8 21.3
PRLN5 14.0 28.6
PRLN7 11.9 39.1
PRLNX 17.8 20.3
PRL1 3.6 20.0
PUB1 13.0 44.7
PUBIII 16.7 69.6
PUBIV 23.8 76.4
PUBV 14.0 83.5
PUB6 15.1 22.9
PUB7 25.5 35.3
PUB9 36.9 27.0
PULN2 15.1 21.8
PULNIII 17.7 26.4
PULN5 11.5 20.9
PULN7 5.2 30.7
PUL1 1.6 22.3

149



A.8 Arbol fil

9

99

98

ogenético de las cepas aisladas e identificadas

5 EU345000.1 Lactobacillus uvarum strain 24 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L AZEG01000088 Liquorilactobacillus capillatus

— HMO058944.1 Lactobacillus uvarum culture-collection IMAU:80777 16S ribosomal RNA gene partial sequence
— @ PRBV

I & PRB9

L & PrRL?

— @ PRB5

3 AZEF01000036 Liquorilactobacillus capillatus
& PRB6
AZEY01000081 Lentilactobacillus diolivorans
100 L & rUll
89— 72 — MT473368.1 Lacticaseibacillus casei strain MLG3-30-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
57J{ @ PUBLIV
100 @ PUBY
—— D16550 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans
7 00 — LC096218.1 Leuconostoc fallax gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: JCM 9694
& ruB?
. 100 CP000414 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
100 | @ PUBI
71- @ PULNS
95 - X76327 Fructilactobacillus sanfranciscensis
L GU138531.1 Lactobacillus sanfranciscensis IMAU:10203 16S ribosomal RNA gene partial sequence
98— @ PRLn2
Ll 100|L @ PULNn?
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MZ170703.1 Fructilactobacillus sanfranciscensis strain UMCC 2999 16S ribosomal RNA gene partial sequence
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PR Ln Il
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PU Ln Il

ON262415.1 Saccharomyces cerevisiae isolate LV12 ITS1
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A.9 Visualizacion de un ejemplo de identificacion exitosa por la técnica de
espectrometria de masas MALDI Biotyper®

Enterococcus tecium 11037 CHE

05

)
i

0.5
1.0
[ 2 4 [ 8 10 12
iz 1873
Select spectra and press <O - G> to view real spectra or <C - N> for nomalized spectra Mo Detected Species LogiScere)

@ § |Entemcoccus fascum DSM 13589 DSM 244
@ | |Emerococcusisecum DSM 17050 DM 2370
@ | ) |Eterococcua faecum 20218 1CHE 2300
@ |Entemcoccus faecum DSM 2146 DSM 2280
@ | |Entercoccusfaecim PX 21086108 I MLO 2250
@ | | |Enterococcusfaecum DSM 2918 DSM 2120
@ § | Enteroccerusfsecum DSM 204777 DSM 2100
@ i |Entercoccus fascum DSM 6177 DSM 2050
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A.10 Espectros correspondientes a las cepas no identificadas por MALDI
Biotyper®

PU Ln2

Fructilacobacillus sanfranciscensis DSM 20663 DSM_2

Hafnia alvei 20740_1 CHE

0o it L4l

RNl

iz (10°3)
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Liquorilactobacillus mali DSM 204447 DSM

el int

iz (10°3)

PR Ln III

Fructlactobacillus sankanciscensis DSM 20663 DSM_2

el int

' 4

[} 2 4 6 8

iz (10°3)
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PR BV

rel.int.

Liquerilactobacillus nagelii DSM 12675T DSM

)

iz (10°3)

PR B5

ral.int.

Liquorilactobacillus mali DSM 20444T DSM

-1.0 +

iz (103)
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PR B6

Liguerilastobacillus mali DSM 20444T DSM

miz (1043)

A.11 Visualizacion de geles de extracciones totales, amplificaciones de los dias
de fermentacion y de las cepas seleccionadas como blancos positivos.

Se presenta un ejemplo del gel de electroforesis del ADN gendmico total extraido de las

muestras de pulque provenientes de la fermentacion en el reactor semicontinuo.
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Amplificacion de la region V6-V8 (~400 pb) del; 1: Pulque semilla, 2: Pulque producto de la
primera fermentacién, 3-11 fermentacién del segundo reactor (DO, D1, D2, D3, D4, D5, D6,
D7, D8), 12: PU B7, 13: PR B9, 14: PU Ln5.
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Amplificacion de la region V3 (~200 pb): 1: Pulque semilla, 2: Pulque producto de la primera
fermentacion, 3-11 fermentacién del segundo reactor (DO, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8),
12: PU B7, 13: PR B9, 14: PU Lnb.
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Amplificacion de la region D1 (~200 pb): 1: Pulque semilla, 2: Pulque producto de la primera
fermentacion, 3-7 Y 9-12 fermentacién del segundo reactor (DO, D1, D2, D3, D4, D5, D6,
D7, D8), 13: PR L1, 14: PU L1.
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