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Capitulo |

Introduccioén

I.1. Historia del pulque

El pulque es la bebida alcohdlica mas antigua de Meéxico segun lo
atestiguan vestigios arqueologicos. El pulque se obtiene por fermentacién del
aguamiel, que es la savia azucarada de varias especies de magueyes
pulqueros pertenecientes al género Agave. Es probable que los otomies fueran
los primeros en elaborarlo hacia el afio 2000 a. C. (Martin del Campo, 1938).
En regiones aridas era utilizado como sustituto de agua.

Segun el Cdodice Boturini los aztecas, durante su migracion al Valle de
México, descubrieron el maguey y comenzaron a producir pulque entre los
anos 1172 y 1291 d. C. (Gongalves de Lima, 1978; Garcia-Mendoza, 1998).
Para esta civilizacion el pulque era principalmente una bebida ceremonial. Los
sacerdotes lo consumian en todas las festividades para estar en comunién con
los dioses; se ofrecia como estimulo a las victimas que iban a ser sacrificadas,
los guerreros recibian una racién diaria de esta bebida como recompensa a su
labor: Se permitia que consumieran pulque las personas de edad avanzada,
por no formar parte de la comunidad productiva, las mujeres embarazadas y en
etapa de lactancia (para aumentar la produccién de leche), y los enfermos por

las propiedades terapéuticas de la bebida.

Los aztecas, como civilizacion dominante en el altiplano, ejercian un
estricto control en el consumo del pulque, al grado que la embriaguez era
castigada con muerte (Gentry, 1982; Godoy et al. 2003; Loyola-Montemayor,
1956).

En los inicios de la época colonial el pulque pasdé de ser una bebida
ceremonial a ser una bebida popular cuyo consumo fue promovido por los
espafnoles. Entre los siglos XVII y XVIII existian en Hidalgo y Tlaxcala, y en

algunas regiones de Puebla, Querétaro, Morelos y Michoacdn grandes



haciendas pulqueras dedicadas al cultivo del maguey y a la elaboracion de la
bebida, actividades que se suspendieron durante el movimiento de la
independencia (1810-1821) y se reiniciaron hasta la culminacién del
movimiento armado. En 1867 con la introduccién de las lineas del ferrocarril
que conectaron los llanos de Apan, en donde se elaboraba el pulque de mejor
calidad, con los principales centros de consumo de la bebida como México,
Puebla, Pachuca y Tlaxcala, la produccion de la bebida se incrementé
significativamente. A finales del siglo XIX estas actividades de explotacion de
los magueyes y produccidon de pulque alcanzaron su mayor apogeo
convirtiendose en una actividad sumamente lucrativa, naciendo asi una nueva
clase econdmica y social llamada por Vasconcelos “la aristocracia del pulque”
(Gobierno del Estado de Hidalgo y Museo de Culturas Populares, 1988). A
principios del siglo XX, durante el gobierno de Porfirio Diaz, la produccién de
pulque comenzd a decaer debido, principalmente, a la introduccién de la
cerveza, bebida que se hizo popular entre los consumidores de pulque.
Durante el gobierno de Lazaro Cardenas (1934-1940) se establecieron
campafas en contra del pulque, ya que era considerada una bebida
antihigiénica, por la adulteracion a la que era sometida cuando se introducia a
la ciudad de México después de pasar por las aduanas de Pantaco, Cuautepec
y Ticoman. Los vendedores incrementaban el volumen del pulque
adicionandole agua (algunas veces no potable), azucares y gomas (Gobierno
del Estado de Hidalgo y Museo de Culturas Populares, 1988). Debido a la baja
en el consumo de pulque los cultivos de maguey comenzaron a ser sustituidos

por los de cebada, por ser mas redituables.

En 1960 por o6rdenes del Presidente Adolfo Lépez Mateos se cred el
Patronato del Maguey, con el objetivo de impulsar el crecimiento y explotacion
del maguey, lo que incluia la optimizacién en la produccién higiénica vy

envasado del pulque, y darle otros usos a los agaves pulqueros.

En la actualidad no se ha logrado recuperar la popularidad del pulque. Es

consumido regularmente por comunidades indigenas del altiplano, vy



eventualmente por la poblacion mestiza y la de inmigracion reciente para
acompanar la comida tradicional. En el mercado urbano solo se vende en las
ya casi desaparecidas pulquerias; sin embargo recientemente se han realizado
muchos esfuerzos por rescatarla por lo que se promueve en restaurantes de
comida mexicana y en festivales gastronomicos. Se han realizado campanas
para promocionarla entre la gente joven con el fin de que le tomen gusto a esta
bebida ancestral. Ademas del pulque natural, se elaboran los curados, que se
preparan adicionando al pulque blanco semillas (avena, cebada), nueces
(pifidn, avellana, nuez), frutas (manzana, pifia, limén, naranja, coco, tuna,
mango, durazno, ciruela, maracuya, guayaba, higo, zarzamora) y hortalizas

(apio, perejil, cilantro, berro, alfalfa, pepino) maceradas antes de ser ingerido.

1.2 El agave

Los agaves 0 magueyes pertenecen a la familia de las Agavaceas; son
originarios de México y su uso se remonta a la época prehispanica (10,000 —
8,000 anos a.C.). Estan adaptadas para crecer en zonas montafosas, frias y
de climas secos, en suelos pobres con escasas precipitaciones asi como en
terrenos pedregosos, planos y barrancas; juegan un importante papel ecoloégico

ya que evitan la erosion de los suelos (Cervantes, 2002; Lappe et al., 2006.).

El maguey es considerado como el arbol de las maravillas por la
diversidad de usos que se le dan. Su domesticacién probablemente inicié hace
3,500 anos a.C. Los indigenas utilizaban todas las partes de la planta con
distintos fines. Como material de construccion empleaban las pencas y quiotes,
para hacer su vestimenta usaban la espina terminal a la que quedaba unida la
fibra vascular; a partir de las raices y espinas fabricaban diversos utensilios
como escobas, cepillos y clavos; de las hojas obtenian fibra que utilizaban en la
fabricacion de cuerdas, costales, telas; y como alimento empleaban el aguamiel
(del cual elaboraban miel y pulque), el quiote, las flores y la pifia (Gentry, 1982;
Cervantes, 2002). La obtencion de bebidas alcohdlicas es el uso mas
importante que se le ha dado a los agaves. Entre las bebidas no destiladas
estan el pulque y el vino de mezcal, obtenidos por la fermentacién del aguamiel

y del jugo dulce de las pifias 0 cabezas cocidas; entre las destiladas destacan



el mezcal, el tequila y la bacanora entre otras, elaborados por destilacion de los
mostos fermentados extraidos de las pifias cocidas de diversas especies de
Agaves (Bruman, 2000; Gentry, 1982).

1.2.1 El agave pulquero

Las principales especies de agave utilizadas en la elaboracién del pulque
son: Agave salmiana var. salmiana Otto ex Salm-Dyck (maguey manso o
maguey verde), A. mapisaga Trelease (maguey de mano larga o maguey
mexicano), A. atrovirens Karw (maguey blanco). Estas especies crecen en
zonas aridas y semiaridas, en suelos arenosos, someros, pobres o fértiles, bien
drenados y en terrenos con poca pendiente, en latitudes que van de 1230 a
2500 m, con temperaturas medias anuales de 13.6 y 17.8°C y precipitaciones
de 335 a 1000 mm. Se encuentran distribuidos en el Estado de Meéxico,
Querétaro, Puebla, Tlaxcala e Hidalgo y en menor proporcién en los estados de
Veracruz, Oaxaca y Zacatecas (Cervantes, 2002; Gentry, 1982; Mexican
Pulque, Lappe et al. 2008 in Steinkraus 3? ed; Lappe-Oliveras y Moreno-
Terrazas, 200X).

1.2.2. Azucares presentes en los agaves pulqueros

Estudios realizados por Sanchez-Marroquin y Hope (1953) en agaves de
8 anos de edad mostraron que los principales carbohidratos contenidos en
estas plantas son sacarosa, glucosa, pequefas cantidades de gomas y manitol.
Los estudios de Lopez et al. (2003) sefalan que los principales carbohidratos
de almacenamiento en los tallos de los agaves son fructanos, oligdbmeros o
polimeros con residuos de B-fructofuranosil, solubles en agua, sintetizados a
partir de la sacarosa presente en la vacuola .Funcionan como moléculas
almacenadoras de energia, que estan involucradas en el desarrollo vegetativo
y en el proceso de osmorregulacion de estas plantas. Los fructanos
representan el 60% del total de los carbohidratos solubles presentes en todas
las especies de agaves. Se clasifican de acuerdo a su grado de polimerizacion
(GP) que va de 3-60 o mas. Los de bajo GP (<10) son los fructooligosacaridos,

y los de alto GP (>10) son las inulinas (Ortiz-Basurto et al. 2008). La inulina es



un oligofructano con enlaces (2—1), y constituye el carbohidrato de reserva
de A. tequilana, A. americana, A. mapisaga, A. atrovirens y A. salmiana. Las
especies de agaves presentan diferencias en cuanto a la distribucion de otros
carbohidratos solubles como sacarosa, fructosa y glucosa, lo que se debe a las
caracteristicas ambientales que prevalecen en las regiones en donde son

cultivadas (Mancilla-Margalli y Lopez, 2006).

1.3. Elaboracion del pulque

El agave pulquero requiere de 8 a 10 afos de edad para alcanzar el
estado de madurez y producir el brote floral. El primer paso en la produccion de
pulque es la castracion o corte del primordio floral dejando una cavidad en el
tallo denominada cajete. El agave capado se deja reposar de 6 a 12 meses
para que las hojas centrales maduren y se incremente el contenido de
azucares del aguamiel. Posteriormente se procede a picar y raspar la cavidad
para destruir los residuos del pedunculo floral, abrir los vasos para permitir que
el aguamiel fluya y se acumule en el cajete. El tlachiquero succiona el aguamiel
con un calabazo perforado (Lagenaria siceraria) llamado acocote, y lo deposita
en barriles de madera (castafas) o de plastico. Cuando se recolecta todo el
aguamiel se raspa el cajete con un cuchillo céncavo denominado ocaxtle para
mantener los vasos abiertos y permitir que la savia fluya. La extraccién del
aguamiel se lleva a cabo 2 o 3 veces al dia, en la mafiana y en la tarde,
dependiendo de la estacion del afio. Se recolectan de 6 a 8 litros de aguamiel
en cada extraccion. De cada agave se extraen de 200 a 1000 L de aguamiel lo
que depende de la variedad del agave y de las condiciones de cultivo (Loyola-
Montemayor, 1956; Ruvalcaba-Mercado, 1983; Granados-Sanchez, 1993). El
aguamiel recolectado se transporta a los tinacales, lugar en donde se lleva a
cabo la fermentacion en tinas abiertas de piel, madera, mamposteria o de fibra
de vidrio (Loyola-Montemayor, 1956; Ramirez et al., 2002)

La fermentacion del aguamiel no se inicia en el tinacal; desde que la
savia se acumula en el cajete los microorganismos que aparecen en la pared

de la cavidad, o los que son inoculados a través del polvo, vectores como



insectos (Drosophila spp.) o instrumentos de raspa, picazén y succion, inician
dicho proceso, el que se activa fuertemente al adicionarle la semilla o xinaxtli.
La semilla se elabora con aguamiel tipo | (10-15 L), el cual se deposita en una
tina tapada y se deja fermentar hasta que termina la fermentacién alcohdlica y
se inicia la acética, lo que se reconoce por la formacion de una capa espesa en
la superficie llamada zurrén. El tiempo de elaboraciéon de la semilla depende de
la temperatura y estacion del afio. Cuando la semilla esta lista se le adiciona
gradualmente aguamiel tipo | y se deja fermentar, a esta preparacion se le
denomina pie de cuba el que se empleara como inéculo para producir el pulque
comercial en una segunda tina de fermentacion, agregando aguamiel tipo |l en
proporcion (v/v). La fermentacion concluye cuando el pulque presenta las
caracteristicas sensoriales y el grado alcohdlico que lo distinguen. El tiempo
requerido depende del estado de madurez de la semilla, de la calidad del
aguamiel, de la temperatura y de la estacion del ano. Una vez obtenido el
pulque se coloca en barriles para su pronta comercializacion antes que
comience su acidificacion y putrefaccion. La vida de anaquel del pulque es de 1
a 3 dias. En su elaboracion se llevan a cabo 5 tipos de fermentaciones
sucesivas: lactica, alcohdlica, viscosa, acética y putrida (Lappe y Moreno-
Terrazas, 2008; Loyola-Montemayor, 1956; Lappe et al., 2006; Ramirez et al.
2002).

I.4. Industrializacion del pulque

Desde 1900, la empresa Expendedora de Pulques S. A. de Apan, Hidalgo,
inicié los esfuerzos por industrializar el pulque. Entre los afios de 1935 y 1955
aparecieron en el mercado varias marcas de pulque envasado bajo los
nombres Crespomel, Miel-Mex, Neutle Herradura, Xochitl y Jicara. Estos
dejaron de producirse debido a su elevado precio, poca demanda y a que las
botellas se rompian al no lograr detener la fermentacion (Loyola-Montemayor,
1956). En 1963 Sanchez-Marroquin y colaboradores, bajo el patrocinio del
Patronato Nacional del Maguey, desarrollaron un proceso para producir, a nivel
de planta piloto, pulque con aguamiel pasteurizada (8° Brix, pH 6-7) inoculado
con cultivos puros de Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis subsp.



mobilis para la fermentacion alcohdlica, Lactobacillus spp. (homo vy
heterofermentadores) para la fermentacidbn lactica, y Leuconostoc
mesenteroides var. mesenteroides como agente de la viscosidad.
Posteriormente este proceso fue implementado a escala industrial en 3 plantas
localizadas en los estados de Hidalgo, Tlaxcala y Querétaro, para producir
50,000L diarios de pulque enlatado. EI nombre comercial del producto fue
Magueyin. Debido a los problemas técnicos que presentaba el producto
envasado y a su elevado costo el pulque industrializado dej6é de producirse, y

en 1981 las tres plantas fueron cerradas (Steinkraus, 1997, Lappe et al., 2008).

En 1994 Del Razo desarrollé un proceso para producir pulque a partir de
aguamiel pasteurizado inoculado con cultivos puros de S. cerevisiae, bacterias
acido lacticas y Z. mobilis subsp. mobilis. El pulque obtenido se envasa en latas
de aluminio al alto vacio lo que prolonga su vida de anaquel. Mensualmente
produce alrededor de 300,000 latas, de las cuales el 98% se exporta a Estados
Unidos, Alemania y Ucrania. Ademas del pulque natural produce curados de
fresa, pifia-coco, mango, guanabana, guayaba, limén y maracuya (Del Razo,
2004; El Empresario, 2008).

I.5. Composicion quimica del aguamiel y del pulque

En 1863 Rio de la Loza realizd6 los primeros estudios sobre la
composicién quimica del aguamiel y del pulque. El aguamiel es la savia de los
agaves, es un liquido azucarado, incoloro o amarillento con olor herbaceo. Los
compuestos mas abundantes en el aguamiel son: azucares (fructosa, glucosa y
sacarosa), proteinas, gomas y sales minerales (Tabla I) por lo que es un
sustrato apto para la produccién de etanol. La norma mexicana NMX-V-022-
1972 clasifica el aguamiel en tipo | y tipo Il. El tipo | es el aguamiel de mejor
calidad (el mas limpio y con mayor contenido de azucares); con él que se
elabora la semilla y el pie de cuba (Tabla Il). El tipo Il se refiere a cualquier otro

tipo aguamiel, y se utiliza en la produccion de pulque comercial (Tabla II).



Tabla I.- Composicion quimica del aguamiel

Caracteristicas y compuestos Autores

% materia seca a b
Densidad (g/L) 1.049 -
Acidez 0.068 -—-
Fructosa - 324
Glucosa 0.012 | 26.5
Sacarosa 9.5 8.8
Fructo-oligosacaridos - 10.2
Goma 0.6 -
Proteinas 0.8 3.0
Extractos 12.2 -
Cenizas 0.5 3.3
Aminoacidos libres - 0.26

Fuente: a) Loyola-Montemayor (1956); b) Ortiz-Basurto et al. (2008)

Tabla Il.- Clasificacion y especificaciones del aguamiel segun la norma
oficial mexicana NMX-V-022-1972.
Especificaciones Tipo | Tipo Il |
Minimo | Maximo | Minimo

permitido

Grado refractométrico (refractometro de | 5 7 4.5

inmersién) a 20°C

indice de refraccién (refractémetro de | 59 100 27

inmersién) a 20°C

pH 6.6 7.5 4.5

Acidez total (acido lactico) mg/100 ml. 0.90 1.03 4

Reductores totales (glucosa) g/100 ml. 8 12 6

Reductores directos (glucosa) g/100 ml. 2 3 3

Gomas (glucosa) g/100 ml. 2 6 0.20

Proteinas g/100 ml. 0.3 0.6 0.1

Cenizas g/100 ml. 0.3 0.43 0.18

El pulque es una bebida alcohdlica con 4 a 7° GL, blanca lechosa,
viscosa y ligeramente acida. Varios autores han estudiado la composicion
quimica de diferentes tipos pulque (Tabla Ill). Los compuestos mas importantes
de la bebida son: sales minerales, gomas, proteinas, aminoacidos y vitaminas

del complejo B y vitamina C.



Tabla Ill.- Composicién quimica de diferentes muestras de pulque

Caracteristicas Tipos de pulque
% Pulque® | Pulque Pulque Pulque
tradicional® | planta  |ndustrializado
piloto®

Densidad 1.0 - 1.01 -
Humedad 98.3 - 97.7
Grado alcohdlico 7.9 - - 6
Acidez total 04 - 0.28 -
Acidez volatil 0.12 - - -
Sacarosa 0.04 - - -
Gomas 0.66 - 0.40 -
Proteinas 0.35 0.37 0.35 0.40
Extracto seco 1.65 - - -
Cenizas 0.13 0.24 0.28 0.24
Carbohidratos 0.00 0.08 - 11.8

Fuentes: *Morton-Gomez (1925)

®|nstituto de Nutriologia (1952) apud Loyola-Montemayor (1959)

°Sanchez Marroquin (1979) y 9Del Razo (2004)

Los productores clasifican el pulque tradicional en: blanco o fino y

segundo es el pulque comercial (Tabla V).

tlachique. El blanco es aquel que se produce con aguamiel tipo | y el tlachique
es el que se prepara con aguamiel tipo Il (Mexican pulque, 200X). La norma
oficial mexicana NMX-V-037-1972 clasifica al pulque manejado a granel en y

tipo | y Il. El primero es el pulque de semilla y el de puntas (pie de cuba), y el

Tabla IV.- Clasificacion y especificaciones del pulque segun la norma oficial mexicana
NMX-V-037-1972 de la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial.

Especificaciones Tipo | Tipo |l
Minimo | Maximo | Minimo | Maximo

Grado refractométrico (refractometro de | 32 345 25 -—-
inmersion) a 20°C
Indice de refraccion (refractémetro de | 1.3390 | 1.3406 1.3365 | 1.3380
inmersion) a 20°C
pH > 3.7 4.2 3.5 4.0
Acidez total (acido lactico) g/100 ml. 0.40 0.75 0.40 0.70
Reductores totales (glucosa) g/100 ml. 0.10 0.80 0.20 0.50
Grado alcohdlico % de alcohol por volumen | 6 9 4 6
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1.5.1. Caracteristicas del pulque elaborado en planta piloto

Sanchez-Marroquin (1977) determiné los cambios que presentaban en el
aguamiel pasteurizado inoculado con cultivos puros de S. cerevisiae, Z. mobilis
subsp. mobilis, Lactobacillus spp. (homo y heterofermentadores) y L.
mesenteroides var. mesenteroides fermentado en planta piloto (Tabla V).
Observo la disminucion en el contenido de sdlidos solubles, de sacarosa, y en
el pH, y el incremento en el contenido de acido lactico y de etanol. Analizé
también las propiedades quimicas del pulque tradicional y del elaborado en
planta piloto (Tabla VI); y observé que las diferencias mas significativas eran el
mayor contenido de etanol, de acido acético y de azucares reductores en el
pulque tradicional (Steinkraus, 1997).

Tabla V.- Cambios ocurridos durante la fermentacion del aguamiel pasteurizado
inoculado con cultivos puros de bacterias y levaduras.

Determinaciones Aguamiel Producto final
pasteurizado

°Brix 11.0 6.0

Gravedad especifica 1.042 0.978
pH 7.0 4.6

indice de refraccién a 20°C - 1.338
Acidez total (acido lactico g/100ml) 0.018 0.348
Azucares reductores directos (g/100ml) 2.40 0.06
Azucares reductores totales (g/100ml) 10 0.48
Sacarosa (g/100ml) 7.6 0.42
Gomas (g/100ml) 0.60 0.33
Proteina cruda (g/100ml) 0.17 0.17
Residuos secos (g/100ml) 15.29 2.88
Cenizas (g/100ml) 0.31 0.29
Etanol (°G.L. a 20°C) 0.00 5.43
Alcoholes superiores (alcohol amilico) -- 0.51

Acidez volatil (acido acético) unidades -- 0.02

Fuente: Sanchez-Marroquin (1977); Steinkraus (1997)
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Tabla VI.- Comparacion de las propiedades quimicas del pulque
tradicional y del pulque de planta piloto.

Analisis Pulque tradicional | Pulque de planta piloto

(g/100ml) (g/100ml)

Etanol 2.9-6.5 4.1-51

Acido acético 0.2-1.9 0.07-0.10

Acido lactico 0.02-1.3 0.06-1.22

Aceites 0.07-0.21 0.01-0.05

Acidez total 0.001-0.96 0.04-1.25

Azucares reductores 0.1-2.3 0.05-0.15

Esteres (mg/100ml) 0.06-21.6 0.04-22.1

Viscosidad (cps) 1.20-5.30 3.10-5.10

Fuente: Sanchez-Marroquin (1977); Steinkraus (1997)

1.6. Valor nutricional del aguamiel y del pulque

La importancia nutricional del aguamiel y del pulque radica en su
contenido de vitaminas (del complejo B y vitamina C), minerales y aminoacidos
(AA) esenciales (lisina y triptéfano) (Steinkraus, 1997). En la tabla VII se
presenta el contenido de estos compuestos en muestras de pulque tradicional e
industrializado observandose que es muy similar. Para los consumidores
habituales el pulque es un complemento importante de su dieta diaria, que por
ser a base de maiz es deficiente en estos compuestos. EI consumo de pulque
disminuye la deficiencia de hemoglobina y de ferritina, ya que favorece la
absorcion de hierro en presencia de acido ascorbico y etanol (Backstrand et al.
2001; Cook et al. 1995).

Ortiz-Basurto et al. (2008) estudiaron el contenido de AA en aguamiel de
A. mapisaga. La concentracion total de AA es de 0.3 g/L (0.26% de materia
seca). Ademas determinaron la presencia de AA neurotransmisores (exitadores
e inhibidores). El contenido de AA en el pulque elaborado de manera

tradicional, en planta piloto y el industrializado es muy similar (Tabla VIII).
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Tabla VIl.- Contenido de vitaminas y minerales en pulque estudiado por diferentes

autores.
Componente Autores
(mg/100ml) Pulque Pulque | Pulque® Pulque Pulque Pulque Pulque
Hidalgo® | tlachique® envasado® | tradicional® Planta Industrial®
piloto®
Vitaminas
Acido ascorbico 6.2 4.6 5.1 2.7 -—- -—- 5.1
Biotina - - - - 0.02 0.02 -
Niacina 0.30 0.15 0.35 0.41 0.28 0.37 0.35
Piridoxina - - - - 0.02 0.03 -
Riboflavina 0.02 0.02 0.03 0.01 0.03 0.03 0.03
Minerales
Calcio 10 10 11 11.5 11
Fosforo 10.0 5.0 6.0 34.5 6.0
Hierro 0.7 0.7 0.64 -—- 0.7

Fuentes: °Cravioto et al. (1951),
(1959), “Massieu et al. (1959), 4Sanchez-Marroquin (1977), °Néctar del Razo (2004).

°Instituto de Nutriologia (1952)

apud Loyola-Montemayor

Tabla VIIl.- Contenido de aminoacidos en aguamiel, pulque tradicional, pulque
elaborado en planta piloto y pulque industrializado.

Aminoacido % mg
Esenciales Aguamiel ° Pulque Pulque planta Pulque
tradicional ® piloto @ Industrial °

Arginina 0.038 0.002-0.003 0.006-0.009
Lisina 0.025 0.002-0.004 0.005-0.010 | 0.008-0.016
Fenilalanina 0.22 0.002-0.006 0.009-0.011 ---
Isoleucina 0.014 -—- -—- -—-
Leucina 0.013 0.005-0.008 0.006-0.009 --—-
Valina 0.012 0.002-0.004 0.004-0.006 --—-
Triptéfano 0.01 0.001-0.004 0.008-0.010 | 0.003-0.009
Metionina < 0.01 0.001-0.002 0.003-0.007 --—-

No esenciales - -
Serina 0.024 -—- -—- -—-
Prolina 0.020 -—- -—- -—-
Treonina 0.019 0.003-0.005 0.005-0.007 ---
Alanina 0.01 -—- -—- -—-
Tirosina 0.012 0.016-0.034 0.026-0.038 ---
Histidina 0.01 --- --- ---
Neurotransmisores -—- -—-
Glutamina (AE) 0.021 0.009-0.023 0.038-0.041 --—-
Aspargina (AE) 0.015 0.013-0.017 0.011-0.035 -—-
Glicina (Al) 0.001 --—- --—- --—-
GABA (Al) 0.026 -—- -—- -—-

AE= aminoacido exitador
GABA= 4cido y-aminobutirico
Fuente: @ Sanchez-Marroquin (1977), ® Del Razo (2004) y © Ortiz-Basurto et al. (2008)

Al= aminoacido inibidor
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El pulque es consumido por mujeres durante el periodo de gestacion y
lactancia, ya que incrementa la produccion de leche y ayuda al desarrollo
psicomotor del nifio, debido al contenido de triptéfano, vitamina C y vitaminas
del complejo B los cuales son precursores de varias neuro-hormonas (Chavez
et al., 1998).

Ademas, el aguamiel y el pulque poseen actividad prebidtica por su al
alto contenido de fructanos, los que al no ser digeridos en el estbmago se
acumulan en el colon, en donde promueven el desarrollo de bacterias acido
lacticas y levaduras que actuan como agentes probioticos (Wang y Nobel,
1998; Lappe et al., 2006, Ortiz-Basurto et al., 2008).

I.7. Propiedades terapéuticas

Desde la época prehispanica el pulque fue utilizado para el tratamiento
de: dispepsias, dolor de estdmago, anemia, anorexia, astenia, vértigo,
neuralgias, dolores de cabeza, infecciones urinarias, tifo, pitiriasis, diurético y
antidiarreico (De la Cruz y Badiano, 1964; Benavente, 1963; Clavijero, 1978).
Actualmente la conseja popular lo sigue recomendando para el tratamiento de
alguno de estos sintomas auque desde el punto de vista cientifico su eficacia

no ha sido comprobada.

1.8. Concepto de levaduras

El término levadura deriva del latin “levere” que significa levantar o
crecer, o del griego “zestos” que significa hervir. Estos términos se asocian con
las caracteristicas que representan la fermentacion de la cerveza y del pan
llevada a cabo por estos microorganismos. (Phaff et al. 1978) Los primeros
indicios de la utilizacién de las levaduras datan del 7000 a.C. con la produccion
de cerveza en Sumeria. En el afio 3500 a.C. en Egipto ya se elaboraba el pan y
la cerveza, y en Asiria se producia vino; en México se elaboraba pulque hacia
el ano 2000 a.C.; en el ano 100 a.C. existian alrededor de 250 panaderias en
Roma (Martin del Campo, 1938; Kurtzman y Fell, 1998).
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Las levaduras son hongos unicelulares que no constituyen una entidad
taxondmica real; sus teleomorfos se clasifican en los phyla Ascomycota y
Basidiomycota del reino Fungi. Incluyen mas de 800 especies, clasificadas en
100 géneros. A pesar de que han sido aisladas de una gran variedad de
habitats tanto terrestres como acuaticos, algunas estan restringidas a la fuente
original de donde fueron aisladas (Kurtzman y Fell, 1998).

1.8.1. Metabolismo

Las levaduras son organismos facultativos, lo que les permite crecer en
condiciones aerobias y anaerobias. En condiciones aerobias presentan
metabolismo oxidativo, transformando los azucares en dioxido de carbono
(CO») y agua para producir energia e incrementando rapidamente su biomasa
(1g levadura/4g azucar). Bajo condiciones anaerdbias su metabolismo se
vuelve fermentativo, reducen los azucares a etanol, CO,y energia, sin embargo
su rendimiento disminuye (1g levadura/100g azucar) ya que el 75% de la
energia producida se pierde en forma de calor. El tipo de metabolismo que las
levaduras llevan a cabo depende de su especie y de las condiciones en que se
desarrollan. A bajas concentraciones de glucosa (menos del 1%) y en
presencia de aireacion las levaduras llevan a cabo el metabolismo aerobio, sin
embargo a altas concentraciones de glucosa y aun en presencia de oxigeno
llevan a cabo el metabolismo fermentativo (Phaff et al. 1978; Mesas y Alegre
1999).

1.8.2. Macro y micromorfologia

Las levaduras generalmente forman colonias de diferentes colores y
texturas. Su forma y dimension celular es diversa; pueden ser esféricas, ovales,
elipticas, cilindricas, lo cual depende de diversos factores, como el sustrato en
el que viven y la edad. Muchas especies tienen un teleomorfo ascomicético,

algunas basidiomicético.
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1.8.3. Fisiologia

La mayoria de las levaduras son mesofilas porque su crecimiento 6ptimo
esta entre los 20 y 25°C, también las hay sicréfilas que crecen entre 4y 15°Cy
otras toleran temperaturas mas elevadas llamadas terméfilas (> 55°C), lo que
depende del habitat del que fueron aisladas (Kurtzman y Fell, 1998). Su pH
optimo de crecimiento se encuentra entre 4.5-6.5, aunque algunas especies
pueden crecer a pH de 3.0 y otras a valores superiores de 8.0 (Phaff et al.
1978).

1.8.4. Reproduccion
Su reproduccion puede ser asexual (vegetativa) o sexual. La asexual se

realiza por gemacion o fision. Cuando se reproducen por gemacion, la célula
madre desarrolla una yema o brote llamada célula hija; ésta crece hasta
alcanzar un tamano similar al de la madre y se separa, aunque ambas pueden
quedar unidas formando cadenas de células llamadas seudomicelio. Algunas
levaduras desarrollan filamentos largos con septos, los que constituyen el
micelio verdadero. Cuando se reproducen sexualmente generan ascas y
ascosporas, o basidios y basidiosporas, las cuales no quedan confinadas

dentro de un cuerpo fructifero (Kurtzman y Fell, 1998)

1.8.5. Habitat

El habitat de las levaduras usualmente es rico en carbohidratos simples,
son ambientes altamente humedos o liquidos, pueden ser acidos o alcalinos y
con nutrientes complejos, por lo que son encontradas frecuentemente en los
tejidos de las plantas en estado de descomposicion, asi como en raices, frutos,
tallos, flores, liquidos en fermentacion y sustratos azucarados. También pueden
habitar en sustratos no azucarados como las levaduras basidiomicetes
descubiertas en lagos de la Antéartica. Un gran numero de levaduras viven
como simbiontes con animales, especialmente insectos siendo éstos sus
principales vectores de dispersion; algunas pueden ser patdgenas o saprobias
(Madigan et al., 2004).
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1.9. Concepto de bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son gram positivas, pueden ser cocos
o bacilos, no formadores de esporas, usualmente no poseen movilidad y
ocasionalmente son reductores de nitrato (Hames y Hertel, 2006). No pueden
generar ATP mediante un gradiente de protones debido a que no poseen
cadena respiratoria, solo obtienen ATP mediante la fermentacion de

carbohidratos.

Las bacterias lacticas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, este grupo estd compuesto por 12 géneros: Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y

Weissella.

Las BAL son ampliamente utilizadas en procesos de fermentacién en la
industria alimenticia para la obtencion de vinos, yogurt, queso, chorizos,

cervezas, sauerkraut y kimichi.

1.9.1. Fisiologia

La mayoria de las bacterias lacticas son mesdfilas, sin embargo algunas
pueden crecer a temperaturas inferiores a 5°C y otras a 45°C. Su pH 6ptimo de
crecimiento se encuentra en intervalos de 4.0-4.5, aunque algunas crecen a pH
de 3.2 y otras en valores tan altos como 9.2. Necesitan aminoacidos
preformados, vitaminas del grupo B, bases purinicas y pirimidicas, son
ligeramente proteoliticas y lipoliticas (Jay, 2002), no solo crecen en glucosa si
no también en fructosa, galactosa, manosa, sacarosa y pentosas (Muller,
2001).

1.9.2. Habitat
Las BAL pueden ser aisladas de suelos, plantas, productos de desecho,

alimentos procesados asi como de la cavidad oral y tracto intestinal de
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humanos y animales. El éxito de su distribucion se debe a que el acido lactico
que producen baja el pH del medio e impide el crecimiento de otras bacterias.

1.10. Fermentacién en levaduras y BAL
1.10.1. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es una reaccion anaerobia en la cual los
azucares se degradan a alcohol y diéxido de carbono, en donde las levaduras
son los principales microorganismos responsables, aunque también las
bacterias pueden llevarla a cabo (Vazquez y Dacosta, 2007). La mayoria de los
jugos de frutas y sustratos azucarados son fermentados por levaduras
silvestres presentes en ellos. A partir de estas fermentaciones naturales se han
aislado levaduras para la produccién de bebidas alcohdlicas a nivel industrial
(Bautista-Justo et al., 2001).

Para que los azucares puedan ser metabolizados por las levaduras
primero deben ser transportados al interior de la célula, ya sea por la toma
directa del azucar (difusion facilitada) como en el caso de maltosa y lactosa; si
se trata de un azucar complejo, primero debera de ser hidrolizado para
posteriormente ser transportado uno o todos los productos de la hidrélisis a
través de la membrana celular, melibiosa y sacarosa son ejemplos de azucares

complejos (Figura 1) (Stewart, 1983).

Una vez que los monosacaridos se encuentran dentro de la célula son
fermentados a etanol y CO,. La glucosa es metabolizada a piruvato por medio
de la ruta Embden Meyerhof Parnas (EMP, Figura 2a) o glucdlisis,
posteriormente el piruvato es reducido a etanol y CO, (Figura 2b), (Nelson y
Cox, 2000). Aunque la glucosa es la principal fuente de azucar para esta ruta,
otros azucares como manosa, fructosa y galactosa también pueden entrar en la
via glucolitica. La manosa y la fructosa son transportadas dentro de la célula y
fosforiladas por acciéon de una hexoquinasa en la posicion 6. Como la fructosa-
6-P es un intermediario de la glucdlisis, entra directamente a la ruta EMP. La

manosa-6-P se convierte a fructosa-6-P por la fosfomanosa isomerasa.
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Saccharomyces cerevisiae fermenta glucosa y sus epimeros asi como la
sacarosa; algunas cepas pueden fermentar maltosa y galactosa. El pH que

favorece la fermentacion en esta especie es de 4.5.

Maltosa Lactosa
Permeasa Permeasa
Maltosa Lactosa
B galactosidasa
a glucosidasa
] Glucosa
Célula A
D-galactosa
Galactosa Fructosa
Galactosa Glucosa Fructosa
Melibiasa Invertasa
Melibiosa Sacarosa

Figura 1.- Transporte de los azlucares por Saccharomyces y especies relacionadas (Stewart,
1983).

En las fermentaciones alcohdlicas realizadas espontaneamente no se
deben a la accion de una sola especie de un microorganismo, si no que es el
resultado de la accion combinada de varios grupos microbianos que crecen

simultanemanete o se suceden a lo largo de la fermentacién (Mas et al., 2002).
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Segunda fase
Cosecha de energia

(2) Gliceraldehido-3-fosfato
2P + 2NAD 2NADH,

B

(2) 1-3-bifosfoglicerato
2 ADP 2 ATP

5

(2) 3-fosfoglicerato

@ mg* l

(2) 2-fosfoglicerato

H,O

(2) Fosfoenolpiruvato

s

2 ADP. 2 ATP
(2) Piruvato
2NAD
% 2 Etanol

Alcohol deshidrogenasa

2NADH,

Figura 2.- Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). a) reacciones por las cuales la
molécula de glucosa se metaboliza en 2 moléculas de piruvato. b) continuacion de la ruta de
EM en medio anaerobio lo cual lleva a la fermentacion alcohdlica en levaduras, hongos y

algunas bacterias.
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1.11. Tolerancia al etanol en levaduras
La tolerancia al etanol en las levaduras no solo esta relacionada con la

diferencia entre especies, si no también involucra la influencia de factores
fisiologicos y ambientales. Altas concentraciones de etanol intracelular inhiben
la actividad enzimatica de la ruta de EMP, principalmente de la hexocinasa y de
la alfa-glicerofosfato dehidrogenasa, sin embargo, el efecto de altas
concentraciones de etanol extracelular es menor. A mayor temperatura y
concentracion de etanol se incrementa la intolerancia. Las especies de los
genéros Candida, Kloeckera, Hansenula y Pichia son intolerantes a altas
concentraciones de etanol siendo mas activas al inicio de la fermentacion. Para
que los efectos inhibitorios del etanol disminuyan es necesario que la célula lo
excrete con rapidez; la presencia de residuos linoleil en la membrana
plasmatica facilita su excrecion. A temperaturas superiores a los 35°C se inhibe

la excrecion del etanol por la célula.

Las levaduras pueden clasificarse en 3 grupos de acuerdo a su
produccion y tolerancia al etanol: Levaduras de poder alcoholégeno bajo,
presentan poder fermentativo bajo, toleran hasta 4-5% vol. de alcohol,
levaduras de poder alcoholégeno medio-alto, dominan cuando se superan los
4-5% vol. de alcohol; y las levaduras de elevado poder alcoholégeno son
aquellas que predominan cuando la fermentacion alcanza entre 10-11% vol. de
alcohol (Collado, 2001). Las especies de levaduras que se han encontrado al
inicio de la fermentacion del aguamiel son C. lusitaniae, Candida parapsilosis,
C. guilliermondii Candida rugopelliculosa, Pichia carsoni, P. guillermondii, P.
membranifaciens y K. marxianus (Morton-Gémez, 1925; Ruiz Oronoz, 1953;
Herrera y Ulloa, 1975; Lappe et al. 1989; Herrera y Calderdn-Villagomez, 1991;
Estrada-Godina et al.,, 2001; Lappe et al., 2006). Conforme el grado
alcoholégeno aumenta las levaduras que tienen menor tolerancia al etanol,
como las mencionadas, son desplazadas por aquellas que soportan mas altas
concentraciones de etanol, como S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus,
Candida valida, Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbruecKii (Sanchez-
Marroquin y Hope, 1953; Herrera y Calderdn-Villagomez, 1991, Estrada-Godina

et al., 2001) sin embargo, K. marxianus posee grado alcoholégeno medio-alto
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por lo que se puede encontrar en las siguientes etapas de la fermentacion
(Mesas y Alegre, 1999).

1.12. Fermentacion acido lactica

De acuerdo con su metabolismo las bacterias acido lacticas se dividen
en 2 grupos, homofermentativas y heterofermentativas, los cuales se basan en
los productos finales de la fermentacion de la glucosa. Las homofermentativas
producen acido lactico como unico producto final de la fermentacién de la
glucosa, teniendo un rendimiento de 2 moles de acido lactico y 2 moles de ATP
por mol de glucosa metabolizada. Poseen las enzimas aldolasa vy
hexosaisomerasa, usan la via glucolitica de EMP para metabolizar la glucosa a
piruvato (figura 1) y posteriormente este es reducido a acido lactico (figura 3a).
Los géneros homolacticos son: Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus y Lactobacillus. Las heterofermentativas son las BAL que
producen 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol, 1 mol de CO, y 1 mol de ATP
por mol de glucosa metabolizada. No utilizan la via de EMP para la
degradacion de la glucosa debido a que no poseen las enzimas aldolasa y
hexosaisomerasa, pero si fosfocetolasa; la via metabdlica que emplean es la
de las pentosas fosfato en donde se obtiene como producto final pentosa-5-
fosfato la cual es disociada en 1 mol de gliceraldehido-3-fosfato y 1 mol de
acetilfosfato. El gliceraldehido-3-fosfato, como es un intermediario de la
segunda fase de la ruta de EMP, entra a este ciclo para metabolizarse a acido
lactico y el acetilfosfato se reduce a etanol (Figura 3b). Los géneros
obligatoriamente  heterofermentativos son: Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella y Lactobacillus. Los lactobacilos homolacticos acidifican mas rapido
el medio y los heterolacticos son mas importantes que los homolacticos para
producir componentes del sabor y del aroma tales como acetaldehido y
diacetilo (Jay, 2002).
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Figura 3.- Rutas metabdlicas para la produccion de &cido lactico en bacterias. a)
Reduccion del piruvato a acido lactico en las BAL homofermentativas. b) Ruta de las pentosas
fosfato utilizado por las BAL heterofermentativas para metabolizar la glucosa en acido lactico y
etanol.
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1.13. Formacion de componentes del sabor

Ademas de la produccion de etanol, durante la fermentacion existen
otras reacciones secundarias que aportan metabolitos y en gran medida
contribuyen al sabor y aroma final de la bebida como: glicerol, ésteres,
terpenos, alcoholes superiores entre otros (Figura 4). Estas reacciones se
llevan a cabo al principio de la fermentacion (Mesas y Alegre, 1999; Mas et al.,
2002).

En las bebidas destiladas provenientes de agave como el tequila y el
mezcal los compuestos volatiles mas abundantes son ésteres, aldehidos,
cetonas, terpenos, y acidos organicos. Estudios realizados con cepas nativas
de levaduras provenientes de agave demostraron que sintetizan mayor
cantidad de componentes volatiles que aquellas que provienen de sustratos
como de cerveza, vinos y panificacion (Cedefio, 1995; Lépez, 1999). Las
levaduras no Saccharomyces producen monoterpenoles en vino como
resultado de la actividad enzimatica de la B-glucosidasa y en menor proporcion
S. cerevisiae. Esta actividad se detecto en Kloeckera africana y Candida
magnolia aisladas de tequila y mezcal respectivamente, por lo que es probable
que especies no Saccharomyces aisladas de bebidas provenientes de agave

produzcan estos compuestos volatiles (Fiore et al. 2005).

Los componentes volatiles que se han detectado en pulque tradicional y
el elaborado en planta piloto son alcoholes superiores y ésteres. Entre los mas
abundantes se encuentran el acetato etilico y el alcohol isoamilico (Tabla IX),

los cuales contribuyen al aroma y sabor de la bebida (Steinkraus, 1997).



Tabla IX.- Componentes volatiles en
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pulque
Componente Concentracion
(Ppm)

Acetato etilico 121

Alcohol n-propilico | 13

Alcohol isobutilico | 22

Alcohol amilico 19

Alcohol isoamilico | 76

Fuente: Sanchez-Marroquin (1977); Steinkraus (1997)
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Figura 4.- Esquema general de la formacién de los principales componentes volatiles
por Saccharomyces spp. (Watson, 1983).

La composicion final de compuestos volatiles presentes en la bebida

depende de las cepas utilizadas para elaborarla y de factores como

composicion del sustrato, temperatura, cantidad de inoculo, oxigeno disuelto

(Watson, 1983), asi como ubicacion geografica del cultivo y edad de los agaves

(Lépez, 2001).
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.14. Estimulacion de las BAL por las levaduras en la fermentaciéon
alcohdlica.

En la fermentacion de bebidas alcohdlicas las BAL pueden contribuir en
la calidad del producto final (propiedades organolépticas y nutricionales)
aunque también en su descomposicion y esto dependera de las interacciones
entre las BAL y las levaduras presentes (Gobbetti, 1998; Hames y Hertel,
2006). En la fermentacion alcohdlica de las melazas el crecimiento de las BAL
es fuertemente estimulada por la presencia de levaduras, debido a que éstas
hidrolizan los azucares complejos del sustrato, como la sacarosa en glucosa y
fructuosa, y las BAL metabolizan preferentemente estos mondmeros (Essia
Ngang et al. 1992).

1.15. Efectos benéficos de las levaduras y BAL en los alimentos

Las BAL poseen fuertes efectos inhibitorios en el crecimiento y
produccion de toxinas de otras bacterias, esta actividad antagonista puede ser
resultado de: a) competencia por los nutrientes del medio, b) reduccion en el
potencial redox, c) reduccion del pH debido a la producciéon de acido lactico y
acido aceético, d) produccion de metabolitos primarios inhibitorios como
peréxido de hidrogeno, didxido de carbono y diacetil, e) produccion de agentes
antimicrobianos como bacteriocinas y antibiéticos. Todas estas propiedades y
en especial la combinacion de ellas pueden ser usadas para alargar la vida de
anaquel del producto y otorgar efectos benéficos en la salud del consumidor
(KaroviCova et. al., 2003).

Los beneficios en la salud que poseen las BAL como prebiodticos son:
interferencia de patdgenos, exclusion y antagonismo, inmunoestimulacion e
inmunomodulacion, actividad anticarcinogénica y antimutagénica, disminucion
en los sintomas relacionados con la intolerancia a la lactosa, mantenimiento del
buen estado del tracto vaginal/urinario, reduccion de la presién sanguinea en
personas hipertensas, disminucion en la incidencia y duracién de la diarrea y

mantenimiento en la integridad de la mucosa (Klaenhammer, 2000).



26

Algunas levaduras del género Saccharomyces poseen actividad
especifica contra varios patdégenos entéricos, sin embargo son mejor conocidas
como probidticos. Saccharomyces boulardiiy S. cerevisiae son utilizadas como
probiéticos debido a que liberan poliaminas, las cuales estimulan la reparacion
de las células intestinales y de la mucosa del colon, por lo cual fungen como
agentes terapéuticos en el tratamiento de diarrea y colitis (Kalpana y Gandhi,
2006).

1.16. Objetivos
1.16.1. Objetivo general
Aislamiento e identificacion polifasica de levaduras y bacterias acido

lacticas de aguamiel, pulque y semilla

1.16.2. Objetivos especificos
1.- Aislamiento e identificacion de levaduras y bacterias acido lacticas
de aguamiel, pulque y semilla.
2.- ldentificacion morfo-fisiologica y molecular de los aislados de
levaduras.
3.- ldentificacion molecular de los aislados de bacterias acido lacticas.
4.- Conservacion de los aislados de levaduras y bacterias acido lacticas.
5.- Determinacién de la concentracidon de acido lactico, acido acético y

etanol.
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Capitulo I

Antecedentes

I.1. Microbiologia del pulque
Los primeros estudios microbiologicos del pulque fueron realizados por
Rio de la Loza en 1864. En la Tabla X se presentan en forma cronoldgica los

principales estudios microbianos realizados en aguamiel y pulque.

Los estudios realizados por Sanchez-Marroquin y colaboradores los
condujeron a determinar como microorganismos esenciales en la fermentacién
del pulque a: L. mesenteroides var. mesenteroides, L. mesenteroides var.

dextranicum, Lactobacillus spp., Z. mobilis subs. mobilis y S. cerevisiae.

Durante la primera etapa de la fermentacion del aguamiel las bacterias
L. mesenteroides var. mesenteroides y L. mesenteroides var. dextranicum
llevan a cabo la sintesis de dextranas lo que confiere la viscosidad del pulque;
incrementan la acidez (7.4-6.5) y producen CO, favoreciendo las condiciones
de anaerobiosis para el desarrollo de Lactobacillus homo vy
heterofermentativos, como Lactobacillus plantarum y L. brevis, los cuales
producen mas acido lactico incrementando la acidez del pulque e inhibiendo el
crecimiento de las especies de Leuconostoc y de bacterias patdégenas por la
produccion de acidos organicos y bacteriocinas. Estas condiciones crean un
ambiente apropiado para el desarrollo de las especies productoras de etanol:
S. cerevisiae y Z. mobilis subsp. mobilis, esta ultima también produce acido
lactico, acetilmetilcarbinol y gomas (Sanchez-Marroquin y Hope, 1953;
Steinkraus, 1997).

Se han identificado otras levaduras no Saccharomyces que
probablemente juegan un papel importante en la fermentacion del aguamiel
como Candida spp., Candida lusitaniae, Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis, Kloeckera apiculata, Pichia guillermondii y Torulaspora

delbrueckii, que ademas de producir etanol sintetizan otros metabolitos
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secundarios que repercuten en el perfil sensorial de la bebida (Sanchez-
Marroquin y Hope, 1953; Steinkraus, 1997; Swings & De Ley, 1977).

Estrada-Godina y colaboradores (2001) aislaron e identificaron levaduras
killer de aguamiel y pulque. Las levaduras Killer identificadas fueron: K.
marxianus en aguamiel; Candida valida y K. lactis en pulque. Un aislado de
S. cerevisiae no mostré actividad killer, pero si resistencia a otras levaduras
killer, su tolerancia al etanol también fue alta (> 10% v/v). Este aislado ha sido

utilizado para la produccién industrial de pulque y de vino blanco vy tinto.

Escalante et al. (2004) utilizando técnicas moleculares (amplificacion y
secuenciacion del gen 16S ADNr) identificaron las bacterias presentes en 3
muestras de pulque. Las especies identificadas fueron: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus kefir, Lactobacillus acetotolerans, Lactobacillus
hilgardii, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Microbacterium  arborescens, Flavobacterium johnsoniae, Acetobacter
pomorium, Gluconobacter oxydans y Hafnia alvei, las cuales se detectaron por
primera vez en esta bebida. Las especies de Lactobacillus predominaron en un
80.97% en las muestras de pulque. Setenta y ocho clones mostraron menos
del 95% de similitud con las secuencias existentes en el GenBan, por lo que

probablemente representen nuevas especies de bacterias para la ciencia.

A pesar de que las investigaciones microbioldgicas del pulque llevan
mas de un siglo, se requieren mas estudios, utilizando las nuevas técnicas
moleculares de identificacion, para conocer la compleja biota presente en esta
bebida ancestral.
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Tabla X.- Estudios microbiolégicos realizados en aguamiel y pulque.

ARo Autores Resultados de los estudios

1864 | Rio de la Loza Primera observacion microscopica del pulque, descripcion de especies de bacterias y levaduras

1870 | Barragan Identificacion de aislados de Cryptococcus spp.

1874 | Guerrero y Viciera | Descripcion de Cryptococcus spp.

1891 | Segura Deteccion y descripcion de Leuconostoc spp.

1884 | Lobato Transformacién de aguamiel y de pulque por Cryptococcus spp.

1892 | Altamirano Indicé la suspension de bacterias en el mucilago del pulque

1896 | Gavifio Aislamiento de Torula sp., de una levadura rosa, y de las bacterias Bacillus viscosus, Bacterium aceti, Cladothrix sp.,
Micrococcus cinnabareus, M. translucidus, M. luteus, M. roseus, y Sarcina sp.

1901 | Gavifio Describio la bacteria Bacterium aceti y la levadura Saccharomyces cerevisiae agavica

1901 | Carbajal Informé del aislamiento de las bacterias M. luteus, M .translucidus, B. aceti, Torula rosada, Bacillus viscosus (B.
subtilis) y de la levadura Saccharomyces cerevisiae agavica silvestre (=S. cerevisiae), a la que considerdé el principal
microorganismo fermentativo

1916 | Cordero Obtuvo aislados de las levadura Pichia y Saccharomyces, los que fueron identificados por Guilliermond

1917 | De Maria Campos | Obtuvo nuevos aislados de Pichia y Saccharomyces

1924 | Lindner Aisl6 Thermobacterium mobile (Pseudomonas lindneri), ambos considerados actualmente sinénimos de Zymomonas
mobilis

1925 | Morton-Gémez Describioé el aislamiento de las bacterias Bacillus acidificans (=Lactobacillus delbrueckii), B. xylinus, Diplobacter
viscosus, Leuconostoc sp., Sarcina corrosa, S. major, S. minor, Streptococcus corrosus, y Granulobacter
amylalcoholic,, de los mohos Aspergillus glaucus, Mucor mucedo, Penicillium glaucum, y de las levaduras Oidium
lactis (=Geotrichum candidum), Pichia agave y Saccharomyces agave

1926 | Lindner Identificé Bacterium iridescens, B. vermiforme, B. xylinum, y dos bacterias mucoides

1926 | Pacheco Realizo el primer analisis higiénico del pulque

1928 | Lindner Detectd Bacillus acidificans longissimus, Streptococcus sp., G. amyloalcoholicum, Pediococcus minor (Sarcina
menor) Pediococcus major (Sarcina major), Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus spp.

1930 | Lindner Estableci6 la sinonimia entre Bacillus viscosus y Streptococcus corrosus, y describié las especies Streptococcus
aguameli major, S. aguameli minor y Thermobacterium iridescens Thermobacterium mobile, y Granulobacter
amylalcoholicum

1931 | Fernandez Tagle Presentd un estudio de las vitaminas del pulque, y consider6 a Leuconostoc mesenteroides como el microorganismo
responsable de la fermentacion viscosa. Aislé las levaduras Pichia agave, S. cerevisiae, S. cerevisiae vini (= S.
cerevisiae), Torula mucilaginosa (=Rhodotorula mucilagnosa), y T. rosada

1932 | Varela Describié Bacillus esterificans, Escherichia wekanda, E. formica, y Saccharomyces anginae, y realizd un estudio
higiénico del pulque
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Tabla X.- Estudios microbioldgicos realizados en aguamiel y pulque (continuacién).

1932 | Sanchez Describio varias especies de Leuconostoc and Cellulomonas
Marroquin
1932 | Sanchez Martinez | Registro el aislamiento de especies de Cellulomonas y de Leuconostoc pierofricti
1938 | Nieto y Maecke Aislé Lactobacillus patonii de aguamiel y pulque
1940 | Nieto y Maecke Determinacién de la sinonimia de Leuconostoc viscosum con Streptococcus corrosus (= S. viscosus) aislada por
Carbajal (1901)
1936 | Ruiz Oronoz Estudié las levaduras del pulque y describié nuevas especies: Saccharomyces carbajalii (=S. cerevisiae), Pichia
1938a barraganii (=P. membranifaciens), Torulopsis hydromelitis (=Candida parapsilosis), T. aquamellis y Rhodotorula
1938b incarnata
1940
1941
1942a
1942b
1942 | Sanchez Realizaron el estudio microbiano y metabdlico del pulque. Describieron las especies Leuconostoc dextranicum y L.
Marroquin y mesenteroides, como parte de la biota natural del pulque. Ademas identificaron las especies de levaduras
Arciniega; Endomycopsis sp. (= Saccharomycopsis sp.), Pichia sp., Torulopsis sp. (=Candida sp.), Saccharomyces cerevisiae
1948 | Sanchez var. ellipsoideus (=S. cerevisiae), S. pastorianus, S. carlsbergensis (= S. pastorianus), y publicaron ocho articulos en
Marroquin et al. una serie titulada Microbiologia del pulque
1948 | Quinard Identificé varias especies de Lactobacillus
1953 | Brechtel Estudio la bacteriologia del aguamiel y del pulque, y describio las especies Micrococcus candidus, M roseus, M. ruizii,
Sarcina flava y Bacillus teres
1962 | Sanchez Publicé una revision sobre los estudios microbiolégicos del pulque estudios realizados a lo largo de 92 afios. En este
Marroquin trabajo el registra la sinonimia de tres nuevas especies descritas por Ruiz Oronoz: S. carbajalii (=S. cerevisiae), P.
barragnii (=P. membranifaciens), T. hydromelitis (= Candida parapsilosis)
1972 |Herrera et al. Informaron del proceso de fijaciéon de nitrdgeno por microorganismos presentes en el pulque, los que no fueron
identificados
1973 | Ulloa and Herrera | Aislaron Kloeckera corticis var. pulquensis (=K. apiculata) de pulque en estado de fermentacioén activa
1977 | Sanchez Determind los microorganismos esenciales durante el proceso de fermentacién del pulque: varias especies de
Marroquin Leuconostoc, principalmente L. mesenteroides (=L. mesenteroides var. mesenteroides), y L. dextranicum (=L.
mesenteroides var. dextranicum), especies de lactobacilos homo y hetero fermentativos, Zymomonas mobilis
(=Zymomonas mobilis subsp. mobilis), y la levadura S. cerevisiae
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Tabla X.- Estudios microbioldgicos realizados en aguamiel y pulque (continuacion).

1977

Swings and De
Ley

Consideraron a Z. mobilis subsp. mobilis como el microorganismo responsable de la fermentacion del pulque

1976- | Ulloa y Herrera

Aislaron Candida parapsilosis y P. membranaefaciens (=P. membranifaciens)

1982
1989 |Lappe et al. Informaron del aislamiento de S. cerevisiae, P. membranifaciens, Kluyveromyces marxianus var. bulgarius (=K.
marxianus), Pichia carsonii (=Debaryomyces carsonii), and Candida guilliermondii de diversas muestras de pulque
1991 |Herrera and Aislaron Candida colliculosa, Candida rugopelliculosa, Kluyveromyces marxianus var. lactis (=K. lactis), S. cerevisiae
Calderén race aceti (=S. cerevisiae), Saccharomyces cerevisiae race globosus (=S. bayanus), de pulque, y de pulque curado
Villagbmez con avena
2001 |Estrada Godina et |Aislaron Candida lusitaniae, K. marxianus var. bulgaricus (=K. marxianus), S. cerevisiae race capensis (=S.

al.

cerevisiae) de aguamiel, y las especies Candida valida, S. cerevisiae race chevalieri (=S. cerevisiae), and S.
cerevisiae race capensis (=S. cerevisiae) de diversas muestras de pulque

Fuentes: Del Rio (1947), Ruiz Oronoz (1953), Herrera (1953), Gongalves de Lima (1978; 1990), Lappe y Ulloa (1993).
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Capitulo Il

Materiales y métodos

lll.1. Muestreo
Las muestras para realizar

el presente estudio se obtuvieron
en marzo del 2007 en la poblacion
de Santa Monica, estado de
Hidalgo,. Las muestras analizadas
fueron cuatro: aguamiel joven,
aguamiel viejo, pulque y semilla.

Las muestras de aguamiel se Figura 5.- Lugar en donde se almacena el pulque
) (tanque de lado izquierdo) y semilla (tanque de
extrajeron de 2 plantas de A. |340 derecho), ambos expuestos al ambiente.

salmiana. El aguamiel se considero

joven o viejo de acuerdo con el tiempo que habia transcurrido desde que se
inicié el raspado del cajete y la obtencion del aguamiel (el joven con menos de
10 dias de haber sido raspado; el viejo con un tiempo superior al mencionado).
Los agaves de los cuales se extrajo el aguamiel eran rapados dos veces por
dia, a las 4 de la mafiana y 3 de la tarde. Las muestras de aguamiel estudiadas
se obtuvieron al medio dia y se extrajeron con una jeringa de acero inoxidable

previamente esterilizada

El pulque muestreado tenia 7 dias de fermentacion, y estaba contenido
en un tanque de plastico abierto (Figura 5). La semilla tenia18 meses de haber
sido adquirida por el productor, con una persona de la misma localidad. La
cantidad de semilla que se utiliza para inocular nuevos tanques es
reemplazada por aguamiel de la mejor calidad. Las muestras de pulque y
semilla se extrajeron por succién oral con un acocote, ya que el productor no
permitié la utilizacion de una jeringa metalica. Todas las muestras tomadas
fueron de 400ml; se vaciaron en frascos de vidrio estériles de 500ml de
capacidad y se mantuvieron en hielo durante su transporte al laboratorio de
Micologia del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM).
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El muestreo para el aislamiento e identificacion de las BAL se realiz6 en
el mes de octubre del 2007 y se siguid el mismo procedimiento que para las
levaduras. No se obtuvo aguamiel joven debido a que la temporada de lluvias

prevalecia en la region.

lll.2. Aislamiento de las levaduras y obtencion de cultivos axénicos

Para llevar a cabo el aislamiento de las levaduras, la muestras se
homogenizaron y se realizaron diluciones decimales seriadas. Las diluciones
se prepararon en botellas con 90 ml de agua-peptonada-agar (peptona 0.1%,
tween 0.5%, agar 0.02%) y 10 ml de muestra. Las diluciones utilizadas fueron:
para el aguamiel joven de 1/10%-1/10* para el aguamiel viejo de 1/10* - 1/10°,
para el pulque de 1/107-1/10° y para la semilla de 1/10"-1/10°. Alicuotas de
0.1ml de las diferentes diluciones, se sembraron por triplicado, por el método
de extension en superficie en placas de medio de extracto de malta-extracto de
levadura agar (EMELA)( extracto de malta 3g, extracto de levadura 3g, peptona
5g, glucosa 10g, agar 20g, agua 1000ml) acidificado a pH 3.5 con acido
clorhidrico (Lachance et al., 1988) y de rosa de Bengala-dicloran-cloranfenicol-
agar (RBDCA, Difco, EUA). Las placas se incubaron durante 48 horas a 30° C.
Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias, y se seleccionaron las
colonias de levaduras con macromorfologia diferente, las que se resembraron
por el método de estrias multiples en los medios mencionados hasta la
obtencion de cultivos axénicos, lo que se verificO por observacion al

microscopio.

lll.3. Identificacion morfo-fisiolégica (tradicional) de las levaduras

La identificacion de los aislados de levaduras se realizd conforme a la
metodologia de Yarrow (1998); con el fin de acortar el tiempo requerido para la
realizacion de las pruebas se utilizaron las galerias API32C de BioMériux
(Lyon, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante. El resto de las
pruebas requeridas en la metodologia de Yarrow (1998) (Tabla Xl) se
realizaron en forma manual. Para la identificacidn preliminar de los asilados los

resultados obtenidos en las galerias API32C se analizaron con la base de
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datos de BioMeriux. Los resultados de las pruebas sugeridas por Yarrow (1998)
y los obtenidos en las galerias API32C se introdujeron a la base de datos del
CBS (Centraal Bureau voor Schimmelculture) y los resultados de la
identificacién se corroboraron con las diagnosis consignadas en los tratados de
Barnett (2000), Kurtzman y Fell (1998).

lll.4. Identificaciéon genotipica de las levaduras
ll.4.1. Extracciéon del ADN genémico, amplificacion del dominio D1/D2 del
gene 26S ADNr

La extraccion de ADN genomico se realizO de acuerdo con la
metodologia de Tapia-Tussell et al. (2006). La reaccién de amplificacion del
dominio D1/D2 del gene 26s ADNr se realizd utilizando los iniciadores
universales NL1 (5" GCA-TAT-CAA-TAA-GCG-GAG-GAA-AAG 3') y NL4
(5°GGT-CCG-TGT-TTC-AAG-ACG-G 3") (O’Donnell, 1993), los reactivos y
cantidades utilizados para cada reaccion se enlistan en la tabla Xll. La reaccién
de PCR se realizd en un termociclador modelo 2720 (Applied Biosystems,
Foster City, California) siguiendo el programa que se muestra en la tabla XIII.
Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 1% marcado con bromuro de etidio, corrido a 100 volts por 20 min en buffer
TBE (Tris-acido borico-EDTA) al 0.5X.



Tabla XI.- Caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas consideradas para
la identificacién de las levaduras (Yarrow, 1998).

I. Caracteristicas morfolégicas

A. Macromorfologia o caracteristicas
culturales de los aislamientos

1. Crecimiento en medio liquido GELP,
formacién de pelicula o de anillo

2. Crecimiento en medio sélido GELPA,
desarrollo de colonia gigante para
observar textura, color, superficie,
elevacion y margen

B. Micromorfologia

1. Caracteristicas de las células
vegetativas

a) morfologia en medio solido GELPA
b) morfologia en medio liquido GELP
c¢) formacion de seudomicelio y micelio
verdadero en placa de Dalmau en PDA

2. Caracteristicas de la reproduccion
asexual o vegetativa en los medios
GELPA, EMA

3. Caracteristicas de la reproduccién
sexual

a) Proceso de formacién de ascas y
ascosporas

b) caracteristicas de las ascas y
ascosporas en GWA, FWA y McClaryA

Il. Caracteristicas fisiolégicas y
bioquimicas

1.Utilizacion de compuestos de carbono
a) fermentacion de 7 carbohidratos

b) asimilacion de 38 compuestos de
carbono

2. Asimilacion de compuestos de
nitrégeno

a) cadaverina

b) creatina

D-glucosamina

etilamina

lisina

nitrato de potasio

nitrito de sodio

c
d
e
f

~— — — — — ~—

g

3. Resistencia al antibidtico
cicloheximida (100 y 1000 ppm)

4., Crecimiento en medios de alta presion
osmotica

a) tolerancia a 50% de glucosa

b) 10% NaCl / 5% glucosa

5. Crecimiento a 37 y 45°C en GELP

6. DBB reaccion al azul de diazonio
7. Hidrolisis de urea

35

Abreviaturas:

GELPA (glucosa-extracto de levadura-peptona-agar): glucosa 20 g, extracto de levadura 5g,
peptona 10 g, agar 20 g, agua 1000 ml; GELP(glucosa-extracto de levadura-peptona):
glucosa 20 g, extracto de levadura 5g, peptona 10 g; PDA (papa-dextrosa-agar): infusion de
300 g de papa blanca pelada y cortada en cuadros en 1000 ml de agua, filtrada, mas 20 g de
glucosa y 20 g de agar, aforada a 1000 ml; GWA (Gorodkowa-agar): glucosa 1g, peptona 10
g, cloruro de sodio 5 g, agar 20 g, agua 1000 ml; FWA (Fowell-agar): acetato de sodio 5g, agar
20 g, agua 1000 ml; EMA (extracto de malta-agar): extracto de malta 20 g, peptona 1 g,
glucosa 20 g, agar 20 g, agua 1000 ml; McClaryA (McClary-agar): glucosa 1 g, cloruro de
potasio 1.8 g, acetato de sodio 8.2 g, extracto de levadura 2.5 g, agar 15 g, agua 1000 ml
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Tabla Xll.- Reactivos y cantidades
utilizados en la reacciéon de amplificacion
PCR del gene 26S ADNr.

Reactivos 1 Reaccién pl
Buffer PCR 10x 5
MgCl, (50mM) 2
dNTPs (2.5mM) 4
Iniciador NL1 (10 pmol/uL) 2.5
Iniciador NL4 (10 pmol/uL) 2.5
Taq polimerasa (5 u/pl) 0.20
ADN (50ng/ul) 5
Agua destilada 28.8
Volumen total 50

Tabla Xlll.- Programa de PCR para amplificar el dominio
D1/D2 del gene 26S ADNT.

No. de ciclos | Temperatura (°C) Tiempo
1 95 12 min
40 94 1 min
52 55 segundos
72 2 min
1 72 8 min
4 00

Fuente: Kurtzman y Robnett (1998)

ll.4.2. Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se purificaron con el kit QIAquick (QIAGEN,
Dusseldorf, Alemania). EI ADN purificado se visualizoé por electroforesis en un
gel de agarosa al 1% marcado con bromuro de etidio, corrido a 100 volts por 20
min en buffer TBE 0.5X.

111.4.3. Reaccidén de secuenciacién y analisis de las secuencias

La reaccion de secuenciacion se realizé en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Biologia con el kit Big dye terminador V3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, California). La reaccion se realizo en un termociclador
modelo 2720 (Applied Biosystems, Foster City, California) siguiendo el
programa mostrado en la tabla XIV. Las secuencias obtenidas se editaron con
el programa BioEdit7 (Hall, 2007), se compararon con las existentes en el

GenBank utilizando el programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) y se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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depositaron. Los numeros de acceso de cada una de ellas se presentan en la
seccién de resultados.

Tabla XIV.- Programa para la reaccion de

secuenciacion
No. de ciclos | Temperatura (°C) Tiempo
25 96 10 segundos
50 5 segundos
60 4 minutos

lll.5. Tolerancia al Etanol

Se siguid la metodologia de Lachance (1995), en medio liquido. Se
inocularon alicuotas de 0.3 ml de una suspension de células de cada uno de
los aislados de levaduras en 5 ml de medio EMEL suplementado con 8% de
glucosa y sin etanol. Los tubos ya inoculados se incubaron 24 horas a 30°C. A
partir de estos cultivos se inocularon 0.5ml en tubos de ensayo que contenian
5ml de EMEL suplementado con 8% de glucosa y adicionados con 3-10% v/v
de etanol absoluto con incrementos seriados del 1%. Los tubos inoculados se
incubaron a 30°C durante 2 semanas, y el crecimiento se determind por

turbidez.

lll.6. Aislamiento de las BAL

El aislamiento e identificacion de las bacterias acido lacticas se llevo a
cabo en el laboratorio de Alimentos y Biotecnologia en la Facultad de Quimica
de la UNAM. Las muestras fueron homogenizadas y se prepararon diluciones
decimales seriadas en viales con 4.5ml de solucion salina al 0.85% y 0.5ml de
muestra. Las diluciones utilizadas fueron: aguamiel de 1/10° — 1/10°, pulque y
semilla de 1/10° — 1/10%. Se sembraron alicuotas de 0.1ml por extensién de
superficie en placas con medio Man-Rogosa-Sharpe-agar (MRS, Oxoid,
Inglaterra). Las placas se incubaron a 28°C, las de aguamiel y semilla durante
72 horas y las de pulque durante 5 dias. Se seleccionaron colonias de
bacterias con macromorfologia diferente (tamafio, forma y color de la colonia)
se sembraron por estria cruzada en placas de MRS y se incubaron durante 48
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horas a 28°C. Se realizaron diluciones en solucién salina (NaCl 0.85%) de las
colonias obtenidas por estria cruzada y se sembraron por extension de
superficie en placas de MRS las que se incubaron durante 48 horas a 28°C.
Las colonias aisladas se resembraron por estria cruzada en placas de MRS y
se incubaron por 48 horas a 28°C. Una vez desarrolladas se observaron al
microscopio para comprobar su pureza. Si la colonia observada no se
encontraba pura se resembraba por estria cruzada hasta purificarla en medio
MRS.

lll.7. Identificacion morfo-fisiolégica de las BAL

Las cepas de BAL aisladas fueron identificadas por pruebas
morfologicas (tincion de Gram) vy fisioldgicas (prueba de catalasa y galerias
API50CHL de BioMeériux, Lyon, Francia). La tincion de Gram y prueba de
catalasa se les realizo siguiendo la metodologia de Harrigan (1976). Para la

identificacion preliminar se utilizé el software de BioMériux.

lIl.8. Identificacion genotipica de las BAL
111.8.1. Extraccion de ADN

Las cepas se sembraron en tubos con 10 ml de medio liquido MRS y se
incubaron durante 48 horas a 28°C. Los tubos se centrifugaron a 12, 000 rpm,
se decanto el medio de cultivo y la biomasa concentrada en el fondo se paso a
microtubos de 2ml, los que se centrifugaron a 14, 000 rpm durante 1 minuto; se
descarto el sobrenadante y se agregaron 500ul de buffer TES (Tris-EDTA-NaCl
a pH 8) a cada uno. El contenido de los tubos se mezclé por inversion, se les
adicionaron 20ul de lisozima (20mg/ul, Sigma, EUA) y se incubaron a 37°C
durante 1 hora. Posteriormente se agregaron 8ul de pronasa (20mg/ul,
Boehringer Ingelheim, Alemania) y 8ul de RNAasa (20mg/pl, Sigma, EUA) a
cada uno, se agitaron vigorosamente por inversion y se incubaron a 65°C por 1
hora. Al término de este tiempo se les adicionaron 120ul de SDS (dodecilsulfato
sbdico) al 10%, se agitaron y se incubaron a 65°C durante 10 minutos. Los
tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se les agregaron 600ul de

fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, Sigma, EUA), se agitaron
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vigorosamente hasta formar una emulsion blanca, se centrifugaron a 14,000
rom por 10 minutos, se formaron 2 capas, se extrajeron 500 pl de la primera,
teniendo cuidando de no tomar de la segunda capa y se colocd en un
microtubo limpio de 1.5ml, se le adicioné 1 ml de etanol al 70% a -20°C. Los
tubos se agitaron suavemente y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10
minutos; se decanto el sobrenadante dejando solo el pellet, los tubos se
colocaron boca abajo y se dejaron secar 24 horas a temperatura ambiente; una
vez seco el pellet se les agregaron 40ul de agua destilada estéril y se
calentaron a 65°C por 5 minutos para disolver bien el pellet. EI ADN se
visualizo por electroforesis en un gel de agarosa al 1% marcado con bromuro
de etidio que se corrid a 90 volts por 45 min en buffer TES 1X. EI ADN se

conservo en refrigeracion a -10°C.

111.8.2. Reaccién de amplificacion del gene 16S ADNr y purificaciéon

La reaccion de amplificacion del gene 16S ADNr se realizd con los
iniciadores universales 3 (5" GTT-GCG-CTC-GTT-GCG-GGA-CT 3°) y PA (57
AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG 3°). Los reactivos y cantidades utilizados
para cada reaccion se encuentran en la tabla XV. La reaccién se llevo a cabo
en un termociclador Tpersonal (Biometra, Gottingen, Alemania); el programa
utilizado se muestra en la tabla XVI. Los productos de PCR se visualizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% marcado con bromuro de etidio a 70
volts por 45 min en buffer TES 5X. Los productos de PCR se purificaron con el
kit QlIAquick (QIAGEN, Dusseldorf, Alemania).

Tabla XV.- Reactivos vy cantidades
utilizados en la reacciéon de amplificacion de
PCR del gene 16S ADNr

Reactivos 1 Reaccion pl

Buffer PCR 10x 5
MgClI2 (25mM) 5
dNTPs 1

Oligo PA (200ng/ul) 0.5
Oligo 3 (58.2nmol) 0.5

Taq polimerasa (1u/ul) 1

ADN (50ng/ul) 2-3
Agua destilada 35-34
Volumen total 50
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Tabla XVI.- Programa de PCR para amplificar el gene

16S del ADNr.
No. de ciclos | Temperatura (°C) | Tiempo (min)
1 94 3
34 94 1
65 1.30
72 2
2 72 15

111.8.3. Reaccidén de secuenciacién y analisis de las secuencias

La reaccion de secuenciacion y el andlisis de secuencias se realizo en el
laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia con el mismo
protocolo seguido para las levaduras. Las secuencias se depositaron en el
GenBank y los numeros de acceso de cada una de ellas se presentan en la

seccion de resultados.

111.9. Mantenimiento de cultivos puros en refrigeracién y ultrarefrigeracion
11.9.1. Conservacion de levaduras
Los cultivos puros se conservaron por duplicado en tubos con 9 ml de

agua destilada estéril a 4° C.

111.9.2. Conservacion de BAL

Los cultivos puros se sembraron en tubos con 4 ml de medio liquido
MRS y se incubaron durante 72 horas a 28°C, posteriormente se conservaron
en medio semisélido APT (Difco, EUA) con 0.3% de agar bacteriolégico (Oxoid,
Inglaterra) y trazas de carbonato de calcio a 4°C. Para su mantenimiento en
ultrarefrigeracién las cepas puras se sembraron en 4 ml de medio liquido MRS
y se incubaron durante 24 horas a 28°C. Después se tomd 1.2 ml del cultivo y
se transfirieron a un criotubo con 0.3 ml de glicerol previamente esterilizado.

Los criotubos se conservaron en un ultracongelador a -75°C.
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lll. 10. Deteccion de acidos organicos y etanol

Todas las muestras obtenidas en el segundo muestreo se sometieron a
analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) para la
determinacién de etanol, y acidos lactico y acético, en el laboratorio de Analisis
Quimicos de la Universidad Iberoamericana. El equipo utilizado fue un
cromatégrafo Waters modelo 2086 (Barcelona, Espafia) equipado con un
detector de indice de refraccion, se utilizd una columna preempacada Polisfer
OAHY (300 x 6.5 mm) marca Merk (Nueva Jersey, E.U.A). Los estandares de
acido acético, acido lactico y etanol fueron J.T. Baker grado analitico al 1%. El
volumen de inyeccion de los estandares y de las muestras fue de 10 yL con un

tiempo de elusion de 25 minutos.
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Capitulo IV
Resultados

IV.1. Aislamiento e identificacién de levaduras

De los diferentes sustratos estudiados no se obtuvieron unidades
formadoras de colonias en las diluciones inicialmente trabajadas, por lo que se
procedi6 a sembrar diluciones mas concentradas. Se sembraron para el
aguamiel joven y viejo las diluciones 107 y 107, para el pulque y semilla las de
10®° y 10°. Las unidades formadoras de colonias (ufc) obtenidas en cada
dilucion y sustrato se presentan en la tabla XVII.

Tabla XVII. Unidades formadoras de colonias (ufc/ml)
de levaduras obtenidas en aguamiel joven, aguamiel
viejo, pulque y semilla.

Dilucion UFC/ml
RBDCA EMELA pH 3.5

Aguamiel joven
10~ 6.53 x10° 1x10°
Aguamiel viejo
10™ 4 x10° 11 x10°
Pulque
10” 5.33 x10° 3.44x10°
Semilla
10” 7.18 x10° 4 x10°

Tomando en consideracion la morfologia colonial en medio de EMELA,
se seleccionaron 78 colonias de levaduras, las que se dividieron en 4 grupos
segun su macro y micromorfologia. A 3 aislados de aguamiel joven, 7 de
aguamiel viejo, 5 de pulque y 5 de semilla se les realizaron las pruebas de la
galeria API32C y las pruebas adicionales sugeridas por Yarrow (1998) cuyos
resultados se presentan en la tabla XVIII. La identificacion fenotipica y
genotipica de los 20 aislados se muestra en la tabla XIX. Los 20 aislados
identificados por ambas metodologias fueron: K. marxianus (14), S. cerevisiae

(4), Saccharomyces paradoxus (1) y C. lusitaniae (1).



Tabla XVIIl.- Resultados de las pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas consideradas para la identificacion de las levaduras.

Prueba Clave del aislado
1Km| 2Km| 3Km| 4Km| 5Km| 6Km| 7CI| 8Sp| 9Km| 10Sc] 11Km| 12Sc| 13Km| 14Sc| 15Sc| 16Km| 17Kn] 18Km| 19Km| 20Kn;
Morfologia
Forma de la célula C C cC| O C Ol C |G| G 0] O G R 0] R G 0] O (0] O
Gemacion Gm |Gm |Gm |Gm |Gm |Gm [Gm |Gm |Gm | Gm | Gm | Gm | Gm [Gm |Gm | Gm | Gm [ Gm | Gm | Gm
Seudomicelio + - + - + + + - - - - - - - - - _ _ + +
Reproduccion sexual + + + + + + - + + + + + - - + + + + + +
Forma de ascosporas Rhn|Rn|Rhn|Rn| R |Rn|nd|] R R R Rn R nd nd R Rn | Rn | Rn Rn | Rn
Fermentacion

Glucosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Galactosa + + + + + + + - + + - + + + + + + + + +
Sacarosa + + + + + + - + + + + + + + + + + + + +
Maltosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lactosa + + + + - + - - + - + - + - - + + - + +
Rafinosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Fructosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Asimilacion de compuestos carbonados
Glucosa + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

| galactosa + + + + + + + - + - + - + - - + + + + +
L-sorbosa - - - - - - + - - - - - - - - - - - - -
Sacarosa + + + + + + + - + + + + + + + + + + + +
Maltosa - - - - - - + - - - - + - - - - - - - -
Celobiosa - - - - - - + - - - - - + - - - - - + +
Trehalosa - - - - - - + - - - - - - - - - - - R R
Lactosa + + + + - + - - - - + - + - - + ¥ _ + +
Melibiosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Rafinosa + + + + + + + + + - + + + + - + + + + +
Melezitosa - - - - - - + - - - - - - - - - - - R R
D-Xilosa + + + + + + + - + - + - + - - + - + + +
L-arabinosa - - + + - - + - - - - - - - - - - - - -
D-arabinosa - - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
D-ribosa + - + + - + + + - - + - - - - - - - - -

Km= K. marxianus Sc= S. cerevisiae Cl= C. lusitaniae Sp= S. paradoxus C= cilindrica O= ovalada

G= globosa R=redonda Rn= reniforme nd= no determinada  Gm= gemacién multipolar
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Tabla XVIIl.- Resultados de las pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas consideradas para la identificacion de las levaduras

(continuacion).

Asimilacion

Clave del aislado

7Cl

10Scf 11Km| 12Sc

L-ramnosa

D-glucosamina

N-acetilglucosamina

1
+|+]+
1

Metanol

Etanol

Glicerol

M-eritritol

Ribitol ad

+

Galacitol

D-manitol

o-Metil-D-glucosa

Salicina

+|+]+

D-gluconato

D-L-lactato

Succinato

+|+

Citrato

2-cetogluconato

Xilitol

Arbutina

Hexadecano

D-glucuronato

Gluconolactona

Inositol

Asimilacion compuestos Nitrogenados

KNO3

NaN02

Etilamina

Lisina

+
+

+
+

+|+
+|+

+

Creatina

+|+ |+

Km= K. marxianus

Sc=S.

cerevisiae

Cl= C. lusitaniae

Sp= S. paradoxus
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ContinuacionTabla XVIIl.- Resultados de las pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas consideradas para la identificacién de las
levaduras (continuacion).

Prueba Clave del aislado
1Km| 2Km| 3Km| 4Km| 5Km| 6Km| 7CI| 8Sp| 9Km| 10Sc] 11Km| 12Sc| 13Km| 14Sc| 15Sc| 16Km| 17Kn] 18Km| 19Km| 20Kn;

CMAPO

50% glucosa nd | nd | nd - nd | nd - - Nd - nd - nd - - nd nd nd - nd
10%NaCl / 5%Glucosa nd | nd | nd| - nd | nd | + - | Nd - nd - nd + - nd nd nd - nd
Temperatura

37°C + + + + + + + - + + + - + + - + + + + +
45°C + + + + + + - - - - + + - - + + + +

Km= K. marxianus

CMAP= crecimiento en medios de alta presiéon osmética

Sc= S. cerevisiae

Cl= C. lusitaniae

Sp= S. paradoxus

nd= no determinada



Tabla XIX.- Identificacién fenotipica y genotipica de los aislados de levaduras

Identificacion

Fenotipica Genotipica
Muestra Clave del Especie API32C CBS Especie GenBank Numero de
aislado % de % de % de acceso
similitud similitud similitud GenBank
Aguamiel joven 1Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 EU669463
4Km K. marxianus 99.9 100 K. marxianus 99 --
20Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 --
Aguamiel vieja 5Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 --
7ClI C. lusitaniae 97.5 100 C. lusitaniae 99 EU669469
9Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 --
11Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 --
13Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 EU669470
16Km K. marxianus 99.9 100 K. marxianus 99 --
18Km K. marxianus 99.3 100 K. marxianu 99 --
Semilla 3Km K. marxianus 99.9 100 K. marxianus 99 EU669468
8Sp S. cerevisiae 99.6 100 S. paradoxus 99 EU669466
12Sc S. cerevisiae 99.8 100 S. cerevisiae 99 --
15Sc S.cerevisiae 99.8 100 S. cerevisiae 99 EU669467
19Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 --
Pulque 2Km K. marxianus 99.9 100 K. marxianus 99 EU669464
6Km K. marxianus 99.6 100 K. marxianus 99 --
10Sc S. cerevisiae 99.8 100 nd -- --
14Sc S.cerevisiae 99.8 100 nd - -
17Km K. marxianus 99.9 100 K. marxianus 99 --

nd= no determinada
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El aislado de C. lusitaniae presentd un biotipo diferente al de la cepa
CBS 6936 y al de la diagnosis de la especie (Barnett et al., 2000) ya que
asimilé6 rafinosa, L-arabinosa, creatina y no desdoblé la arbutina Se
identificaron 4 biotipos en los aislados de K. marxianus al compararlos con la
cepa tipo CBS712 (Tabla XX) pero todos ellos se incluyeron dentro de la
especie K. marxianus de acuerdo con la dignosis de Barnett et al. (2000). Los 4
aislados de S. cerevisiae correspondieron a 3 biotipos. El biotipo 1 (15Sc) es
igual al de la cepa tipo CBS71171, el biotipo 2 (12Sc) difirié en la asimilacion de
etilamina y L-lisina; el biotipo 3 (10Sc y 14Sc) difirid en la asimilacion de
rafinosa, citrato, y xilitol .El aislado de S. paradoxus difiri6 de la cepa tipo

CBS432 en que no fermentoé galactosa, no asimilé galactosa pero si D-ribosa +.

Tabla XX- Caracteristicas de los biotipos de K. marxianus.

Sustrato | Clave del | Biotipo | Forma de Asimilacion Crecimiento °C

aislado ascospora G S E L 37 45
Yogurt CBS712 1 Reniforme + + + + + +
Aguamiel 1TKm 1 Redonda + + + + + +
Joven 4Km 1 Reniforme + + + + + +
20Km 1 Reniforme + + + + + +
Aguamiel 5Km 2 Redonda d + + + + +
Viejo 9Km 3 Redonda + d + + + -
11Km 3 Reniforme + d + + + -
13Km 1 Reniforme + + + + + +
16Km 3 Reniforme + d + + + -
18Km 1 Reniforme + + + + + +
Pulque 2Km 2 Reniforme d + + + + +
6Km 1 Reniforme + + + + + +
17Km 4 Reniforme - + + + + +
Semilla 3Km 1 Reniforme + + + + + +
19Km 1 Reniforme + + + + + +

Barnett et 2 Redondas | +d | +d | + + + +/-

al Reniformes

G= glicerol S=succinato E=etilamina L=lisina
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IV.2. Tolerancia al etanol

Los resultados de esta prueba se presentan en la Tabla XXI. El aislado
que menor tolerancia presento (4% vol) fue C. lusitaniae de aguamiel. Todos
los aislados de K. marxianus toleraron hasta un 6% vol. de etanol, excepto el
aislado 9Km de aguamiel viejo que toleré 5% v/v y los aislados 20Km y 18Km
de aguamiel joven y viejo respectivamente que toleraron hasta 7% v/v de
etanol. De S. cerevisiae los aislados 14Sc (pulque) y 15Sc (semilla) toleraron
hasta un 7% (vol) de etanol; y los aislados 10Sc (pulque), 12Sc (semilla) y 8Sp
(S. paradoxus, de semilla) toleraron hasta un 9% v/v de etanol. Las especies
mas tolerantes al etanol fueron S. cerevisiae (10Sc y 12Sc) y S. paradoxus.
(8Sp). Se puede observar que hay diferencias entre los aislamientos de una

misma especie  con respecto a su tolerancia a etanol.



Tabla XXI.- Resultados de la tolerancia al etanol

Fuente Clave del Especie % Etanol
aislado 3[4 |56 |7 ([8]|]9]10
Aguamiel 1Km K. marxianus | + | + | + | + - - - _
Joven 4Km Kmarxianus | + | + | + | + | - | - [ -1 -
20Km K. marxianus | + + |+ | + | + - - -
Aguamiel 5Km K. marxianus | + | + | + | + - - - _
Vieja 7Cl C.lusitaniae | + | + | - [ - [ - -1-1-
9Km K. marxianus | + + + - - - - -
11Km K. marxianus | + + + + - - - -
13Km K. marxianus | + + + + - - - -
16Km K. marxianus | + + + + - - - -
18Km K marxianus | + | + | + | + | + - - -
Semilla 3Km K. marxianus | + | + | + | + - - - _
8Sp S.paradoxus | + | + | + | + | + | + | d | -
12Sc S.cerevisiae | + | + | + | + | + | + [ d | -
15Sc S.cerevisige | + | + | + | + | + - - -
19Km K. marxianus | + + | + | + - - - -
Pulque 2Km K. marxianus | + | + | + | + | - - - N
6Km K. marxianus | + + | + | + - - - -
10Sc S.cerevisiage | + | + | + |+ | + | + [ d | -
14Sc S. cerevisiae + |+ + | + | + - - -
17Km K. marxianus | + + + + - - - -

d= crecimiento débil
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IV.3. Aislamiento e identificacién de BAL

No se obtuvieron colonias ufc de las diluciones 10”7 y 10® de pulque y
de la dilucién 107 de semilla como se esperaba. En el aguamiel se obtuvieron
colonias de todas las diluciones trabajadas, del pulque y semilla en las
diluciones 10° y 10°®. El tiempo de incubacién promedio para las BAL es de 48
horas, sin embargo para el aguamiel y semilla el crecimiento de colonias no se
vié hasta las 72 horas, y en el pulque hasta los 5 dias. Se obtuvieron un total
de 23 aislados de bacterias lacticas, se agruparon con base en el sustrato del
que provenian y su micromorfologia. A partir de estos criterios se seleccionaron
10 aislados, 6 de aguamiel, 2 de semilla y 2 de pulque para realizarles las
pruebas de identificacidon correspondientes. Los resultados de las
caracteristicas macro y micromorfolégicas asi como las pruebas de catalasa y
tincion de Gram se muestran en la tabla XXIl. A 5 de los 10 aislados
seleccionados se les realizaron las pruebas de la galeria API50CHL y se
identificaron como: Lactobacillus paracasei paracasei, Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides var. dextranicum., Leuconostoc citreum 'y
Lactobacillus brevis (Tabla XXIIl). Para corroborar su identidad se realizé la
secuencia de bases del gene 16S del ADNr. Las especies identificadas fueron:
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus sanfranciscensis, Leuconostoc citreum,

Leuconostoc lactis, Acetobacter orientalis y Lactobacillus sp. (Tabla XXIII).



Tabla XXII.- Caracteristicas macro y micromorfolégicas de los 10 aislados de bacterias lacticas

Cepa Macromorfologia Micromorfologia Gram | Catalasa
1Bl Colonia chica, redonda, blanca Bacilos cortos + -
8Bl Colonia mediana, redonda, blanca brillante Bacilos en cadenas + -
10BI Colonia mediana, redonda, amarilla Bacilos gruesos + -
11BlI Colonia chica, redonda, amarilla Bacilos cortos gruesos + -
16BI Colonia grande, redonda, blanca Bacilos cortos + -
17BI Colonia grande, redonda, café transparente | Bacilos cortos - +
18BlI Colonia mediana, redonda, café Bacilos largos + -

20BlI Colonia chica, redonda, café Bacilos largos + -

30BI Colonia grande, redonda, blanca grumosa Bacilos largos + -
32BI Colonia chica, redonda, blanca Bacilos cortos + -

Tabla XXIll Resultados de la identificacion de los 10 aislados de bacterias lacticas

Cepa | Sustrato API50CHL % de Secuenciacion gene 16S del % de Numero de
similitud ADNr similitud | acceso GenBank
1BI Aguamiel | Lactobacillus paracasei paracasei 86.7 Lactobacillus paracasei 99 EU676339
8Bl | Aguamiel | Nd -—- Lactobacillus sp. 98 EU676340
10Bl [ Aguamiel | Nd - Lactobacillus sanfranciscensis 99 EU676341
11Bl | Aguamiel | Leuconostoc mesenteroides mes./dext. 98.7 Leuconostoc citreum 100 EU676342
16Bl | Aguamiel | Leuconostoc citreum 85.5 Leuconostoc citreum 100 -—-
17Bl | Aguamiel | Nd - Acetobacter orientalis 99 EU676343
18BI Semilla Lactobacillus brevis 86.9 Lactobacillus sp. 99 EU676344
20Bl| Semilla Nd - Lactobacillus sp. 99 -—-
308l Pulque Nd --—- Lactobacillus sp. 99 EU676345
32BlI Pulque Lactobacillus brevis 99.9 Leuconostoc lactis 99 EU676346

nd= no determinada
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IV. 4 Deteccidon de acidos organicos y etanol.

Los porcentajes de acidos organicos y etanol que se detectaron en
aguamiel, pulque y semilla se presentan en la tabla XXIV. El acido lactico se
detecto en todas las muestras estudiadas, mientras que el acido acético solo se
presento en aguamiel y pulque. En pulque se detecto 6.6% de etanol y en
semilla 3.2%.

Tabla XXIV.- Acidos organicos y etanol detectados en aguamiel,
pulque y semilla.

Componente Aguamiel % Pulque % Semilla %

Acido lactico 0.08 0.1 0.04

Acido acético 0.07 0.03 -
Etanol -—- 6.6 3.2
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Capitulo V

Discusion

En el presente trabajo se realiz6 la identificacion fenotipica y genotipica
de levaduras y BAL aisladas de aguamiel, pulque y semilla. No se cuantificaron
las ufc de BAL, pero de acuerdo con otros estudios estos microorganismos
predominan (8.0-15.0 x108 ufc/ml) en el aguamiel y en las primeras fases de
fermentacion sobre las levaduras (3.0-6.0 x10° ufc/ml). Conforme avanza la
fermentacion la poblacion de bacterias disminuye (1.0-2.0 x 10%ufc/ml) mientas
que la de las levaduras se incrementa (2.5-3.0 x10® ufc/ml) (Ruiz-Oronoz,
1953; Loyola-Montemayor, 1956). En este estudio el aguamiel joven presentd
una cuenta total levaduras de 6.6 x10° ufc/ml, y el aguamiel viejo de 4.0 x 10°
ufc/ml, ya que el pH (6.6-7.5) que presentd este sustrato aun no es propicio
para el optimo crecimiento de estos microorganismos. En pulque y semilla la
cuenta total de levaduras se incrementé a 5.3 x10%® y 7.2 x10® ufc/ml,
respectivamente. Esto probablemente se debid al incremento en la biomasa en
las etapas iniciales de la fermentacion, y a que la acidificacion del sustrato2°
sustrato, debido a la fermentacion lactica, favorecio el desarrollo de las

levaduras.

La escasa carga de levaduras del aguamiel se pudo deber a factores
fisicoquimicos (pH, temperatura) y climaticos (exceso de lluvia y frio), a la
calidad del sustrato, es decir baja concentracion de azucares y de otros
nutrientes que permiten el establecimiento y desarrollo de la microbiota; y a la

presencia de compuestos toxicos de origen vegetal o microbiano.

El Unico aislado de C. lusitaniae (7Cl) se obtuvo del aguamiel. Esta
especie fue aislada por primera vez en este sustrato por Estrada-Godina et al.
(2001). Esta especie ha sido aislada de algunas cactaceas del sur de México,
de agaves, de frutas y de mamiferos (Starmer et al. 2003). Forma parte de la
comunidad de levaduras presente en las hojas y tejidos en descomposicion de
A. tequilana var. azul, pero no en las siguientes etapas de la elaboracion del
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tequila (Lachance, 1995). También ha sido aislada de la base de las hojas, de
las pifias cocidas, del mosto (recién extraido y con pocas horas de
fermentacion) de henequén (A. fourkroydes) (Lappe et al. 2004), y del in6culo
utilizado en la produccion de mezcal de A. salmiana en San Luis Potosi
(Escalante-Minakata et al. 2008). La cepa tipo con la que se comparo en la
base de datos del CBS se aislé de la cascara de citricos y correspondioé a un
biotipo diferente el cual fermentd glucosa, fructosa y galactosa, lo que explica
su presencia en aguamiel, sustrato en el que la glucosa y la fructosa son los
azucares mas abundantes (Ortiz-Basurto et al. 2008). Present6 una tolerancia
de 4% v/v de etanol, por lo que posee un poder alcoholégeno bajo, como se
indica en la literatura (Margalith, 1981; Kunkee, 1984). Ello explica que soélo
haya sido asilado en la etapa temprana de la fermentacion del aguamiel. La
maxima temperatura a la cual crecié fue de 37°C, caracteristica que le permite
habitar en los tejidos en descomposicion de agave y adaptarse a ambientes

célidos y secos.

Kluyveromyces marxianus fue aislada de las 3 muestras estudiadas y
correspondieron a 7 biotipos diferentes. Se obtuvieron 14 aislados (9 de
aguamiel, 3 de pulque y 2 de semilla) lo que corresponde al 70% del total de
los aislados de levaduras obtenidos. La cepa tipo con la que se comparo en la
base de datos del CBS fue aislada de yogurt. Esta especie esta asociada a
diversos sustratos lacteos, asi como a vegetales encurtidos que han sido
expuestos a fermentacion lactica. Su existencia en pulque puede explicarse ya
que esta bebida se obtiene por fermentacidn lactica-alcohdlica-acética del
aguamiel, y contiene una baja concentracién de acido lactico caracteristica que
se presenta en los encurtidos. Otros autores han aislado esta especie de
aguamiel y de pulque (Lappe et al. 1989; Herrera y Calder6n-Villagomez, 199X;
Estrada-Godina et al., 2001); de las plantas, pifias cocidas, y en los mostos en
diversas etapas de fermentacion de A tequilana var. azul y de A. fourcroydes
(Lachance, 1995, Lappe et al. 2004; Pérez-Brito et al., 2007), y del in6culo para
la elaboraciéon de mezcal de A. salmiana (Escalante-Minakata et al. 2008). Es

una especie con poder alcoholdégeno variable, cuya tolerancia al etanol oscild
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entre 5-7% v/v. Los aislados con mayor tolerancia (18Km y 20Km) presentaron
ascas con ascosporas reniformes a diferencia de los aislados de K. marxianus
encontrados por Pérez-Brito et al. (2007) que persistieron hasta el final de la
fermentacion de mostos de henequén los cuales presentaron ascosporas
redondas. Es importante sefalar que aquellos aislados que presentaron una
tolerancia media y alta al etanol coexistieron tanto en el pulque como en la
semilla con aislados de S. cerevisiae participando en etapas avanzadas de la
fermentacion. En lo que a su tolerancia a la temperatura se refiere los aislados
estudiados crecieron a 45°C, con excepcion de 9Km y 11Km cuya temperatura
maxima de crecimiento fue de 37°C. En la literatura se registra que algunas
cepas de K. marxianus toleran temperaturas mayores a 56°C, por lo que seria
interesante determinar si los aislamientos que crecieron a 45°C son capaces de
desarrollarse a temperaturas mas altas (Pérez-Brito et al. 2007). Se pudo
observar que entre mayor era la tolerancia al etanol la termo-tolerancia
aumentaba, como fue encontrado por Fiore et al. (2005). Dichos autores
sefalan que probablemente las levaduras no Saccharomyces provenientes de
agave pueden tener una estructura diferente en su membrana celular, lo que
les permite tolerar altas concentraciones de etanol a temperaturas elevadas,
por lo que seria deseable realizar estudios estructurales de la membrana

celular de los aislados termo-tolerantes encontrados en el presente estudio.

Durante la primera etapa de fermentacion las levaduras no
Saccharomyces de los géneros Candida, Kloaeckera, Kluyveromyces,
Hanseniaspora, Pichia y Torulaspora juegan un papel importante en la
produccion de componentes del sabor en vino y otras bebidas fermentadas
(Fiore et al. 2005; Rojas et al. 2001). K. marxianus producen alcoholes y
esteres con aromas frutales en bebidas destiladas de agave (Wittmann et al.
2002; Escalante-Minakata, 2008), por lo que es posible que esta especie le
confiera al pulque algunas sus propiedades sensoriales. Otras especies de
levaduras no Saccharomyces que se han aislado durante las primeras etapas
de fermentacion del aguamiel como: Candida parapsilosis, Candida

rugopelliculosa, K. apiculata, H. uvarum, Pichia carsoni, P. guillermondii, P.
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membranifaciens, y T. delbrueckii (Morton-Gémez, 1925; Ruiz Oronoz, 1953;
Herrera y Ulloa, 1975; Lappe et al. 1989; Herrera y Calderdén-Villagomez, 1991;
Estrada-Godina et al. 2001) producen ésteres y alcoholes superiores por lo que
al igual que K. marxianus contribuyan en el perfil sensorial del aguamiel joven y

del pulque.

De los cuatro aislados de S. cerevisiae dos se aislaron de pulque y dos
de semilla; y correspondieron a tres diferentes biotipos. Esta especie fue
inicialmente aislada de pulque por Gaviio (1901) bajo el nombre de
Saccharomyces cerevisiae agavica, después Ruiz-Oronoz (1936) la identifico
como Saccharomyces carbajali, posteriormente Sanchez Marroquin (1977)
establecié su sinonimia con S. cerevisiae y considero a esta especie como la
levadura mas importante y esencial en la produccion de pulque. Lappe et al.
(1989), Herrera-Calderén-Villagomez (1991), Estrada-Godina et al. (2001) la
aislaron de aguamiel y de pulque, distinguiendo 2 biotipos. Esta especie ha
sido aislada de cerveza, vinos, frutos maduros y sus jugos, asi como de los
mostos recién extraidos y en todas las etapas de fermentacion de bebidas
destiladas de agave como tequila, mezcal y sotol (Lachance, 1995; Fiore et al.
2005). En su estudio sobre las comunidades de levaduras en la fermentacién
del tequila Lachance (1995) reconocio 4 biotipos de S. cerevisiae.

Los aislados 10Sc de pulque (biotipo 3, con maltosa -) y 12Sc de semilla
(biotipo 2, maltosa +) presentaron la mayor tolerancia al etanol (9% v/v); los
aislados 14Sc de pulque (biotipo 3) y 15Sc (biotipo 1) no asimilaron maltosa y
su tolerancia a etanol fue menor. Estos datos son similares a los registrados
por de Lachance (1995), quien senaldé que las cepas de S. cerevisiae con
mayor tolerancia al etanol (12% v/v) asimilaban la maltosa., y que aquellas que
toleraban 9-11% v/v podian ser maltosa + o -. Las cepas de S. cerevisiae
aisladas de pulque por Estrada-Godina et al. (2001) fueron mas tolerantes al
etanol (>10% v/v) que aquellas aisladas del aguamiel (10% v/v). Fiore et al.
(2005) demostraron que los aislados de S. cerevisiae provenientes de agave

eran mas tolerantes al etanol que los provenientes de uva, lo que
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probablemente se debe a la adaptacion de las cepas al sustrato original del
cual fueron aisladas. Los mostos fermentados de uva alcanzan un grado
alcohdlico de 4.5% y el pulque de 4 a 7%, y su temperatura de fermentacién es
de 26-29°C y de 30-37°C respectivamente, por lo que las levaduras de agave
estaban mejor adaptadas a las condiciones en las que se realizaron los
experimentos de tolerancia al etanol a 35°C. .. Existen factores que disminuyen
esta tolerancia como altas temperaturas de fermentacién, limitacion de
nutrientes y produccion de metabolitos, e inhibicion de la ATPasa en la
membrana plasmatica (Edwards et al. 1990; Rosa y Sa-Correia, 1992). La
presencia de acidos grasos insaturados, como el acido oleico, en la estructura
de la membrana celular juegan un papel importante en la tolerancia al etanol de
S. cerevisiae, ya que disminuyen la fluidez de la membrana lo que contrarresta

el flujo de etanol a través de ella (Kyung Man You et al. 2003).

Segun la literatura S. cerevisiae muestra un crecimiento variable a 37°C;
en el presente estudio solo el aislado 14Sc crecié a 45°C y su tolerancia fue 7%
v/v de etanol, los aislados 10Sc y 12Sc crecieron a 37 y 30°C respectivamente
y ambos presentaron la maxima tolerancia (9%v/v de etanol), y el aislado 15Sc
presentd una temperatura maxima de crecimiento a 30°C y una tolerancia de
7% vlv. La alta tolerancia a la temperatura que mostraron estos aislados podria
ser resultado de su adaptacién a las condiciones climaticas (30-37°C) que

prevalecen durante el dia en la regién del muestreo.

Saccharomyces cerevisiae produce terpenos, alcoholes superiores
(alcohol isoamilico e isobutilico) y ésteres que influyen en el aroma del tequila 'y
del vino (Pinal et al. 1997; Fiore et al. 2005; Orlic et al. 2007). Estos
compuestos se han detectado en el pulque (Sanchez-Marroquin, 1977;
Steinkraus, 1997) por lo que es probable que los aislados de S. cerevisiae

influyan en las caracteristicas aromaticas y sensoriales de la bebida.

Saccharomyces paradoxus se aislé unicamente de la semilla, y es

registrada por primera vez para este sustrato. Esta especie ha sido aislada
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frecuentemente de exudados de roble en Rusia y Holanda, de suelos acidos en
Dinamarca, suelos de Sudafrica, de insectos, de mayonesa en
descomposicion, de uvas Chardonnay, y se considera que es un integrante de
la comunidad de levaduras responsables de la fermentacion natural del vino
(Naumov, 1996; Barnett et al., 2000; Redzepovi¢ et al., 2002). Su estrecha
analogia con S. cerevisiae en su secuencia de nucledtidos sustenta la hipotesis
que S. paradoxus es el analogo natural de S. cerevisiae, ya que esta ultima se
considera una especie domesticada que esta presente en casi todos los
procesos fermentativos en los que el hombre ha intervenido (Vaughan-Martini,
1989; Vaughan-Martini y Martini, 1987, 1998). La maxima temperatura de
crecimiento de esta especie fue 35°C con una tolerancia al etanol del 9% v/v, lo

que explica su presencia en la semilla.

Durante la elaboracién de vinos Chardonnay S. paradoxus produce
alcoholes superiores y componentes aromaticos como alcohol isoamilico,
isobutanol, 2-fenil-etanol, hexanol, 1-propanol, acetato etilico, en menor
cantidad en comparacion con S. cerevisiae. Los vinos obtenidos en Croacia
con cepas autéctonas de S. paradoxus son de igual o mejor calidad que los
elaborados con cepas comerciales de S. cerevisiae (Orlic et al. 2007). En el
caso del pulque S. paradoxus podria ser tan importante como S. cerevisiae en
la fermentacion del aguamiel, por lo que deberia realizarse un estudio
encaminado a la deteccidon de esa especie en la materia prima, en los insectos
que visitan la cavidad del agave, asi como en las diversas fases de elaboracion
del la bebida.

Es importante sefalar que durante este estudio varios aislados de K.
marxianus y de S. cerevisiae y S. paradoxus coexistieron tanto en la fase final
de la fermentacién del pulque (2Km, 6Km, 17Km; 10Sc y 14Sc en pulque)
como en semilla (3Km ,19Km y 8Sp, 12Sc y 15Sc), por lo que contrariamente a
lo que se cita en la literatura las especies de S. cerevisiae no inhibieron el

desarrollo de K. marxianus al final de la fermentacion.
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Las especies de BAL y bacterias acéticas identificadas en este trabajo
son registradas por primera vez para aguamiel, pulque y semilla. Se obtuvieron
seis aislados de Lactobacillus. de las tres muestras; los que se identificaron
como: L. paracasei (1Bl), L. sanfranciscensis (10BI), y Lactobacillus sp. (18Bl'y
20BI de semilla; 30BI de pulque) mostraron un 99% de similitud con un aislado
de maiz ensilado (AF264701.2 GenBank), y el aislado 8Bl de aguamiel
presentd un 98% .con L. mali (AY681126.2 GenBank) aislada de vino (Rodas
et al. 2005). Del género Leuconostoc se identificaron L. citreum (11Bl y 16BlI)
en aguamiel y L. lactis (32Bl) en pulque; del género Acetobacter Unicamente se

identifico A. orientalis (17Bl) en aguamiel.

Lactobacillus paracasei es una de las BAL ampliamente utilizada como
probiotico ademas posee la capacidad de fermentar inulina y oligofructanos
(Kaplan y Hutkins, 2003), mismos que se encuentran presentes en el aguamiel
y pulque. Esta especie también ha sido aislada de vino (Rodas et al. 2005), y
en quesos tradicionales de Marruecos, Serbia e Italia (Ouadghiri et al. 2005;
Nikolic et al. 2008; Dolci et al. 2008). L. sanfranciscensis esta involucrada en el
proceso de fermentacion de alimentos, y regularmente ha sido aislada de la
masa acida con la que se prepara el tipico pan de San Francisco (Gobbetti,
1998; Hames y Hertel, 2006). Esta especie hidroliza maltosa aumentando la

concentracion de glucosa en el medio (Gobbetti, 1998).

Leuconostoc citreum y L. lactis en pulque son especies que producen
dextranas, y probablemente como L. mesenteroides var. mesenteroides y L.
mesenteroides var. dextranicum (Sanchez-Marroquin, 1977, Steinkraus, 1997)
estén involucradas en la fermentacion viscosa del pulque. L. citreum y L. lactis
han sido aisladas de kimichi, queso tradicional de Marruecos (Ouadghiri et al.
2005) y de leches fermentadas tradicionales del sur de Africa y Egipto (Beukes
et al. 2001; El-Baradei et al. 2008).
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Todas las BAL identificadas en este trabajo son heterolacticas, que
sintetizan diversos compuestos aromaticos que probablemente participan en el

perfil sensorial del pulque.

Con respecto a los estudios quimicos se puede mencionar que la
concentracion de acido lactico detectado en aguamiel y pulque (<0.1%) es
similar a la registrada por diversos autores (Morton-Gémez 1925; Loyola-
Montemayor 1959; Sanchez-Marroquin 1977, 1979; norma oficial mexicana y
NMX-V-037-1972). El grado alcoholico detectado en el pulque fue de 6.6%, lo
que concuerda con lo sefialado en la literatura. En semilla se detecté 0.04% de
acido lactico y 3.2% de etanol, cantidades que se encuentran por debajo de lo
minimo permitido por la norma NMX-V-022-1972 (0.40% de &cido lactico y 6%
de etanol). Las bajas concentraciones de ambos productos en la semilla
pudieron estar relacionadas con la edad de la misma (18 meses), con la calidad
del aguamiel adicionado para aumentar el volumen y a las condiciones

climaticas existentes en la zona.

A pesar que no se realizé un estudio de sucesidén de levaduras y BAL
durante la fermentacion del aguamiel, se pudo observar la persistencia o el
reemplazo de algunas especies, de los diversos grupos microbianos
detectados en este estudio, durante todo el proceso de produccion de pulque.
Esto cuestiona la aseveracion de que la fermentacion del aguamiel se deba
solo a la accion de: L. mesenteroides var. mesenteroides, L. mesenteroides
var. dextranicum, Lactobacillus spp., Z. mobilis subs. mobilis y S. cerevisiae
como lo proponen Sanchez-Marroquin y colaboradores (Sanchez-Marroquin y
Hope, 1953; Sanchez-Marroquin, 1962, 1967 y 1977) .

Es necesario realizar estudios microbianos durante todo el proceso de
elaboracién y fermentacion de la bebida, utilizando técnicas microbiolégicas
dependientes e independientes del cultivo [electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) o electroforesis en gel con gradiente de temperatura

(TGGE)] para tener un conocimiento integral de la microbiota total presente.
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Ello con toda seguridad permitira la identificacion de nuevas especies
tanto de bacterias como de levaduras, como fue encontrado por Escalante et
al. (2004) en su estudio de la diversidad bacteriana en pulque mediante el

analisis del gene 16S ADNT.

A medida que se conozca la funcion e interaccion de los consorcios
microbianos en la fermentacién del aguamiel, se podran elaborar inéculos que
garanticen la obtencién de una bebida estandarizada de buena calidad
higiénica y con alto valor nutricional. Ademas al conocer las propiedades de los
microorganismos podra investigarse su posible aplicacion en la elaboracion de
otras bebidas alcohdlicas, asi como en la obtencion de compuestos con interés

biotecnoldgico.
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RESUMEN de la tesis de Mildred Clohé Herrera Sélorzano, presentada como
requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja California. Julio 2008.

IDENTI!:ICACION POLIFASICA DE LEVADURAS Y BACTERIAS ACIDO
LACTICAS AISLADAS DE AGUAMIEL, PULQUE Y SEMILLA.

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Ester Lappe Oliveras
Director de Tesis

El pulque es una bebida alcohdlica que se obtiene por fermentacion del aguamiel
o savia de diferentes especies de agaves o magueyes pulqueros. El presente
estudio tuvo como objetivos el aislamiento e identificacion de levaduras y bacterias
acido lacticas presentes en muestras de aguamiel, pulque y semilla y la
determinacion de la concentracién de acido lactico (AL), acido acético (AAc) y
etanol (Et) en las muestras estudiadas. Los aislados de levaduras se identificaron
por sus caracteristicas fenotipicas (morfofisiolégicas) y genotipicas (secuencia de
pares de bases del dominio D1/D2 del gene 26S ADNr), y las bacterias acido
lacticas por la secuenciacion del gene 16S ADNr. En total se obtuvieron 20
aislados de levaduras y 10 de bacterias acido lacticas, los que para ambos grupos
microbianos se identificaron en 4 especies. En aguamiel se identificaron las
levaduras: Candida lusitaniae (1) y Kluyveromyces marxianus (9), y las bacterias:
Lactobacillus paracasei (1), Lactobacillus sanfranciscensis (1), Lactobacillus sp.
(1), Leuconostoc citreum (2) y Acetobacter orientalis (1). En pulque K. marxianus
(3), Saccharomyces cerevisiae (2), Lactobacillus sp. (1) y Leuconostoc lactis (1).
En la semilla K. marxianus (2), S. cerevisiae (2), S. paradoxus (1) y Lactobacillus
sp. (2). K. marxianus se aislo de las 3 muestras estudiadas y correspondio al 70%
del total de los aislados, fue la especie mas termo-tolerante (45°C), y toler6 de 5-
7% viv de etanol. S. cerevisiae y S. paradoxus presentaron la mayor tolerancia al
etanol (9%v/v). Las especies de Lactobacillus fueron las mas abundantes de las
bacterias (60%). C. lusitaniae, K. marxianus y S. cerevisiae ya habian sido
encontradas en aguamiel y en pulque, mientras que S. paradoxus es por primera
vez aislada en esta bebida. En lo que respecta a las especies de bacterias acido
lacticas estas son identificadas por primera vez en los sustratos estudiados. En
aguamiel se obtuvo 0.08% de AL y 0.07% de AAc; en pulque: 0.1% AL, 0.03%
AAcy 6.6% de Ety en semilla: 0.04% de AL y 3.2% de Et.

Palabras clave: aguamiel, pulque, semilla, levaduras, bacterias acido lacticas
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ABSTRACT of the thesis presented by Mildred Clohé Herrera Sélorzano as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Marine
Biotechnology. Ensenada, Baja California, Mexico August 2008.

POLYPHASIC IDENTIFICATION OF YEAST AND LACTIC ACID BACTERIA
ISOLATED FROM AGAVE SAP, PULQUE AND PULQUE STARTER

Pulque is an alcoholic beverage produced by fermentation of the mead or agave
sap from several agave species or magueys pulqueros. The aimed of this study
was the isolation and identification of yeast and lactic acid bacteria, as well as the
quantification of lactic acid (AL), acetic acid (AAC) and ethanol (Et) present in
agave sap, pulque and pulque starter. The yeast isolates were identified by
phenotypic (morpho-phyisiologial tests) and genotypic characteristics (sequence of
the D1/D2 domain of 26S gene rDNA), and lactic acid bacteria by gene sequencing
16S rDNA. Altogether 20 yeast strains and 10 lactic acid bacteria strains were
isolated. The species identified were: In agave sap the yeasts Candida lusitaniae
(1) y Kluyveromyces marxianus (9), and the bacteria Lactobacillus paracasei (1),
Lactobacillus sanfranciscensis (1), Lactobacillus sp. (1), Leuconostoc citreum (2)
and Acetobacter orientalis (1); in pulque K. marxianus (3), Saccharomyces
cerevisiae (2), Lactobacillus sp. (1) and Leuconostoc lactis (1); and in the starter K.
marxianus (2), S. cerevisiae (2), S. paradoxus (1) and Lactobacillus sp. (2). K.
marxianus was isolated from all samples studied and represented the 70% of the
total. All isolates were thermophilic growing at 45° C, and tolerated 5-7% v/v
ethanol. S. cerevisiae and S. paradoxus presented the highest ethanol tolerance
(9% vlv), and the maximum growth temperature was 37-45° and 30°C,
respectively. The most abundant bacteria were Lactobacillus species (60%). C.
lusitaniae, K. marxianus and S. cerevisiae had previously been reported in agave
sap and pulque., while S. paradoxus, all lactic acid bacteria are reported for the
first time in pulque, as well as Acetobacter orientalis in agave sap. The
concentrations of organic acids and ethanol were: in agave sap 0.08% AL and
0.07% AAc; in pulque 0.1% AL, 0.03% AAc and 6.6% Et; and in agave starter:
0.04% AL and 3.2% Et.

Keywords: agave sap, pulque, agave starter, yeast, lactic acid bacteria
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