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El pulque: caracteristicas microbioldgicas y contenido
alcohdlico mediante espectroscopia Raman.
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Resumen

A partir de cuatro muestras de pulque (bebida mexicana prehispanica) en diferentes etapas de fermentacion
denominadas aguamiel, semilla, contrapunta y corrida; se aislaron e identificaron un hongo levaduriforme, un
cocobacilo Gram negativo y un bacilo Gram positivo pertenecientes a los géneros Saccharomyces sp, Zymomonas
sp, y Lactobacillus sp. El consorcio desarrollado fue el responsable de la fermentacion, alcohdlica, acida y
viscosa propias de esta bebida tradicional Mexicana. El contenido alcohdlico vario en funcion del tiempo de
fermentacion alcanzando porcentajes de 10.35 (v/v) y 9.01 (v/v) determinados por cromatografia de gases y
espectroscopia Raman para la etapa denominada «corrida». El producto terminado tiene un elevado contenido de
proteinas (1 g/L), aztcares reductores (4.75 g/L) y poblaciones microbianas en ordenes de 45x10® UFC/mL para
Saccharomyces sp, 41x107 UFC/mL para Zymomonas sp 'y 34x10° UFC/mL para Lactobacillus sp, que le dan a
la bebida un elevado valor nutricional y los microorganismos aislados podrian tener un efecto benéfico sobre
sistema digestivo al ser consumido por via oral.

Palabras claves: espectroscopia Raman etanol, Lactobacillus sp, probioticos, pulque, Saccharomyces sp,

Zymomonas spl.

Abstract

Three strains were isolated from a pulque in Tlaxcala México. Different morphological groups were identified:
Gram-negative coccobacilli, regular nonsporing Gram-positive rods and yeast. Each strain was identified with
Zymomonas sp, Lactobacillus sp and Saccharomyces sp. The developed consortium was the responsible for the
alcoholic, acid, and viscous fermentation which are special characteristics of this traditional Mexican beverage. The
alcohol content varies in function of the fermentation time reaching percentages of 10.35 % (v/v) and 9.01 % (v/v) in
the so called «run» stage. They are determined by gas chromatography and Raman spectroscopy. The end product
has a high content of proteins (1 g/l), sugar reducers (4.75 g/1) and microbial populations in ranks of 45x10® UFC/mL
for Saccharomyces sp., 41x10” UFC/mL for Zymomonas sp and 34x10° UFC/mL for Lactobacillus sp, that give
the drink a high nutritional value. The microorganisms could be beneficial to the digestive system when ingested orally.

Keywords: ethanol, Lactobacillus sp., probiotics, pulque, Raman spectroscopy, Saccharomyces sp, Zymomonas sp.
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Introduccioén

El pulque es una bebida tradicional Mexicana que
se obtiene por la fermentacion de la savia azucarada
conocida como aguamiel obtenida a partir de diferentes
especies de maguey (Agave americana, A. atrovirens,
A. feroz, A. mapisaga, A. salmiana). Esta bebida es
consumida por poblaciones indigenas y mestizas de
muchas regiones del pais, particularmente en las areas
de la meseta central. Se caracteriza por se una bebida
alcoholica, blanca, con olor fuerte y viscosa (1).

El proceso de fermentacion inicia en el maguey,
donde se encuentran microorganismos autéctonos como
levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras de
etanol y bacterias productoras de exopolisacaridos (2).
Estos microorganismos transforman de manera natural
parte de los azhcares disponibles en aguamiel, sin
embargo el proceso se acelera por la adicion de un
inoculo iniciador llamado semilla (una porcion de pulque
previamente producido). El tiempo de fermentacion
puede durar de 12 a 48 hora a 25° C, cuidando que los
recipientes no tenga ninguna sustancia que inhiba los
microorganismos mesofilicos (Detergentes, perfumes,
desinfectantes, entre otros). A medida que pasa el
tiempo se presentan cambios importantes como un
incremento en el porcentaje de etanol y formacion de
exopolisacaridos como B-glucanos y dextranos; que
generan un incremento en la viscosidad transformado
el fluido de newtoniano a no newtoniano (3).

Los consorcios microbianos son frecuentemente
encontrados en varias bebidas fermentadas y se considera
que esta interaccion positiva es un mecanismo evolutivo
que favorece a todas las poblaciones presentes en el
consorcio con respecto a la captacion de nutrientes,
eliminacidn de ciertos metabolitos que pueden llegar a ser
toxicos si se acumulan en la bebida y control de flora
microbiana alterante de la fermentacion (4). La literatura
reporta que a partir del pulque se pueden recuperar diversos
grupos microbianos clasificados como: subdivision
Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus (Lactobacillus
cepa ASF360 AF157050, Lactobacillus acidophilus
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M99740, L. hilgardii M58521, L. plantarum D79210 y
Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides),
subdivision proteobacteria (Acetobacter pomorium
AJ001632, Zymomonas mobilis AF281034) y hongos
levaduriformes pertenecientes a los géneros (Sacharomyces
cerevisiae, Saccharomyces sp) (2).

El producto terminado es una bebida alcohdlica que
puede tener propiedades probidticas. Esta caracteristica
fue documentada desde épocas prehispanicas, «El enema
a base de pulque mas antiguo conocido en Mesoamérica
procede de Xochipala, Guerrero, México, data de 1200 a
900 a.C., aproximadamente». El uso de enemas contra
enfermedades y dolencias del tracto digestivo en las culturas
prehispanicas se registra por evidencias arqueoldgicas y
por recopilaciones coloniales (5,6). Actualmente se conoce
el efecto benéfico de ciertos grupos microbianos sobre el
sistema digestivo de humanos y animales.

Estos consorcios microbianos ingeridos por via oral
pueden actuar a diferentes niveles. La reduccion de enzimas
como nitroreductasas, azoreductadas y glucoronidasas que
se han asociado con ciertos tipos de cancer gastrico; efecto
antimicrobiano por la produccién de acidos organicos,
enzimas, bacteriocinas y competencia por nutrientes con
los patogenos intestinales (7,8). Dentro de los grupos con
actividad probiotica que se recuperan del pulque se destacan
los géneros Zymomonas sp, Lactobacillus sp y en algunos
casos Saccharomyces sp.

En el presente articulo se realizé un estudio
microbiolégico de las diferentes etapas de fermentacion
durante la produccion artesanal de pulque; para evaluar el
comportamiento de las poblaciones presentes y su efecto
sobre los compuestos mayoritarios como carbono y
nitrégeno. Se implementd un método fisico para determinar
el contenido de etanol, mediante el analisis de los espectros
de dispersion Raman, para utilizarlo como indice de calidad
quimica en esta bebida, realizando una comparacion con
técnicas tradicionales como cromatografia de gases.
Finalmente se aislaron e identificaron los grupos microbianos
mas representativos, los cuales son responsables de la
fermentacion alcohdlica, cambios de viscosidad y han sido

reportados como microorganismos con efecto probidtico.
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Figura 1. Proceso de elaboracion del pulque. (A) Penca de maguey en produccion, (B) Raspado de la penca de maguey, (C) Aguamiel
obtenida de la penca, (D) preparacion de la semilla, (E) Mezcla de la semilla y el aguamiel, (F) Corrida 6 pulque maduro.

Materiales y métodos

Sitio de origen del pulque y muestreo por etapas

Las muestras de pulque se obtuvieron en el estado de
Tlaxcala, México, en el pueblo de San Simén
Tlatlahuquitepec, perteneciente al municipio de San Martin
Xaltocan (19°25°N, 98°40°W), encontrandose a una altitud
de 2,492 m. Los muestreos se realizaron en frascos shott
de 200 mL tomando 50 mL de material liquido
correspondiente a cada una de las etapas del proceso e
identificadas como: Aguamiel, semilla, contrapunta y
corrida. El aguamiel corresponde al liquido extraido de la
cepa del maguey, la semilla es un pulque con fermentacion
de alrededor de 60 dias, la contrapunta es un pulque de 24
horas de fermentacion obtenido por una mezcla 1:1 de
aguamiel y semilla. La corrida corresponde a un pulque
de 48 horas de fermentacion, esta es la etapa final y el
producto se comercializa en la zona. Las muestras se
transportaron refrigeradas y se procesaron durante las

24 horas siguientes, Figura 1.

Aislamiento primario

Cada una de las muestras pertenecientes a las
diferentes etapas del proceso se diluyeron en forma
seriada desde 10! hasta 10, empleando agua peptonada
al 0.1% (p/v). La siembra se realizo por la técnica de
microgota (9); sembrando 20 mL de cada dilucion en agar
YPG (10), agar LW (11) y Agar MRS suplementado con
20% (p/v) de sacarosa y 0.0001% (p/v) de purpura de
bromocresol (12). Las cajas se incubaron por 72 horas
para bacterias y 5 dias para hongos a una temperatura
constante de 25°C manteniendo condiciones de
microaerofilia. Posteriormente se realizo el recuento de
colonias expresado como UFC/mL y se seleccionaron las
mas representativas de los tres grupos tomando como
base el porcentaje de recuperacion en todas las etapas.
La purificacion de colonias se llevo a cabo por medio de
pases sucesivos en los mismos medios. La morfologia
microscopica se visualizd por medio coloracion de Gram
y observaciones con lente de 100x siguiendo la metodologia
descrita por Meza y colaboradores (13).
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Identificaciéon bioquimica

La Identificacién bioquimica de las levaduras,
X, bacilos Gram positivos y cocobacilos Gram
negativos aislados por pases sucesivos se realizaron
siguiendo pruebas tradicionales segun los reportado
por Bergey 1984, Tabla 1.

T . . . XL Microscopia electrénica de barrido
La poblacion predominante en todas las etapas
del proceso fue seleccionada para realizar
microscopia electréonica de barrido (MEB)
empleando un microscopio de la marca JEOL JSM-
Cor o o B, & 6300, que proporciond amplificaciones de hasta

300000X. Las muestras fueron observadas
directamente sin hacer recubrimiento con oro,
obteniéndose imagenes de 1500X y 3000X, con un

oo
ks & | voltaje de 5kV (15).
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8 AOXEFO=S=00U0EaabZnoco , L.
5 de cromatografia de gases de acuerdo a la técnica
[}
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3 o o | [fueron centrifugadas por 15 minutos a 5000rpm, se
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= recuperd el sobrenadante y se inyecto en el
cromatografo. Los valores de porcentaje fueron
calculados empleando una curva de calibracion de
etanol previamente estandarizada (16).
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Espectroscopia Raman
Un conjunto de muestras de solucion agua/etanol
con diferentes porcentajes de etanol fueron
preparadas para construir un modelo de referencia,
- o +HE M. obteniéndose una curva de calibracion, la cual se
Zzz=zt+tt++r =z ZZ ==

empled para calcular los porcentajes de etanol en
las muestras del pulque. Se emple6 etanol de 99.9%
de pureza y agua bidestilada. Las muestras fueron

preparadas obteniéndose mezclas con porcentajes

(33
© 223 o o o. o de 0.1% a 20% y 100% (v/v) de etanol. Los
s 8035283383828 B o ~ -
SSB5 5 S2ceLsELS5 55 E =| espectros Raman se obtuvieron mediante una
] -_ [$] — = = [——
B Xt ., oXclecc®KcoSon= , . ., . .
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Figura 2. Recuento de poblaciones recuperadas en cada etapa del proceso de elaboracién del pulque. Siembra por microgrota en agar YPG
(Levaduras), Agar LW (Cocobacilos Gram negativos) y agar MRS (Bacilos Gram positivos). Incubacién por dos y cinco dias a 25°C.

Raman LABRAM, el cual es un sistema Raman
integrado. Tiene un microscopio acoplado para el
espectrografo con una longitud focal de 300 mm.
Adicionalmente posee un laser interno de HeNe de 20
mW, el cual se utiliz para excitar la muestra. Se empled
un objetivo de 50X y la sefial fue analizada con un detector
CCD. Los espectros Raman de agua/etanol y del pulque
se obtuvieron en un rango de 300 cm” a 1700 cm' a
temperatura ambiente, incidiendo el laser sobre un

volumen de 2 mL.

Otras determinaciones analiticas

La cuantificacidon de azucares reductores totales se
realiz6 por medio de la técnica colorimétrica de oxido-
reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico (17), empleando
glucosa anhidra como patron. Las muestras se
centrifugaron 20 minutos a 5000 rpm y se tomd el
sobranadante para llevar a cabo la reaccion. Los
resultados presentados corresponden al promedio de tres
repeticiones. El contenido total de proteinas se realizd
por la técnica colorimétrica de Bradford, empleando

albumina de suero bovino como patrén (18).

Resultados

Aislamiento primario

De acuerdo con el recuento de poblaciones, se
observd que existe un consorcio entre levaduras y
bacterias, Figura 2. Estos grupos estuvieron presentes
en todas las etapas del proceso, sin embargo se presento
variacion con respecto a la cantidad. En el aguamiel y la
semilla se obtuvieron los recuentos mas bajos con valores
de 17x10* UFC/mL, 30x10°* UFC/mL para hongos
levaduriformes, 38x10° UFC/mL, 44x10' UFC/mL para
cocobacilos Gram negativos y 72x10' UFC/mLy 17x10'
UFC/mL para bacilos Gram positivos. En la etapa
llamada contrapunta en la cual se mezcla en proporcion
1:1 el agua miel y semilla, los recuentos de levaduras y
bacterias incrementaron con valores promedio de 83x10°
UFC/mL, para hongos levaduriformes, 61x10*UFC/mL
para cocobacilos Gram negativos y 93x10* UFC/mL para
bacilos Gram positivos.

En la etapa final 6 corrida se observd un aumento
significativo (p<0.05) en todos los grupos con recuentos
de 50x108UFC/mL, 41x10’UFC/mL y 34x10® UFC/mL



140 NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA EN CIENCIAS BIOMEDICAS - ISSN:1794-2470 VOL.5 No. 8 JULIO - DICIEMBRE DE 2007:101-212

Figura 3. Caracteristicas microscépicas con coloraciéon de Gram. (A) Cocobacilos Gram negativos, (B) Hongo levaduriforme, (C) Bacilos
Gram postivos productores de expolisacarido. Aumento de 100x.

Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de la etapa denominada corrida. Aumento 1500x y 3000x. Muestras preparadas en fresco sin
recubrimiento con oro.

caracteristicas, las primeras eran colonias de color
blanco, cremosas, de borde regular y gran tamafio; el
segundo grupo se desarrollé formando colonias pequefias,

puntiformes y traslucidas. El tiltimo grupo se caracterizo

para hongos levaduriformes, cocobacilos Gram negativos

y bacilos Gram positivos.
Con respecto a las morfologias macroscopicas, las

colonias para cada género presentaron tres formas
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Agua miel 0.26 2 0.39¢p
Semilla 7.012 7.03°
Contrapunta 6.34 2 6.25b
Corrida 10.352 9.09b

T abla 2Concentraciones de etanol par alas cuatro diferentes etapas de fermentacién, obtenidas mediante espectroscopia de gases® y a

través de los espectros de espectroscopia Raman®.

por crecer en forma de colonias grandes mucoides
semitransparentes.

En las Figuras 3 (A), (B) y (C) se observan las
caracteristicas microscdpicas obtenidas por medio de la
coloracion de Gram la cual permitio visualizar las morfologias
tipicas de cocobacilos Gram negativos, células
levaduriformes, y bacilos Gram positivos, respectivamente.
En la Figura 4 se observa la imagen obtenida por
microscopia electronica de barrido de las células
levaduriformes que fueron las que se recuperaron en mayor
proporcidn con porcentajes de 20%, 12%, 27% y 41% en

el aguamiel, semilla, contrapunta y corrida respectivamente.

Identificacion bioquimica

Las tres colonias aisladas presentaron caracteristicas
macroscopicas, microcoscdopicas y bioquimicas iguales
a lo reportado para los géneros Saccharomyces sp,

Zymomonas sp 'y Lactobacillus sp, Tabla 2.

Cuantificacion de azucares reductores totales,
proteinas y etanol

Empleando las técnicas colorimétricas de Miller (17) y
Bradford (18) se cuantificd la concentracion en g/L de
azucares reductores totales y proteinas. Encontrando que al
inicio del proceso (aguamiel) se present6 la mayor cantidad
de azicares y proteinas a razén de 25 g/L'y 3.7 g/L lo que
demuestra que el aguamiel es un sustrato nutricionalmente
enriquecido que favorece el crecimiento de poblaciones
microbianas; las cuales utilizan los compuestos del
aguamiel como fuente de carbono y energia para

produccidn de nuevas células, acompafiado de la formacion

de productos de la fermentacion. Como se observa en la
Figura 5, el contenido de azlcar y proteina va
disminuyendo en funcién del tiempo de fermentacion, sin
embargo no llega a ser consumido en su totalidad es por
esto que el pulque al final del proceso 6 etapa denominada
como corrida tiene un ligero sabor dulce, contenido de
proteinay etanol. En un pulque de 48 horas de fermentacion
el contenido de etanol fue de 10.35 % (v/v), 4.76 g/L de
azucares reductores y 1 g/L de proteina. Los porcentajes
de etanol obtenidos mediante cromatografia de gases se
muestran en la Tabla 2.

Concentraciones de etanol obtenidas mediante
espectroscopia Raman.

En la Figura 6 se presentan los espectros Raman de
las cuatro muestras estudiadas comparadas con el
espectro obtenido para una muestra de etanol al 100%.
En esta figura se observan varias bandas de absorcion,
en particular las indicadas con flechas localizadas
alrededor de 884 cm! (symmetric CCO stretching ) y
1054 cm’'; esta ultima se usaron para normalizar. Estas
dos bandas se observaron en todos los espectros Raman
del pulque y de las mezclas agua/etanol, incluyendo el
de etanol 100 %. La cuantificacion de los porcentajes
de etanol se realizo calculando el area bajo la curva en
estas dos bandas, obteniéndose la razon del area bajo la
banda localizada en 884 cm™ y el 4rea bajo la banda
localizada alrededor de 1054 cm.

Para las mezclas agua/etanol se realizo una grafica
de esta razon en funcion de la concentracion de etanol,

obteniéndose una relacion lineal para concentraciones
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Figura 5. Concentracion de proteinas y azUcares reductores durante cada etapa del proceso de fermentacion artesanal de pulque.
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Figura 6. Espectros Raman de las cuatro muestras estudiadas junto con el espectro obtenido para la muestra con un 100% de etanol.
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de 0.1% a 1 %. Un ajuste por minimos cuadrados fue
utilizado para obtener una relacion lineal como curva de
calibracion de etanol, con un coeficiente de correlacion
de 0.97. De igual forma en el intervalo de 3% a 20% se
obtuvo una relacion lineal de esta razon en funcion de la
concentracion de etanol. La curva de calibracion obtenida
para este intervalo fue una relacién lineal con un
coeficiente de correlacion igual a 0.92. A partir de estas
curvas de calibracion se obtienen los porcentajes de
etanol para las cuatro muestras estudiadas cuyos valores
se resumen en la Tabla 2. Como se puede observar estos
valores son muy similares a los obtenidos por el método
de cromatografia de gases, demostrando que los dos
métodos son reproducibles y la técnica de Raman puede
ser empleada como método alterno, rapido y confiable
para la determinacion de muestras liquidas con

composicion quimica heterogénea.

Discusion

De acuerdo a los resultados presentados por Galindo
(24), la diversidad microbioldgica del pulque es muy alta.
En esta bebida tradicional mexicana se pueden recuperar
mas de 50 géneros diferentes, dependiendo del tipo de
agave utilizado y el tipo de medios de cultivo empleados
para el aislamiento. De cuerdo con los resultados
obtenidos, en este estudio la fermentacion alcohdlica,
aciday viscosa del aguamiel es realizada por un consorcio
microbiano compuesto por levaduras, bacilos Gram
positivos y cocobacilos Gram negativos, los cuales estan
presentes en todas las etapas del proceso. Encontrando
los recuentos mas bajos en las primeras materias primas
como el aguamiel y la semilla, Figura 2.

Este resultado puede estar asociado con las
caracteristicas iniciales del aguamiel que es liquido fresco
no fermentado rico en aztcares de facil asimilaciéon y
proteinas que mantiene unas poblaciones autoctonas en
espera de unas condiciones ambientales y nutricionales
apropiadas para su propagacion. Con respecto a la
semilla se encontraron recuentos mas bajos

posiblemente por que este producto llevaba alrededor

de 60 dias de fermentacion, tiempo en el cual las
poblaciones han consumido la fuente de carbono y
nitrogeno, determinando que pudieran entrar en fase
estacionaria 0 por el contrario se presentara la muerte
celular por déficit de nutrientes (19).

En la etapa llamada contrapunta en la cual se mezcla
en proporcidn 1:1 el agua miel y semilla, los recuentos de
levaduras y bacterias incrementaron con valores promedio
de 83x10° UFC/mL, para hongos levaduriformes,
61x10* UFC/mL para cocobacilos Gram negativos y
93x10* UFC/mL para bacilos Gram positivos, la
respuesta positiva en las poblaciones pudo estar asociada
a dos posibles causas. La primera, fue la adicion de
sustrato fresco rico en carbohidratos y proteinas a partir
del cual las células pueden obtener carbono y energia
reactivando el metabolismo y por consiguiente se observo
un incremento poblacional. La segunda, hace referencia
al aporte de aminoacidos, vitaminas y cofactores
esenciales dados por la semilla. Es factible que tras 60
dias de fermentacion muchas células se lisaron y dejaron
libre en el pulque estos componentes esenciales que
fueron tomados por las nuevas poblaciones.

Esta combinacién de factores y su efecto sobre las
diferentes poblaciones se comprobo al analizar los
resultados en la muestra identificada como corrida que
corresponden a un pulque de 48 horas de fermentacion.
En esta etapa se observd un incremento significativo
(p<0.05) en todos los grupos con recuentos de 50x108
UFC/mL, 41x10” UFC/mL y 34x10® UFC/mL para
hongos levaduriformes, cocobacilos Gram negativos y
bacilos Gram positivos. La posible explicacion es el
consumo de sustrato, formacién de células y formacion
de producto (etanol). Un resultado interesante fue el
incremento de bacilos Gram positivos; el cual se podria
correlacionar con el aumento en la viscosidad, cambio
fisico tipico en un pulque maduro.

Con respecto a la identificacion bioquimica, los
géneros recuperados con un 98% de probabilidad fueron
Saccharomyces sp, Zymomonas sp 'y Lactobacillus

sp. Estos resultados son similares al estudio realizado
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por Giannoutsou y colaboradores (20), quienes
recuperaron Saccharomyces sp. empleando la misma
bateria de pruebas bioquimicas. Con respecto a
Zymomonas sp los resultados concuerdan con la
clasificacion de género reportada por Matiz en el 2000.
Renouf y colaboradores en el 2006, reportaron que las
bacterias acidolacticas (BAL) se recuperan a partir de
diferentes bebidas fermentadas como cerveza, vino,
cidra, entre otros. Dentro los géneros que identifico por
técnicas moleculares se encuentran Lactobacillus sp,
Pediococcus sp, Oenococcus oeni 'y Lecuconostoc
mesenteroides; los cuales estan asociados con la
produccion de exopolisacaridos compuestos de alto peso
molecular formados por subunidades repetitivas de
homoglucanos y heteroglucanos unidos por diferentes
enlaces glucusidicos que le confiere a ciertas bebidas
fermentadas a base de leche, frutas y vegetales con
propiedades no newtonianas de tipo speudoplastico.

Los tres grupos responsables de la transformacién
bioquimica del agua miel también podrian ser los encargados
de conferir un valor agregado a la bebida, su efecto probidtico.
Los investigadores del Centro de Investigacion en Biotecnologia
Aplicada (CIBA) del Instituto Politécnico Nacional, en Tlaxcala,
demostraron que los microorganismos aislados del pulque tienen
capacidad de inhibir el crecimiento de ciertas bacterias
patogenas como: Escherichia coli, Shigella sp, Salmonella
sp. Dentro de los grupos aislados se reporto la presencia de
los tres géneros recuperados en este estudio.

El aislamiento de microorganismos con efecto
probiotico ha sido reportado en otras bebidas fermentadas;
Todorov y Dicks (22) en el aislaron bacterias acido lacticas
productoras de bacteriocinas a partir de una bebida
tradicional Bulgara denominada Boza, a partir de la cual
Botes y su grupo en el 2007 demostraron que en la misma
bebida se recuperd un consorcio estrechamente
relacionado con la produccion de etanol, caracteristicas
organolépticas y cambos de la viscosidad asociada con
bacterias acido lacticas y levaduras. Por otro lado,
Paramithiotis y colaboradores, reportaron que

Saccharomyces cerevisiae y bacterias acido lacticas son

las responsables de la fermentacion viscosa y alcohdlica
de bebidas fermentadas de origen artesanal (23).

Sin embargo, la principal limitacion para darle un mayor
aprovechamiento a pulque y sus derivados; hace
referencia a la produccion artesanal que se lleva a cabo
en la mayoria de las pulcatas (Sitios de elaboracion del
pulque) de la Reptiblica Mexicana. Esto determina que
algunos de los procesos no estén estandarizados y no
cumplan con las buenas practicas de manufactura que
garanticen la calidad del producto final. Por esta razon se
estd trabajando en la caracterizacion y composicion del
aguamiel para estabilizar y estandarizar la bebida. Lo que
permitira a futuro crear una Norma Oficial Mexicana
(NOM) que documente un protocolo de elaboracion mas
apropiado y de esta forma se aprovecharia mejor las
propiedades nutricionales y probidticas que el pulque tiene.
Por otro lado los microorganismos con efecto probidtico
se pueden aislar y recuperar para desarrollar inoculantes
benéficos que serian reinoculados en otros productos
derivados de la misma industria como mieles, bebidas
acidas, jarabes, jugos de frutas de sabor agradable y alto
valor nutricional (24).

De acuerdo con Escalente, en el pulque se dan tres
tipos de fermentacion, &cida, alcohdlica y viscosa. La
interaccion de las tres determina que se presente un
incremento en los recuentos poblacionales, consumo de
azucares, proteinas, formacidén de etanol y algunos
exopolisacaridos que le dan aspecto viscoso. De acuerdo
a los grupos recuperados, las rutas metabolicas que se
podrian estar llevando a cabo son Embden-Meyerhof y
Entner-Doudoroff. Saccharomyces sp utilizé glucolisis
para la obtencion de carbono y energia. El piruvato como
producto final de la ruta bioquimica se convirtio a etanol
por la accion de la piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa. Lactobacillus sp pudo utilizar la misma
ruta para completar metabolismo energético y
adicionalmente sintetizé exopolisacaridos que podrian ser
B-glucanos y dextranos (23-25). Por el contrario
Zymomonas sp empled la ruta de Entner Doudoroff a

partir de la cual también se obtiene etanol (26).
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Y CONTENIDO ALCOHOLICO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA RAMAN

Finalmente al realizar una comparacién entre la
cuantificacion de etanol por un método tradicional como
la cromatografia de gases y espectroscopia Raman se
obtuvieron valores muy similares, sin embargo, se resalta
las ventajas que podria tener la segunda técnica. A partir
de diferentes muestras de pulque obtenidas de un
proceso artesanal en el estado de Tlaxcala, México, se
recuperd e identificé un consorcio microbiano formado
por Saccharomyces sp, Lactobacillus sp y Zymomonas
sp, el cual es responsable de la fermentacion acida,
alcohdlica y viscosa del pulque. El producto obtenido
tras 48 horas de fermentacidon a temperatura ambiente
se caracterizd por tener 10.35 % (v/v) de etanol, 4.75 g/L
de azucares reductores y 1g/L de proteina. Con
espectroscopia Raman se obtuvieron porcentajes de
etanol muy similares a los obtenidos mediante
cromatografia de gases, resultando ser un método directo
y confiable para la cuantificacion de la concentracion
de etanol en el pulque, en sus diferentes etapas de
fermentacion. Los tres grupos microbianos podrian tener

un efecto probiotico.
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