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RESUMEN

El género Agave se distribuye de manera natural desde el sur de EUA hasta Venezuela y Colombia,
siendo México el principal centro de diversificacion del género. De los 247 taxones registrados
para el género, cerca del 75% estan presentes en México, y el 57% de ellos endémicos. Estas plantas
han sido intensamente utilizadas por diversos grupos humanos desde hace més de 10,000 afios, y
actualmente resultan recursos fundamentales pues satisfacen diferentes necesidades tales como
alimentos, fibra, bebidas, medicinas, cercas vivas y bordos. El pulque es una bebida alcohdlica
elaborada a partir de la fermentacion de la savia dulce de alrededor de 40 taxones de Agave spp.
Hay registros de la elaboracion y consumo de pulque en 20 entidades del pais, exceptuando los
estados del noroeste y la peninsula de Yucatan.

La savia de los agaves al contener aziicares, aminodcidos y minerales, constituye un rico y
favorable medio de cultivo para diversas especies de microorganismos. Estos estan naturalmente
asociados a los agaves y se desplazan a las paredes de la cavidad o son introducidos por el aire, o
a través de utensilios empleados en la extraccion de la savia. La microbiota funcional (bacterias
acido lacticas y levaduras) lleva a cabo la fermentacién consumiendo los azlicares de la savia y
produciendo nuevos compuestos como acido lactico, polimeros y alcohol.

El objetivo de este trabajo fue identificar los efectos conjuntos que las practicas de manejo
y los grupos microbianos tienen sobre las caracteristicas del pulque, asi como comprender como
responden las comunidades de microorganismos a su manejo diferenciado. El estudio se realiz6 en
dos localidades productoras de pulque en Michoacan: Tarimbaro (T) y Santiago Undameo (SU).
Se realizaron entrevistas semi-estructuradas y estudios morfométricos de agaves para la
caracterizacion de los sistemas de manejo y los agaves que los componen, cultivo de colonias de
microorganismos y perfiles de acidos grasos para la caracterizacion de la comunidad microbiana,
asi como una caracterizacion de acidez, densidad, viscosidad, contenido de alcohol y azucar para
las diferentes fases de la bebida.

En ambas localidades se registraron 4 variedades de agave, siendo la més utilizada en SU
A. salmiana, mientras que en T fueron A. salmiana y A. mapisaga. Otras variedades son menos
utilizadas debido a caracteristicas que no favorecen su manejo como mayor presencia de espinas y
menor volumen de savia. Cada productor tiene entre 10 y 15 magueyes en produccion, de los cuales

extraen en promedio 32 L (en T), y 26 L (en SU) de savia al dia.



En ambas comunidades la fermentacion se produce a través de una reinoculacion,
mezclando la savia fresca con un pulque afiejo. La diferencia de manejo entre las comunidades
resulta en que en SU hierven la savia una vez colectada y después mezclan con el pulque afiejo,
mientras que en T no hierven la savia. Las abundancias de unidades formadoras de colonias de
bacterias acido lacticas en la savia fresca fueron 2.9e8 en SU y 3.5e8 en T. Por su parte en la savia
hervida se registraron 7e6, mientras que en pulque resultaron 3.1e8 en SU y 1.9¢8 en T. En el caso
de las levaduras se reportan 3e8 en la savia fresca de SU y 3.4e8 en T, 8e6 en la savia hervida y en
el pulque se registran 2.5e8 en SU y 1.5e8 en T.

Esta informacion muestra un efecto del manejo sobre la comunidad de microorganismos
presentes en la savia, pues se presentd una reduccion en el niimero de colonias, entre la savia
hervida y aquella sin hervir. Se encontr6 una menor diversidad de morfotipos en los pulques de SU
(H'=0.98) que en los de T (H'=1.33). Sin embargo, los resultados derivados de los perfiles de
acidos grasos no muestran una reduccién en la cantidad de microorganismos presentes en las savias
hervidas. La practica del hervor aumenta la cantidad de azucares en la savia y la torna menos acida.
En las caracteristicas fisicas y quimicas que se midieron no se reportan diferencias entre los pulques
elaborados con savia hervida (SU) y los pulques hechos con savia sin hervir (T). No obstante, el
hervor de la savia resulta uno de los componentes de la cultura e identidad de estas comunidades
productoras.

Los sistemas de produccion de agave, los contextos de manejo de la savia y las preferencias
de los manejadores resultan determinantes en los atributos de la bebida tanto microbioldgicos como
fisicos y quimicos. Se propone una documentacion extensiva de los atributos de los pulques y las
comunidades de microorganismos como una estrategia para caracterizar estos valiosos recursos
genéticos de México, asi como una base para entender procesos de manejo y domesticacion de

microorganismos en Mesoamérica, una de las principales regiones de domesticacion en el mundo.



ABSTRACT

The botanical genus Agave is naturally distributed across the American continent, ranging from the
southern USA to Venezuela and Colombia. Mexico is the main center of diversification of this
genus. Out of 247 taxa that are registered for the genus, about 75% occur in Mexico and 57% of
them are endemic. These plants have been intensely used by several human groups for more than
10,000 years, and currently they are fundamental resources because they satisfy different needs
such as food, fiber and beverage. Pulque is an alcoholic beverage prepared from the fermentation
of the sweet sap of approximately 40 taxa of Agave spp. There are records of the production and
consumption of pulque in 20 Mexican states, except for the Northwestern states and those in the
Yucatan peninsula.

The sap of agaves contains water, sugars, amino acids and minerals, and it is a rich and
favorable medium for various species of microorganisms. These microorganisms are naturally
associated with the agave and move to the walls of the cavity, or are introduced by air, or through
utensils used in the extraction of the sap. The functional microbiota (lactic acid bacteria and yeasts)
will carry out the fermentation by consuming sugars in the sap and producing new compounds such
as lactic acid, polymers and alcohol.

This study aims to identify the joint effects that management practices and microbial
diversity have on the characteristics of pulque, as well as to understand how communities of
microorganisms respond to different management schemes. The study was conducted in two
pulque-producing locations in Michoacan: Tarimbaro (T) and Santiago Undameo (SU). Semi-
structured interviews and determination of agave morphometry were carried in order to
characterization of the management practices and agave species involved. Additionally, microbial
communities were cultured and their fatty acid profiles were determined. Finally, characterization
of acidity, density, viscosity, content of alcohol and sugar for the various phases of the pulque
production.

In both locations, 4 varieties of agave were registered, being A. salmiana the most used in
SU, while in T, 4. salmiana and A. mapisaga were prefered. The other varieties are used less due
to characteristics that do not favor their management, such as greater presence of spines and lower
volume of sap. Each producer has between 10 and 15 agaves in production, from which they extract

an average of 32 L (in T), and 26 L (in SU) of sap per day. The fermentation in both communities



takes place through re-inoculation, which means mixing the fresh sap with an old pulque. The
difference of management between the communities results in that in SU, the pulque producers
boil the sap once collected and then they mix it with old pulque, while in T they do not boil the
sap. The abundance of colony forming units of lactic acid bacteria in fresh sap were 2.9¢8 in SU
and 3.5e8 in T, in the boiled sap, 7e6 were recorded, while in pulque they were 3.1e8 in SU and
1.9¢8 in T. Regarding yeasts abundance, 3e8 were reported in the fresh sap of SU and 3.4e8 in T,
8e6 in the boiled sap and in pulque, 2.5e8 in SU and 1.5e8 in T, were recorded.

Results from this study shows an effect of the management on the community of
microorganisms present in the sap, since there was a reduction in the number of colonies, between
the boiled and unboiled sap. In addition, a lower diversity of morphotypes was reported in SU
pulques (H'= 0.98) than in those from T (H'= 1.33). However, the results derived from the fatty
acid profiles do not show a reduction in the number of microorganisms present in the boiled saps.
The practice of boiling increases the amount of sugar in the sap and makes it less acidic. In the
physicochemical characteristics that were measured, no differences were reported between the
pulques made with boiled sap (SU) and the pulques made with unboiled sap (T). However, the
boiling of the sap is one of the components of the culture and identity of these pulque producing
communities,

Agave production systems, sap management contexts and the preferences of producers are
determinant in the microbiological and physicochemical attributes of the beverage. We suggest that
extensive documentation of the attributes of pulque and its microbial communities should be a key
research strategy for characterizing these valuable genetic resources of Mexico, as well as for
understanding management practices and domestication of microorganisms in Mesoamerica, one

of the main regions of domestication of the world.



I) INTRODUCCION

1.1 Los magueyes en México, su manejo y domesticacion

Los magueyes son plantas xerdfitas que constituyen el género Agave. Estas plantas poseen
adaptaciones a condiciones de periodos prolongados de sequia, entre las que destacan su
caracteristica forma de roseta, su tallo grueso y corto, asi como su sistema extendido de raices
superficiales, que les permite incrementar su capacidad de captacion de agua (Gentry, 1982;
Eguiarte y Souza, 2007). Son plantas suculentas, cuyas hojas constituyen verdaderos almacenes de
agua y poseen metabolismo CAM (Crassulacean Acid Metabolism), en el cual el intercambio
gaseoso ocurre durante las noches, minimizando asi la pérdida de agua de los tejidos (Garcia-
Mendoza, 2002; 2011). Ademas, presentan eficaces mecanismos de defensa contra herbivoros,
como por ejemplo la fibrosidad de las hojas con una cuticula resistente, un elevado contenido de
saponinas (metabolitos secundarios toxicos), dientes laterales y una espina terminal prominente
(Colunga-GarciaMarin et al., 2017; Figueredo-Urbina et al., 2018).

Los agaves se distribuyen de manera natural desde el sur de Estados Unidos de América,
pasando por el Caribe, hasta Venezuela y Colombia, siendo México el principal centro de
diversificacion del género. Asi, de los 247 taxones especificos e intraespecificos registrados para
el género, cerca del 75% estan presentes en el territorio nacional y el 69% son endémicos (Garcia-
Mendoza et al., 2019). La gran diversidad de especies de Agave estd presente en diferentes
ecosistemas del pais, son mayormente representativas de los ecosistemas aridos y semiaridos, pero
también se distribuyen en las zonas montafiosas templadas y himedas del Eje Neovolcénico
(Figueredo et al., 2014; Torres et al., 2015; Garcia-Mendoza et al., 2019).

Su abundancia y distribucion han sido aprovechadas por diferentes grupos humanos a lo
largo de la historia. Hallazgos arqueoldgicos en cuevas del Valle de Tehuacan-Cuicatldan muestran
que los agaves fueron parte muy importante de la dieta de los cazadores-recolectores de esa region,
especialmente durante las fases Ajuereado y El Riego, de hace aproximadamente entre 12,000 a
8,000 afios (MacNeish, 1967). Tales registros se refieren a restos masticados y escupidos de
magueyes cocidos, asi como restos de fibras encontrados en coprolitos humanos colectados en
diferentes pisos que representan distintos momentos de ocupacion humana de las cuevas de la
region referida (Callen, 1967; Smith, 1967).

La presencia de estas plantas continu6 con el desarrollo de las sociedades agricolas. Se

cuenta con evidencia sobre el papel preponderante que tuvieron los magueyes en la satisfaccion de



diferentes necesidades humanas: alimento, medicinas, bebidas, confeccion de vestimenta y
construccion. Existen registros arqueologicos y fuentes etnohistoricas sobre estos usos en
documentos prehispanicos y del periodo colonial, tales como la Tira de la Peregrinacion, el Codice
de la Cruz-Badiano, la Matricula de Tributos y el Cédice Florentino (Goncalves de Lima, 1986).

De tal forma que los agaves se mantuvieron como un pilar en el desarrollo de las culturas
mesoamericanas y, con distintos grados de importancia, estas incorporaron diversos usos de los
agaves a su medios de vida y cosmovisiones. Aunado a lo anterior, los grupos culturales
mesoamericanos han detonado una diversificacion del género a partir de procesos de
domesticacion, con base en el reconocimiento de distintas cualidades y productos de las diferentes
especies. De acuerdo con Gentry (1982) “... fue aqui (en Mesoamérica), en donde la gran
diversidad genética de un género rico en usos potenciales cayo en manos de los pueblos que
desarrollaron el principal centro de agricultura de las Américas”.

En la actualidad los magueyes son elementos clave de los sistemas de produccion y manejo
de recursos naturales campesinos, satisfaciendo necesidades y siendo medios de subsistencia para
miles de familias mexicanas (Tabla 1). Ejemplos de ello son los 107 taxa de agaves utilizados
actualmente en México, nombrados de 570 formas distintas por 26 idiomas nativos (Colunga-
GarciaMarin et al., 2017), los 34 usos de Agave inaequidens que registraron en comunidades de
Michoacan Torres et al. (2015), las miles de manos que laboran en la industria tequilera de Jalisco
(Hernandez-Lopez, 2014) y en la elaboracion artesanal e industrial de mezcal en cientos de
comunidades rurales del pais (Colunga-GarciaMarin et al., 2007), asi como los sistemas de
produccion de pulque en el centro de México, en los que los agricultores, tlachiqueros,
distribuidores y jicareros' producen y manejan alrededor de 10,000 L semanales tan solo en la
capital del pais (Alvarez, 2015).

Para analizar el papel de los magueyes en las sociedades pasadas y vigentes es
particularmente 1til el concepto de “manejo”. Este se refiere a las practicas e intervenciones
humanas que buscan transformar, adecuar o mantener elementos, procesos o sistemas de la
naturaleza con un propésito cultural (Casas et al., 2014). El manejo de los magueyes, a lo largo de

miles de afios ha propiciado la domesticacion de algunas especies. La domesticacion es un proceso

! “Tlachiquero” del nahuatl t/ahchiqui: raspar una cosa, son las personas que se dedican a extraer la savia
del maguey (Montemayor et al., 2008). “Jicarero” son las personas que se dedican a atender y servir el
pulque en las pulquerias, viene de jicara, con las cuales comtinmente se servia y bebia la bebida (Alvarez,
2015).



por el cual las poblaciones de plantas, animales, bacterias u hongos, experimentan una serie de
cambios fenotipicos y genotipicos, que suelen ser graduales y continuos, como consecuencia de la
reproduccion diferencial de los individuos favorecidos por los humanos, a través de una seleccion
consciente o inconsciente (Darwin, 1859; Pickersgill, 2007). Al conjunto de caracteristicas, que
diferencia a los organismos domesticados de sus ancestros silvestres de los cuales fueron
domesticados, se le conoce como sindrome de domesticacion (Colunga-GarciaMarin et al., 2017).

Como consecuencia de este proceso, las poblaciones de organismos bajo domesticacion
llegan a divergir con respecto a las poblaciones de sus ancestros silvestres. Comunmente los
atributos seleccionados por los seres humanos confieren a los organismos domesticados una baja
adecuacion en los contextos silvestres, en donde son mas exitosos aquellos organismos también
silvestres que han sido moldeados por la seleccion natural. Tal divergencia es posible apreciarse
en rasgos morfoldgicos, fisioldgicos, reproductivos y genéticos (Casas et al., 2016).

La antigua y continua interaccion entre seres humanos y agaves ha generado en las plantas
la expresion de tal sindrome de domesticacion; teniendo efectos morfologicos, fisiologicos y
genéticos relacionados con las necesidades que los humanos han buscado satisfacer. Para
caracterizar el sindrome de domesticacion de agaves se han propuesto cuatro propositos utilitarios
principales: alimento, fibra, bebidas fermentadas y no fermentadas (pulque y aguamiel,
respectivamente) y bebidas destiladas o mezcales (Colunga-GarciaMarin et al., 2017).

Dentro de las especies cultivadas para el uso de bebidas como aguamiel y pulque, tenemos
que los rasgos favorecidos por la seleccion artificial son principalmente: 1) mayor cantidad y
calidad (mayor contenido de azucares) de la savia, 2) gigantismo de la planta, 3) disminucién en
cantidad y tamafio de los dientes, una caracteristica que facilita su manipulacion; 4) variantes con
concentraciones bajas de saponinas, y 5) variantes con mayor produccion de propagulos (Mora-
Loépez, 2011; Figueredo et al., 2014; Leal-Diaz et al., 2015; Torres et al., 2015; Colunga-
GarciaMarin et al., 2017). Agave salmiana y A. mapisaga son dos de las especies de Agave mas
cultivadas con fines pulqueros y en las cuales estas lineas de seleccion artificial se expresan

notablemente (Figura 1).



Tabla 1. Ejemplos de los principales usos y partes de diferentes especies de magueyes aprovechadas en
Meéxico. Con informacion de Granados (1993); Delgado (2008); Garcia-Herrera et al. (2010); Torres et al.
(2015); Colunga-GarciaMarin ef al. (2017).

Categoria Uso Parte de la planta Ejemplos de spp. utilizadas
Alimenticio  Aguamiel Pifa A. atrovirens, A. salmiana
Atole Aguamiel A. americana, A. salmiana
Pulque Aguamiel A. mapisaga, A. salmiana
Mezcal Pifia y aguamiel A. angustifolia, A. potatorum
Miel Aguamiel A. americana, A. inaequidens
Vinagre Aguamiel A. atrovirens, A. inaequidens
Escamoles (Liometopum Raiz A. atrovirens, A. salmiana
apicalatum, L.occidentale)
Gusanos rojos (Comadia Raiz A. mapisaga, A. salmiana
redtenbacheri)
Gusanos blancos (degiale Penca A. salmiana, A, tequilana
hesperiaris)
Sal de gusano Gusano de raiz o penca A. mapisaga, A. salmiana
Partes comestibles Penca, tallo, escapo floral y A kerchovei, A. peacockii
flor
Mixiote Penca A. mapisaga, A. salmiana
Medicinal Desinflamar golpes o heridas Penca A. marmorata, A.potatorum
Malestares respiratorios Penca A. potatorum
Detener sangrado Penca A. potatorum
Regular la presion Aguamiel A. inaequidens
Gastritis Aguamiel A. inaequidens
Textil Aguja Espina A. atrovirens, A. salmiana
Hilos para telas Fibra de pencas A. lechuguilla, A. striata
Cuerdas para caza y pesca Fibra de pencas A. fourcroydes, A. lechuguilla
Construccion  Vigas Escapo seco A. kerchovei, A. salmiana
Tejas Pencas secas A. atrovirens, A. salmiana
Aditivo para mezcla Pencas maceradas A. atrovirens, A. salmiana
Uso doméstico Jabon Raiz y penca A. lechuguilla
Recipiente para agua Pifa A. mapisaga, A. salmiana
Recipiente para comer o beber  Penca A. atrovirens, A. salmiana
Adorno Penca, semilla y maguey A. potatorum, A. victoriae-
completo reginae
Combustible Pencas secas A. inaequidens, A. salmiana
Agricola Abono Restos secos A. americana, A, atrovirens
Proteccion contra erosion Maguey completo A. mapisaga, A. salmiana
Deslinde de terrenos Maguey completo A. mapisaga, A. salmiana
Ganadero Alimento para ganado Penca, escapo floral y flor 4. avellanidens, A. shawii
Control de parésitos Penca A. inaequidens
Aliviar contusiones Penca A. inaequidens




Figura 1. Ejemplos del sindrome de domesticacion de los Agaves: A) gigantismo, B) reduccion del nimero
y tamafo de dientes laterales, C) abundante produccion de propagulos.

1.2 El pulque

Uno de los principales usos que tienen los magueyes es la elaboracion de bebidas consumidas en
fresco, sin fermentar, o aguamiel?; o bien, bebidas fermentadas como los pulques, y los destilados
de fermentos llamados mezcales. El caso que analizamos en esta investigacion es el del pulque,
bebida fermentada elaborada con la savia de diferentes especies de Agave. Su aprovechamiento y
consumo se extiende por Mesoamérica, siendo éste uno de los rasgos culturales que fueron
reconocidos por Kirchhoff (1943) como caracteristicos de la region, que la hacen distintiva de otras
regiones bioculturales del continente americano, como la regién de Aridoamérica, la Andina y la
Amazonia.

Entre los magueyes de mayor vocaciéon pulquera se encuentran Agave salmiana, A.
mapisaga, A. americana, A. atrovirens, A. inaequidens y A. hookeri, domesticados y cultivados
principalmente en Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Michoacdn, Edo. de México y la Ciudad de México.
No obstante, hay registros de la elaboracion y consumo de pulque en 20 entidades del pais,
exceptuando los estados del noroeste y la peninsula de Yucatan (Fig. 2; Alvarez 2015; Colunga-

GarciaMarin et al., 2017). Se han registrado al menos 41 taxones de Agave entre especies,

2 Nombre comiin que recibe la savia de los magueyes, notese que el nombre de aguamiel denota sus
atributos y valoracion.



subespecies y variedades (sin contabilizar las variedades locales reconocidas por los manejadores)

utilizadas para la produccion de pulque en distintas regiones del territorio nacional (Tabla 2).

Tabla 2. Taxones de Agaves aprovechados como bebida fermentada, pulque. Con base en informacion de
Colunga-GarciaMarin et al., 2007.

Especies, subespecies y variedades de Agaves pulqueros
1 Agave americana ssp. protamericana 22 Agave mapisaga var. mapisaga
2 Agave americana var. americana 23 Agave marmorata
3 Agave americana var. marginata 24 Agave maximiliana
4 Agave americana var. oaxacensis 25 Agave maximiliana var. katharinae
5 Agave angustifolia 26 Agave multifilifera
6 Agave applanata 27 Agave palianthiflora
7 Agave atrovirens 28 Agave parryi
8 Agave atrovirens var. mirabilis 29 Agave peacockii
9 Agave bovicornuta 30 Agave salmina ssp. crassispina
10 Agave cerulata ssp. dentiens 31 Agave salmiana var. angustifolia
11 Agave cupreata 32 Agave salmiana var. ferox
12 Agave desmettiana 33 Agave salmiana var. salmiana
13 Agave fourcroydes 34 Agave scabra ssp. potosiensis
14 Agave hookeri 35 Agave schottii
15 Agave inaequidens 36 Agave shrevei ssp shrevei
16 Agave karwinskii 37 Agave shrevei ssp. magna
17 Agave kerchovei 38 Agave striata
18 Agave lechuguilla 39 Agave vilmoriniana
19 Agave macroacantha 40 Agave wacomahi
20 Agave macroculmis 41 Agave weberi
21 Agave mapisaga var. lisa

Para el aprovechamiento del pulque, los productores dejan que el maguey se desarrolle y
alcance su estado de madurez, aprovechandolo justo al iniciar la floracion (generalmente entre los
8 y 12 afios). En esta etapa los manejadores cortan algunas pencas de la planta con el fin de tener
acceso al meristemo apical, ahi se hace una cavidad con una profundidad de aproximadamente 40
cm en el tallo basal. El orificio resultante es cubierto con trozos de las pencas removidas, y dias o
semanas después (dependiendo de la forma de aprovechamiento y necesidad de cada productor)
comenzard a colectarse la savia, que emana y se acumula en la oquedad (Fournier, 2007; Alvarez,

2015).
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Figura 2. Elaboracién y consumo de pulque en México. De una revision de 70 trabajos (entre articulos y
libros) se gener6 este mapa con un gradiente de color para las entidades con mayor vocacion pulquera. La
frecuencia de mencion de mayor a menor es la siguiente: Hidalgo, Edo. de Méx. (27), Tlaxcala (25), CDMX
(20), Michoacan (16), Puebla (15), Morelos (12), Oaxaca (8), SLP., Querétaro (7), Coahuila, Veracruz (6),
Nvo. Leon, Jalisco (4), Durango, Zacatecas (4), Aguascalientes, Guanajuato (2), Chiapas y Guerrero (1).
Para el resto de las entidades no se hallo registro de la actividad pulquera.

La colecta de aguamiel se lleva a cabo diariamente y comprende un periodo de 3 a 8 meses,
dependiendo de la especie y el tamafio del individuo, y después de este periodo, la planta que ha
sido aprovechada muere. Una vez que se recolectd el aguamiel, se mezcla con un pulque afiejo,
denominado en diferentes regiones “semilla”, “pie” o “asiento”, el cual ha sido seleccionado y
cuidado como el ideal para efectuar el delicado proceso de elaboracion del pulque (Ramirez-
Rodriguez, 2004; Alvarez, 2015). Este pulque aficjo es el resultado de un proceso de fermentacion
en el que confluyen poblaciones de diversas especies de bacterias y levaduras de las que
hablaremos con detalle més adelante. Sus cualidades, junto a las caracteristicas del aguamiel, la

especie de Agave utilizada, y las técnicas de los manejadores para mezclar los componentes,

determinan las particularidades organolépticas de la bebida (Escalante ef al., 2016).

1.3 El manejo y la domesticacion de microorganismos fermentadores

La fermentacion de diversos frutos, tejidos vegetales, semillas y savias con fines alimenticios es
una estrategia de obtencion de alimentos muy antigua, la cual posiblemente involucr6 formas de
manejo de recursos bidticos previo a las practicas agricolas. La fermentacion de diferentes sustratos

permitié aumentar el tiempo de preservacion de los alimentos, asi como incrementar o propiciar la
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digestibilidad de estos recursos (Caplice & Fizgerald, 1999). Restos arqueoldgicos de ceramicas
muestran la presencia de fermentos de arroz en China hacia el 9,000 antes del presente (AP), asi
como la presencia de vino en Iran (8,000 AP) y en Egipto (5,000 AP) ( Ross et al., 2002; Cavalieri
et al., 2003; McGovern et al., 1997, 2004).

En un principio, las fermentaciones de estos sustratos ocurrian de manera “espontanea”,
simplemente aprovechando las cepas de microorganismos que se encontraban en el ambiente.
Posteriormente, de la observacion y la experimentacion se pudieron generar practicas generales, a
partir de las cuales se comenzé la especializacién en los métodos de fermentacion para cada
recurso. Generando condiciones con menos variacion y una concentracion de nutrientes
disponibles para el desarrollo de algunos microorganismos en particular (Cavanagh et al., 2015;
Gibbons & Rinker, 2015).

El manejo de los sustratos para fermentacion y las comunidades de microorganismos resulta
crucial en el desarrollo de las civilizaciones, el manejo (aunque inconsciente) de bacterias,
levaduras, hongos y mohos, permitié aumentar el espectro de recursos aprovechables incorporando
estabilidad, calidad, nutrientes, sabor, aroma y textura a productos emergentes del manejo (Legras
et al., 2007).

Estos procesos fueron y siguen siendo en muchos casos artesanales, y en éstos no logra
identificarse una plena conciencia del rol de los microorganismos por parte de los manejadores
(Caplice & Fizgerald, 1999). Sin embargo, la tradicion y la constante experimentacion han llevado
al establecimiento de técnicas de manejo o “recetas”, a una forma de fermentar particular, de las
condiciones de luz y temperatura del sustrato, de los materiales empleados y de la temporalidad.
Esto ha permitido poseer una amplia gama de alimentos fermentados con cualidades especificas
(Cavalieri et al., 2003; Nie et al., 2014).

Las practicas y saberes asociadas a la elaboracion de estos productos han pasado de
generacion en generacion entre familias y entre comunidades locales, y son conocimientos que se
guardan con mucho recelo, pues representan el sello distintivo de cada productor (Alvarez, 2015).
Esto genera un espectro de calidades, con variaciones entre regiones y dentro de cada region,
asociadas en ultima instancia a cada productor.

En las condiciones naturales estos microorganismos estdn en una intensa competencia, con
heterogeneidad ambiental y una intermitente disponibilidad de recursos. En contraste con los

entornos de fermentacion propiciados por los humanos, éstos representan un medio estable, con
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abundancia de nutrientes y baja competencia. Las préacticas humanas sobre los fermentos han
creado nuevos nichos, generando contextos en los que la seleccion artificial de microorganismos
opera de manera particular (Douglas & Klaenhammer, 2010; Gibbons & Rinker, 2015).

Los procesos de domesticacion de microorganismos comenzaron con el aprovechamiento
e induccién de la fermentacion espontanea de ciertos sustratos; después, el manejo recurrente del
reciclamiento de sustratos y productos, combinando continuamente materiales frescos con los
fermentados, es decir re-inoculaciones de material fresco con otro previo. Estas formas de manejo
incipiente de los fermentos eventualmente permitieron la especializacion de microorganismos a
ciertas condiciones ambientales, comenzando asi la diferenciaciéon de las cepas en contextos
generados por los humanos (Gibbons & Rinker, 2015) (Figura 3).

Las cepas especializadas otorgan al fermento atributos particulares: nutrientes, sabor,
textura, color, aroma, durabilidad. Estas caracteristicas son los atributos que el productor
selecciona, es decir, los productores no seleccionan directamente los microorganismos sino que
seleccionan caracteristicas y realizan practicas que aseguren la presencia de tales caracteristicas.
De tal manera, crean ciertas condiciones para que se desarrollen ciertas cepas que finalmente son

las responsables de esas caracteristicas preferidas (Bokulich et al., 2014; Eldarov et al., 2016).

Tiempo
Reduccién de variacion

Figura 3. Diagrama de reinoculaciones. 1) Se tiene una fermentacion espontanea, 2) se combina el sustrato
previamente fermentado con un sustrato fresco, 3) la continua combinaciéon de material fermentado con
fresco hace que los microorganismos fermentadores se adapten a las condiciones del sustrato, se reduce la
variacion y comienza la diferenciacion de cepas, 4) cepas ya especializadas a ciertas condiciones de
fermentacion son incorporadas a sustratos frescos, 5) se tienen fermentaciones con cepas especializadas.
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Diversos trabajos han documentado como la diversidad y parentela de cepas depende del
sustrato que fermentan, ya sea cebada, trigo, uva o arroz (Legras et al., 2007; Gallone et al., 2016).
Saccharomyces es un género de levaduras que fermenta una amplia gama de sustratos, siendo uno
de los géneros mas utilizados en la actualidad para la elaboracion de alimentos y bebidas, debido a
los beneficios que los humanos obtenemos de su metabolismo. Estas levaduras no producen
sustancias toxicas, y si altos niveles de alcohol y una serie de compuestos responsables de sabor
como esteres y fenoles (Legras et al., 2007).

Otro grupo de microorganismos con un papel crucial en la fermentacion de diversos
alimentos, son las bacterias acido-lacticas (bal). Estas bacterias estdn presentes de manera natural
en diversos sustratos vegetales (como los Agaves) y forman parte de la microbiota funcional del
tracto digestivo de animales, incluyendo el de Homo sapiens (Ross et al., 2002; Lappe et al., 2008).

Este grupo de bacterias se caracteriza por ser hetero-fermentativo, es decir, las bacterias
generan diferentes productos de su metabolismo, didxido de carbono, 4cido lactico, alcohol y exo-
polisacaridos que otorgan caracteristicas deseables y benéficas a productos como leche, yogurt,
quesos, vegetales fermentados como “sauerkraut” (col) o el “tocosh”, elaborado en Peru con
diferentes especies de papa (Solanum spp.), oca (Oxalis tuberosum) o mashua (Tropaeolum
tuberosum), asi como a las bebidas fermentadas denominadas “chichas” elaboradas con maiz y
otras gramineas (principalmente trigo y cebada), y el pulque (Ross et al., 2002; Douglas &
Klaenhammer, 2010; Giles-Gomez et al., 2016; Jiménez et al., 2018).

La diversidad de cepas de microorganismos fermentadores ha sido amplificada en gran
medida a través del manejo que los seres humanos efectiian, la cual se potencia significativamente
debido a la gran diversidad de contextos bioldgicos y culturales, la difusion de técnicas de
fermentacion a diferentes regiones y el caracter altamente dindmico de la cultura. Los fermentos,
entonces, reflejan parte de la historia de la civilizacion, particularmente sobre el como ocurrié la
transferencia y adopcion del aprovechamiento de recursos y la incorporacion a la forma de vida de
los pueblos. El estudio de la evolucion de la microbiota fermentadora en ambientes creados por los
seres humanos, permite identificar los siguientes rasgos como aspectos del sindrome de
domesticacion:

1) Decaimiento del genoma y pérdida de capacidad biosintética. Trabajos con las cepas de

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, aisladas de yogurt francés
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y btllgaro, han mostrado una reduccion y pérdida de funciones de su genoma en entornos ricos en
nutrientes (Bolotin ez al., 2004; van de Guchte et al., 20006).

2) Adaptaciones a nuevas rutas metabolicas. Aspergillus oryzae estd presente en la
fermentacion de diversos alimentos en Japdn, posee un alto niimero de enzimas para el
metabolismo de aminoacidos y azlicares complejos en comparacion con otras cepas de Aspergillus.
Estas enzimas le permiten incrementar el espectro aprovechable de nutrientes y crecer en sustratos
con poca disponibilidad de recursos (Machida et al., 2005).

3) Especializacion a ambientes alimentarios unicos. Lactobacillus bulgaricus posee una
serie de proteasas requeridas para el metabolismo de la caseina, la presencia de estas enzimas le
permiten un rapido crecimiento en ambientes lacteos. Los genes que codifican estas proteasas estan
ausentes en L. delbrueckii, lactobacilo que ha sido seleccionado y ha evolucionado en fermentos
vegetales en vez de lacteos (Germond et al., 2003). Otro ejemplo son los cambios en el pH, algo
tipico de las fermentaciones, las cepas de microorganismos deben estar adaptadas a soportar estas
transiciones. Lactobacillus plantarum es una cepa presente en la fermentacion de sustratos
vegetales, posee una enzima que le permite regular su pH interno para no verse afectado por los
cambios de pH en el sustrato (Kleerebezem et al., 2003).

Estos caracteres asociados a la domesticacion revelan la capacidad que han tenido los
microorganismos para evolucionar, adaptarse y especializarse a los fermentos que los humanos
preparamos como su habitat. De este proceso las sociedades humanas se han dotado de una fuente
de alimentos fermentados, sus beneficios nutricionales, texturas, aromas, sabores, asi como las
practicas y complejos culturales alrededor de éstos, como ritos, celebraciones e identidades
(Cavanagh et al., 2015).

Este manejo de fermentos ha generado que se presente una reduccion de diversidad de
especies y cepas dentro de un sustrato especifico, pero a su vez, ha generado un aumento en la
diversidad de cepas especializadas para cada sustrato y contexto especifico, diferenciando las cepas
entre sustratos fermentados, regiones productoras y productores de la misma region (Legras et al.,
2007).

La historia y el espectro tan amplio del manejo de microorganismos para producir fermentos
permite plantear un gradiente de manejo como se ha propuesto con otros grupos de organismos,

como plantas y animales (Casas et al., 2007; Blancas et al., 2013; Zarazua, 2016). El gradiente de
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manejo de microorganismos fermentadores que se propone a continuacion estara influenciado por
las condiciones en las que se realiza la fermentacion.

En condiciones naturales, es decir donde se fermentan sustratos sin intervencion humana,
la variabilidad a la que estd sometida la fermentacion es determinada por cuestiones ecologicas y
ambientales (microorganismos fermentadores, temperatura, las cantidades del sustrato que se
fermenta, la vitalidad del organismo de donde se obtiene el sustrato, y por ende los compuestos
disponibles para los microorganismos). Bajo estas condiciones, al no existir un control de las
multiples variables en las que se fermenta la heterogeneidad serd mayor, ejemplificando, la
fermentacion de la materia organica en descomposicion.

Al presentarse un manejo de los sustratos y con ello de los microorganismos fermentadores
(aunque sea inconsciente), la tendencia en el proceso esta orientada a una reduccion de la variacion.
La fermentacion espontanea consiste en un manejo incipiente, se colecta un sustrato y al
almacenarlo, este se fermenta gracias a los microorganismos que se encuentran asociados al
sustrato o por los presentes en el ambiente. Aqui inicia el control de las condiciones de
fermentacion para obtener el producto deseado, al colocar el sustrato en un lugar determinado y
dejarlo cierto tiempo a fermentarse hasta considerarlo listo. Es importante recalcar que en este nivel
ya se presenta una intencionalidad por procurar un material y al fermentarlo obtener nuevas
caracteristicas deseables, este seria el caso de alimentos y bebidas que se fermentan sin agregar
otro ingrediente que detone o acelere la fermentacion, el tepache de frutas, vinos y cervezas
elaborados exclusivamente con fermentacion espontanea o alimentos como el tocosh.

En la fermentacién con reinoculacion, se ha preparado un indculo con el cual se propicia y
direcciona la fermentacion hacia las preferencias del manejador. Con lo anterior, las condiciones
de fermentacion se tornan mas especificas, lo cual generard una mayor especializacion en las cepas
que han sido las seleccionadas a través de la obtencion o elaboracion del indculo, como se explica
en la Figura 3. La intencion de la fermentacion con reindculacion es generar un producto cada vez
mas estandarizado, en este nivel de manejo esta el pulque, donde el indculo es el pulque afiejo.

Mientras que la fermentacion controlada es el extremo del manejo, con un control total de
las condiciones de ambientales y los materiales empleados, el sustrato posee caracteristicas
homogéneas y por ende el fermento final resulta un producto totalmente estandarizado. En este
nivel se controlan las cepas que intervienen, siendo estas altamente especializadas. Los sustratos

se someten a procesos (como aumento de temperatura o microfiltros) para eliminar la presencia de
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otros microorganismos, para después incorporar la cepa especifica, este nivel de manejo integra los
procesos industriales que derivan de productos estandarizados como cervezas, vinos y lacteos

comercializados a gran escala (Fig. 4).
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Figura 4. Gradiente de manejo de microorganismos fermentadores. La domesticaciéon de microorganismos
estd en funcion de la variabilidad-estabilidad de las condiciones de fermentacion (temperatura, humedad,
tipo de sustrato, disponibilidad de nutrientes) y de la intensidad de manejo del fermento (determinado por
variables como herramientas, materiales, insumos, cantidades, tiempo, trabajo y conocimiento del
manejador). Las condiciones de variabilidad de la fermentacion, intensidad de manejo y el gradiente de
domesticacion de los microorganismos determinan los tipos de fermentacion: 1) condiciones naturales, 2)
fermentacion espontanea, 3) fermentacion con reinoculaciones y 4) fermentacion controlada. Con
informacion de Gibbons & Rinker (2015).

A su vez este control de la fermentacion esta influenciado por la intensidad del manejo que
recibe. La intensidad de manejo estard determinada por factores como: 1) herramientas: de pocas
herramientas generales a herramientas especializadas; 2) materiales: de materiales generales o
artesanales a materiales industriales; 3) insumos: en las fermentaciones espontdneas no son
necesarios insumos, mientras que en fermentaciones con reinoculacion o controlada es necesaria
el uso de insumos extra, ingredientes como fruta, azlicar, sustrato afiejo o cepa especializadas; 4)
cantidades: el volumen requerido para realizar el fermento, de pocas a cantidades mayores; 5)
tiempo: el cual es requerido para generar el fermento, de pocas horas a dias o meses ; 6) trabajo: el

requerido para generar el fermento, sea necesaria una persona, dos o varias personas y 7)
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conocimiento: si es necesario un conocimiento incipiente o es necesario conocimiento altamente
especializado, obtenido por transmision generacional o instruccion técnica (Fig. 4).

La historia de manejo de los microorganismos fermentadores del pulque pudo haber
comenzado hace mas de dos milenios. El registro mas antiguo que se tiene del aprovechamiento de
la savia de agaves lo constituye un raspador de maguey fabricado con obsidiana (muy similar a los
raspadores que los tlachiqueros utilizan en la actualidad), cuya antigiiedad se remonta a 2,300 afios
AP, encontrado en Huapalcalco, Hidalgo (Goncalves de Lima, 1986; Fournier, 2007). Si bien este
registro no permite hacer inferencias directas sobre las técnicas de fermentacion del aguamiel para
la elaboracion de pulque, si sugiere que la extraccion y el consumo de la savia eran recurrentes. A
la postre, el almacenamiento de este recurso llevo a su fermentacion y asi pudo haberse generado
el primer pulque, siendo las culturas del precldsico mesoamericano las primeras en aprovechar la
savia como bebida (Goncalves de Lima, 1986; Lorenzo-Monterrubio, 2007).

Para tiempos posteriores, ya en el periodo Clasico mesoamericano, hay evidencia de la
extraccion de la savia y su fermentacion para elaborar pulque. Evidencias pictograficas como el
mural de “los bebedores” dentro de la pirdmide de Cholula muestran grandes recipientes
burbujeantes, y se ilustra que los asistentes se sirven y beben pulque (Guilhem, 2012).

También existen evidencias en materiales; como la variada ceramica encontrada en
diferentes zonas de la ciudad prehispanica de Teotihuacan. Ahi se hallaron restos de pulque en una
serie de ollas y vasijas utilizadas para la preparacion y almacenamiento de la bebida (Correa-
Ascencio et al., 2014; Robertson et al., 2017).

Teotihuacéan llego a ser una de las ciudades més habitadas del México prehispanico, con
cerca de 100,000 habitantes (Evans, 1990). Estudios arqueoldgicos de la zona sugieren la
frecuencia e importancia que tenia el consumo de la savia del maguey en los hogares, ademas, de
necesaria intensificacion del manejo de los magueyes para satisfacer la demanda de aguamiel y
pulque en una ciudad de tales dimensiones (Robertson et al., 2017).

Con informacién como la anterior, es posible afirmar que el manejo de aguamiel y pulque
se ha gestado por casi 25 siglos. Como se sefial6 anteriormente, la fermentacion es un proceso que
aprovechan los seres humanos probablemente antes que el desarrollo de la agricultura. Es por lo
tanto probable que la fermentacioén de la savia para elaborar pulque sea una estrategia que se ha
mantenido desde la prehistoria, y tanto en el pasado como en el presente sigue siendo una

importante fuente de alimento y otros beneficios en diferentes regiones del pais.
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Los trabajos realizados con el pulque en materia microbioldgica nos permiten entender el
proceso de fermentacion de la savia y conocer los grupos de microorganismos funcionales
presentes en ésta (Escalante et al., 2016), microorganismos que estdn siendo seleccionados
indirectamente a través de practicas de manejo y estan, quiza, en proceso de domesticacion.

La savia de los agaves al contener agua, azlicares, aminoacidos y minerales, constituye un
rico y favorable medio de cultivo para diversas especies de microorganismos. Estos estdn
naturalmente asociados a los agaves y se desplazan a las paredes de la cavidad o son introducidos
por el aire, o a través de utensilios empleados en la extraccion de la savia (Lappe et al., 2008).

Estando presente la microbiota funcional se llevard a cabo la fermentacion, proceso
conformado por tres aspectos principales: la fermentacion viscosa, la fermentacion acida y la
fermentacion alcohoélica (Garcia-Garibay et al., 2004; Escalante et al., 2016). La fermentacion
viscosa ocurre a través de diferentes especies de bacterias del género Leuconostoc, las cuales
acidifican la savia utilizando sacarosa para producir CO2 y biopolimeros, éstos ultimos son las
moléculas responsables de la viscosidad del pulque (Garcia-Garibay et al., 2004).

Al tener la savia un pH progresivamente mas acido (pH= 6.5-6.0), el desarrollo de las
bacterias del género Leuconostoc disminuye y se incrementan las poblaciones de Lactobacillus
spp., los cuales llevan a cabo la fermentacion de acido lactico a partir de azucares. Estas bacterias
son ampliamente conocidas y relevantes en la elaboracion de alimentos y bebidas, debido a su
capacidad de generar compuestos aromaticos y potenciadores de sabor (Ross ef al., 2002). Ademas,
las poblaciones de tales microorganismos compiten e inhiben el crecimiento de otros microbios
patogenos a través de acidos organicos y de bacteriocina, compuestos que previenen potenciales
enfermedades por consumir la bebida (Cleveland et al., 2001; Douglas & Klaenhammer, 2010).

La fermentacion alcoholica del pulque, bajo las condiciones previamente descritas, se lleva
a cabo debido al favorecimiento del desarrollo de Zymomonas mobilis subsp. mobilis y de
Saccharomyces spp., las cuales utilizan los azlicares para generar etanol, asi como compuestos
nutritivos (vitaminas y aminodcidos) y compuestos volatiles que influyen en el sabor y el perfil
aromatico del pulque (Lappe et al., 2008; Escalante et al., 2016).

Con la informacién anterior, es posible proponer que la fermentacién de la savia para
elaborar pulque se encuentra influenciada por los siguientes factores:

1) La procuracion de la preservacion del recurso con el fin de prolongar su disponibilidad,

ampliando el periodo en que puede consumirse la bebida.
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2) La obtencion de nutrientes o beneficios emergentes, ya que con la fermentacion de la
savia se producen compuestos, nutrientes o atributos antes ausentes, como el acido lactico o los
efectos nutricionales de los microorganismos probidticos.

3) La generacion de un perfil organoléptico, el cual es posible mediante la fermentacion
pues se generan nuevos sabores, olores y texturas. Estos atributos son valorados y seleccionados
por los productores y consumidores de acuerdo a sus gustos y preferencias.

4) El desarrollo de expresiones culturales; es decir, los productos fermentados forman parte
tanto de la cotidianidad, el esparcimiento e identidad de ciertos grupos (por ejemplo, el consumo
de pulque en las pulquerias de la Ciudad de México), como de aspectos rituales y la celebracion de
fechas o acontecimientos importantes (por ejemplo, el consumo de pulque en ceremonias religiosas

o como parte de la celebracion de fiestas en comunidades rurales).
II. ANTECEDENTES

El pulque en Michoacan

Si bien la elaboraciéon y consumo de pulque es uno de los rasgos de identidad mesoamericana, el
grueso de los estudios técnico-cientificos, asi como el imaginario colectivo se han enfocado
especificamente en la region central del pais (estados de México, Morelos, Hidalgo, Puebla y
Tlaxcala), considerandola erroneamente como la zona exclusiva del manejo pulquero. Son menos
estudiados y reconocidos sistemas pulqueros en otros estados como Jalisco, Coahuila,
Aguascalientes, Veracruz, Oaxaca o Michoacédn, en donde existen registros de su producciéon y
consumo (ver Fig. 2).

La idea predominante sobre la distribucion de los sistemas de produccion y consumo de
pulque se debe en gran medida a la gran cantidad de estudios y evidencias arqueoldgicas que se
tienen de las culturas prehispdnicas en la region central del pais. Los vestigios materiales que se
tienen de las culturas teotihuacanas, toltecas o mexicas (asi como las contemporaneas a éstas, que
estuvieron sometidas e influenciadas politica y culturalmente), nos permiten entender el papel de
los agaves y del pulque en la vida de estos pueblos (Goncalvez de Lima, 1956; Corcuera de
Mancera, 2013). Estas evidencias incluyen vasijas con restos de pulque, diversas piezas como
vasos, platos y estatuillas asociadas a la bebida, puntas de maguey para ceremonias rituales,
pinturas murales representando el consumo de pulque y documentos pictograficos prehispanicos y
coloniales, como el Codice Borgia y el Codice Mendoza, por mencionar algunos de los numerosos

ejemplos (Figura 5).
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Figura 5. A) Cientos de espinas terminales de maguey encontradas en una ofrenda del Templo Mayor
(CDMX); estas espinas se utilizaban en autosacrificios asociados a ceremonias de fertilidad. B) Mayahuel,
diosa del maguey, en Codice Borgia, manuscrito prehispanico proveniente de la region Puebla-Tlaxcala
(Recuperado de www.famsi.org/spanish/research/loubat/Borgia). C) Mural de los Bebedores dentro de la
piramide de Cholula, Pue., representa una ceremonia en la que se sirve y bebe pulque (Soto-Mani, 2018).
D) Vaso para pulque en forma de maguey, notese que la representacion de las hojas del maguey estan
cortadas en la punta, por ello se infiere que es un maguey en produccion de pulque, cultura Acolhua, Tlax.
(Santana, 2018).

Asimismo, la idea referida anteriormente se debe a que la industria pulquera se desarrolld
vigorosamente durante el siglo XIX y principios del XX, esta industria fue una de las més prosperas
de esa época y contaba con la explotacion de extensas magueyeras en los Llanos de Apan (region
entre los estados de Hidalgo y Tlaxcala) (Ramirez-Rodriguez, 2017). La elaboracion del pulque se
centraba en grandes tinacales situados en las haciendas, para después distribuir el producto a través
del sistema de ferrocarriles a asentamientos chicos y medianos, asi como a grandes ciudades como
las de Ciudad de México, Toluca o Puebla (Ramirez-Rancafio, 2012). Este auge pulquero se
corroboraba con las dos mil pulquerias en la capital del pais y un consumo diario per capita entre
sus residentes de 0.9 / (Barbosa, 2004). Sin embargo, después de la Revolucion Mexicana, el
reparto agrario, el intento de modernizacion del pais y el ingreso de otras industrias de bebidas
alcoholicas, principalmente la cerveza, mermo la industria hasta su casi desaparicion y precaria
situacion actual. Por ello, las haciendas hoy convertidas en museos u hoteles, las fotografias del

Archivo Casasola de los “libadores” de pulque, las grandes extensiones de tierra antes magueyeras
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ahora con cebada, o las memorias de aquellos que vivieron y trabajaron en las concurridas
pulquerias y aduanas de pulque, son evidencia de la época dorada del pulque en el centro del pais.

Sin embargo, el aprovechamiento de la savia los agaves y el consumo de pulque son
practicas recurrentes en otras culturas y regiones mesoamericanas, como lo son las culturas del
occidente de México. En la lengua purépecha existen los términos acamba para el maguey y urapi
para el pulque (Cortés-Maximo, 1999), y junto a estos elementos lingiiisticos que hacen referencia
a la importancia cultural de los agaves y del pulque en la region, existen también evidencias
pictograficas, por ejemplo en La Relacion de Michoacan, escrita por fray Jeronimo de Alcalé en el
afio de 1540. Este documento tenia la intencion de describir la vida e historia de los pueblos
purépechas de occidente. La primera parte del documento es una descripcién de los usos,
costumbres, celebraciones y religiosidad de los antiguos purépechas; sin embargo, esta seccion se
extravié o fue deliberadamente destruida por considerar al contenido un compendio de “herejias”
(Miranda, 1980). De esta seccion quedan unos parrafos que hacen mencion a la embriaguez dentro

de la ritualidad:

“El siguiente dia después de la fiesta, llegabasé todas las mujeres del pueblo cerca
del fuego que estaba alli y tostaban maiz y hacian cacalote y lo comian alli todas,

’

emborrachandose...’

Si bien el texto no hace explicito qué bebida consumian para alcanzar la embriaguez se
puede inferir que era el urapi o vino de maguey como se le hace llamar en la segunda parte de la
relacion. La segunda y la tercera parte, las cuales se encuentran integras, hablan de la historia y
genealogia de los antiguos purépechas hasta su encuentro con los espafioles, entre los pasajes de
la narrativa, se encuentran situaciones en las cuales al recibir a un invitado se le ofrecia de comer

y beber vino de maguey:

“—Serior, tu hermano Quardcuri me envia a ti. Y dijome: —Ve a mi hermano Naca, y dile
que recibi mucha vergiienza en dalle tan poco de comer. Preguntale en qué dia y de aqui a
qué tanto volverd, porque le espere con comida a la vuelta, y haré pan de bledos y vino de
maguey, para que beba a la vuelta, porque hace calor y tienen sed los caminantes. Esto le

dirds por saber el dia en que ha de venir.”

También se leen otros pasajes donde se vuelve a presentar la embriaguez, en esta ocasion

si, explicitamente provocada por vino que se hace de los magueyes:
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“Y dijoles Curatame: —Qué haremos, hermanos, ;no habrda un poco de vino que
bebiésemos en regocijo? Y dijeron ellos: —Por qué no, serior, si hay; aqui tenemos vino
que se ha hecho en las mismas cepas de maguey. Y diéronle a beber. Y dabale a beber

Tangadxoan. Diole cuatro tazas, y después otras cuatro, y emborrachose.”

Figura 6. Lamina XXXII de “La Relacion de Michoacan”, muestra en medio de la escena bélica un personaje
extrayendo aguamiel de un maguey (resaltado con ovalo rojo). Recuperado de Alcala, 2016.

Ademas de estos pasajes escritos, se cuenta con informacion grafica. Como se menciono,
la Relacion de Michoacan es un documento pictografico; es decir, al texto lo acompafia una serie
de laminas con informacién relevante que complementa las relatorias recopiladas por Alcala. En
dos de las 44 laminas podemos extraer informacion valiosa acerca de la extraccion y consumo de
pulque en el pueblo purépecha. En la seccion en la que se narra “coOmo destruian o combatian los
pueblos”, la lamina XXXII representa tres escenas, la organizacion militar, la procesion de los
guerreros y la invasion a un pueblo. En la batalla, se muestran arqueros, el incendio de una choza,
el aporreamiento de un sujeto, otros se encuentran refugiados, y ahi en medio de la batalla, como
ajeno a su alrededor, un hombre extrae aguamiel de un maguey con un acocote de Lagenaria
siceraria (Fig. 6).

La ldmina XLIV acompaia el texto que narra el encuentro entre una de las adelantadas
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espafiolas y el Cazonzi®. Asociado al texto, tenemos la representacion de los espafioles a caballo
arribando al asentamiento purépecha, destacando la cabafia de los principales, acompafian unas
colinas, canoas recorriendo un rio, diferentes tipos de plantas, entre estos tres magueyes, asi como
varias personas de pueblos originarios de Michoacan. Entre algunas matas se oculta una pareja, se
ve una mujer cargando un nifio, otro personaje lleva en brazos un perro, otro un guajolote, ocho
individuos cargando a sus espaldas diversos objetos y finalmente en la parte inferior derecha, una
mujer sentada delante de un maguey, tiene una falda a cuadros y sosteniendo una olla se prepara
para colectar aguamiel (Fig. 7).

Los ejemplos pictograficos que hemos mencionado son recursos descriptivos y discursivos
en este tipo de documentos, al intercalar componentes de los cuales se esta escribiendo usando
escenas cotidianas, aparentemente ajenas al cuadro principal. No obstante, estos detalles permiten
ademas reconstruir el entorno natural, la configuracion social y otros componentes culturales de la
época (Alberua, 2012).

Después de la conquista espafiola, durante la época colonial y en el México independiente
se sigui6 produciendo y consumiendo pulque. En los archivos histéricos de la ciudad de Morelia
encontramos diversas relatorias sobre los sistemas pulqueros del siglo XIX. Los indigenas
dedicaban parte de su tiempo y trabajo a la extraccion de aguamiel para la elaboracion del pulque
pues era ‘‘fuente integrante del ingreso de algunas familias”. Estas familias “tenian grandes los
sitios de sus casas, solares debidamente cercados con mas menos plantas de maguelles de que
subsisten los mas” (AHMM, 1826-1893).

El pulque se producia tanto en la demarcacion de Morelia como en las poblaciones aledafias
para después transportarlo a la capital para su comercializacion: “Los productores lo llevan a
Morelia donde venden en el tejado de la plazuela de San Agustin” (AHMM, 1841). Para finales
del siglo XIX, los registros de los boletines agricolas indican que el estado de Michoacan producia
cerca de 40 mil litros al dia (Segura, 1901).

Los huecos de informacion acerca de la produccion de pulque en la region son grandes, por
lo que resulta complicado describir la tendencia temporal de la produccion. No obstante, los
vendedores de pulque en los Mercados Municipales de Morelia, el Mercado Independencia, y el
Mercado de San Juan, cuentan como la venta de pulque ha decaido al punto que en la actualidad

venden entre 150 y 200 L a la semana (Dofia Teresa y Don Rigo, comunicacion personal, 2018).

3 El Cazonzi era el titulo del gobernante maximo del imperio purépecha a la llegada de los europeos.
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Figura 7. Lamina XLIV de “La Relacion de Michoacan”, en la parte inferior derecha se ilustra a una mujer
con una olla en sus manos, por estar hincada frente al maguey, se infiere que esta por colectar la savia
(resaltado con ovalo rojo). Recuperado de Alcala, 2016.

El desplome en la produccion y consumo de pulque en Morelia es un espejo de la situacion
de la bebida en otros estados y ciudades de México. Donde antes abundaban los magueyes,
tinacales, expendios, y pulquerias, hoy estos espacios se han transformado. Las parcelas han sido
urbanizadas o sus cultivos se han sustituido, no se ha dado un recambio generacional en los
productores, por lo que las practicas y los conocimientos estan en riesgo inminente de desaparecer;
ademas, la demanda del producto ha perdido popularidad frente a otras bebidas y su consumo ha

sido injustamente desprestigiado (Alvarez, 2015).
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III) JUSTIFICACION

El manejo de magueyes, la preparacion y consumo de pulque han sido muy importantes entre las
culturas mexicanas, llegando a ser en el siglo XX una de las actividades productivas mas prosperas
del pais. Sin embargo, a finales del mismo siglo su éxito y popularidad se desplomaron debido a
un entramado de factores politicos, econdmicos y ecoldgicos, que han llevado a los sistemas de
manejo pulquero de todo el pais casi a su desaparicion. Entre tales factores se cuentan: (1) la
desarticulacion de las grandes plantaciones magueyeras, (2) la paulatina debacle de los sistemas
agricolas tradicionales agroforestales, (3) los embates sanitarios a la produccion y comercializacion
del pulque, (4) el desprestigio cultural de esta bebida mesoamericana, en sustitucion por bebidas
alcohdlicas de “mayor prestigio”, principalmente la cerveza; determinando asi la caida de un
importante elemento de identidad, de milenaria tradiciéon e importancia econémica productiva
(Narro-Robles et al., 1992; Altieri & Nicholls, 2000; Barbosa, 2004; Alvarez, 2015).

Las tendencias en la produccion y consumo apuntan hacia una eventual extincion de los
sistemas de manejo y produccion de magueyes pulqueros y la elaboracion de pulque (Fig. 8) pero
también a la extincion de una costumbre, de una actividad econdémica y de un importante reservorio
de recursos genéticos tanto de especies y variedades locales de magueyes como de comunidades

microbianas fermentadoras de pulque (Alvarez, 2015).
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Figura 8. Superficie (en hectareas) cultivada con maguey pulquero en México reportadas en los censos
agricolas (SAGARPA 1930-2017).

La intencidn de este trabajo es identificar los efectos conjuntos que las practicas de manejo

y la diversidad microbiana tienen sobre las caracteristicas del pulque, asi como comprender como
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responden las comunidades de microorganismos al manejo diferenciado. Para ello se realizd un
estudio de caso en dos localidades productoras de pulque en Michoacan: Tarimbaro y Santiago
Undameo. Estudios como el presente aspiran a comprender como opera el sistema a nivel agricola
y a nivel microbioldgico, brindando herramientas para identificar y propiciar los aspectos clave
para asegurar la buena calidad del producto y el fomento de su consumo entre la poblacion rural y
sobre todo la creciente poblacion urbana. Estas son condiciones necesarias para la revitalizacion
de la actividad productiva, proyectar su desarrollo, asi como el mantenimiento de usos, costumbres
y recursos genéticos. Ademas, la caracterizacion de indicadores de calidad del pulque y su relacion
con practicas de manejo y composicion microbiana pueden aportar al campo de estudio de los
fermentos en topicos como su diversidad, unicidad de condiciones y calidades, asi como entre
especies de Agave, sitios y formas de elaboracion.

Asi mismo, se aspira a mostrar que no existe un solo tipo de pulque ni una sola forma
estandarizada de aprovechamiento pulquero, sino una alta variedad de éstos. Cada forma con
caracteristicas propias que hacen que su producto final, el pulque, sea algo tnico regional, temporal
y culturalmente. Con lo anterior, el presente estudio aspira a contribuir a la urgente necesidad por
revalorar, mantener y aprovechar de manera sustentable estos sistemas, con los recursos, practicas

y saberes tradicionales que conllevan.

IV) HIPOTESIS

El presente estudio se basa en el supuesto de que las practicas de manejo moldean la estructura
comunitaria de la microbiota del pulque, lo cual determinara las caracteristicas fisicas y quimicas
y la calidad de la bebida. Por lo tanto, esperamos que las comunidades microbianas y las
caracteristicas del pulque seran diferentes en cada sitio; y a mayor diferencia en las practicas de

manejo mayor diferencia habra en las comunidades microbianas y en las caracteristicas del pulque.

V) OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Analizar los efectos conjuntos del manejo y la microbiota sobre las caracteristicas de calidad del
pulque en dos comunidades productoras de esta bebida en Michoacan.
5.2 Objetivos particulares
» Caracterizar las practicas de manejo en cada sistema de manejo pulquero.
* Identificar y comparar las comunidades microbianas fermentadoras.

» Evaluar caracteristicas fisicas y quimicas del pulque en cada sitio de estudio.
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VI) MARCO CONCEPTUAL

Para abordar este sistema de manejo pulquero se elaboré un marco de analisis que incorpora sus
diferentes componentes (Fig. 9). Se parte de definir el concepto de manejo como el conjunto de
practicas e intervenciones humanas que buscan transformar, adecuar o mantener elementos,
procesos o sistemas de la naturaleza con un proposito cultural (Casas et al., 2014). En el caso de
este estudio, el manejo se refiere a las practicas que realizan los productores con la intencion de
extraer la savia y elaborar el pulque, considerando aspectos como la especie y variedad de maguey
que se aprovecha. Como se ha expuesto anteriormente, son alrededor de 40 los taxa los utilizados
con propositos pulqueros, y en la zona de estudio se han identificado principalmente tres: A.
americana, A. mapisaga y A. salmiana. También se aborda lo relacionado con la propagacion,
incluyendo las practicas utilizadas en la reproduccion vegetativa de los individuos. Esta técnica es
la principalmente utilizada por los manejadores de magueyes pulqueros, ya que pueden obtener
gran niamero de individuos en un tiempo relativamente corto, y porque la reproduccion sexual es
limitada pues se ve interrumpida por el corte del escapo floral.

El corte se refiere al momento en que los manejadores deciden cortar el meristemo apical
de la planta, debido a que consideran que ya ha llegado a su madurez y asi iniciar la extraccion de
la savia. La extraccién contempla el “raspado” de la oquedad de la planta, asi como la extraccion
del aguamiel. Finalmente se contempla la elaboracion, la cual incluye las practicas requeridas para
el proceso de fermentacion, con las cuales se transformard el aguamiel en pulque. Estos
componentes del manejo poseen una temporalidad especifica, que aunada al tipo de herramientas
y técnicas para desarrollarlas, reflejan el amplio espectro de manejo pulquero.

Por su parte, el recuadro de la microbiota funcional contempla las tres fases principales de
la fermentacion: la fermentacion 4acida, la cual genera 4cidos lacticos y se lleva a cabo
principalmente por bacterias del género Lactobacillus; la fermentacion viscosa, mayormente por
organismos del género Leuconostoc, los cuales son responsables de generar los polisacaridos que
otorgan la consistencia a la bebida y, por ultimo, la fermentacion alcohodlica, en la cual se
transforman los azlcares del aguamiel en etanol, y en la que intervienen levaduras como
Sacharomyces spp.

Finalmente, el analisis del manejo se centra en la bebida. Para elaborar el pulque es
necesario tener savia de aguamiel fresca, la cual se mezcla con la semilla (pulque afiejo). Se decidio

trabajar con 5 caracteristicas fisicas y quimicas de la bebida que son: 1) Los grados Brix, que
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representan el porcentaje de azicar disuelta en el liquido, 2) El pH, como un indicador de la acidez
de la bebida y del metabolismo de los microorganismos, 3) El acido lactico, como el resultado del
metabolismo especifico de bacterias acido lacticas, 4) La viscosidad, como resultado del
metabolismo de bacterias generadoras de polisacaridos y 5) El porcentaje de alcohol, cantidad de
azucares que fueron transformados en etanol.

El manejo tanto del maguey como del pulque esta dirigido a obtener ciertas caracteristicas
en la bebida. El conjunto de practicas se lleva a cabo con base en aprendizajes empiricos, y en ello
también influyen los gustos, las creencias, las costumbres y las iniciativas de experimentar
innovaciones. Sin embargo, estas practicas estan determinando qué microorganismos fermentan la
bebida, inhibiendo o favoreciendo a algunos otros, y esto tiene una repercusion medular en las

caracteristicas de cada pulque.
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Figura 9. Marco conceptual del sistema: manejo, microbiota y bebida.
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VII) METODOLOGIA

7.1 Sitio de estudio

Para esta investigacion se trabajo con dos sistemas de manejo pulquero (Fig. 10). El primero en la
localidad de Tarimbaro (T), la cual cuenta con 6,049 habitantes y es cabecera municipal del
municipio de Tarimbaro (SEDESOL, 2013). Se ubica al norte de la ciudad de Morelia, siendo la
localidad parte de la Zona Metropolitana de Morelia (ZMM). A pesar de que la region aun cuenta
con una importante produccién agricola (maiz, jitomate y hortalizas), esta ha disminuido
gradualmente en la localidad debido a la expansion urbana de la ZMM, el aumento en las
actividades terciarias y la oferta de servicios, por ello los espacios para la agricultura, incluyendo
el cultivo de maguey para la elaboracion de pulque son cada vez mas reducidos. Tiene una
temperatura media anual de 22°C y un periodo de lluvias que va de mayo a octubre con 600-800

mm anuales (SUMA, 2009).

Tarimbaro

Santiago Undameo

Figura 10. Mapa de las localidades de estudio: Tarimbaro al norte de la Ciudad de Morelia y Santiago
Undameo al suroeste de la ciudad. Dentro de cada localidad se ubican las dos unidades productoras donde
se midieron los agaves.
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El segundo sitio es la localidad de Santiago Undameo (SU), ubicada dentro del municipio
de Morelia al suroeste de la ciudad. Cuenta con 1,455 habitantes, las actividades dentro de esta
localidad son agropecuarias, campos de cultivo y pastizales para la ganaderia son las coberturas
predominantes, siendo el cultivo del maguey para la elaboracion de pulque una de las actividades
productivas de la localidad (SEDESOL, 2013). Posee un clima templado con una temperatura
media anual de 17°C y 800-1000 mm de lluvia en los meses de mayo a octubre (SUMA, 2009).

7.2 Obtencion y analisis de informacion

Entrevistas semi-estructuradas

Se realizaron recorridos en las localidades, ubicando los puntos de cultivo de maguey y venta de

pulque. En estos espacios, se contactd al productor, se le expuso el proyecto e invitd a participar.
Se cont6 con 12 productores (5 en SU y 7 en T), a los cuales se les realizaron entrevistas

semi-estructuradas, con la intencion de esquematizar informacion sobre las practicas

implementadas en el sistema manejado (Anexo 1). Esta herramienta metodoldgica permite generar

informacion con base en un guion de preguntas con los temas a tratar, pero con la flexibilidad de

que los entrevistados pueden exponer libremente sus interpretaciones de la realidad. Ademas,

permite incursionar en aspectos que surgen de la conversacion y que no estaban considerados a

priori (Alburquerque et al., 2014).

Morfometria de agaves

Para caracterizar las variedades de agave utilizadas, se midieron caracteristicas morfométricas de
72 magueyes, distribuidos en 4 cuatro unidades productivas, dos en SU y dos en T. Para la seleccion
de los individuos se realizaron caminatas en las parcelas eligiendo los magueyes de acuerdo a un
estado de desarrollo avanzado, es decir magueyes que entre 1 y 2 afios ya podrian ser aprovechados
para la extraccion de aguamiel. Las caracteristicas que se midieron fueron: 1) Altura de la planta,
Altura del tallo, 3) Didmetro de la planta, 4) Largo de la hoja, 5) Ancho medio de la hoja, 6) Largo
de la espina terminal, 7) Ancho espina terminal en la base, 8) Numero total de dientes, 9) Numero

de dientes en 10 cm, 10) Longitud de dientes, 11) Ancho de dientes y 12) Distancia entre dientes.

Cultivo de unidades formadoras de colonias (UFC) de las fases de la bebida
Para la caracterizacion de la estructura de la comunidad microbiana se colectaron muestras de la
bebida de diferentes productores (tres de los entrevistados en cada sitio, que contaran con la

disposicion de brindar las muestras) durante la temporada enero-abril del 2017 y del 2018. En SU
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se colectaron las fases aguamiel (muestra obtenida de un agave en produccion), hervido (muestra
del aguamiel que los productores hierven), pulque (muestra del pulque que se vende) y semilla
(muestra del pulque afiejo que inocula el aguamiel). Mientras que en T se tuvieron las fases
aguamiel, pulque y semilla, ya que en esta ultima localidad no hierven el aguamiel. Se tuvo asi un
total de 42 muestras (21 por afio), 24 (12 por afio) de SU y 18 (9 por afio) de T.

A cada una de las muestras se le realizaron diluciones decimales seriadas hasta 106, las
cuales fueron sembradas (0.1 ml) en tres medios de cultivos distintos, uno general y dos selectivos:

e Tripteina Soya Agar. Como medio general, ya que favorece el desarrollo de una gran variedad
de microorganismos.

e Sabouraud Dextrose Agar. Este medio esta disefiado para el cultivo de hongos y levaduras, ya
que con un pH de 5.6 permite el crecimiento de este grupo, ademas posee un efecto inhibidor
de bacterias ya que contiene antibidticos.

e M.R.S. Agar. Este es un medio selectivo disefiado para el crecimiento de bacterias acido
lacticas, el cual contiene compuestos que inhiben el crecimiento de otros grupos microbianos,
por ejemplo el citrato de amonio contenido en este medio impide el desarrollo de bacterias
Gram-negativas.

Cada muestra se sembrd en los tres medios con tres réplicas (9 cajas Petri por muestra). Los
cultivos fueron incubados por 72 horas a una temperatura de 26°C, para después realizar una
caracterizacion y conteo de morfotipos en cada una de ellas.

Cada morfotipo fue caracterizado a través de los atributos forma, borde, elevacion,
superficie, color y reflejo de luz. A cada morfotipo identificado se le asign6 una clave conformada
por la letra en el medio en el que crecido, M (MRS), S (Sabouraud) o T (Tripteina Soya Agar) y un

namero.

Andlisis de perfiles de dcidos grasos

Las 21 muestras colectadas por ano se almacenaron a -25°C y una vez completo el muestreo se
realizo la extraccion de acidos grasos totales (fatty acids, FA). Una vez realizada la extraccion se
realizo su lectura mediante cromatografia de gases. Para ver el protocolo completo de extraccion
consultar el Anexo 2. Esto se hizo en cada afio, 2017 y 2018, teniendo un total de 42 muestras. El
andlisis de FA proporciona una descripcion cuantitativa de la comunidad microbiana en una
muestra, generando un perfil con la presencia y abundancia de los distintos FA extraidos, los cuales

corresponden en cantidad y estructura a un grupo de microorganismos en particular, funcionando
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como una especie de “huella dactilar” (Willers et al., 2015).

Los FA 14:00, 16:00, 18:00 son marcadores generales de la presencia de microorganismos
(Ruess & Chamberlain, 2010). Por su parte los FA ramificados como 12:0 iso, 17:1 iso i, 17:0 iso
30H, 17:1 iso w5c y 17:0 anteiso son marcadores utilizados para la deteccion de las bacterias
Gram-positivas, entre las cuales estan las bacterias acido lacticas (Macnaughton et al., 1997; Zelles,
1999).

Para las bacterias Gram-negativas los FA que las caracterizan son el 17:0 cyclo y el 19:0
cyclo w8c, ademas del 16:1 w5c, este marcador generalmente estd asociado a hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en muestras de suelo, mientras que, cuando se trata de medios liquidos es
probable que el 16:1 w5c corresponda a bacterias Gram-negativas (Zelles, 1999, Ruess &
Chamberlain, 2010; Willers et al., 2015).

Los FA 18:1 w7c¢c 1l-methyl, 19:0 10-methyl son indicadores de la presencia de
actinobacterias, bacterias Gram-positivas que juegan un rol relevante en la descomposicion de
materia orgénica y que incorporan nutrientes al medio donde se encuentran (Zelles, 1999).

Los FA 16:1 w7c y 18:1 w7c son marcadores generales microbianos que se han reportado
como indicadores del estado de estrés en el cual se encuentra la comunidad de microorganismos
(Kaur et al., 2005; Willers et al., 2015). Se ha reportado que perturbaciones como cambios en el
pH, aumentos en la temperatura o falta de nutrientes generan que las bacterias produzcan estos
acidos grasos para sobrevivir ante las condiciones de estrés (Merilé et al., 2002; Baath & Anderson,
2003; Kaur et al., 2005). Por lo tanto, este par de FA se utilizaron para determinar el nivel de estrés
al que estan sometidos los microoganismos en las diferentes fases de la bebida.

Por su parte, el 18:1 w9c es un marcador que se ha reportado en hongos saprotrofos del
suelo y en levaduras, incluyendo cepas de Saccharomyces cerevisae (Macnaughton et al., 1997;
Pathan et al., 2010; Besada-Lombana et al., 2017), una de las levaduras que estan involucradas en
la fermentacion del pulque, por lo que se consider6 a este FA como un indicador de levaduras.

Mientras que los FA 18:2 w6,9¢ y 18:3 w6c (6,9,12) también son indicadores de hongos,
en su mayoria saprotrofos (Ruess & Chamberlain, 2010; Ferrari & Wall, 2017), aunque éste FA
también esta presente en células de plantas, por lo que es probable que esté influenciado por las

células vegetales provenientes de la savia del agave (Willers et al., 2015).
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Evaluacion de caracteristicas fisicas y quimicas del pulque
A las 42 muestras que se colectaron se les midieron las siguientes caracteristicas:

e Grados Brix (°Bx). Es una escala para determinar la cantidad de azucares disueltos en un
liquido. Se calcularon mediante un refractometro manual (Vee Gee, ABT-32).

e pH. Se determind con de un potenciometro (Denver Instrument, model 215).

e Acido lactico. Se tituld la muestra (a la cual se afiadié fenolftaleina al 2%) con una solucion
basica de hidroxido de sodio 0.1 N, hasta que adquiri6 un color rosa palido permanente.
Después se leyd en la bureta la cantidad de hidroxido de sodio usado para neutralizar la
sustancia, y con este dato se calcul6 la acidez total de la muestra en gramos de &cido lactico.
Véase Anexo 3 para consultar el protocolo completo.

¢ Densidad. Calculo mediante un picnémetro de 50 ml.

e Viscosidad. Se determind la viscosidad con un viscosimetro de Ostwald. Se colocd la sustancia
en el viscosimetro, hasta llenar el compartimento inferior; enseguida, el liquido se asciende
por el capilar menor, hasta que sobrepasa la marca superior. Entonces se dejo caer el liquido y
se tomo el tiempo en que recorria el tramo entre las marcas superior e inferior. Para obtener la
viscosidad del liquido estudiado, se uso la siguiente ecuacion: n;. d;tnz2 / dat2. Donde n; y n2
son las viscosidades del liquido estudiado y el liquido de referencia (agua), #; y t, los tiempos
que tardan en fluir y d; y d> las densidades (véase Anexo 3).

e Porcentaje de alcohol. Para ello fue necesario montar un kit de destilacion (Anexo 3), en el
cual se colocaron 200 ml de la muestra hasta evaporarla en su totalidad, recuperando el
destilado a través de un refrigerante (75-85% del volumen inicial), para después, sumergir en
el destilado un alcoholimetro graduado del 1-20 en escala Gay-Lussac y asi conocer el

porcentaje de alcohol en la bebida.

Analisis estadisticos

El analisis de los datos y la elaboracion de las figuras fueron realizados a través del software R (v.
3.5.0) y Microsoft Excel.

* ANOVA y prueba de Tukey

Se realizaron pruebas de analisis de varianza (ANOVA) acompafiadas de la prueba de Tukey para
evaluar a través de comparaciones pareadas la significancia de las diferencias entre tratamientos.

* Analisis de componentes principales (ACP)
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Se realizaron andlisis de componentes principales para generar patrones de ordenacion a partir de
las distintas variables evaluadas. El primero para la morfometria de los magueyes, utilizando las
variables previamente mencionadas. El segundo para la caracterizacion de los productores de
pulque, donde las variables que se consideraron fueron:
e Numero de magueyes en produccion, es decir a los cuales se les estaba extrayendo savia en el
momento en que se realizd la entrevista.
e Numero de variedades de maguey utilizadas para elaborar pulque.
e Adquisiciéon de maguey en el mercado, si no lo compra se codificod como 1, si lo compra se
codifico con el numero 2.
e Edad de la planta para que se encontrara lista para capar, registrada en anos.
e Tiempo en meses que un maguey produce savia para su colecta.
e Numero de raspados-colectas de savia al dia.
e Litros de aguamiel que un maguey produce al dia en promedio.
e Litros de pulque producidos en temporada de secas (octubre-mayo).
e Litros de pulque producidos en temporada de lluvias (junio-septiembre).
e Si aplicaban calor, el hervido de su aguamiel, antes de mezclar con su “semilla”, se codifico
como 1 si no hierve, mientras que si se hierve se codificé con el numero 2.
e Horas que tarda el aguamiel en fermentar para que esté listo el pulque.
e Actividades a las que se dedican, considerando a la produccion de pulque y aguamiel.

El tercer ACP representa la variacion dada por las caracteristicas fisicas y quimicas de la
bebida. Un cuarto y quinto se realizaron para representar la variacion presente en los marcadores
de acidos grasos en los afios de muestreo (2017 y 2018).

* Dendograma

Se elabor6 un dendograma para determinar las similitudes de las variedades de agave utilizadas, el
método de agrupamiento fue el método “complete” (la distancia maxima entre componentes).

* NbClust y Bootstrap

Se realizaron estas pruebas a los conglomerados de las variedades de agave para evaluar el nimero
optimo de conglomerados, asi como la cohesion de los mismos; esto, a través del indice de Jaccard

(0 representa nula cohesion, 1 alta cohesion).
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VIII. RESULTADOS

8.1 El manejo del maguey y el pulque

En las comunidades donde se realiz este trabajo, Santiago Undameo (SU) y Tarimbaro (T), el
manejo de maguey pulquero representa una estrategia de subsistencia para las familias campesinas.
Es un medio por el cual obtienen diferentes recursos: 1) alimenticios (al consumir el aguamiel y el
pulque), 2) economicos (vendiendo el producto), 3) medicinales (se colocan pencas de maguey
cocidas sobre heridas), 4) como forraje para el ganado (pencas cortadas en trozos pequenios), asi
como otros beneficios asociados a la disposicion espacial de las plantas, como son 5) el bordeo de
las parcelas para retener la humedad en la tierra y evitar la erosion, y 6) la delimitacion/proteccion
de terrenos y caminos a través de cercos vivos.

El sistema campesino en que se inserta el maguey para la elaboracion de pulque tiene una
racionalidad multipropdsito, y aunque se pondra énfasis en la colecta de aguamiel para elaboracion
de pulque, es pertinente destacar esta caracteristica.

Todas las familias que se entrevistaron echan mano del maguey pulquero y de otras
estrategias para satisfacer sus necesidades (Tabla 3). La mayoria son familias de agricultores que
cultivan principalmente maiz, frijol, haba y forrajes para ganado; también son ganaderos,
practicando la crianza de vacas y borregos, mientras que algunos han incursionado en atender un

local comercial como tiendas de abarrotes, peluquerias, entre otros.

Tabla 3. Productores entrevistados y actividades a las que se dedican. SU= Santiago Undameo, T=
Tarimbaro.

Nombre Localidad | Numero de actividades reportadas
1 Antonia SU 4 | Agricultura, Ganaderia, Abarrotes, Pulque
2 Fernando SU 4 | Agricultura, Ganaderia, Mercado, Pulque
3 Jesus SU 3 | Agricultura, Ganaderia, Pulque
4 Pedro SU 3 | Agricultura, Ganaderia, Pulque
5 Rosa SU 4 | Agricultura, Ganaderia, Comida, Pulque
6 Beatriz T 3 | Agricultura, Peluqueria, Pulque
7 Cata T 4 | Agricultura, Peluqueria, Internet, Pulque
8 Isidro T 2 | Abarrotes, Pulque
9 Maria Luisa | T 3 | Agricultura, Comida, Pulque
10 | Rigoberto T 2 | Agricultura, Pulque
11 | Simén T 2 | Agricultura, Pulque
12 | Teresa T 3 | Agricultura, Mercado, Pulque
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Por ejemplo, Don Fernando ademas de cuidar sus magueyes y producir pulque, siembra
maiz, frijol, haba y pastura para sus vacas, tiene borregos, gallinas, guajolotes y sale en su
camioneta a diferentes mercados y tianguis de Morelia a vender muebles. “Asi andamos de aqui
para alld, uno le tiene que hacer de a todo” comenta mientras despacha pulque a unos jévenes en
el tianguis. Don Isidro o Dofia Antonia han optado por tener un local de abarrotes en su domicilio,
donde ademads tienen mesas y bancos para los que lleguen por pulque. También esta el caso de
Dofia Cata, quien se dedica a preparar y vender su pulque mientras sus nueras atienden una
peluqueria y un negocio de internet. Otra de las actividades es la venta de comida preparada, Dofia
Rosa deleita a los comensales con arroz y mole con pollo. Mientras que Maria Luisa vende botanas
y antojitos fuera de su hogar.

El sistema de maguey pulquero en ambos sitios se encuentra dentro de la matriz agricola.
Los magueyes se encuentran: A) Delimitando parcelas, es decir alrededor de la milpa. B) Formando
pequefias pero densas magueyeras, en espacios donde el terreno no es apto para el cultivo de maiz.

C) Bordeando caminos que se han abierto para que transiten autos o los senderos que utilizan las

personas. Siendo mas frecuente el caso A (Fig. 11).

Figura 11. A) Magueyes delimitando una parcela, izquierda sin cultivo, derecha con maiz. B) Magueyera.
C) Magueyes al borde de la carretera.
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Las razones por las cuales las personas siembran magueyes en sus parcelas son porque 1)
contribuyen a delimitar parcelas, 2) retienen humedad en el suelo y 3) evitan que personas o
animales entren y dafien el terreno y el cultivo.

Todos los productores se dedican a la agricultura (excepto Don Isidro, quien por su
avanzada edad y por no tener alguien que le ayude ya no practica esta actividad) y, por lo tanto,
tienen magueyes propios. Ademas hay productores (5) que compran magueyes a sus vecinos. El
precio de un maguey maduro, es decir listo para producir pulque, va de los $350 si es chico (cercano
a los 2 m de altura), $500 si es grande (entre 2.5 y 3 m) y $700 si llega a superar los 3 m de altura.

Los productores identifican y manejan diferentes variedades de maguey pulquero, las cuales
categorizan a partir de su morfologia y las caracteristicas de su savia.

Las variedades de maguey utilizadas para pulque en SU son:

o “Verde” (n=17). Es la variedad més utilizada por la cantidad y calidad de su savia, produce
en promedio 3 L al dia durante 4 meses y es muy valorada por su alta dulzura. Este maguey
tiene una altura de 209.18 + 4.12 cm (promedio =+ error estandar), es frondoso, con pencas
anchas de 26.5 £ 0.4 cm y una longitud de 153.21 + 3.66 cm, mayormente acanaladas hacia la
punta. Sus hojas tienen en promedio 38.94 + 3.39 dientes laterales y una espina terminal
prominente (7.30 £+ 0.24 cm). Su coloracion es de un verde intenso (Fig. 12-A).

e “Negro” (n=18). Es una variedad que es reconocida con los mismos atributos que “Verde”,
solo que posee una coloracion verde mas obscura. Un solo productor la identifico, el resto de
los productores no hizo la distincion entre “Verde” y “Negro”, los datos de morfometria
tampoco muestran diferencias entre estas variedades (Fig. 12-B).

o “Tarimbaro” (n=2). Esta variedad es poco utilizada en SU pues, de acuerdo con los
productores, su savia no es tan dulce como la del “Verde”, por lo cual su abundancia es
reducida. Sin embargo, las personas entrevistadas comentaron que produce aguamiel en mayor
cantidad, 4 L al dia en promedio. Esta variedad es la mas grande, tienen una altura promedio
de 269 £ 11 cm, sus hojas son mas delgadas y largas (24 + 0 cm de ancho y 203 + 19 cm de
largo) que las de las otras variedades, por lo que pierden rigidez y es comun verlas “vencidas”
o dobladas. Esta variedad cuenta con 65.50 £+ 1.5 dientes laterales, pero son muy pequefios,
parecieran desaparecer, la espina terminal es de 3.88 + 0.12 cm de largo. Recibe el nombre de
“Tarimbaro” ya que segln los pobladores del lugar este maguey lo trajeron de esa localidad

(Fig. 12-C).
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“Cenizo” (n=2). Esta variedad casi no se encuentra en la zona, solo un productor la tenia y en
una proporcidn infima (se registraron solamente dos individuos). Es poco utilizada ya que la
savia es insipida y el pulque que se prepara con ésta no es tan apreciado. Esta variedad tiene
una tonalidad glauca, de ahi su nombre de “Cenizo”. Tiene una altura promedio de 167 + 13
cm, las hojas estan erectas y mas pequefias que las de las otras variedades (21.5 + 0.5 cm de
ancho, 125.50 = 9.5 cm de largo), posee 36.5 = 3.5 dientes laterales, los cuales poseen una
notoria forma de gancho, su espina terminal es de 3.34 + 0.34 cm (Fig. 12-D).

Las variedades de maguey pulquero utilizadas en T son:
“Verde”. Esta variedad posee las mismas caracteristicas que la variedad “Verde” de SU. Este
maguey también aqui es muy valorado por considerarse el maguey pulquero por excelencia,
por lo que se encuentra con bastante frecuencia en las parcelas (Fig. 12-A).
“Listoncillo” (n=27). Posee caracteristicas similares a la variedad “Tarimbaro” descrita para
SU. Aqui le nombran “listoncillo”, precisamente por lo largo, delgado y caido de sus hojas,
que asemejan un liston. En T la gente también afirma que su savia es menos dulce que la de la
variedad “Verde”, produciendo en promedio 4 L al dia durante 4 y hasta 5 meses las plantas
mas grandes. Esta variedad es frecuentemente utilizada en T, y es tan abundante como la
variedad “Verde”, es comln encontrar manchones exclusivos de esta variedad (Fig. 12-C).
“Blanco” (n=2). Es una variedad glauca, con pencas ligeramente acanaladas y erectas. Mide
238 + 12 cm de altura; el ancho y largo de las hojas miden 29.5 + 0.5 cm y 168.5 £ 2.50 cm
respectivamente, tiene 37 + 1 dientes laterales y en forma de gancho, la espina terminal es de
4.13 £ 0.62 cm de largo. Es menos utilizada que las dos anteriores ya que el aguamiel no es
tan “rica”, pues para los productores es menos dulce (Fig. 12-E).
“Carrizalenio” (n=4). Es un maguey glauco, de pencas casi planas y erectas, tiene un peculiar
ensanchamiento en la parte media de la hoja. Tiene una altura de 218 + 10.17 cm, sin ser
frondoso, sus hojas miden 27.75 £ 2.29 cm de ancho por 167.75 + 6.28 cm de largo. Se
caracterizan por ser altamente fibrosos, de ahi su nombre, “estdn muy duros, son como
carrizos” (Dona Cata, comunicacion personal, 2018). Tiene los dientes laterales (35.75 + 1.80)
en forma de gancho, su espina terminal mide 3.26 + 0.11 cm. Los productores entrevistados
afirman que su savia es muy dulce al inicio de la produccion, pero pasando el mes y medio o
dos meses la savia se vuelve insipida “se hace como agua” (Dofia Cata, com. pers., 2018). Es

la variedad que se encuentra en menor proporcion en T (Fig. 12-F).

39



F

Figura 12. Variedades de maguey utilizadas para elaboracion de pulque en SU y T. A) Verde, B) Negro, C)
Tarimbaro / Listoncillo, D) Cenizo, E) Blanco y F) Carrizalerio.
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Es importante mencionar que las variedades “Verde/Negro” y “Tarimbaro/Listoncillo”
son las mas utilizadas y estan presentes en ambas localidades, mientras que las otras variedades
son utilizadas en menor medida y no se comparten entre localidades. Ademas, las variedades mas
utilizadas son las variedades de mayor talla y con savia mas dulce, aspectos que se consideran
rasgos de los sindromes de domesticacion en el género. En contraparte, las variedades menos
utilizadas corresponden a la que otorgan menor calidad de su savia y cuyas condiciones
morfologicas dificultan su manejo; por ejemplo, sus dientes laterales son mas pronunciados, tienen
forma de gancho o la condicion fibrosa de la hoja.

La clasificacion campesina de los magueyes se analizo mediante morfometria. Mediante un
ACP se identifico que el primer componente explica el 49% de la variacion, mientras que el
segundo explica el 16%. En el primer componente las variables relevantes del sentido positivo son
el total de dientes (DTOT), largo de hoja (LH) y altura de la planta (AL), mientras que en el sentido
negativo figuran el ancho de diente (AD) y largo de espina (AE). En el segundo componente, la
ordenacion la determina mayormente la altura del tallo (ALTA) en direccion positiva y la distancia

entre dientes (DED) en la negativa (Fig. 13).

ALTA

Comp.1 Comp.2
AL 0.336 0.143

ALTA 0.599
o DIAM ©.243 0.252
LH 0.370
N AH  -0.275 0.127
g 5 LE -0.319 0.310
S AE  -0.315 0.328
DTOT ©.377
a D1®@ ©.231 0.222
I LD -0.219 0.195
Carrizaleio
) AD -0.342 -0.176
Cenizo —
T o DED -0.222 -0.468
¢ Listoncilo -
DED 4 Negro
© Tarimbaro
Verde
| | | | I T
6 4 2 0 2 4 6

Comp.1
Figura 13. Analisis de componentes principales (ACP), se puede observar la conformacion de 3 grupos. Las
variedades “Tarimbaro” y “Listoncillo” forman el grupo rojo. Las variedades “Verde”, “Negro” y

“Blanco” el grupo verde. “Carrizalerio” y “Cenizo” el azul. Acompaiian el grafico el valor de los vectores
(variables) del ACP.
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El patrén de ordenacion generado muestra tres grupos bien definidos (Fig. 13). El primero
(en el circulo rojo) en el sector de la derecha lo conforman los individuos “Tarimbaro” y
“Listoncillo”. El segundo grupo (en el circulo verde) se ubica cargado hacia el cuadrante superior
izquierdo lo forman las variedades “Verde”, “Negro” y “Blanco”. Mientras que las variedades
“Carrizaleiio” y “Cenizo” se ubican en la parte inferior (circulo de color azul).

Podemos observar que las caracteristicas de altura (AL), didmetro promedio (DPROM) y
largo de la hoja (LH) determinan en gran medida al grupo del circulo rojo, y precisamente se debe
a que son individuos de las variedades mas grandes.

El grupo del circulo verde se caracteriza por incluir plantas de menor talla, aunque las hojas
son mas cortas son mas anchas que las del grupo del circulo rojo, ademas los dientes laterales son
mas grandes y tienen considerablemente una espina terminal de mayor tamano.

Finalmente, el grupo menos cohesionado, el del circulo azul, que estd conformado por los
individuos de las variedades “Carrizalerio” y “Cenizo”. Este grupo se conforma principalmente
por las caracteristicas de su dientes mas grandes y mas espaciados unos de otros que los de las otras
variedades, ademas son los magueyes de menor talla.

Para corroborar la significancia de los conglomerados, se realizo el anélisis “NbClust” el
cual indic6 que tres es el numero 6ptimo de grupos. Ademas, el andlisis de “Bootstrap” arrojé un
coeficiente de Jaccard de 0.77 para el grupo rojo, 0.66 para el verde y 0.16 para el azul, lo que
confirma que el grupo mas cohesionado y homogéneo es el rojo, seguido del verde, teniendo el
azul un coeficiente de cohesion muy bajo. Esto Gltimo puede deberse, en parte, al bajo nimero de
datos, y en parte también a que lo constituyen, muy probablemente, variedades de taxa diferentes.

Para determinar la similitud de las variedades se realizé un dendograma (Fig. 14). Con este
analisis podemos apreciar la consistencia de los grupos identificados a través del ACP. El grupo
del circulo rojo, conformado por las variedades “Tarimbaro”y “Listoncillo”, que con base en los
analisis realizados y la revision de las descripciones taxonomicas (Gentry, 1982) podemos afirmar
que se trata de Agave mapisaga var. mapisaga, ésta es la especie que incluye los individuos mas
grandes del género, que se caracterizan por su hojas alargadas y generalmente dobladas, ademas
de pequenos dientes laterales que van de los 2 a los 5 mm de largo (Gentry, 1982). Por otra parte,
el grupo del circulo verde, conformado por las variedades “Verde”y “Negro” incluye individuos
de Agave salmiana var. salmiana. Aunque las variedades son identificadas como diferentes debido

a su coloracion, la morfometria de las plantas es similar, A. salmiana var. salmiana se caracteriza
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ademads de su gran tamafio, la peculiar forma de sus hojas: convexas en la base, concavas hacia
arriba con el &pice curvado en forma sigmoidea (Gentry, 1982).

Con respecto al resto de las variedades de maguey pulquero utilizadas en la zona de estudio,
su identidad no es tan clara. De acuerdo a las claves taxonoémicas de Gentry (1982), Agave
americana se caracteriza por tener hojas lanceoladas, estrechadas hacia la base, redondeadas hacia
abajo, a partir de los 2/3 superiores de la hoja, ésta tiende a aplanarse, son firmes, gruesas, rectas y
ascendentes. Posee dientes laterales en notable forma de gancho y espina terminal de 3 a 6 cm de

largo, ademas de sus tonos glaucos y grises.

Variedades de maguey pulquero
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Figura 14. Dendrograma (a partir de la distancia maxima entre componentes) de las variedades de maguey
utilizadas para elaborar pulque, en rojo las variedades “Listoncillo”y “Tarimbaro”, en azul las variedades
“Carrizalefio” y “Cenizo”, en verde las variedades “Negro”, “Verde” y “Blanco”. Coeficiente de
correlacion cofenética= 0.77.

Con los rasgos enlistados y los analisis realizados se propone que tanto las variedades
“Carrizalefio” como “Cenizo” corresponden a Agave americana. La variedad “Blanco” se agrupa
con las variedades “Verde”y “Negro”, y son por lo tanto del grupo 4. salmiana. No obstante, las
fotografias y descripciones levantadas en las parcelas de los individuos observados de esta
variedad, su condicidn glauca, lo erecto de sus pencas, asi como una rugosidad distinta e impropia
de A. salmiana hace dudar de esta identidad, pero solo fue posible medir dos individuos de la
variedad “Blanco”. Los individuos de maguey “Blanco” se identificaron asi por su coloracion, sin

embargo su morfometria los asemeja a la variedad “Verde”.
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Con todos los elementos anteriores, la identidad de las variedades “Blanco”, “Carrizalerio”
y “Cenizo” no esta del todo definida. Las caracteristicas medidas no describen en su totalidad a
los individuos ni a la especie, pues no se registraron datos morfométricos de las estructuras
reproductivas, como el escapo, las flores y los frutos. Lo que si resulta claro es que en los sistemas
estudiados las variedades mas importantes por su presencia y aprovechamiento son las de Agave
salmiana var. salmiana, las predilectas por sus condiciones de la savia; seguidas por las de 4.
mapisaga var. mapisaga, que aunque de calidad menor, es apreciada por el alto volumen de savia
producido; mientras que con menor frecuencia los productores recurren a otras variedades, las
cuales se asemejan a A. americana. La baja preferencia se debe a su menor talla, su condicion mas
agreste y la baja calidad de su savia, en comparacion con las otras variedades.

El proceso de propagacion y corte de maguey, asi como la colecta de savia es muy similar
entre las dos comunidades. Para aprovechar estas variedades, los productores propagan los
magueyes mediante trasplante de los propagulos denominados hijuelos. Estos hijuelos crecen
alrededor de la planta madre y cuando “ya se vem macizos” (cuando estan robustos y los
manejadores juzgan que tienen el vigor adecuado, generalmente cuando tienen una altura de
aproximadamente 30 cm) se trasplantan a otro sitio donde puedan crecer, generalmente se siembran
en hileras en espacios como los que ya se han descrito (Fig. 15-A).

Ningun productor colecta las semillas de maguey para germinar y es poco comun que dejen
florecer a los magueyes, “...solo alguno que otro que se olvide o se quede por ahi en una barranca
o de gente que pues ya no le interesa sacar pulque” (Don Pedro, com. pers., 2017). Estos son los
individuos que se quedan rezagados y cuyos quiotes se pueden observar a la distancia.

Los productores afirman que un maguey esta listo para producir pulque cuando tiene una
edad de 8 afios (comentan los productores de T) o 10 afios (de acuerdo con la gente de SU). Esto
se puede distinguir por indicadores como el adelgazamiento de la parte central de la planta “e/
cogollo se vuelve delgadito”, las pencas mas alejadas del tallo se expanden mientras que las
cercanas al tallo se cierran hacia este, de tal manera que los productores lo describen como si “e/
maguey se empezara a esponjar’’. Otros productores lo identifican a partir del nimero y tamafio
de las hojas “tu puedes ver cuando ya estd bueno porque tiene unas hojotas bien grandotas, esta
bien deshojado y ahi le cuentas las hojas, si son 40 ya esta bueno” (Don Isidro, com. pers., 2016).

Cuando un maguey alcanza el estado descrito se “capa”, es decir se corta el tallo central,

generando una oquedad en la cual mana y se acumula la savia. Primero los productores sacrifican
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un par de hojas para poder acceder al centro de la planta, después se cortan los bordes de las pencas
aledafias, para evitar rasgufios con los dientes laterales (Fig. 15-B).

Seguido de esto se corta el tallo desde la union con las primeras hojas, después se excava
para formar el “cajete”, que es la oquedad donde se acumulard la savia (Fig. 15-C, D, E). Cuando
esta listo el cajete, se tapa con los restos de las pencas cortadas y piedras, en los dias siguientes los
productores irdn raspando esta oquedad con una herramienta llamada raspador, que consiste en una
cuchara de metal afilado, con la que remueven el tejido que se forma a manera de cicatriz. Producir
esta lesion en la planta permite que la savia emane de los poros descubiertos (Fig. 15-F, G, H, I).

La savia es colectada con una taza de plastico y se coloca en un botellon o cubeta que lleva
consigo el productor. Después de cada colecta es necesario volver a raspar el cajete para colectar
aguamiel en la proxima visita al maguey y asi sucesivamente. En los primeros dias de esta actividad
la savia es escasa, “nomas da un vasito”, y no suele consumirse porque aseguran que €s amarga;
pero pasando unos 3 dias la savia aumenta su volumen y calidad, llegando un maguey a producir
entre 2.5-4 litros al dia, durante 3 meses en promedio y hasta por 4-5 meses los individuos mas
grandes. La produccion continuia hasta que el maguey se seca, esto es, cuando todas las pencas
pierden su rigidez, se marchitan y la savia deja de manar (Fig. 16).

Algunos productores realizan el raspado y la colecta del aguamiel una vez al dia, otros en
dos ocasiones, todos aseguran que en dias calurosos es mejor extraerla dos veces al dia ya que el
calor acelera el proceso de fermentacion de la savia y se puede poner agria, mientras que en dias
frios no tienen este inconveniente. Sin embargo, se aprecid que los productores que colectan una
vez al dia lo hacen por las mafianas, de 5 a 7 am, y no tienen tiempo de hacerlo en la tarde porque
tienen otras actividades o tienen que atender su negocio. Mientras que las personas que colectan
por la manana y por la tarde (5-6 pm) es porque cuentan con una mayor disponibilidad de tiempo
0 porque sus magueyes estdn a una distancia mas cercana de sus viviendas. Por ejemplo, en
Tarimbaro Don Rigo colecta su aguamiel en la mafiana, llega a su casa, prepara su pulque y lo lleva
a vender a Morelia, regresa en la tarde y ya “no le da tiempo de irse a dar otra vuelta a sus
magueyes”. Mientras que Dofia Rosa en Santiago Undameo, raspa sus magueyes por las mafianas
y por las tardes los magueyes que estan en las parcelas aledafias a su casa, y asegura que ‘“siempre

se da un tiempo para cuidar sus plantas”.
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Figura 15. A) Fila de magueyes pequefios con un afio de trasplante. B) Inicia el capado de maguey maduro,
cortando espinas laterales. C) Corte del tallo central. D) Tallo cortado. E) Oquedad excavada en el centro
del maguey, donde se acumulara la savia. F) Oquedad cubierta con pencas. G) Oquedad descubierta con
savia acumulada. H) Colecta de savia. I) Raspado de maguey para que continiie manando la savia.
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Figura 16. Maguey “Verde” (A. salmiana var. salmiana) al inicio de la produccion de aguamiel (dic-16).
El mismo individuo al final de la produccion (may-17).

Los productores aseguran que la mejor €poca para el pulque, es la temporada de secas (de
octubre a abril), ya que cuando llueve (mayo a septiembre) el agua entra en los magueyes y eso
disminuye la calidad de la savia pues rebaja el sabor. Para evitar esto los productores amarran sobre
los magueyes un plastico para que a manera de toldo el maguey se proteja de la lluvia y evite que

entre agua en el cajete (Fig. 17).
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Figura 17. Maguey “Listoncillo” (A. mapisaga var. mapisaga) cubierto con un plastico para evitar que la
lluvia entre a la oquedad donde se acumula la savia.

La extraccion de savia en la época de lluvias continfia y aunque la demanda de pulque
disminuye, pues segun la percepcion de los clientes “el pulque no sale bueno, sale aguado” (Don

Martin, com. pers., 2016), los productores siguen raspando algunos magueyes: “No sacamos tanto
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porque no seguimos quebrando maguey, pero los que quedan siguen dando ni modo que le digamos
no esperate, ahorita no des” (Don Fernando, com. pers., 2017).

Cada productor tiene entre 10 y 15 magueyes en produccion, de los cuales extraen en
promedio 32 L (en T), y 26 L (en SU) al dia durante la época de secas. Mientras que en la época
de lluvias las condiciones cambian en SU, donde los productores solamente extraen la savia de los
magueyes que comenzaron a producir aguamiel en la época de secas y que continuan produciéndola
en la temporada de lluvias. Este volumen en SU llega a ser muy reducido, de 10-15 L al dia, hasta
que los magueyes dejan de producir y se suspende la actividad durante los meses lluviosos,
reanudandola al final de la temporada de lluvias. Por su parte, en T el volumen producido no se
reduce tanto, si bien todos los productores entrevistados aseguraron que se extrae menos aguamiel
y se vende menos pulque, ninguno suspende la actividad durante esta época, durante la cual la
produccion se reduce a cerca de 10 L por dia.

Una vez colectada la savia, se transporta a las casas de los productores donde en algin
espacio destinado a la elaboracion de pulque comienza su preparacion. En esta fase se presenta la
mayor divergencia en técnicas de manejo entre las comunidades estudiadas.

La elaboracion del pulque en T ocurre en espacios frescos, donde no entra el sol, pues
resulta conveniente no tener altas temperaturas para conservar la bebida. Son cuartos dentro de la
casa, semejantes a una cocina, donde se encuentran unos tambos de plastico, generalmente de 20L.
En estos tambos se encuentra el “pie del pulque”. Este “pie”” es un volumen de pulque menor a un
litro y consiste en el sedimento derivado del pulque preparado el dia anterior, los productores
afirman que el “pie” sirve para “que el aguamiel trabaje rapido, fermente, saca una espuma
blanca y hasta se oye como trabaja, el pie hace que quede sabroso el pulque” (Dofia Beatriz, com.
pers., 2016). Enel “pie” se encuentra la comunidad de microorganismos fermentadores, adecuados
para transformar las azlcares de la savia en 4cido lactico, dioxido de carbono, alcohol y demas
derivados de la fermentacion.

Los productores procuran tener este “pie de pulque”, pues como comentan es lo que les
permite preparar su pulque. Para generar su “pie” los productores colectan un volumen de
aguamiel (3L) y lo dejan reposar en un recipiente tapado con una manta, con lo cual la savia tendra
una fermentacion “espontanea’” producida por los microorganismos asociados al aguamiel. Se deja
fermentar el liquido de 48 a 72 horas. Después se revolvera ésta aguamiel fermentada

“espontaneamente” con aguamiel fresca en una proporcion de 1:2 (por 3 L de aguamiel fermentado,
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se agregan 6 L de aguamiel fresco) y ahi generan una primer tanda de pulque; después de vender o
consumir este pulque primigenio, en el recipiente va a quedar un sedimento blanquecino, el cual
llega a percibirse ligeramente arenoso, este es el “pie de pulque”, con el cual al dia siguiente al
agregar aguamiel fresco, se producird pulque.

Al momento de agregar el aguamiel fresco al “pie”, es necesario verterlo con una malla,
con el fin de evitar que pasen restos del tejido raspado o insectos. Una vez agregado el aguamiel
fresco, la mezcla resultante comienza a fermentar y a producirse una efervescencia que deriva en
una espuma blanca a la boca de los recipientes, a esto le llaman “que el pulque trabaje” (Fig.18-
C). De acuerdo al conocimiento y las preferencias de los productores, el proceso de fermentacion
dura 3 horas y después de este tiempo el pulque esta listo para beberse.

En SU el proceso de elaboracion es distinto. En esta localidad después de colectar la savia
se cuela y se pone en una olla al fuego, para darle un ligero hervor (no més de un minuto). En
cuanto el aguamiel comienza a hervir lo retiran del fuego y lo dejan enfriar, para después mezclarlo
con el pulque afiejo que en SU recibe el nombre de “semilla”. Usualmente la savia que es colectada
durante las mananas se hierve y deja enfriar un par de horas para después revolver con la “semilla”,
mientras que la recolectada en la tarde se hierve y se deja enfriar durante esa noche para agregarla
en la mafiana siguiente (Fig. 18-A, B).

El proceso de elaborar la “semilla” en SU es similar al que se practica en T, consiste en
dejar fermentar aguamiel un par de dias para después mezclar este fermento pero con aguamiel
hervido. Pasadas 2 horas y cuando se aprecia la efervescencia del pulque, se considera que la bebida
esta lista para consumirse.

Los productores de pulque de SU hierven su aguamiel “Para que no dé el carame. Si no se
cuece la aguamiel pica la garganta, como cuando sacas la aguamiel y te raspa el maguey en el
brazo y eso te da harta comezon, pues asi pero en la boca. Si uno la hierve ya se le quita el carame
vy queda sabroso el pulque” (Dofia Rosa, com. pers., 2016).

Los productores de SU afirman que el aguamiel provoca un ligero escozor en la garganta,
el “carame”, y para eliminar esa sensacion es necesario hervirlo. Con esta préctica logran que la

savia y el pulque sepan como a ellos les gusta, que no encareme o no pique.
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Figura 18. A) Colado de aguamiel fresca en olla para hervir (SU). B) Hervido de aguamiel (SU). “Pulque
trabajando”, después de agregar aguamiel al “pie”” se produce una espuma blanca en la bebida (T).

Una vez que el pulque esté listo para tomarse, los productores lo venden en sus domicilios.
Ademas, tres productores llevan su producto a los tianguis o mercados. El precio por litro en

promedio es de $20 en SU y de $16 en T.
-
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Figura 19. Los productores venden su pulque en sus hogares, otros ademas lo llevan a tianguis y mercados.

Se realizd un ACP para analizar las condiciones de los productores de pulque en ambas
localidades (Fig. 20). El primer componente explica el 38% de la variacién, mientras que el

segundo explica el 25%. En el primer componente, las variables que tienen més peso en el sentido
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positivo del eje son el nimero de variedades utilizadas (Num_var) y los litros producidos en un dia
de temporada de lluvias (L_lluvias), mientras que en el sentido negativo, las principales variables
que influyen son la edad a la cual se aprovecha el maguey para pulque (Edad mag) y la préctica
de hervir la savia antes de revolverla con el pulque (Calor). Este resultado se debe a que en SU los
manejadores de pulque hierven el aguamiel y en T no lo hacen; ademas, en Tarimbaro producen
pulque durante la época de lluvias y utilizan mayor nimero de variedades que en SU.

En el segundo componente las variables de mayor peso son el numero de magueyes
aprovechados de manera simultdnea (Num_mag), asi como los litros producidos en un dia de
temporada de secas (L_secas), los meses que dura un maguey generando savia (Mes_prod) y el
niamero de actividades a las que se dedican los productores (Act). Esta informacién permite
apreciar que ambas localidades producen cantidades similares de pulque (litros) durante la
temporada de secas, pero dentro de cada sitio hay productores mas grandes que otros; es decir,
producen y venden mas litros de pulque que otros productores de la misma localidad y, por lo tanto,
tienen mas magueyes aprovechandose. Ademas, se puede apreciar que el hecho de que los

productores realicen mayor numero de actividades no implica que produzcan menos pulque.

-0.35 0 0.35
i i i

Z
[
Iy
\‘O
-7 —_
oQ

o

&, \/}\0“\0 Comp.1 Comp.2
ad\”’ag Num_mag 0.187 ©.494

Calo, Num_var 0.377

Compra_mag ©.331
N Edad_mag -0.384 0.182
9 ==———"— Compra_piag ' Mes_prod 0.408
Num_yar Raspas 0.161 0.177

L_mag -0.177
s/ L_secas 0.208 0,472
n L_lluvias _0.380 ©.246
N Calor -0.412 ©.134
I Hrs_ferm 0.358 -0.174
Act -0.122 ©.430

Santiago_Undameo
Tarimbaro

) PC‘IJ‘I ‘ ‘
Figura 20. Analisis de componentes principales (ACP), en rojo los productores de Santiago Undameo, en
azul los de Tarimbaro. Acompaiian el grafico el valor de los vectores (variables) del ACP.
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8.2 Caracteristicas fisicas y quimicas de la bebida

En esta seccion se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas de la bebida en sus diferentes
fases: A= aguamiel (savia recién extraida del maguey), H= hervido (savia después del proceso de
hervor), P= pulque (savia con entre 3-5 horas de fermentacion) y S= semilla (pulque afiejo con el
que se inocula la savia).

La Tabla 4 muestra el promedio y error estandar de las caracteristicas medidas por las
diferentes fases de la bebida y por la comunidad productora (el sitio). Para cada caracteristica se
realizdo un ANOVA de dos vias, poniendo a prueba la significancia del efecto del factor “Fase” de
la bebida (A, H, P, S) y del factor “Sitio” de proveniencia (SU o T). Este anélisis no identifico
diferencias significativas entre sitios para ninguna de las caracteristicas analizadas (ej.
Brix~Fase+Sitio, p(Sitio)= 0.54). Sin embargo, el factor “Fase” si establece diferencias altamente
significativas (ej. Brix~Fase+Sitio, p(Fase)= 1.36e-10). Esto se debe a que las condiciones de la
savia se modifican con el tiempo y debido al manejo que realizan los productores (como el hervor
del aguamiel y la inoculacion mediante el “pie”), con estas practicas la savia estd en una continua
fermentacion y las caracteristicas fisicas y quimicas se modifican. Por lo anterior, se optd por
aplicar el modelo mas sencillo y acotarse al factor Fase para discernir diferencias en los parametros
analizados (Tabla 5). Para mostrar la variacion de la cada una de las caracteristicas medidas, se
elaboraron gréficas de caja y bigotes, en las cuales ademas se reporta la diferencia estadistica entre

las fases a través de letras distintas (Fig. 21).

Tabla 4. Promedio =+ error estandar de las caracteristicas fisicas y quimicas de las cuatro fases de la bebida
en cada localidad. En T no se realiza el procedimiento de hervido de aguamiel, por lo tanto no hay valores
en este rubro.

°Brix pH Densidad f?gcl‘,;l‘l’ 0'3;:‘8’ % Alcohol V'Stgls,')dad

Fase/Sito | SU | T | SU | T SU T SU T [SsU| T |sU| T
Aguamiel | 963 | 957 [ 623 [ 438 | 101 100 | 023 | 053 | 0.00 | 0.00 | 122 | 1.30
+0.99 | £0.76 | £0.39 | £0.13 | +0.001 | £0.003 | £0.04 | £0.06 | +0 | +0 | +0.12 | +0.09

i 11.70 732 1.02 0.07 0.53 .14

Hervido | ;5| /| osg| /| 40006 / 004 | " Jxoas| 1 | z003| !
Pulque 822 | 748 | 415 | 394 | 099 | 098 | 082 | 067 | 3.88 | 492 | 159 | 148
+0.49 | 0.4 | £0.14 | £0.08 | £0.007 | £0.001 | £0.05 | £0.06 | £0.47 | £0.29 | +0.19 | 0.13

Semilla | 547 | 542 [ 387 [ 3.69 [ 097 [ 097 | 102 [ 077 [ 673 | 603 | 292 [ 2.48
+0.4 | £0.29 | £0.13 | £0.05 | £0.002 | £0.003 | £0.03 | £0.06 | £0.75 | £0.35 | £0.16 | £0.09
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Figura 21. Graficos de caja y bigotes de las caracteristicas fisicas y quimicas medidas. La caja contiene el
rango del ler. al 3er. cuartil de los datos, representando a la mediana en linea negra, los bigotes muestran
los datos minimos y maximos, en circulos se muestran datos extremos. En el eje “x” se muestran las fases
de la bebida: A= aguamiel, H= hervido, P= pulque, S= semilla, en el “y” la magnitud de la caracteristica
correspondiente, las letras minusculas arriba de cada caja, muestran la diferencia entre fases. A) Grados
Brix, p= 8.2e-11. B) Porcentaje de alcohol, p= 2e-11. C) pH, p= 2.3e-10. D) Acido lactico, p= 2.2 e-12.
E) Densidad, p= 1.8e-11. F) Viscosidad p= 9.4e-14.
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Tabla 5. Promedio + error estandar de las caracteristicas fisicas y quimicas de las cuatro fases de la bebida.
Las letras entre paréntesis representan diferencias entre las fases.

R . Acido lactico | , Viscosidad
Fase Brix pH Densidad (2r/100mL) % Alcohol (cP)
Aguamiel 9.60 0.6 | 5.41+0.32 | 1.01 £0.002 0.38 +£0.06 0.00 =0 1.26 £0.07
(a) (a) (a) (a) (a) (a)
Hervido 11.70 £0.3 | 7.32 £0.58 | 1.02 +£0.006 0.07 £0.04 0.53 +0.15 1.14 £0.03
(b) (b) (a) (b) (a) (a)
Pulque 7.85+0.32 | 4.05+0.08 | 0.99 +£0.004 0.75 +0.04 4.40+0.31 1.53 +0.11
(©) (©) (b) (©) (b) (a)
Semilla 5.44 £0.24 | 3.78 £0.07 | 0.97 £0.002 0.90 +0.05 6.38 £0.41 2.70 +0.11
(d) (©) (©) (©) (©) (b)

Los grados Brix (°Bx) representan un porcentaje de aztcares disueltos en el liquido, en las
diferentes fases de la bebida se muestra una clara tendencia. En la fase A se registr6 un valor de
9.6 + 0.6 (promedio + error estandar) (a)*, al pasar a P los °Bx se reducen a 7.85 + 0.32 (c), y
posteriormente en la fase S se reducen a 5.44 + 0.24 (d). Esto se debe al consumo de los azicares
contenidos en la savia del agave por los microorganismos fermentadores que estan asociados a la
planta y por los que fueron incorporados en la inoculacion (Fig. 21-A). La fase H rompe esta
tendencia, pues registr6é un incremento en los °Bx, 11.7 + 0.3 (b), este aguamiel hervido es obtenido
a través del proceso previamente descrito y el incremento de los azucares contenidos se puede
deber tanto a la evaporacion de agua y con ello concentracion de azlicares o la hidrdlisis de
diferentes compuestos y con ello la liberacion de azicares, de esto se discutird mas adelante.

En el caso del pH y el contenido de 4cido lactico, la tendencia conforme avanza el proceso
de fermentacion, es hacia una gradual acidificacion. De un pH de 5.41 + 0.32 registrado en la fase
A (a), posteriormente, en la fase P se registré un valor promedio de 4.05 + 0.08 (c), mientras que
en la fase S el pH fue de 3.78 + 0.07 (c) (Fig. 21-C). El 4cido lactico (reportado en gramos de 4cido
lactico por 100 ml de muestra), tuvo un valor promedio de 0.38 + 0.06 g/100 ml en A (a), durante
la fermentacion aumento, en la fase P a 0.75 = 0.04 g/100 ml (¢) y en la fase S a 0.9 £ 0.05 g/100
ml (¢) (Fig.21-D). Nuevamente la fase H no contintio la tendencia, pues se registré un pH de 7.32
+ 0.58 (b) y se reportaron los valores mas reducidos de contenido de acido lactico, 0.07 + 0.04

g/100 ml (b).

* La letra entre paréntesis (a) representa las diferencias estadisticas entre los tratamientos (fases de la
bebida) derivadas de un ANOVA y la prueba de Tukey.
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El porcentaje de alcohol en la fase de A (a) fue nulo, en la fase H comienza a estar presente
un pequeio porcentaje de 0.53 £ 0.15 (a), incrementandose en la fase P en 4.4 + 0.31% (b), en la
fase S se registrd 6.39 £ 0.41% (c) de alcohol (Fig. 21-B). Los cambios de los pardmetros anteriores
reflejan la actividad microbiana, pues una de las rutas metabolicas de los microorganismos
fermentadores es transformar los azlicares en acidos organicos, mientras que otra es producir
alcohol.

La densidad muestra una ligera tendencia decreciente. Pasando de 1.01 + 0.002 en la fase
A (a)20.99 £ 0.004 en la fase P (b) y 0.97 £ 0.002 en la fase S (c). Para la fase H se report6d una
densidad de 1.02 + 0.006 (a), muy similar a la fase de aguamiel indicando que el hervor no afecta
este parametro tan drasticamente (Fig. 21-E).

Finalmente, la viscosidad permite apreciar los efectos del metabolismo de los
microorganismos, pues ¢stos generan un conjunto de subproductos de la fermentacion, tales como
particulas que conforman en gran medida los sedimentos que se encuentran en la bebida, y
determinan la consistencia que ésta adquiere. En la fase A la viscosidad es de 1.26 &+ 0.07 cP (a),
mientras que incrementa conforme avanza la fermentacion, en la fase P pasaa 1.53 +0.11 cP (a) y
en la fase Sa 2.7 £ 0.11 cP (b). En la fase H la viscosidad es de 1.14 + 0.03 cP (a), ligeramente
menor que en el aguamiel (Fig. 21-F).

Como se puede apreciar, hay una clara tendencia en la modificacion de las caracteristicas
fisicas y quimicas en la bebida que esta determinada por las fases, es decir por el tiempo que
transcurre la fermentacion (Tab. 4 y 5). Teniendo al aguamiel como un “estado inicial”, pasando
después gracias a la inoculacion con la semilla a un pulque que es un “segundo estado”, donde la
fermentacion de la bebida cambia y finalmente en la semilla se acrecientan estas tendencias, pues
la semilla representa a este pulque afiejo mas fermentado, siendo este un “tercer estado”. Sin
embargo, esta es la tendencia general de “los pulques” y que aplica para el sitio T, pero en SU el
hervor de la savia genera un “estado intermedio” entre A y P, el cual no obedece a la tendencia
descrita arriba, pues genera un pico en la cinética de las diferentes caracteristicas. Después, el
aguamiel hervido se mezcla con la semilla, generando el pulque y regresando a la tendencia general
de la bebida.

La Figura 22 muestra la cinética de la bebida en cada sitio, representando las fases en el eje
“x” y la magnitud de las caracteristicas fisicas y quimicas en “y”. En ella se aprecia la tendencia

de transformacion de la bebida, en la que los grados Brix disminuyen con el cambio de fase, el pH
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Magnitud

tiende a una acidificacion, la cantidad de acido lactico incrementa, asi como el contenido de alcohol
en la bebida, ademds de la acumulacion de sedimentos y compuestos que incrementan la
viscosidad, esto para la localidad de T (derecha). Sin embargo en SU (izquierda) se observa que la
fase de H rompe con las tendencias generando los picos mencionados, los cuales resultan mas
evidentes en los grados Brix y el pH, aunque después con la inoculaciéon y conversion a pulque

estos picos se anulan y se observan valores similares a los de T tanto para pulque como para semilla.

& & Brix & A Brix
_— o pH o  pH
_— Acido lactico Acido lactico

Viscosidad
Alcohol

Viscosidad
A X Alcohol

10
!

Magnitud

Aguamiel Hervido Pulque Semilla Aguamiel Pulque Semilla

Figura 22. Cinética de la bebida, mostrando el cambio en los promedios de las caracteristicas fisicas y
quimicas conforme cambia de fase por sitio. A la izquierda SU, a la derecha T.

Con el conjunto de datos derivados de las mediciones fisicas y quimicas se realizé un ACP.
Con el primer componente se explica el 78% de la variacion, mientras que con el segundo se explica
el 8%. En el primer componente las variables mas relevantes en sentido positivo son densidad y
°Brix, mientras que en el sentido negativo son acido lactico y el % de alcohol contenidos. En el
segundo componente la variable con mayor relevancia en el sentido negativo es el pH, seguido de
la viscosidad, mientras que en direccion positiva es el acido lactico (Fig. 23).

El ACP muestra en el extremo izquierdo del grafico a las semillas agrupadas por el
incremento en su contenido de 4cido lactico, alcohol y viscosidad, asi como un reducido contenido
de azucar, lo que constituye un indicador de un estado avanzado de una fermentacién. Continuando
el gradiente hacia la derecha, se encuentran los pulques que contienen cantidades menores de estos
productos de la fermentacion, pero que poco a poco tienden a incrementarlos, pues llegaran a la
fase de semilla. En los cuadrantes de la derecha estan los aguamieles, agrupados por mayores
valores de grados Brix, una densidad mayor y un pH maés neutro; por su parte, los hervidos se

ubican en el grupo de los aguamieles y otros estdn un poco mas alejados, debido a que poseen un
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mayor contenido de azlcar, un bajo contenido de 4cido lactico, y un pH menos acido en

comparacion con los parametros de las otras fases.

Tl o Aguamiel
A Hervido
= Pulque
Semiilla
N A_lactico .
Brix Comp.1 Comp.2
0] .
- Brix 0.401 @.301
o ot pH 0.386 -0.738
E o a Densidad _0.424 0.149
° o A_lactico -0.422 ©.354
Alcotié ° o8 Alcohol  -0.413 -0.193
A Viscosidad -0.402 -@.425
] Viscosidad
T pH
| I | | |
4 2 0 2 4

Comp.1

Figura 23. Analisis de componentes principales (ACP) de las caracteristicas fisicas y quimicas. Se puede
observar la tendencia de agrupamiento a partir de las fases de la bebida. Acompatian el grafico el valor de
los vectores (variables) del ACP.

8.3 Los microorganismos fermentadores

Para describir y analizar la comunidad de microorganismos presentes en la bebida, se
utilizaron la abundancia de unidades formadoras de colonias (UFC), la riqueza y la diversidad de
morfotipos, asi como los perfiles de 4cidos grasos.

Se registraron las abundancias de UFC por fase comparando entre sitios, pues el manejo es
diferente entre éstos (Tabla 6). Para las bal en la fase aguamiel en SU se registraron 297.82e6 +
118.03 (promedio + error estandar de UFC), mientras que en el aguamiel de T son 352.92¢6 +
64.56. En la fase de hervido, que solo estd presente en SU, las colonias se reducen y pasan a ser
7.15e6 + 4.55. Para la fase de pulque, en SU se registraron 315.87e6 + 168.44 y 190.08e6 + 84.29
en el pulque de T. Finalmente, la mayor abundancia se encontr6 en la fase de semilla con 490.81e6

+ 143.58 en la SU, por 379.53e6 = 92.37 en T (Fig. 24A).
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En cuanto a los cultivos de levaduras, las abundancias fueron 305.85e6 + 132.69 en el
aguamiel de SU, por 338.97e6 + 87.64 en el aguamiel de T. En la fase de H, se present6 una notable
disminucion en las colonias de levaduras, pasando a las 8.72 e6 UFC. En los pulques, se registraron
251.97e6 + 143.72 para SU y 146.54e6 + 72.21 para T. Para la fase de semilla, fueron 626.67¢6 +
132.57 colonias para SU y 432.17e6 + 82.87 para T (Fig. 24B).

En el medio general se registraron las siguientes abundancias 524.44e6 + 117.32 en el
aguamiel de SU, por 849.33e6 + 228.46 en el aguamiel de T. En la fase de H, se presento
nuevamente una disminucion en las colonias, reportandose 16.56e6 = 10.04 UFC. En los pulques,
se registraron 896.78e6 + 478.52 para SU y 520.69¢6 + 151.29 para T. Para la fase semilla, fueron
1633.67e¢6 + 611.11colonias para SU y 1716.69¢6 + 392.38 para T. Repitiéndose el patron de
abundancias encontrado en los medios especificos, aunque con abundancias mayores de UFC, pues
es un medio que permite el crecimiento de un mayor espectro de microorganismos.

Los resultados del ANOV A muestran que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos tratamientos (fases A, Py S) ni entre sitios (SU y T), pero si entre el resto de los
tratamientos con la fase de hervor (H-SU), ya que el aumento en la temperatura elimina la presencia
de microorganismos en la savia (Fig. 24). Ademas, se puede apreciar que la variacion dentro de las
fases es muy grande, lo cual no permite demostrar una diferencia en las abundancias de UFC ni
entre sitios ni entre el resto de las fases, no obstante, no impide apreciar el patron expuesto a
continuacion.

En A-SU, tanto las bal como las levaduras que estan presentes en la savia del maguey al
momento de su colecta son sometidos a un aumento de temperatura, en H-SU la savia al pasar por
el proceso de hervido disminuye considerablemente la presencia de estos microorganismos.
Después, esta savia hervida con pocos microorganismos es inoculada con la semilla (S-SU) la cual
contiene una concentracion mucho mayor de microorganismos. Esta inoculacion da origen al
pulque, en el cual las abundancias reportadas son originadas por un proceso de colonizacion de la
alta concentracion de UFC presentes en la semilla. Posteriormente, este pulque se fermentara
durante el transcurso del dia y originara a la semilla, la cual es la fase que contiene la mayor
concentracion de microorganismos (Fig. 24).

Para el caso de T, el aguamiel colectada es inoculada con la semilla, generando asi el
pulque. Se aprecia en el pulque una disminucion de las UFC de ambos grupos, pero a diferencia de

SU donde el hervor reduce la presencia de microorganismos drasticamente, en el aguamiel que
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recibe la semilla en T si hay una presencia alta de bal y levaduras. Por lo tanto, ademas del proceso
de colonizacion de las colonias incorporadas de la semilla al aguamiel, también est4 presente un
proceso de competencia entre las que ya estaban en el aguamiel con las incorporadas. Una vez
fermentado el pulque, la tendencia se dirige a un incremento de UFC, generando asi la nueva

semilla que inocularé el aguamiel del dia siguiente (Fig. 24).
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Figura 24. A) Grafico barras de las abundancias (promedio + error estandar) de bacterias acido lacticas en
los distintos tratamientos. En * el unico tratamiento (H-SU) que resulto distinto al resto, a través de un
ANOVA (p= 5.69¢-07) y una prueba de Tukey (p < 0.05). B) Grafico de barras de las abundancias
(promedio + error estandar) de levaduras en los distintos tratamientos. En * el Ginico tratamiento (H-SU) que
resulto distinto al resto, a través de un ANOVA (p=1.04e-06) y una prueba de Tukey (p < 0.05).

Aunque no se reportaron diferencias estadisticamente significativas entre las bebidas de los
diferentes sitios, se puede apreciar que A-T tiene una abundancia ligeramente mayor de UFC que
A-SU, sin embargo ya no es asi en las siguientes fases, siendo mayor la abundancia de UFC, tanto
en el pulque como en la semilla de SU (Fig. 24). Esta tendencia habria que explorarse a detalle ya
que podria representar un efecto del manejo sobre los procesos de colonizacion y competencia en
la comunidad de microorganismos, ya que mientras en SU los microorganismos de la semilla se
incorporan en un medio sin competencia, estos quiza pueden desarrollarse mas facilmente en
comparacion con lo que sucede en T, donde los microorganismos que se incorporan de la semilla

tienen que competir con los que estan presentes en el aguamiel.
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Tabla 6. Promedio + error estandar (ES) de colonias (UFC) registradas en los tres medios de cultivo para cada fase y sitio. SU= Santiago Undameo
y T= Tarimbaro.

Medio MRS (Bacterias acido lacticas) | Medio Sabouraud (Levaduras) Medio TSA (general)

Promedio UFC (millones/mL) + ES Promedio UFC (millones/mL) + ES Promedio UFC (millones/mL) + ES
gislf) ) SU T SU T SU T
Aguamiel | 297.82 +118.03 352.92 + 64.56 305.85 +£132.69 338.97 +87.64 524.44 + 117.32 849.33 +£228.46
Hervido 7.15 £4.55 / 8.72 £6 / 16.56 +10.04 /
Pulque 315.87 +£168.44 190.08 + 84.29 251.97 £ 143.72 146.54 +72.21 896.78 + 478.52 520.69 + 151.29
Semilla 490.81 +143.58 379.53 £92.37 626.67 +132.57 432.17 +82.87 1633.67 £ 611.11 | 1716.69 +392.38

Tabla 7. Promedio + error estandar (ES) de la riqueza de morfotipos e indice de Shannon registradas en dos medios de cultivo para cada fase y sitio.
SU= Santiago Undameo y T= Tarimbaro.

Medio MRS

(Bacterias acido lacticas)
Promedio morfotipos + ES

Medio Sabouraud (Levaduras)
Promedio morfotipos + ES

indice Shannon
Promedio + ES

Fase-Sitio SU T SU T SU T
Aguamiel | 4.3 +0.71 43 +£0.76 4.5 +£0.56 4.5+0.62 1.22 £0.11 1.17+0.12
Hervido 0.6 +0.21 / 1.0 £0.37 / 0.48 £0.22 /
Pulque 3.0+0.52 4.2 +£0.95 1.8 +£0.31 3.0 +0.63 0.98 £0.11 1.33 £0.06
Semilla 2.0+0.52 3.8 +0.48 1.3 +0.33 2.3+0.49 0.73 £0.09 1.21 £0.14
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La riqueza de morfotipos de bal registrada para A-SU es de 4.3 + 0.71, por 4.3 £ 0.76 de
A-T, en H-SU hay una notable reduccion a 0.6 + 0.21 morfotipos en las muestras de esta fase. Para
P-SU se registraron 3.0 + 0.52, mientras que en P-T 4.2 + 0.95 morfotipos, esta diferencia entre
sitios se presenta nuevamente en la fase semilla ya que en S-SU se registran 2.0 + 0.52 morfotipos
y 3.8 + 0.48 para S-T (Tab. 7 y Fig. 25A).

En cuanto a la riqueza de morfotipos de levaduras, fue para A-SU de 4.5 + 0.56, y para A-
T de 4.5 £ 0.62. Nuevamente en H-SU se presenta una disminucion en la riqueza, 1.0 + 0.37. Para
P-SU se registraron 1.8 +0.31, mientras que en P-T 3 & 0.63 morfotipos. Por tltimo, en las semillas

las riquezas fueron 1.3 + 0.033 morfotipos en S-SU y 2.3 £ 0.49 en S-T (Tab. 7 y Fig. 25B).
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Figura 25. Riqueza de morfotipos de UFC (promedio + error estandar) de bal (A) y levaduras (B) en los
diferentes tratamientos (fase-sitio, A= aguamiel, H= hervido, P= pulque, S= semilla, SU= Santiago
Undameo, T= Tarimbaro).

Con base en el nimero de morfotipos y sus abundancias en cada una de las muestras se
calcul¢ el indice de diversidad de Shannon (Tabla 7 y Fig. 26). Se puede apreciar que, los valores
del indice en ambos aguamieles es similar (A-SU= 1.22 + 0.11, A-T= 1.17 £ 0.12), después para
el hervido la diversidad es menor (0.48 + 0.22). Incrementa en los pulques, pero con una tendencia
hacia mayor diversidad en P-T (1.33+ 0.06) que en P-SU (0.98 + 0.11) ya que existen mas
morfotipos en el pulque de Tarimbaro. Este patrén es similar en las semillas, en las que la
diversidad es mayor en S-T (1.21 + 0.14) que en S-SU (0.73 £ 0.09). Esto se debe al efecto del
hervor, los pulques de SU no contienen los microorganismos que venian en el aguamiel, pues

fueron eliminados con el hervor y solo se cuenta con los que lograron establecerse después de este
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evento y los incorporados en la semilla. Por consiguiente, en los pulques de T, al no pasar por el
hervor, existe una mayor diversidad de morfotipos, ya que se encuentran los que provienen del
aguamiel mas los incorporados en la semilla.

Los resultados del ANOVA (p= 0.00025) mostraron que la diferencia estadistica se da
principalmente con el tratamiento hervido. No se muestra diferencia estadistica entre la fase de

hervido con la semilla de SU (Fig. 26).
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Figura 26. Grafico de barras (promedio + error estandar) del indice de diversidad de Shannon para los
distintos tratamientos (fase-sitio, A= aguamiel, H= hervido, P=pulque, S= semilla, SU= Santiago Undameo,
T= Tarimbaro). Las letras muestran la diferencia entre tratamientos, a través de un ANOVA (p= 0.000253)
y una prueba de Tukey (p < 0.05).

Se registré un total de 30 morfotipos distintos de bal en el medio MRS y 31 morfotipos de
levaduras en el medio Sabouraud. En la fase A se registraron 52 morfotipos distintos (24 de bal y
28 de levaduras), en H 10 morfotipos (5 de bal y 5 de levaduras), en P fueron 31 morfotipos
distintos (16 de bal y 15 de levaduras) y en la fase semilla se registraron 23 morfotipos (12 de bal
y 11 de levaduras). Cada morfotipo fue caracterizado y se le asign6 una clave conformada por una
letra, M si crecié en medio MRS o S en Sabouraud, y un nimero.

Del total de morfotipos reportados, algunos aparecieron en frecuencias muy bajas, mientras
que otros estuvieron presentes en la mayoria de las muestras y con frecuencias elevadas. Los
graficos de pastel que se muestran a continuacion reflejan la proporcion de los distintos morfotipos

en cada uno de los tratamientos (Fig. 27).
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Figura 27. Graficos de pastel acerca del porcentaje de los morfotipos presentes en cada fase-sitio.

SemillaT

La fase de aguamiel fue en la que mas morfotipos se reportaron (52 diferentes), en A-SU
37 morfotipos y en A-T 34 morfotipos. Sin embargo, son solo 4 morfotipos las que aportan el 80%
del total de UFC en las muestras, estas son M8 (41%), S16 (25%), S26 (8%) y M21 (6%).

En la fase de hervido de los 10 morfotipos reportados, 5 representan practicamente el 100%
pues el resto aparecieron en proporciones infimas, las méas abundantes fueron M19 (25%), S10

(22%), M8 (20%), S16 (17%) y S20(16%).
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En el pulque nuevamente M8 (27%) y S16 (21%) aparecen como los morfotipos mas
abundantes, seguidos de S10 (14%), M19 (10%) y M5(8%). En la fase de semilla los morfotipos
dominantes se mantienen, pero los porcentajes cambian, S16 (29%), M5 (13%), M8(13%), M19
(13%) y S10 (12%) (Fig. 28 y 29).

Figura 29. Fotos de S10 y S16 al estereoscopio (de izquierda a derecha).

Los perfiles de acidos grasos estan registrados en nanomol/mL de muestra y presentadas
por afio. Las muestras analizadas durante el afio 2017 resultaron distintas por ordenes de magnitud
a las reportadas en el ano 2018, mientras en el afio 2017 las muestras mas enriquecidas llegaban a
las 373 nanomol/mL para el afio 2018 se reportaron muestras hasta con 5885 nanomol/mL, por ello
se reportan los datos por tratamientos y por afio (Ver Anexo 4, Tabla 11-12). La Tabla 12 contiene

las abundancias de cada marcador de FA para los diferentes grupos funcionales identificados,
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integrando los datos de ambos afios como porcentajes de los diferentes grupos de microorganismos,
ya que a pesar de las abruptas diferencias en las magnitudes entre afios, las proporciones de los FA
mantuvieron un mismo patrén entre anos (Anexo 4-Tabla 13; Fig. 30y 31).

La proporcion entre grupos de microorganismos fue mas equitativa en la fase aguamiel y
esta condicion se va perdiendo conforme avanza la fermentacion (Fig. 30). En los aguamieles hay
una proporcion balanceada de los grupos microbianos, con poca abundancia de actinobacterias, y
la composicion es parecida en las dos localidades. El hervido del aguamiel en SU practicamente
no cambid la composicién general o las abundancias de las comunidades microbianas. En los
pulques y semillas se observd una disminucion en el porcentaje de la mayoria de los grupos
bacterianos y hongos, mientras que la proporcion de levaduras aument6 en el pulque y predomino

claramente en la semilla.

% 30 q Actinobacterias
Gram-pos
25 4 Gram-neg
Levaduras
Hongos
20 A
15 A

o | 1

I I = I = -

A-SU A-T H-SU P-SU P-T S-SuU S-T
Figura 30. Porcentajes (promedio =+ ES) de los grupos de microorganismos en los tratamientos (fase-sitio,

A= aguamiel, H= hervido, P= pulque, S= semilla, SU=Santiago Undameo, T= Tarimbaro).

Las levaduras (representadas por el marcador 18:1 w9c), fueron el grupo definido con
mayor presencia en la comunidad de microorganismos en pulque y en semilla. La proporcion de
los hongos saproétrofos (18:2 w6,9¢, 18:3 woc 6,9,12) disminuy6 considerablemente conforme
avanza la fermentacion, lo mismo sucede con los marcadores que se asociaron a Gram-positivas
(12:0 iso, 17:1 iso 1, 17:0 iso 30H, 17:1 iso w5c) y Gram-negativas (17:0 cyclo, 19:0 cyclo w8c,
16:1 w5c) (Fig. 30, Tab. 13).
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Figura 31. Porcentajes (promedio + ES) de la condicion de estrés en los tratamientos (fase-sitio, A=
aguamiel, H= hervido, P= pulque, S= semilla, SU=Santiago Undameo, T= Tarimbaro). Las letras muestran
la diferencia entre tratamientos, a través de un ANOVA (p= 3.03e-06) y una prueba de Tukey (p < 0.05).

No obstante, aunque los marcadores que se asociaron a Gram-positivas (12:0 iso, 17:1 iso
i, 17:0 iso 30H, 17:1 iso w5c) y Gram-negativas (17:0 cyclo, 19:0 cyclo w8c, 16:1 w5c)
disminuyeron en abundancia y en proporcion (Fig. 30, Tab. 13), los marcadores 16:1w7c y el
18:1w7c (de origen bacteriano) no disminuyeron, por el contrario incrementaron de manera
abrupta. Pasaron a representar juntos en el aguamiel el 23.8% (SU) y el 32.1% (T), en el pulque el
40.8% (SU) y 42.3% (T) y en semillas el 53.1% (SU) y 56.2% (T), con diferencias estadisticas
entre las fases aguamiel con pulque y semilla (Fig. 31, Tab. 13). Estos marcadores, como ya se
expuso, son de origen bacteriano; por lo tanto, la abundancia general de bacterias no disminuyo,
sino que se incrementd en la representacion de este par de FA. Estos marcadores no arrojan
informacion sobre el grupo bacteriano especifico, pero se ha documentado que estan asociados a
Gram-negativas principalmente y algunas Gram-positivas.

Es importante resaltar la tendencia de incremento de este par de marcadores, los cuales se
utilizaron para determinar la condicion de estrés en los microorganismos. Es claro el aumento en
su porcentaje conforme avanza la fermentacion. Esto puede indicar que las condiciones de estrés
en el medio son cada vez mas mayores, pues de un medio rico en nutrientes (aguamiel), se pasa a
un medio acidificado, con mucha competencia y con cada vez menos recursos (semilla), lo que

hace que el marcador 18:1 w7c y en mayor medida el 16:1w7c aumenten su abundancia y su
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proporcion en las muestras, pues las bacterias comienzan a producir este dcido graso para afrontar
la escasez de nutrientes y los cambios de pH en el medio.

En el ACP del afio 2017, el primer componente explica el 34% de la variacion, mientras
que el segundo el 30% (Fig. 32). En el primer componente las variables mas relevantes en el sentido
positivo son 18:1 w9c y 17:1 iso I, mientras que en sentido negativo es 17:1 iso w5c. En el segundo
componente, las variables 17:0 cyclo, 18:1 w7c 11-methyl y 19:0 cyclo w8c marcando la tendencia
de ordenacion en sentido negativo y en el positivo 16:1 w7c.

En el ACP del 2018, el primer componente explica el 56% de la variacion, mientras que el
segundo el 14% de la variacion (Fig. 33). En el primer componente las variables mas relevantes
resultan 17:0 anteiso en el sentido negativo y en el positivo el 18:1 w9c y el 16:1 w7c. Mientras
que, en el segundo componente, las variables mas relevantes para el ordenamiento son 18:1 w7¢
11-methyl y 19:0 cyclo w8c en sentido negativo, y el 17:0 anteiso en el positivo.

El ACP muestra que en ambos afios hay una gran variacion en las aguamieles tanto de SU
como de T, mientras que conforme avanza la fermentacion ésta variabilidad se reduce, lo cual es
visible en los muestras de pulque y, sobretodo, de semilla (Fig. 32y 31). Por su parte en las semillas
la cohesion es mayor, determinada por las variables 18:1 w9c y 16:1 w7c, que son las que estan en
mayor presencia en las muestras de semilla por su fermentacion avanzada (Fig. 32).

Con lo anterior se puede apreciar que claramenta hay una diferenciacion entre la fase
aguamiel y semilla (ubicandose en los cuadrantes opuestos en ambos ACP), como extremos de los
procesos, mientras que la categoria de hervido y pulque representan la transicion entre una fase y
otra. Ademas, se puede apreciar que tanto los pulques, como las semillas de SU estan ligeramente
mas agrupadas dentro de su respectivo grupo, que los pulques y semillas de T. Esto podria deberse
al efecto del hervor que reduciria la presencia y competencia de microorganismos al momento de
la reinoculacion, como se ha expuesto en la seccion de UFC.

Por su parte los resultados de FA de aguamiel hervido no mostraron una diferencia respecto
a los aguamieles sin hervor, o algin patron que permita dilucidar los efectos de esta practica sobre

las comunidades de microorganismos.
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Figura 32. Analisis de componentes principales (ACP) de los acidos grasos presentes en la bebida (2017).
Acompaiian al grafico el valor de los vectores (variables) del ACP. Las etiquetas corresponden a la fase-
sitio, Ag= aguamiel, Her= hervido, Pul= pulque, Sem= semilla, SU= Santiago Undameo, T= Tarimbaro.
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Figura 33. Analisis de componentes principales (ACP) de los acidos grasos presentes en la bebida (2018).
Acompaiian al grafico el valor de los vectores (variables) del ACP. Las etiquetas corresponden a la fase-
sitio, Ag= aguamiel, Her= hervido, Pul= pulque, Sem= semilla, SU= Santiago Undameo, T= Tarimbaro.
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IX. DISCUSION

El presente trabajo intentd analizar los sistemas de produccion de pulque en Michoacén bajo una
Optica integral del manejo de los recursos maguey-savia. Un analisis que resulta relevante ante la
falta de estudios que aborden a este nivel los sistemas, sus particularidades e implicaciones, y que
permitan visibilizar sistemas de produccion de pulque fuera del area central de México.

Si bien en la actualidad los estados de Hidalgo y Tlaxcala tienen la mayor produccion de
maguey y pulque, es necesario prestar atencion a los sistemas que se encuentran en otras entidades,
en especial las especies y variedades utilizadas, el compendio de practicas y saberes, asi como el
contexto sociocultural que las envuelve. Ello no solo contribuye a documentar el panorama del
manejo y aprovechamiento del maguey pulquero en México, tanto en su diversidad bioldégica como
cultural, sino que el analisis de los diferentes sistemas puede proveer estrategias y alternativas ante

las problematicas que enfrenta el gremio magueyero-pulquero.

9.1 Los agaves pulqueros en los sistemas agricolas
En los sistemas estudiados, el maguey para elaboracion de pulque tiene una légica multiproposito.
En estos sistemas milpa-agave los manejadores tienen un cultivo principal (generalmente maiz) el
cual es delimitado por los agaves, estas plantas tienen el uso de barrera viva para la proteccion del
terreno y la retencion de humedad en el suelo. El uso alimenticio que le dan a la savia (fresca y
fermentada) es el méas importante ya que se consume entre los integrantes de la familia y que
ademas representa un beneficio econdémico al venderlo.

En los sitios de estudio se registraron 7 variedades campesinas, asociadas a tres especies:
A. americana, A. mapisaga y A. salmiana. Siendo relevante que, aunque no todas las variedades
son utilizadas con la misma intensidad, si son mantenidas pues poseen caracteristicas distintas que
cumplen con necesidades diferentes. La clasificacion campesina de las variedades de maguey esta
en funcion de los rasgos mas notorios de cada variedad, como su color (Blanco, Cenizo, Verde o
Negro) o por su forma (Listoncillo) o por la textura de la planta (Carrizalefo). Esta ldgica aplica
con las clasificaciones de agaves en otras regiones del pais, por ejemplo el “Agave azul” de Jalisco
(A. tequilana), el “Pua larga” de Tlacala (4. salmiana) o el “Maguey manso” de Michoacén (4.
hoookeri); y con la mayoria de variedades campesinas de cultivos (maices, chiles, papas, guayabas,
etc.), puesto que el atributo mas notorio otorga la identidad a la variedad y es este atributo
generalmente hacia donde esté dirigido el foco de la seleccion, pues es la caracteristica distintiva

la que se desea mantener o exacerbar.
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Otros sistemas de aprovechamiento de maguey pulquero son los metepantles, las
magueyeras extensivas y la recoleccion de savia de magueyes silvestres. Los metepantles® son
sistemas de terrazas construidos en laderas y barrancas, mediante bordos que se estabilizan con
agaves, logrando reducir la erosion del suelo, manteniendo su fertilidad y humedad (Moreno-Calles
et al., 2013; Gonzalez-Jacome, 2016). Ademads, estos sistemas permiten generar espacios
productivos y mantener la biodiversidad en diferente estratos, combinando especies con diferentes
usos: los agaves para la obtencion de aguamiel y pulque, cultivos anuales como maiz (Zea mays),
haba (Vicia faba) y calabaza (Cucurbita spp. ), frutales, como el tejocote (Crataegus mexicana) y
capulin (Prunus capuli), especies de uso ritual como el sabino (Juniperus deppeana) y maderables
como pinos (Pinus spp.) y encinos (Quercus spp.) (Moreno-Calles et al., 2013; Pérez-Sanchez,
2016). Un ejemplo de ello son los metepantles en las barrancas de Metztitlan, Hgo., alli los
metepantles resultan fundamentales por la alta erosion eodlica que se presenta en estos terrenos;
ademads, el maguey pulquero representa el Unico recurso constante en la region, ya que la
precipitacion es muy baja y los cultivos anuales enfrentan una gran incertidumbre (Alvarez-Palma
et al., 1998). La produccion de aguamiel en dicha region se genera principalmente con “maguey
corriente” (4. salmina ssp. crassispina) y ‘“maguey de Zoqui” (A. salmiana var. salmiana),
produciendo un aproximado entre los 80 y los 120 L al dia (Juan Olmedo, com. pers., 2018).

En las magueyeras extensivas de Nanacamilpa, Tlaxcala, que pueden llegar a tener una
extension de hasta 50 ha repletas de maguey pulquero y producir hasta 8,000 L de aguamiel al dia
(Alvarez, 2015). Estos sistemas tienen un manejo intensificado y dependen del trabajo de decenas
de trabajadores que propagan, abonan y cortan magueyes, colectan la savia y elaboran con ella el
pulque (Alvarez-Duarte, 2018). Estos sistemas abastecen principalmente a la ciudad de Tlaxcala y
a la ciudad de México. Ademas, estas magueyeras aunque son intensamente manejadas conservan
un repertorio importante de variedades de agaves pulqueros. En estas plantaciones Alvarez (2015)
reportd 4 variedades de maguey pulquero con diferencias morfologicas identificables por los
productores, aunque todas pertenecen a la especie Agave salmiana var. salmiana.

En los sitios de estudio se registr6 una considerable diversidad de especies y variedades de
agaves para el aprovechamiento pulquero en comparacion con otras zonas productoras como las

expuestas. Aunque este trabajo no indagd sobre las diferencias de la savia de cada una de estas

> “Metepantle” del ndhuatl metl: maguey y pantli: espacio entre o filas de; son sistemas agricolas presentes
en varias regiones del pais, sobresaliendo Tlaxcala, Hidalgo y Estado de México (Montemayor ef al., 2008).
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variedades, si se identifico que las variedades correspondientes a A. salmiana son las mas
apreciadas por el volumen y calidad de la savia y de ahi que sean las variedades mas frecuentes en
las parcelas de los productores. Se considera necesario realizar a futuro una caracterizacion de los
volumenes y caracteristicas de la savia de las diferentes varieades locales de maguye pulquero,
para corroborar el efecto de la seleccion artificial de variedades especificas sobre caracteristicas
puntuales de la savia.

Esta seleccion que realizan los manejadores ha generado una diversidad de variedades
campesinas de agave muy amplia, por ejemplo, Mora-Lopez et al. (2011) reportaron en la region
del centro-norte de México 31 variedades de magueyes pulqueros de Agave salmiana var. salmiana
y 13 de variedades de 4. mapisaga.

La especie A. salmiana es la mas utilizada en México (asi como en el sitio de este estudio)
en la elaboracion de pulque, esto debido al mayor tamafio de la planta, al volumen de savia
producida, por la calidad de la savia (mas dulce a la percepcion de los manejadores), asi como una
disposicion de dientes laterales y la espina terminal menos agreste. Por su parte, las variedades
menos utilizadas son las que presentan menor tamafio, un menor volumen de savia y una mayor
dificultad en su manipulacion por la disposicion de las espinas laterales y la espina terminal, como
hemos visto ejemplificado en este sistema.

Sin embargo, no en todos los contextos las variedades mas grandes son las preferidas, tal
es el caso de sistemas donde magueyes silvestres son preferidos sobre magueyes cultivados. En la
comunidad de San Juan Raya, Puebla, por ejemplo, la savia del maguey silvestre “pichomet]” (4.
marmorata) es mas valorada y preferida que la del maguey “verde” (4. salmiana). Tal preferencia
se debe a que los manejadores aseguran que la savia es mas dulce, ademas se les adjudican
propiedades medicinales (cura dolores internos de pulmon y rifidn), las cuales estan ausentes en la
savia de 4. salmiana (Don Nato, com. pers., 2018). Sin embargo, acceder a la savia del maguey
“pichometl” resulta més complicado, 1) hay una menor disponibilidad de la planta, pues este agave
crece en condiciones silvestres dentro de los bosques de cactaceas columnares de la region Valle
de Tehuacan-Cuicatlan, 2) es un agave dificil de manejar, pues posee espinas pronunciadas y la
cuticula de la planta tiene una superficie dspera que dificulta su manejo en comparaciéon con la
cuticula lisa del maguey “verde”, 3) los individuos de 4. marmorata producen menos aguamiel (2
L al dia) que los de 4. sa/miana (3.5 L al dia). A pesar de estas condiciones, en San Juan Raya se

aprecia mas a la especie silvestre A. marmorata, mediando su alta demanda y menor disponibilidad
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solo consumiendo su savia en ocaciones especiales como festividades o cuando se requiere tratar

alguna enfermedad (Jiménez-Valdés et al., 2010).

9.2 Importancia de los microorganismos fermentadores
Las comunidades de microrganismos fermentadores presentes en la bebida resultan fundamentales
para entender las caracteristicas de la bebida, los compuestos que aportan, asi como la respuesta de
las bacterias y levaduras a las précticas de extraccion de la savia y elaboracion del pulque.
Escalante et al. (2008) reportaron en el aguamiel de Huitzilac, Mor. 3.2 e8 UFC de bal en
aguamiel y 1.5 e8 UFC en el pulque. Por su parte Valadez-Blanco et al. (2012) reportan para tres
comunidades de la mixteca alta en el estado de Oaxaca abundancias de bal en aguamieles y pulques
(Tabla 8). Desafortunadamente, en estos trabajos no se reporta informacion sobre la especie o
variedad de agave de la cual se obtuvieron las muestras, ni de las condiciones de elaboracion del

pulque, salvo que la bebida tenia 3 horas de fermentacion.

Tabla 8. Abundancias de bacterias acido lacticas (UFC/mL) en muestras de aguamiel y pulque.

San Los Arcos, | La Plazuela, | Huitzilac, | Santiago | Tarimbaro,
Jerénimo, | Oax. Oax. Mor. Undameo, | Mich.
Oax. Mich.
Aguamiel | 6.2 e7 3.7¢9 4.5 e8 3.2¢8 2.9e8 3.5¢e8
Pulque 7.1€7 8.3¢7 2.7ell 1.5¢e8 3.1e8 1.9 e8

Podemos apreciar que al pasar de aguamiel a pulque las abundancias de bal se mantuvieron
en la comunidad de San Jerénimo y en Santiago Undameo, disminuyeron en la de Los Arcos y muy
ligeramente en en Huitzilac y Tarimbaro. Por su parte se incrementaron en La Plazuela.

Para el caso de nuestro sistema de estudio, el aumento de bal en SU y la disminucién de bal
en T se podria asociar al efecto del hervor de la savia. Por su parte los patrones presentes en las
otras comunidades productoras varia ya que en unas aumenta, en otras disminuye y en otras se
mantiene. De ahi nuestra propuesta de considerar al manejo fundamental para entender los patrones
de las comunidades de microorganismos, pues las acciones de los manejadores tienen efectos sobre
las poblaciones, si bien notorias sobre poblaciones de plantas y animales, también estas practicas
generan cambios en los patrones y en las estructuras poblacionales de los microorganismos.

Para el caso de las levaduras, los valores de Escalante et al. (2008) difieren a los aqui
reportados, pues reporta en el aguamiel 3.1 e4 UFC/mL, las cuales después aumentaron a 1.4 €7 en

el pulque con 3 horas de fermentacion. Mientras que en SU hay una disminucion al pasar de 3e8
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de UFC en el aguamiel a 2.5 e8 en el pulque y también una disminucion de 3.4 e§ en aguamiel a
1.5 e8 en el pulque de T.

La presencia de estos microorganismos resulta importante, ya que ademas de ser los
responsables de la fermentacion, pueden ofrecer beneficios a la salud. Las bal son microorganismos
considerados alimentos probidticos, los cuales generan compuestos nutricionales, ayudan a la
asimilacion de otros, mejoran las condiciones gastrointestinales, por ejemplo algunos tienen efectos
antiinflamatorios. Ademas funcionan como una proteccion frente a patdogenos, pues generan una
serie de compuestos, como las bacteriocinas, que inhiben el establecimientos de otros microbios
(Gonzalez-Vasquez et al., 2015; Escalante et al., 2016; Giles-Gomez et al., 2016; Torres-Maravilla
et al., 2016).

Aunque en el presente trabajo no se caracterizaron los microorganismos a nivel de especie,
se considera importante continuar por esta via y en futuras investigaciones aislar los morfotipos
mas abundantes en las diferentes fases de la bebida para lograr identificarlos.

En cuanto a la diferenciacion por manejo, la informacion generada mediante el cultivo de
UFC mostro6 una reduccion significativa en el nimero de colonias, entre las aguamieles hervidas y
aquellas sin hervir, incluso siendo las abundancias de las aguamieles hervidas también mas bajas
si las comparamos con aguamieles de otras regiones (Tabla 8). Por lo que la practica del hervor si
podria reducir los microorganismos en primera instancia y en un tiempo corto. Ademas, este hervor
puede generar una seleccion artificial sobre las bacterias y levaduras, pues en los pulques de SU se
reportd una menor riqueza y diversidad de morfotipos que en T.

Sin embargo, los resultados derivados de los perfiles de FA no muestran una reducciéon en
la cantidad de microorganismos presentes en la fase de H, ni en el afio 2017 ni el 2018, por el
contrario aumentan. Esta aparente discrepancia podria explicarse por las diferencias que subyacen
a ambos métodos, se estima que los medios de cultivo recuperan alrededor del 1% de los
microorganismos que se encuentran en una muestra, mientras que los acidos grasos recuperan todas
las células vivas. Suponiendo que las colonias de microorganismos cultivables representan
adecuadamente la diversidad que en realidad existe, el resultado indica que hervir el aguamiel
elimind algunos microorganismos pero favorecié a otros de modo que la riqueza de morfotipos
disminuy6 pero las abundancias de los grupos se mantuvieron. Los dcidos grasos resuelven las
abundancias microbianas con excelente resolucion a nivel de grupos funcionales y abundancias

totales, por lo que el resultado que indica que no cambian las abundancias puede llegar a ser muy
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confiable (Willers et al., 2015). Sin embargo, el efecto del hervido en la diversidad microbiana a
niveles taxondmicos mas especificos solo podria resolverse confiablemente con un andlisis de
comunidades con métodos moleculares.

Es notorio en los datos que la cantidad de microorganismos aumentan conforme avanza la
fermentacion. En el caso de las levaduras es claro, que tanto su abundancias como su proporcion
dentro de las muestras aumenta conforme avanza la fermentacion. No obstante, hay grupos que no
reflejan este aumento de manera tan clara, por ejemplo las Gram-positivas. Esto puede deberse a
que el FA 16:1 w7c, al englobar a varios grupos bacterianos, muestra un aumento general de
bacterias pero no sin precisar de qué grupo fue (Gram-negativas o Gram-positivas). Recordando
que el 16:1 w7c en muestras de pulque ya representaba el 40% del total de 4cidos grasos y mas de
50% en las semillas, es plausible que la presencia de las bal estén incluidas en la magnitud de este
marcador.

Los FA 16:1 w7cy 18:1 w7c fueron utilizados como un indicador indirecto del estrés en el
cual encuentra la comunidad de microorganismos, ya que si bien son marcadores reportados en
bacterias Gram-negativas y positivas. Los resultados muestran una clara disminucion de otros
marcadores asociados a estos grupos, mientras que el 16:1 w7c y 18:1 w7c aumentaron
considerablemente, tanto de la fase aguamiel a pulque y aun mas a semilla. Considerando que la
cinética de la bebida, también evaluada, muestra una clara tendencia a la acidificacion y a la
reduccion de los azlcares, cuya utilizacion permite que rapidamente incremente la comunidad de
microorganismos, pero generando en el medio una condicién cada vez mas limitante conforme
avanza la fermentacion. Es ademas importante mencionar que el tiempo transcurrido entre una fase
y otra es de tres horas de la fase aguamiel a pulque y de 24 horas de pulque a semilla, lo cual
acentua la condicion homogénea de la semilla y su aumento en la abundancia de microorganismos.

Existen otros indicadores para determinar la condicion de estrés en las comunidades, como
el incremento de FA ciclopropilicos (cy17:0 0 cy19:0) o el cociente entre bacterias Gram-negativas
y Gram-positivas (Kaur ef al., 2005; Zhao et al., 2012). Si bien estos cocientes no se determinaron,
se puede observar que en todas las fases de la bebida las bacterias Gram-negativas estuvieron
representadas en mayor proporcion que las Gram-positivas y si a esto agregamos el marcador 16:1
w7c, generalmente asociado a Gram-negativas, el cociente se vuelva aun mayor. Lo anterior no se
decidi6 porque se ha reportado a 16:1 w7¢ y 18:1 w7¢ en Gram-positivas y porque los cultivos de

UFC arrojaron abundancias considerables de bal (Gram-positivas) en todas las fases.
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Con lo anterior, lo que si podemos asegurar es que la cantidad de bacterias aumenta de
manera significativa conforme avanza la fermentacion y el grupo de las Gram-negativas, y en
especial el marcador de las levaduras (18:1 w7c) son las que fueron asociadas con mayor claridad
a través de los perfiles de FA.

Haciendo una reflexion metodologica en torno a la caracterizacion de las comunidades de
microorganismos habria que considerar varios puntos para futuros trabajos:

1) La forma y el tiempo de almacenamiento de las muestras. Las muestras sometidas a los
perfiles FA estuvieron almacenadas (-25°C) durante un par de semanas, durante el tiempo que se
requirié para preparar el equipo y materiales del laboratorio y para colectar la totalidad de las
muestras. Por su parte, los cultivos de colonias se realizaron al momento mismo del muestreo. Esto
pudo originar que en las muestras utilizadas para los perfiles de FA se presentara una recuperacion
de los microorganismos presentes en la aguamiel antes del hervido, ya que algunos
microoganismos, como las bacterias, tienen la capacidad de generar endoesporas ante los aumentos
de temperatura, y una vez que las condiciones se vuelven Optimas éstas logran restablecerse. Es
por eso que quizé el hervido muestra un contenido de microorganismos similar en los perfiles de
FA al de las muestras de aguamiel sin hervir. Lo que sugiere que lo ideal es realizar la
cuantificacion de FA al momento de colectar.

2) Otra de las consideraciones necesarias es la gran heterogeneidad ambiental que pueden
estar afectando la comunidad de microorganismos en la bebida, ya que aunque el disefo
corresponde a fases y tipos de manejo, es cierto que las ligeras variaciones en las condiciones de
elaboracion entre afios pueden generar las diferencias tan abismales reportadas en los datos de FA.
Cambios en la temperatura entre un afio y otro, asi como diferencias entre los tiempos de
fermentacion entre las producciones de pulque estudiadas (por el empirismo con el cual se elabora
el producto), pueden influir en la precision de los patrones de sucesion y composicion de
microorganismos en la bebida, para el disefio que fue planteado con producciones en 2017 y 2018.

No obstante, estos resultados pueden dar pie a una importante linea de investigacion que
permita comprender coémo opera la sucesion de los grupos de microorganismos en bebidas
fermentadas. Los datos obtenidos plantean futuras investigaciones sobre cuales son las bal y las
levaduras claves en el procesos de fermentacion de pulque en Michoacan; en los sistemas
estudiados los morfotipos con mayores abundancias son las bacterias M5, M8 y M19 y las

levaduras S10 y S16. Identificar la especie de estos morfotipos resulta prioritario, de gran

75



importancia tedrica y utilidad practica, puesto que son los microorganismos que estan siendo
manejados intensamente y quizé sometidos a procesos de domesticacion incipientes, ademas de

poseer un gran potencial biotecnolégico.

9.3 Caracteristicas fisicas, quimicas, sabor e identidad

Diferentes trabajos han reportado caracteristicas fisicas y quimicas tanto de aguamiel como de
pulque; incluso las normas mexicanas NOM-199-SCFI-2017, NMX-V-022-1972 y NMX-V-037-
1972 establecen las caracteristicas y los rangos que el aguamiel y el pulque deben poseer para que
puedan ser comercializados en el pais (Tabla 9-10). Vale la pena reconocer que aunque el aguamiel
y el pulque poseen caracteristicas generales y que existe una norma mexicana que pretende
establecer los valores que deben poseer, la variacion generada por la especie de agave utilizada, las
condiciones climaticas, la composicion microbiana y las distintas précticas para aprovechar el
recurso también debe considerarse. De ahi la importancia de registrar los diferentes componentes

del manejo que hemos abordado y discutido en este trabajo.

Tabla 9. Caracteristicas fisicas y quimicas de aguamiel y el intervalo establecido por la NMX. Nd= no datos.

Sanchez Valadez
Romero Ortiz Flores Enriquez
etal, etal, Intervalo
etal., 2015 etal., 2008 etal., 2008 etal., 2017 SU T
1953 2012 NMX
A. atrovirens | A. mapisaga | A. salmiana | A. salmiana
Agave sp. | Agave sp.
° Brix 11 16 11.1 Nd 11.44 9.83 9.63 | 9.57 8al2
pH 7 43 6.29 4.5 6.3 5.73 6.23 | 458 | 6.6a7.5
A.
lactico 09a
0.18 0.68 0.6 0.5 Nd Nd 0.23 1 0.53
g/100 1.03
mL

En la Tabla 9 podemos apreciar que en los grados Brix, los valores reportados por Valadez
et al. (2012) superan los valores establecidos por los otros estudios, incluso al intervalo de la norma.
En el pH también hay reportes que no entran en la norma como es el caso de T con un pH de 4.58,
el de Valadez et al. (2012) de 4.3 o el de aguamiel de Ortiz ef al. (2008) de 4.5. En el caso de 4cido
lactico ninguno de los datos reportados entra en la norma, estando todos por debajo del valor
minimo establecido, esto resulta interesante porque pareciese que la norma resulta “laxa” en este
paradmetro. Si tenemos en cuenta que esta norma se aplica principalmente para comercializar pulque

en la Ciudad de México, puede que tenga ese intervalo mas amplio debido a que el aguamiel no
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llega a la ciudad de manera inmediata. En su transportacion se sigue fermentando y de ahi que
quiza el intervalo para acido lactico sea mas amplio para que sea posible comercializar el producto.

Para el caso del pulque (Tabla 10), sucede algo similar con los grados Brix, ya que la norma
establece un intervalo entre 2 y 5 °Brix, un intervalo por debajo de los reportados y que implica un
mayor tiempo de fermentacion al contener menos azticar. En cuanto al pH, sucede que el intervalo
de la norma es muy acotado, aunque no hay tanta variacion en el pH de los diferentes pulques
reportados. Para el acido lactico el valor reportado por Sanchez ef al. (1953) esta ligeramente por
debajo de la norma y el reportado para SU por encima del intervalo. Los porcentaje de alcohol en

los pulques reportados fluctuan dentro en el intervalo de la norma.

Tabla 10. Caracteristicas fisicas y quimicas de pulque y el intervalo establecido por la NMX. Nd= no datos.

Sanchez Valadez
Intervalo
etal., 1953 etal., 2012 SU T
NMX
Agave sp. Agave sp.
° Brix 6 7.4 8.22 7.48 2al
pH 4.6 3.8 4.15 3.94 3.5a4
A. lactico
g/100mL 0.348 Nd 0.82 0.67 0.4a0.7
% Alcohol 543 1.32 3.88 4.92 4a7.5

Este ejercicio de comparacion resulta interesante porque deja en evidencia que la variacion
entre las diferentes caracteristicas de las aguamieles y pulques se deben considerar y que la norma
no representa esta variacion. Esto es algo que se debe discutir al tratarse de una norma que rige la
comercializacion del producto a nivel nacional. Ademas, la norma no integra otras caracteristicas
como la densidad o viscosidad, las cuales también son importantes indicadores de la fermentacion
de la bebida. También valdria la pena discutir si estos son los criterios adecuados para categorizar
y evaluar una bebida como el pulque, o si seria mas adecuado generar otra escala y otros
indicadores que permitan caracterizar y demostrar la variabilidad de los pulques de México. Justo
esta categorizacion podria generarse a partir de los criterios de calidad que los productores
dictaminan, como el caso del “picor” o “carame” de la savia en SU.

Los resultados presentados hacen clara la tendencia de la fermentacion con las fases de la
bebida, no obstante la practica del hervor, que ademds es una practica poco comun para la
elaboracion de pulque, aumenta la cantidad de azucares, ya sea tanto por la evaporacion de agua y

con ello el aumento de porcentaje de azicares en la savia, como por la hidrélisis de otros
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compuestos que liberen azucares, por ejemplo las saponinas (Sildana et al., 2016). Las saponinas
son metabolitos secundarios presentes en el tejido de los agaves que son responsables, entre otras
cosas, del escozor que produce la planta. Incluso el contenido de saponinas en los agaves podria
estar asociado a la intensidad de manejo que reciben las plantas; por ejemplo, Figueredo-Urbina et
al. (2018) reportaron cantidades menores de saponinas en plantaciones cultivadas de A.
inaequidens y A. cupreata en comparacion con las respectivas poblaciones silvestres de esas
especies.

Al estar presentes las saponinas en el tejido de los agaves y por ende en el aguamiel, cuando
se hierve, las saponinas podrian hidrolizarse liberando azucares y evitando asi su propiedad
urticante. De ahi que no solo el aguamiel hervido tenga més azlicar sino que también “no pique”
como afirman los productores. Es necesario realizar la cuantificacion e identificacion de saponinas
en las aguamiles sin hervir, en las hervidas y en los pulques resultantes de ambos casos para
dilucidar si hay un efecto del hervor sobre las saponinas que corresponda asi a la motivacion
campesina de hervir la savia.

Aunque en las caracteristicas fisicas y quimicas que se midieron no se reportan diferencias
entre los pulques elaborados con aguamiel hervida (SU) y los pulques hechos con aguamiel sin
hervir (T); vale la pena considerar esta practica valiosa por su importancia cultural para los
habitantes de Santiago Undameo, ya que esta es la manera en que ellos consumen la bebida y les
permite conformar una identidad en torno a la preparacion del pulque, que los diferencia de
Tarimbaro y otras comunidades productoras de pulque. La identidad resulta una construccion
cultural constituida por las colectividades sociales y pretende distinguir el “nosotros” del “otros”
(Lopez-Austin, 2013). Por ello, el hervor de la savia resulta uno de los componentes de la cultura
e identidad de estas comunidades: “Aqui nosotros hacemos bien el pulque, el aguamiel se hierve
antes, no como en otros lados” (Dona Antonia, com. pers., 2016).

Los criterios para que un pulque se considere “bueno” radican en gran medida en cuestiones
culturales. Por ejemplo, el pulque que se consume en la Ciudad de México es en su mayoria
elaborado en localidades de Hidalgo y Tlaxcala, este pulque tiene una consistencia altamente
viscosa ya que el tiempo de fermentacion es mayor. Para elaborar este pulque se realiza una
constante reinoculacion con aguamiel en la mafiana y en la tarde durante al menos tres dias, de tal
forma que hay una mayor acumulacion de polimeros, producidos por el metabolismo de bacterias

como las del género Leuconostoc (Alvarez, 2015; Escalante et al., 2016). De tal forma que el
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pulque se considera “maduro”, es decir que esta en dptimas condiciones para consumirse, una vez
que ha transcurrido este tiempo y una vez que adquiere dicha consistencia viscosa, es entonces
cuando se comercializa, enviandolo a la ciudades. A las pulquerias que llevan este pulque, su alta
viscosidad es un atributo normalizado y valorado, esto es porque corresponde al como se bebe
pulque en este contexto, estando ésta propiedad dentro de los estdndares de preferencias de los
consumidores (Alvarez, 2015).

Otro ejemplo es el consumo de pulque curado, es decir licuar el pulque con frutas o semillas.
Esta es una préctica antafa y se realiza para adicionar al pulque nuevas propiedades organolépticas
derivadas de la mezcla. Esto ha generado toda una parafernalia entorno a la preparacion y el
consumo de los curados, desde la manera en como se preparan los ingredientes, algunos se hierven
(avena, camote o tuna roja), unos se rallan (limén), otros se agregan frescos (pifia, jitomate o
melon), pasando por la manera de moler los ingredientes: licuado o martajado y hasta la forma de
colado: con coladera o tela. Esto ha desarrollado un sinfin de recetas para que los comensales
puedan experimentar y degustar el pulque de nuevas maneras, generando en las pulquerias
profundos lazos de pertenencia ya que los comensales se hacen asiduos a cierto establecimiento
por los curados y consumen rigurosamente el pulque de esta forma (Alvarez, 2015).

De la misma manera, en comunidades rurales al pulque se le agregan raices, hojas o semillas
para otorgarle nuevos olores y sabores. Ejemplos de lo anterior son las hojas de ruda (Ruta
graveolens), las semillas de pirul (Schinus molle) o la raiz del ocpatl o timbre (4cacia angustissima)
(Bruman, 2000; Godoy et al., 2003; Alvarez, 2015). Estas préacticas estan determinadas por las
costumbres y las recetas de los manejadores, determinado asi el como se “debe” preparar y beber
el pulque para que esté “bueno”.

Otro ejemplo de précticas para procurar un buen pulque, es la advertencia que se hacen los
transportistas de pulque en la CDMX, quienes evitan que en los recipientes donde transportan el
pulque (barriles de madera o tambos de plastico) se golpee la bebida, por lo que los recipientes
deben ir completamente llenos y evitan que se muevan demasiado durante el recorrido, porque de
lo contrario el pulque se descompone: “se corta”. O como los jicareros de las pulquerias, que evitan
a toda costa usar cremas y perfumes porque los aromas de estos productos afectan al pulque y hacen

que “se corte”, es decir que se descomponga y adquiera sabores desagradables (Alvarez, 2015).
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Asi el hervor de la savia en SU es una practica que, ademas de sus implicaciones en las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas, es relevante y necesaria para preparar un buen
pulque para los manejadores de esta comunidad.

Ademas, como se ha mencionado, en la elaboracién de bebidas fermentadas una de las
razones fundamentales es la generacion de un perfil organoléptico deseado. Esta generacion de
nuevas caracteristicas es lo que perpetua la constante innovacién en el aprovechamiento de
recursos. Los productores de SU afirman que es una practica que permite prolongar el tiempo de
vida del aguamiel y con ello aumentar la disponibilidad del recurso. El aguamiel hervido ademas
de ser mas dulce, es menos 4acido, ya que el acido lactico contenido se evapora al aumentarse la
temperatura, reduciendo asi la acidez y es por eso que el pH se torna neutro. Con los efectos
mencionados el aguamiel hervido aumenta su digestibilidad, obteniendo atributos que no tendria
sin el hervor, siendo ésta una estrategia para otorgarle a la savia nuevos atributos.

Vale la pena considerar que el hervor del aguamiel puede funcionar como una practica que
reduzca el riesgo de contaminacion del aguamiel por patégenos. Es cierto que en las comunidades
rurales los magueyes estan expuestos a la intemperie y con la combinacion de la matriz
agropecuaria puede presentarse una facil contaminacion por patdégenos presentes en heces fecales
del ganado, por ejemplo. El hervor representaria una practica que, al realizarse en condiciones
Optimas de higiene (como hervir el aguamiel en recipientes inocuos y una vez hervido mantenerlo
aislado de posibles de fuentes contaminantes), ayudaria a mantener el producto en buenas
condiciones.

Ademas contribuiria a alejar el estigma que tiene el pulque como una bebida sucia, que
enferma al que la consume, esto por un supuesto alto contenido de patdégenos. Es comun aun en
contextos rurales y urbanos escuchar la historia de desprestigio de “la muneca”, la mufieca es un
trozo de excremento que supuestamente se le agrega al pulque para fermentarlo. Esta es una historia
completamente falsa que surgid a finales del siglo XIX para desprestigiar al pulque y fomentar el
consumo de otras bebidas como la cerveza (Ramirez-Rodriguez, 2015).

La practica del hervor, aunado a los beneficios nutricionales de la bebida, asi como los
microorganismos fermentadores en su papel de probidticos, resultan en un collage de beneficios
que visibilizandolo ayudaria a redignificar y terminar de desmentir los prejuicios que estigmatizan

y dafian al pulque, a quienes lo producen y consumen.
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9.4 El papel del aguamiel y el pulque en las comunidades rurales de México

Como se menciond anteriormente, son 20 los estados del pais donde se produce pulque, no obstante
esto ha disminuido debido a diversos factores sociales, econémicos y culturales, entre los que
podemos mencionar el abandono de las actividades agricolas, la migracion de sus habitantes a
entornos urbanos, al desprestigio cultural de las actividades primarias y la transformaciones
culturales en las comunidades rurales.

El pulque es un elemento central dentro de la cultura mexicana, hasta la actualidad funge
como un elemento de identidad tanto en contextos urbanos como rurales (Velasco, 2013; Alvarez
2015). Aunado a esto, el aguamiel y pulque tiene un rol fundamental dentro de la dieta de las
familias productoras “Mi abuelita siempre me da un vaso de aguamiel antes de ir a la escuela”
(Diego, 8 afios, com. pers., 2016). El aguamiel y el pulque contienen aminoacidos, vitaminas B1,
B2, B3 y C, hierro, fosforo, calcio, magnesio, ademds de acido folico, (Massieu et al., 1948;
Sanchez-Marroquin, 1979; Ortiz-Basurto, 2008). Ademas, aporta fitasa, una enzima que permite
la asimilacion de fosforo y zinc, con ello el consumo de pulque favorece la absorcion de nutrientes
que provienen de otros alimentos como las tortillas y las legumbres (Tovar ef al., 2008).

Estudios realizados en comunidades rurales de México muestran que el aguamiel y el
pulque son parte de la dieta bésica de nifios y adultos (Backstrand et al., 2002; 2004; Fournier,
2007). En esas comunidades el acceso a alimentos depende de lo que las familias cultivan y las
fuentes de agua potable no siempre son abundantes, por lo tanto el pulque funge como un alimento
y una bebida constante y accesible. En la comunidad de Valle de Solis, Edo. Méx, el pulque es la
fuente principal de vitamina C, la tercera fuente de hierro, por debajo de tortillas y frijoles, ademas
de aportar un porcentaje de la ingesta diaria de calcio, aminoéacidos y otras vitaminas (Backstrand
et al., 2002). Por su parte, en comunidades otomies del Valle del Mezquital, Hgo. se registré que
el pulque es la fuente primaria de vitamina C, la segunda de calorias, calcio y hierro y la tercera de
aminoacidos (Anderson et al., 2009).

En México el problema de desnutricion es alarmante. Para el 2012 se reportd que cerca de
1.5 millones de nifios menores a los 5 afos tienen problemas de desnutricion (Rivera-Dommarco
et al., 2013), esto es, cerca del 20% de los nifios de esa edad en el pais. Ademas, la situacion se
agrava conjugandola con las condiciones sociales, pues en contextos rurales este porcentaje
aumenta a 20.9% y crece al 33% en poblaciones indigenas (Rivera-Dommarco et al., 2013).

Investigaciones en materia de salud revelan que las mujeres en comunidades rurales (Valle de Solis,
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Edo. Méx.) tienen deficiencias considerables de hierrro y acido folico, con una alta incidencia de
anemia (Backstrand et al., 2002; 2004). En Valle de Solis, de la poblacion de nifios entre 1.5 y 3
afios, el 70% tenia niveles bajos de hemoglobina, el 48% tenia deficiencia de hierro, y el 33% tenia
concentraciones bajas de vitamina B (Allen et al., 2010).

Para el 2015 el 57% de la poblacion de Michoacén se encontraba en condiciones de pobreza
(CONEVAL, 2017); ésta alarmante situacion se escala a los municipios donde se ubican los
sistemas estudiados. En el municipio de Morelia existen 319,068 personas en pobreza (41% de su
poblacion) y 45,390 (6%) en pobreza extrema. Por su parte en el municipio de Tarimbaro son
46,142 personas en situacion de pobreza (44% de su poblacion) y 7,499 (7%) en pobreza extrema
(CONEVAL, 2017).

Bajo condiciones de alimentacién tan adversas, la presencia del maguey y el consumo de
aguamiel y pulque resulta vital para muchas localidades, aunque como se ha discutido, no es
suficiente para cumplir con los niveles minimos nutricionales de los habitantes. Resulta prioritario
anivel nacional generar estrategias para garantizar la seguridad alimentaria en las comunidades del
pais, donde la demanda de alimentos se cumpla a través de estrategias productivas locales,
organizadas por los pobladores y acompafiadas por otras instituciones gubernamentales, civiles o
educativas, lo anterior acorde a las caracteristicas ambientales y culturales de cada region (Ortiz-
Gomez et al., 2004). En muchas regiones de México el cultivo de maguey puede ser un eje de las
estrategias para lograr la seguridad alimentaria.

Sin ser esta argumentacion una apologia al consumo de bebidas alcohoélicas, es necesario
reconocer que el exceso en el consumo de pulque ocasiona problemas tanto a la salud de los
consumidores, como a las relaciones familiares y sociales (Taylor, 1987; Narro-Robles et al.,
1992); problematicas no exclusivas al consumo del pulque, como en algun momento del siglo XX
se afirmo, sino al consumo excesivo de bebidas alcoholicas (Barbosa, 2004; Ramirez-Rancafio,
2012). Por lo anterior y con la dimension abarcada se considera que el consumo moderado y
responsable del pulque representa un aporte importante de nutrientes para quien lo consume.

Ademas del valor nutricional, esta el valor econdmico, muchas familias en las zonas
productoras y otras tantas en las urbanas, como en la Ciudad de México dependen de los ingresos
generados de esta industria (Alvarez, 2015). En la ciudad de Morelia y sus alrededores los
voliimenes de produccioén y consumo son inferiores en comparacion a los de la Ciudad de México;

no obstante, la actividad pulquera representa una actividad econdémica importante. Pues para los
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productores con los que se realizo esta investigacion, el pulque es un pilar de su economia, sin el
cual no podrian solventar los gastos monetarios diarios. Valdria la pena ahondar en el porcentaje
que la venta de pulque representa en los ingresos econdomicos de las familias; no obstante, con la
informacion recabada en esta investigacion es notoria la relevancia de la actividad, pues en todos
los casos los integrantes de la familia dedican horas de trabajo a esta actividad, y la reportan como

una de las mas importantes en su dia a dia

X. CONCLUSIONES

El maguey como eje del manejo sustentable

El manejo sustentable debe implicar mantener las condiciones materiales e inmateriales que ha
permitido la existencia de ecosistemas, recursos y culturas (Casas et al., 2016). Este manejo
sustentable debe ser una directriz, un concepto operativo, que permita mantener a largo plazo
sistemas ecologicos y sociales, asegurando no solo la presencia de la biodiversidad sino asegurando
el respeto, la equidad, el bienestar y la autonomia de los grupos culturales que manejan los
diferentes sistemas.

El maguey y el pulque son un ejemplo de lo anterior, son cerca de 25 siglos en los que la
intensa y continua interaccion entre humanos y agaves ha generado la diversidad del género y la
diversidad de usos y beneficios que se obtienen de estas plantas. Las practicas y los saberes
acumulados por generaciones, son lo que ha permitido desarrollar los sistemas que se han
presentado en este trabajo, pero también a los otros cientos de sistemas de aprovechamiento y
manejo de recursos, tanto de plantas, animales y microorganismos en la historia de nuestra especie.

Actualmente muchos de los sistemas donde los agaves se insertan enfrentan graves
problematicas: la disminucion y cada vez mayor escasez de los recursos naturales, el abandono y
falta de financiamiento para el sector agricola, la migracion en busca de empleo o forzada por
conflictos de despojo o violencia, el envejecimiento de los productores, el aumento en la
desigualdad y la precariedad econdmica, por mencionar algunos de los mas relevantes. La falta de
acceso a alimentos, servicios y oportunidades en las comunidades rurales, ponen en grave peligro
su existencia, la de sus recursos naturales, su cultura y su gente. Ante el escenario del México rural,
de abandono y pobreza, el agave representa una apuesta para la reinvindicacion de los pueblos, de
su economia y su cultura. El maguey y los sistemas donde se maneja no son ajenos para las
poblaciones mexicanas, pues el género es utilizado a lo largo y ancho del territorio mexicano por

los diferentes grupos étnicos que lo conforman. Generar estrategias que visibilicen e impulsen estos
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sistemas campesinos resulta fundamental, pues son sistemas vigentes, funcionan cumpliendo con
necesidades tanto a los contextos rurales como a los urbanos, por lo que resultan altamente
necesarios para la vida de las comunidades, tanto a nivel de seguridad alimentaria pero también a
una escala de identidad cultural.

Hemos visto como dentro de una region, dos localidades proximas presentan variaciones
en su manejo, tanto en las variedades de agaves manejados como en las formas de elaboracion del
pulque. Estas variaciones otorgan diferencias al producto final, retomando, con el hervor se genera
un aguamiel mas dulce y un pulque con una tendencia a mayor abundancia de microorganismos
pero menor riqueza de morfotipos en comparacion con los no hervidos. Ademas de significados
culturales asociados a este manejo, e/ hervor es para que no pique el pulque, porque nosotros si lo
preparamos bien, el nosotros cobra sentido como un elemento de identidad.

Es entonces el manejo determinante en las caracteristicas que el aguamiel y el pulque
poseen. Las practicas orientadas bajo la racionalidad de un grupo de mujeres y hombres especifico
ha generado la gran diversidad agricola y gastronémica del mundo; el pulque se ubica ahi, pues no
existe un solo pulque, ni una manera de elaborarlo y consumirlo, sino hay muchas, diversas y
estaran determinadas por cuestiones ambientales, bioldgicas y culturales.

Por eso es necesario incorporar la vision del manejo de los recursos en las normativas de
los procesos productivos. El como se elabora es fundamental, ya que, tanto buenas practicas como
las estrategias que aspiran a la sustentabilidad deben ser reconocidas e implementadas. Por
ejemplo, es necesario que la nom para bebidas alcohoélicas incorpore un apartado de las practicas
permitidas y requeridas en la elaboracion, pero no solo de la bebida, sino en el manejo del recurso
de donde se obtiene (sea agave, cafia, fruta o ceral).

El aprovechamiento y manejo de los recursos se enfrenta ante un enorme reto, la tendencia
hacia la intensificacion de los sistemas prometiendo mayores ganancias para los productores a costa
de las comundiades y ecosistemas es preocupante. Es necesario romper con esa vision y aspirar a
un manejo sustentable de los recursos reconociendo la independencia, el conocimiento y las
practicas de las comunidades productoras y generando los medios para que los beneficios de la
comercializacion vayan ellos, sin acorralarlos con normativas y reglas de operacion.

Los sistemas de manejo de agave, los contextos y las preferencias particulares de la gente
que maneja a los magueyes y consume el aguamiel y el pulque, son determinantes en los atributos

de la bebida. Atributos que estan intimamente asociados a la composicion de los ensamblajes de
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microorganismos que intervienen en el proceso. Documentar con detalle la relacion de estos
consorcios de organismos con la calidad de la savia, su proveniencia y su manejo es una tarea de
gran valor para caracterizar técnicas y recursos genéticos que son parte de la inmensa cultura
mesoamericana.

Es necesario que investigaciones como estas crucen la frontera de la universidad y sirvan
para empoderar a los manejadores con informacion cientifica robusta, que les ofrezca alternativas,
vias de comercializaciéon y comunicacion, nuevas herramientas y estrategias de manejo que
respondan a sus problematicas, para que este sistema de maguey pulquero en Santiago Undameo y
Tarimbaro como muchos otros sistemas en resistencia, permitan seguir manteniendo a su gente y

enriqueciendo el patrimonio biocultural de México.
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XII. ANEXOS
Anexo 1. Entrevista a productores

Universidad Nacional Autonoma de México - Posgrado en Ciencias Biologicas

Entrevistado: Fecha:
Localidad:

Historia de vida
1. ;Como empezo a dedicarse a esto del pulque... (descripcion del contexto de la actividad pasado-presente)
2. ¢Cuantos productores de pulque hay en la zona? ;y antes?
3. (Qué otras actividades realiza?

Manejo el recurso y del proceso productivo

-Maguey

{Qué tipo de maguey utiliza para hacer pulque? (Nombre comuin, caracteristicas e identificacion por foto)
(Cuantos magueyes tiene plantados?

(Cuantos magueyes tiene en produccion?

(En qué lugar los tiene plantados? (magueyera propia/rentada, como lindero)

({Qué extension tiene esa superficie?

(Los magueyes que utiliza para la elaboracion del pulque son suyos o compra (precio y a quién)?
10 {Qué cuidados y técnicas requiere el cultivo y manejo de maguey pulquero?

-Siembra y propagacion (forma y épocas)

-Fertilizacion, podas, deshierbes

-Tiempo de crecimiento, capado

-Plagas

11.;Usa el maguey para otra cosa?

I R

-Aguamiel

12.(Cuantos litros da en un dia un maguey?

13.(Cuanto tiempo dura un maguey dando aguamiel?

14.;Qué maguey da mejor aguamiel, por qué?

15.(En que época extrae el mejor aguamiel?

16.;Cuantos litros de aguamiel extrae al dia? (unidad que ellos manejen)

-Pulque

17.;Coémo hace el pulque? (Cuidados-etapas-caracterisiticas-tiempos-ceremonias-herramientas)

18.(Qué caracteristicas tiene su semilla?

19.;Qué cuidados requiere su semilla?

20.;Mantiene una semilla todo el afio o prepara varias?

21.;Mezclan toda el aguamiel por igual?

22.;Qué aguamiel da mejor pulque, a qué sabe cada uno de los resultado?

23.;Cuanto pulque prepara al dia?

24.;Coémo debe ser un buen pulque? (sabor, olor, cuerpo)

25.¢Con el tiempo han cambiado sus variedades de maguey o sus practicas de manejo o elaboracion de pulque?

-Comercio

26.;Donde y a quién vende el pulque?

27.¢A cuanto lo vende (aguamiel y pulque)?

28.;Como le va en este negocio?

29.;Coémo era antes? (afo, calidad, cantidad, demanda de consumidores)

92



Anexo 2. Protocolo para extraccion de acidos grasos totales

1. Saponificacion. Durante esta etapa, se produce la lisis de las células. Los acidos grasos son separados de
los lipidos celulares y convertidos en sus correspondientes sales de sodio.

- Transferir un mililitro de la muestra a un tubo de ensaye.

- Agregar 2.0 +/- 0.1 ml del Reactivo # 1 (base metabolica compuesta por 45 g NaOH, 150 ml de metanol
y 150ml de agua destilada desionizada) a cada tubo

- Cerrar cada tubo con un forro de teflon dentro del tapon de rosca .

- Agitar en el vortex cada tubo por 5-10segundos.

- Colocar los tubos en bafo maria 100°C .

- Después de 5 minutos sacar los tubos del bafio Maria y enfriarlos ligeramente. Checar posibles fugas, y
en caso de existir cambiar el tapon o ponerle otra capa de teflon.

- Agitar cada tubo en vortex y volver a ponerlos en bafio maria por 25 minutos mas.

- Después de un total de 30 minutos de saponificacion en el bafio Maria, sacar los tubos y colocarlos en
agua fria.

2. Metilacion. En el proceso de metilacion las sales sodicas de los acidos grasos se convierten en ésteres
metilicos para incrementar la volatilidad de los 4cidos grasos para el analisis por cromatografia de gases.

- Después de enfriar los tubos, destaparlos y agregar 4 ml +/- 0.1ml del Reactivo # 2 (reactivo de
metilacion 325 ml de 6N HCL en 275 ml de metanol).

- Cerrar cada tubo y agitar en el vortex entre 5 a 10 segundos.

- Calentar en bafio Maria los tubos a 80°C por 10 minutos.

- Sacar del bafio Maria y enfriar en agua fria rapidamente.

3. Extraccion. En la extraccion los Esteres metilicos se transfieren de la fase acuosa acidica a la fase orgénica
con la técnica de extraccion liquida-liquida.

- Destapar cada tubo y agregar 2.5 ml del Reactivo # 3 (1:1 v/v hexano:éter metil terbutilico).

- Agregar a cada tubo 100 microlitros de 19:0 como estandar interno.

- Cerrar los tubos y rotarlos durante 10 minutos.

- Centrifugar los tubos por 3 minutos a 2000 RPM.

- Destapar cada tubo. Usando una pipeta para cada muestra, remover el sobrenadante a un tubo nuevo.

4. Lavado basico. En esta etapa se eliminan los acidos grasos libres y los agentes residuales.

- Agregar a cada tubo 6 ml del Reactivo #4 (Soluciéon basica de NaOH diluido en agua destilada
desionizada).

- Cerrar cada tubo y rotarlos por 5 minutos.

- Centrifugar los tubos por 3 minutos a 2000 RPM.

- Remover el sobrenadante y colocarlo en frascos viales.

- Evaporar bajo nitrogeno.

- Agregar a frascos nuevos GC viales 200 microlitros de hexano y colocar en cada uno de ellos “baby”
vial dentro de ellos.

- Disolver cada una de las muestras con 80 microlitros y agitar en vortex.

- Agregar 80 microlitros de cada muestra a un “baby” vial.

- Agregar a los frascos viales 200 microlitros de hexano y colocar en cada uno de ellos el “baby” vial que
se corresponde. Cerrar con su respectiva tapa.

- La muestra ahora esta lista para el cromatografo de gases.
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Anexo 3. Protocolos para determinacion de caracteristicas fisicas y quimicas
Determinacion de acidez de una sustancia por método de titulacion

En este método un volumen conocido de la muestra, se titula con una solucidn alcalina o basica de hidroxido
de sodio de concentracion determinada y con ayuda de un indicador (fenolftaleina) se obtiene el punto final
de la titulacion. La prueba de titulacion expresa a cantidad de hidroxido de sodio que es necesario agregar
a la sustancia para variar su grado de acidez en el cual cambia el color de la fenolftaleina.

1. Materiales: A) Pipeta de 10 ml, B) Bureta de 25 ml, C) Vasos de precipitados
2. Sustancias

A) Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N.
Para preparar la solucion de hidroxido de sodio se procede asi:

a. Pesar 4 gr de NaOH, reactivo puro (en perlas)
b. Colocarlos en un recipiente limpio y seco.
c. Agregar agua destilada para disolverlo hasta completar un litro es decir 1000 c.c.

B) Solucion neutra de fenolftaleina al 2% (m/v) en etanol al 70% (v/v).
La fenolftaleina es un polvo cristalino, de color amarillo palido, Se disuelve en alcohol y éter. Es insoluble
en agua, incolora en solucion neutra o acida, se vuelve violeta en solucion alcalina.

a. La solucion de etanol al 70% (v/v) se prepara asi: Medir con una pipeta 73 ml de etanol — Medir 27 ml
de agua destilada — Mezclar perfectamente los dos liquidos.

b. La soluciéon de fenolftaleina al 2 % (m/v) en etanol al 70 % (v/v) se prepara asi: Pesar 2 gr. de
fenolftaleina — Colocarlos en un recipiente limpio y seco — Agregar etanol al 70% (v/v) para disolverla
hasta completar 100 ml.

3. Procedimiento

A. Tomar la bureta limpia y purgarla (enjuagarla perfectamente con la solucion de NaOH).

B. Llenar la bureta hasta la marca cero, con solucion de hidroxido de sodio.

C. Apoyar la bureta en un soporte.

D. Colocar 10 ml de la muestra de la muestra en un vaso de precipitados.

E. Agregar a la muestra 4 gotas de fenolftaleina (siempre use la misma cantidad) y agitar.

F. Abrir la llave de la bureta y agregar gota a gota solucién de NaOH hasta que aparezca en la sustancia un
color rosa palido que permanezca por unos 30 segundos.

G.Leer en la bureta la cantidad de hidroxido de sodio gastado para neutralizar la sustancia y con este dato
encontrar la acidez total de la muestra. Esta se calcula con la siguiente formula:

VxNx0.09x 100
AT. =

M

En donde:

A.T. =Acidez total de la sustancia expresada en gramos de acido lactico por 100 ml de muestra
V= Mililitros de hidréxido de sodio utilizados en la titulaciéon

N=Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio

M= Mililitros de muestra empleados en la determinacion

0.09= Miliequivalente del acido lactico
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Determinacion de la viscosidad de una sustancia
1. Materiales

- Termdémetro

- Picnémetro

- Viscosimetro de Ostwald
- Cronometro

- Soporte universal

- Propipeta

- Agua destilada

- Liquido problema

2. Medicion de densidad

Pesar el picnémetro limpio y seco, anotar el resultado. Agregar el liquido problema. Con el valor de 1a masa
del liquido y el volumen del picnometro calcular la densidad: d=m /v

3. Medicion de viscosidad

El viscosimetro debe estar limpio y seco para comenzar a trabajar. Se coloca suficiente liquido en el
viscosimetro , hasta que llene el compartimento inferior (L), esto se hace a través del capilar A. Con una
propipeta se asciende el liquido por el tubo B, hasta que sobrepase la marca M1. Se deja caer el liquido y se
toma el tiempo en que recorre el tramo entre las marcas M1y M2. El procedimiento se repite tres veces y
se calcula el promedio del tiempo.

Finalmente para obtener la viscosidad del liquido problema, se usa la siguiente ecuacion: n;: ditin2 / dat>
Donde n; y n2 son las viscosidades del liquido problema y el liquido de referencia (agua), #; y ¢, los tiempos
que tardar en fluir y d; y d> las densidades.

Es importante tomar la temperatura a la cual se hacen las mediciones, ya que tanto densidad como viscosidad
dependen de la temperatura

Determinacion del porcentaje de alcohol (Kit de destilacion)

. Manta calefactora

. Matraz de destilacion de 500 ml
. Refrigerante Graham (serpentin)
. Mangueras para refrigerante

. Vaso de precipitados de 200 ml
. Conectores correspondientes

. Adaptador para termometro

. Termémetro

. Perlas de ebullicion

| S

Figura 34. Kit de destilacion.
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Anexo 4. Tablas de datos

Tabla 11. FA (promedio + ES nanomoles/mL) reportados para cada tratamiento (fase-sitio), afio 2017.

2017 Aguamiel SU | Aguamiel T | Hervido SU Pulque SU Pulque T Semilla SU Semilla T
14:00 0.96 £0.16 2.61 +£0.63 0.75 £0.39 2.53£0.80 2.47+0.82 422+0.84 6.92 +3.04
16:00 11.58+3.83 18.98 +4.73 | 11.74+4.54 | 2943+6.47 | 17.99+2.09 | 5191+7.74 | 71.12+20.34
18:00 1.21 £0.33 2.97 £0.08 1.01 £0.23 9.37+2.81 5.53+£0.86 15.35+2.73 19 +£5.50
12:0 iso Nd Nd Nd 0.30 +£0.30 0.29 £0.21 Nd Nd
17:11iso01 Nd 1.23 £0.62 Nd Nd Nd 1.15+0.62 2.40+£0.74
17:0iso 3O0H 1.48 £0.15 1.49 £+ 0.05 1.47+£0.1 1.39 £0.042 1.35+£0.50 1.47+ 0.11 1.42 + 0.05
17:1 iso wc 0.98 £0.29 Nd 0.57 £0.28 0.60 +0.297 0.24 £0.24 Nd Nd

17:0 cyclo Nd 0.18 £0.09 0.11 £0.11 Nd Nd Nd 0.23 +£0.23
19:0 cyclo w8c 6.49 £2.82 7.66 £2.64 8.07 +£4.02 5.97+0.32 3.32+0.90 594 +£0.72 5.83+£2.2
16:1 w7c 2.07 £0.55 7.923+2.27 | 2.06+£0.59 37.22+1.19 | 25.19+£5.76 | 117.55+39.05 | 169.72 + 67.03
18:1w7c 9.53£3.09 10.04 +3.43 | 7.89+3.66 8.21 +1.37 7.17+3.19 14.01 £4.16 16.29 +7.68
18:1 w7c 11-methyl 0.24 £0.24 0.313+0.16 | 0.32+0.32 Nd Nd Nd Nd

19:0 10-methyl Nd 0.53+0.28 Nd Nd Nd Nd 0.16 £0.16
16:1 wic Nd Nd Nd 0.63 £0.38 0.33+£0.17 2.23+0.53 3.30+1.61
18:1 w9c 1.72 £ 0.69 517+0.53 | 1.616+0.32 | 24.80+12.08 | 7.87+2.09 | 40.17+11.73 | 36.58 £12.48
18:2 w6,9c 3.12+£1.53 3.40+ 1.71 | 2.374+0.29 3.1+1.38 1.37 £ 0.69 342 £1.63 5.13+£1.93
18:3 woc (6,9,12) 0.64 £0.07 036+0.18 | 0.171 £0.17 Nd 0.60 = 0.06 Nd 0.37+0.19
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Tabla 11. Continuacidn, afio 2018.

2018 Aguamiel SU | Aguamiel T Hervido SU Pulque SU Pulque T Semilla SU Semilla T
14:00 Nd 9.13+£3.14 1.07 £0.53 10.47 £1.23 5.98 +£3.01 41.18 £2.78 84.75 +30.98
16:00 17.63 £ 14.04 67.1 £6.78 314+11.2 123.66 +£22.58 | 67.4+29.63 851.2 £81.68 1020.81 £39.16
18:00 2.01 +1.23 8.97 £1.96 5.86 £2.12 24.53 £4.60 15.82 £ 6.69 138.8 £ 9.88 178.62 + 66.16
17:0 anteiso 224+0 Nd 1.55+0.77 0.99+0 0.99 +0.80 Nd Nd
17:11is0i Nd 4.55+0.10 0.64 £0.64 Nd 1.27 £ 1.04 23.68 +5.14 29.96+6.804
17:0 cyclo Nd Nd Nd 0.59 +£0.59 Nd 2.76 £1.67 42+251
19:0 cyclo w8c 25.97+23.85 | 30.53+13.18 | 25.93+10.77 33.4+£9.19 12.03 +3.42 48.47+54 39.99 +£9.66
16:1 w7c 2.35+2.345 31.14 £ 13.03 | 14.92+10.23 | 181.77+44.24 | 108.03 £ 66.75 | 2480.45 +404.04 | 3388.57 + 149.22
18:1w7c 10.99 + 6.81 49.23 £27.50 19.07 £ 1.32 47.67£12.06 21.82+£9.091 147.96 + 35.59 129.71 £18.7
" ‘itzyvy c1i- 0.89 + 0.89 nd 0.48 = 0.48 Nd Nd Nd Nd
19:0 10-methyl Nd 2.45+1.26 Nd Nd Nd Nd Nd
16:1 w5c Nd 1.31 £0.76 224+1.27 4.07 £0.65 2.04+1.33 36.23 £7.99 52.76 + 8.98
18:1 w9c 4.08 £0.94 16.09 +4.03 21.37+£9.05 | 59.69+18.28 | 30.44+12.1 496.37 + 169.63 583.65+91.94
18:2 w6,9c 5.66 +1.96 8.89 +£3.29 10.66 +3.97 15.73 £2.46 11.51 £8.07 73.81 +34.49 77.073 £ 18.7
Tabla 12. FA (promedio + ES nanomoles/mL) asociados a grupos de microorganismos para cada tratamiento (fase-sitio), afio 2017.
2017 Aguamiel SU | Aguamiel T Hervido SU Pulque SU Pulque T Semilla SU Semilla T
Gram-positivas 245+0.44 2.73 £0.66 2.04+0.19 1.93+0.32 223+0.14 2.62+0.6 3.82+0.7
Gram-negativas 6.49 £2.82 7.83+£2.72 8.18£4.13 5.97+0.38 3.32+0.9 5.94+0.72 6.06 +2.42
Actinobacterias 0.24+0.24 0.84 +£0.43 0.32+0.32 nd Nd Nd 0.16 £0.16
HMA/Gram-neg nd nd nd 0.63 +£0.38 0.33+0.17 2.23+0.53 3.3+£1.61
Levaduras 1.72 £0.69 5.17+£0.53 1.62+£0.32 24.8 +12.08 7.87 £2.09 40.17 £11.73 36.58 +12.48
Hongos 3.76 £ 1.58 3.76 £1.89 2.54 £0.46 3.1+1.38 1.97 £0.64 3.42+1.63 55+1.81
Estrés ambiental 11.6 £3.58 17.97 £2.02 9.95+4.16 4543 £1.71 3236+433 | 131.56+43.15 | 186.01 +67.03
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Tabla 12. Continuacion, afio 2018.

2018 Aguamiel SU | Aguamiel T Hervido SU Pulque SU Pulque T Semilla SU Semilla T
Gram-positivas 224+0 4.55+0.1 2.19+1.23 0.99+0 2.25+0.23 23.68 +5.14 29.96 £ 6.80
Gram-negativas 25.97+23.85 | 30.53+13.18 | 25.93+10.77 | 33.99+9.73 12.03 £3.42 51.24 £7.07 442 +£11.09
Actinobacterias 0.89 +0.89 2.45+1.26 0.48 £0.48 nd nd nd nd
HMA/Gram-neg nd 1.31£0.72 224 +1.27 4.07 £0.65 2.04+1.33 36.23 £7.99 52.76 + 8.98
Levaduras 4.08 £0.94 16.09 +4.03 21.37 +9.05 59.69 +£18.28 | 30.44+12.1 496.37 + 169.63 583.65+91.94
Hongos 5.67£1.96 8.89 +3.29 10.66 +3.97 15.73 £2.46 11.51 £ 8.07 73.81 £34.49 77.07 +18.7
Estrés ambiental 13.34 +£9.01 80.37£20.58 | 33.94+10.81 | 229.44+48.54 | 129.85 £ 68.16 | 2628.41 +436.22 | 3518.28 + 167.92

Tabla 13. Porcentajes de FA (promedio + ES) de los grupos de microorganismos presentes en los tratamiento (fase-sitio). Las letras indican las
diferencias estadisticas por el método de Tukey.

Grupo Aguamiel SU Aguamiel T Hervido SU Pulque SU Pulque T Semilla SU Semilla T

Gram-positivas 5.74 £2.19 2.65+0.71 5.07+£1.84 0.8 +0.37 2+0.59 0.75+0.12 0.88 £0.21
P (a) (a) (a) (a) (a) (a) (a)

Gram-negativas 17.6 £5.83 12.36 £2.82 21.19+4.14 6.67+1.53 5.56 £0.90 2.6 +0.34 2.19+0.32
(ab) (abe) (a) (®) (®) (®) (®)

. . 0.47 +£0.30 1.05+0.35 0.36 +0.25 0.02 £0.02
Actinobacterias (ab) (a) (ab) Nd Nd Nd (b)
Levaduras 8.81 +£3.89 7.86+1.17 9.55+3.18 142 +2.76 11.78 £2.27 13.46 £3.13 10.41 £0.91

(a) (a) (a) (a) (a) (a) (a)
Honeos 12.62 £4.16 429 +1.27 7.81 £1.38 2.69 +0.48 2.71+£0.79 1.54 +£0.47 1.44 £0.19

& (a) (b) (ab) (b) (b) (b) (b)

Estrés 23.78 £5.60 32.11 +4.64 25.21 +1.46 40.81 +£4.06 42.29+1.76 53.07 £6.02 56.2 +2.83
(a) (ab) (ab) (abe) (bo) (© (©
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