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Resumen

El pulgue es una bebida fermentada tradicional mexicana con una gran relevancia
histérica, cultural y nutrimental. Se elabora por la fermentacién del aguamiel, que es
la savia azucarada de especies de magueyes pulqueros como Agave salmiana. En
este proceso de fermentacién participan comunidades de bacterias y levaduras que
interaccionan metabdlicamente para dar lugar a las propiedades fisicoquimicas y
organolépticas que distinguen al pulque. Al aislar las comunidades de levaduras que
se encuentran en cada etapa de la elaboracion del pulque, se pueden describir
procesos, como el de la sucesién ecoldgica, que ayuda a comprender la influencia
de los cambios fisicoquimicos asociados al producto final sobre la diversidad de las
comunidades microbianas y viceversa. Ademas, estos aislados se pueden
caracterizar y asi encontrarse especies de interés biotecnologico. Derivado de lo
anterior, este trabajo tuvo como objetivo estudiar la sucesion de la comunidad de
levaduras y los cambios fisicoquimicos a lo largo del proceso de elaboracion y

fermentacién del pulque en la Hacienda de Xochuca, Tlaxco, Tlaxcala, México.

Para ello, se obtuvieron muestras de cada una de las etapas de elaboracion de
pulque en la Hacienda de Xochuca a finales de febrero de 2020. De cada muestra
se realizo un aislamiento in situ de las levaduras en medio selectivo, asi como la
medicion de pH y temperatura. En el laboratorio, se realizo la cuantificacion de las
unidades formadoras de colonias y el aislamiento e identificacién de los cultivos
axénicos por taxonomia polifasica, considerando sus caracteristicas fenotipicas y
genotipicas. La caracterizacion quimica por la técnica de cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC, por sus siglas en inglés), y la determinacion y cuantificacion

de los compuestos volatiles por la técnica de GC-masas.

Respecto a los cambios en las comunidades de levaduras aisladas, en las primeras
etapas del proceso se observd una mayor diversidad de especies no-
Saccharomyces como Candida boidinii, Clavispora lusitaniae, Kluyveromyces

marxianus,  Meyerozyma  guilliermondii, = Kazachstania  gamospora vy



Zygosaccharomyces bailii. Esta diversidad disminuy6 a medida que se consumian
los azUcares y aumentaba la concentracion de etanol. Las especies persistentes al
final del proceso fueron Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus y Starmerella

stellata.

En cuanto a los cambios de los pardmetros fisicoquimicos, se observé que el valor
de pH descendio de 5 en el aguamiel a 3 después de 72 horas de fermentacién. La
concentracion de los &cidos lactico y acético se mantuvo en valores <1%. En
general, la concentracion de la mayoria de los azucares disminuyo a lo largo de la
fermentacion y el etanol alcanz6 5.5% en la etapa final. En cuanto a la diversidad
de compuestos volatiles, se encontraron alcoholes como el alcohol fenetilico y
ésteres como el dietil succinato que contribuyen a las propiedades organolépticas

del pulque.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento microbioldgico
del pulque y tienen el potencial de enriquecer las bases que permiten asegurar la
calidad y seguridad de esta bebida y que, ademas, sirven para promover una
actualizacion de su normatividad conservando la identidad tradicional de su proceso

de elaboracion.

Palabras clave: pulque, fermentacion, sucesion de levaduras, cambios

fisicoquimicos.



Abstract

Pulque is a traditional Mexican fermented drink with great historical, cultural, and
nutritional relevance. It is made by fermenting mead, which is the sugary sap of
pulgue maguey species such as Agave salmiana. In this fermentation process,
communities of bacteria and yeasts participate that interact metabolically to give rise
to the physicochemical and organoleptic properties that distinguish pulque. By
isolating the yeast communities found in each stage of pulque production, processes
can be described, such as ecological succession, which helps to understand the
influence of physicochemical changes associated with the final product on the
diversity of the communities. microbial and vice versa. In addition, these isolates can
be characterized and thus species of biotechnological interest can be found. Derived
from the above, this work aimed to study the succession of the yeast community and
the physicochemical changes throughout the process of elaboration and

fermentation of pulque at the Hacienda de Xochuca, Tlaxco, Tlaxcala, Mexico.

To do this, samples were obtained from each of the stages of pulque elaboration at
the Hacienda de Xochuca at the end of February 2020. In situ isolation of the yeasts
was carried out in a selective medium, as well as pH measurement. and
temperature. In the laboratory, the quantification of the colony-forming units and the
isolation and identification of the axenic cultures were carried out by polyphasic
taxonomy, considering their phenotypic and genotypic characteristics. The chemical
characterization by the technique of high-resolution liquid chromatography (HPLC),
and the determination and quantification of the volatile compounds by the technique

of GC-mass.

Regarding the changes in the isolated yeast communities, a greater diversity of non-
Saccharomyces species such as Candida boidinii, Clavispora lusitaniae,
Kluyveromyces marxianus, Meyerozyma guilliermondii, Kazachstania gamospora
and Zygosaccharomyces bailii was observed in the early stages of the process. This
diversity decreased as sugars were consumed and ethanol concentration increased.
The species that persisted at the end of the process were Saccharomyces

cerevisiae, S. paradoxus and Starmerella stellata.



Regarding the changes of the physicochemical parameters, it was observed that the
pH value decreased from 5 in the mead to 3 after 72 hours of fermentation. The
concentration of lactic and acetic acids was maintained at values <1%. In general,
the concentration of most sugars decreased throughout the fermentation and
ethanol reached 5.5% in the final stage. Regarding the diversity of volatile
compounds, alcohols such as phenethyl alcohol and esters such as diethyl succinate

were found to contribute to the organoleptic properties of pulque.

The findings obtained in this work contribute to the microbiological knowledge of
pulque and have the potential to enrich the foundations for ensuring the quality and
safety of this beverage, and also serve to promote the updating of its regulations

while preserving the traditional identity of its production process.



1. INTRODUCCION

Los alimentos fermentados son aquellos que se producen por la actividad
metabdlica de las comunidades microbianas presentes en la materia prima con la que se
elaboran y en el ambiente circundante, que sintetizan acidos organicos, alcoholes,
aminoacidos, ésteres, entre otros. Estos compuestos transforman las materias primas,
haciendo que su textura, color, aroma, sabor y valor nutrimental, se vuelvan mas
atractivos para el consumo humano, logrando su aceptacion cultural y social (Steinkraus,
1997; Tamang et al., 2016).

Estos productos son el resultado de procesos ecoldgicos constituidos por las
interacciones bidticas y abidticas, eventos de ensamblaje y sucesion al interior de las
comunidades microbianas que los caracterizan. Por su complejidad, se ha iniciado una
tendencia para que sean usados como modelos ecolégicos que sirvan para entender el
comportamiento e identidad de tales comunidades (Scott & Sullivan, 2008; Wolfe &
Dutton, 2015).

Al aprender a controlar las condiciones ambientales que favorecen el proceso de
fermentacién, muchas culturas alrededor del mundo han podido crear un variado
mosaico de alimentos fermentados. Por ejemplo, en México los productos fermentados
tradicionales generalmente son bebidas que se elaboran principalmente con maiz, pulpa
y jugo de frutas, savia de plantas, y cacao (Escamilla-Hurtado & Escamilla-Hurtado,
2007).

Entre ellos, uno de los mas antiguos es el pulque, una bebida ligeramente alcohdlica de
origen prehispanico con un alto valor cultural y nutrimental. Esta se elabora a partir de la
fermentaciéon del aguamiel, savia extraida de los agaves pulqueros maduros que son
cultivados principalmente en las regiones con clima calido, escasas lluvias y suelos
pobres en nutrientes de los estados de Hidalgo, Tlaxcala, México, Puebla, Querétaro,

Oaxaca y Ciudad de México. Desde la Conquista, la produccion de pulque ha pasado



por varios eventos historicos que han impactado de diferentes formas su produccion,

valor econdmico y social (Godoy et al., 2003; Moreno-Terrazas et al., 2017)

La caracterizacion de la microbiota de los productos fermentados tradicionales se ha
orientado a buscar posibles beneficios a la salud y utilidades biotecnol6gicas para la
industria, sin embargo, son pocos los trabajos que consideran a estas comunidades de
microorganismos como reservorios bioculturales resultantes de una amplia variedad de
practicas tradicionales para elaborar un producto como el pulque (Ojeda-Linares et al.,
2021)

Es entonces que, el pulque, al ser es una bebida icdnica de México que actualmente esta
proceso de revalorizacion como un alimento funcional con alto valor cultural, y en la que
conviven diversas comunidades de microorganismos, donde las levaduras contribuyen
con la transformacién de las condiciones fisicoquimicas de su entorno; al observar como
se desarrolla su particular proceso de sucesion, identificar polifasicamente a los
miembros que componen las comunidades de levaduras y describir los cambios
fisioquimicos durante la elaboracion tradicional de esta bebida, se contribuye a
enriquecer el conocimiento de la diversidad microbiana de esta bebida como un

importante recurso biocultural.

Fermentacion

En la naturaleza existen varias alternativas para que los organismos obtengan
energia para su desarrollo, una de ellas es la fermentacion. Esta se define como un
proceso catabdlico en el que un compuesto organico actiia como donador y otro como
aceptor de electrones, produciendo moléculas de ATP mediante fosforilacion a nivel de
sustrato (Figura 1). Los productos obtenidos pueden ser dioxido de carbono, butanol,
etanol, acido acético, acido lactico, acido butirico dependiendo del microorganismo
fermentador, del sustrato fermentado y de las condiciones ambientales. Generalmente
es llevada a cabo por microorganismos anaerobios, estrictos o facultativos como las
levaduras; y microorganismos microaerofilos, como las bacterias acido-lacticas (BAL),

que pueden fermentar en condiciones de poco oxigeno y que tienen una amplia



distribucion ecolégica en habitats como el tracto digestivo animal y productos
fermentados (Campbell & Farrell, 2010; Ciani et al., 2008; Madigan et al., 2015)
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Figura 1- Reaccién de la fermentaciéon alcohdlica llevada a cabo por organismos como la
levadura Saccharomyces cerevisiae.

Las bacterias &cido-lacticas (BAL) son las responsables de la fermentacion lactica,
transforman los azucares del sustrato en acido lactico y reducen el pH, inhibiendo el
crecimiento de otros microorganismos que pueden descomponer el alimento o producir
enfermedades como las bacterias Gram negativas Escherichia coli (Migula, 1895)
Castellani & Chalmers, 1919, Campylobacter jejuni (Jones et al.,, 1931) Véron &
Chatelain, 1973, Shigella flexneri Castellani & Chalmers, 1919 o Salmonella typhimurium
(Loeffler, 1892) Castellani & Chalmers, 1919. Estas se pueden clasificar en homolacticas,
aquellas que producen Unicamente acido lactico como producto de la fermentacion y
heterolacticas Entre los géneros mas reconocidos de este grupo se encuentan
Alkalibacterium,  Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococus,
Leuconostoc,  Oenococcus, Pediococcus,  Streptococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus, y Weissella (Steinkraus, 1997; Tamang et al., 2016).

Generalmente, la produccion de etanol esta asociada generalmente a levaduras como
Saccharomyces cerevisiae (Desm.) Meyen que, en condiciones anaerobias, transforman

rapidamente los azucares en etanol evitando el crecimiento de otros microorganismos



por su propiedad germicida. Este proceso también es llevado a cabo por bacterias como
Zymomonas mobilis (Lindner, 1928) Kluyver & van Niel, 1936, que a través de la via
Etner-Doudoroff, que cataboliza glucosa, sacarosay fructuosa para obtener etanol, acido
lactico y COz, todo en condiciones anaerobias (Conway, 1992; Garcia-Ortega & Ponce-
Rivas, 2003; Steinkraus, 1997)

Si la fermentacion alcohdlica no se realiza en condiciones anaerdébicas, bacterias del
género Acetobacter pueden oxidar al alcohol y convertirlo en acido acético, popularmente
conocido como vinagre. Los alimentos con este compuesto son considerados seguros
sanitariamente, pues es bacteriostatico, incluso bactericida dependiendo de su
concentracion, entre ellos se encuentran distintos tipos de vinagre, como el vinagre de
vino (vino tinto y blanco), vinagre de frutas (manzana, pifia, etc.), entre otros (Steinkraus,
1997).

Las levaduras

Definicion

Las levaduras se pueden definir como aquellos hongos cuyo crecimiento asexual
resulta predominantemente de la yema o fision, y que no forman sus estados sexuales
dentro o sobre un cuerpo fructifero, tienen una amplia distribucion y capacidad de
colonizar ambientes terrestres, aéreos y acuaticos gracias a su adaptabilidad fisiologica
(Kurtzman et al., 2011; Rodrigues et al., 2006). La incorporacion de nuevas tecnologias
y meétodos de identificacion, asi como la tendencia de investigar nuevas especies de
levaduras en distintos sustratos ha resultado en el reconocimiento de 354 géneros y mas
de 2000 especies aceptadas de levaduras distribuidos en el Phylum Ascomycota, que
concentra a la mayoria de las especies de importancia bioindustrial como
Saccharomyces cerevisiae en el subphylum Saccharomycotina; y el Phylum
Basidiomycota (Boekhout et al., 2022; Dujon & Louis, 2017; Kurtzman et al., 2011; Shen
et al., 2018).

Morfolégicamente, las levaduras se caracterizan por células vegetativas globosas,

ovoides, elipsoidales, apiculadas o triangulares; con un rango de tamafio general entre



2-3 um de largo con algunas excepciones que pueden llegar hasta 20-50 um, con un
ancho general de 1-10 um (Kurtzman et al., 2011; Phaff et al., 1978).

Ciclo de vida

Las levaduras pueden reproducirse de forma asexual y sexual. La primera se
caracteriza por procesos como la gemacion, en la que la célula madre desarrolla a la
célula hija como una protuberancia que crece hasta tener un tamafio semejante a su
progenitora, pudiendo separarse o quedarse unida a la célula madre dando origen a
cadenas cortas de células o un pseudomicelio (Jiménez-Segura, 2016; Van-der-Walt &
Yarrow, 1984).

La fisién es otro proceso de reproduccion asexual en las levaduras, en el que las células
aumentan de tamano, se alargan y se forman tabiques transversales que seccionan a la
célula dando origen a dos o mas células individuales que repetirdn la operacion
(Kurtzman et al., 2011).

La reproduccién sexual en muchas levaduras se caracteriza por la alternancia entre la
fase haploide y diploide. El ejemplo clasico es el de Saccharomyces cerevisiae, cuyas
células vegetativas pueden ser haploides o diploides. Las células haploides o sexuales,
designadas en forma anéloga a los gametos masculinos y femeninos como a y a, se
fusionan formando un zigoto diploide que crece vegetativamente. En condiciones de
limitados nutrientes, el zigoto iniciar4 un proceso de meiosis y producird ascosporas
haploides (Figura 2) (Madigan et al., 2015).
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Figura 2- Ciclo de vida de una levadura tipica, Saccharomyces cerevisiae (Madigan et al.,
2015)

Distribucion

La fisiologia de las levaduras les permite prosperar en ambientes de condiciones
variables, en general, la mayoria de las levaduras son mesofilicas y crecen éptimamente
en un rango de temperaturas entre los 20°C y 30°C, aunque hay especies que pueden
crecer a los 37° C y algunas otras consideradas psicroéfilas que crecen a temperaturas
de entre 5y 10 °C (Deak, 2006; Jiménez-Segura, 2016). En cuanto a nutrientes, las
levaduras prosperan en habitats donde haya carbohidratos disponibles, aunque algunas
especies pueden utilizar alcoholes y acidos orgénicos en condiciones aerobias; y muchas
pueden utilizar fuentes inorganicas de nitrdgeno y azufre para satisfacer la necesidad de
estos y micronutrientes (Deak, 2006; Madigan et al., 2015). De acuerdo con la tendencia
en el descubrimiento de nuevas especies de levaduras, los sustratos donde se han
podido encontrar se pueden clasificar en dos grandes categorias: biético (alimentos,
animales, plantas, suelo, etc.) y abiético (nieve, aire, agua marina, etc.) (Boekhout et al.,
2022; Kurtzman et al., 2011)
En general son organismos aerobios, pero muchas pueden cambiar su metabolismo en

condiciones de poco oxigeno o dependiendo de las concentraciones de glucosa
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disponible. Prefieren medios ligeramente acidos, pero tienen una amplia tolerancia a
rangos de pH por lo que puede crecer entre valores de 3 a 10, aunque muchas especies
pueden soportar pH tan bajos como 1.5 (Deak, 2006).

Las levaduras y la fermentacion

Las levaduras estan presentes en una amplia variedad de productos fermentados
elaborados a partir de ingredientes de origen vegetal y animal, siendo particularmente
reconocidas por la produccion de etanol y didxido de carbono a traves de la fermentacion
de azlcares como hexosas y disacaridos. Pueden ser clasificadas respecto a su
metabolismo de los azlcares en: 1) no fermentadoras, aquellas cuyo metabolismo no es
capaz de realizar la fermentacion alcohdlica a partir de la glucosa; 2) fermentadoras
facultativas, que dependen de las condiciones de crecimiento, la disponibilidad de
oxigeno, el tipo y la concentracion de azucares; y 3) las fermentadoras obligadas, que
solo son capaces de metabolizar la glucosa a través de la fermentacion alcohdlica
(Rodrigues et al., 2006)

Sin embargo, el alcohol no es el Unico metabolito producido por las levaduras derivado
del metabolismo de los carbohidratos durante la fermentacién, pues también son
responsables, junto a las BAL, de la disminucion del pH por la produccién de &cidos
organicos como el citrato, el malato y el succinato, que ademas influyen en el aroma 'y
sabor de los productos finales. También la transformacion del sustrato inicial se debe a
una amplia diversidad de enzimas hidroliticas como la inulasa, pectinasas y R3-
glucosidasa que de igual forma contribuyen con las caracteristicas organolépticas y
propiedades quimicas como la actividad antioxidante, que en particular es derivada de
la liberacidon de polifenoles por parte de la tercer enzima mencionada (Rai & Jeyaram,
2017).

Las levaduras y otros microorganismos asociados a la fermentacion pueden interactuar
en cuatro formas generales: 1) por el uso de los sustratos nutritivos iniciales y la
produccion de metabolitos; 2) inhibiendo o eliminando microrganismos patégenos que
pueden afectar la calidad del producto final; 3) inhibiendo el cultivo inicial y provocar que
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el alimento se pudra; y 4) por la conversion de los metabolitos producidos por el cultivo

inicial en metabolitos bioactivos con beneficios potenciales (Rai & Jeyaram, 2017).

Domesticacion

De acuerdo con evidencias moleculares encontradas por arquedlogos,
esencialmente compuestos organicos residuales de antiguas fermentaciones
encontrados en vasijas y antiguos recipientes de barro u otros materiales, la
domesticacion de levaduras, especialmente del complejo de las especies
Saccharomyces sensu stricto, podria haber existido desde del afio 7000 a.C. con la
produccion de vino de arroz en China; con la produccién de vino de uva en Iran alrededor
del 7000-4000 a. C.; con la elaboracién de cerveza y pan en Egipto desde el 1500-1300
a. C. Asi como la produccion de queso en China alrededor del 1980-1450 a. C. Todo lo
anterior demuestra que el desarrollo de las civilizaciones humanas se relaciona
intimamente con la domesticacion de las levaduras, y que, hasta la actualidad, estos
microorganismos siguen siendo un importante e indispensable recurso biotecnoldgico
del cual muchas industrias dependen. Las herramientas moleculares han revelado
fendbmenos de hibridacién, poliploidia y reduccion genémica en diferentes aislados
domesticados de S. cerevisiae de distintos origenes de la industria de las bebidas
alcoholicas y de la produccion de alimentos como el pan, lo que explica porque cada
variedad de este organismo se ha adaptado a cada una de las industrias en las que se
utiliza, por ejemplo, la resistencia al sulfito en la industria de vino (Rai & Jeyaram, 2017;
Sicard & Legras, 2011).

Actividad probidtica

Las levaduras y el consumo de algunos productos elaborados con ellas tienen
beneficios a la salud. En particular, hay levaduras con potencial probi6tico, como
Saccharomyces boulardii y Kluyveromyces marxianus, por su resistencia que tienen al
atravesar el tracto gastrointestinal y por ejercer un efecto antagonico contra organismos
patégenos; algunas otras como Saccharomyces cerevisae y Rhodotorula glutinis, por

producir metabolitos como niacina, riboflavina, &cido y-aminobutirico (GABA) entre otras
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sustancias promotoras para la salud del consumidor (Czerucka etal., 2007; Rai &
Jeyaram, 2017)

Levaduras silvestres

La levaduras del grupo Saccharomyces y No-Saccharomyces, responsables de las
fermentaciones espontaneas que dan origen a los productos fermentados tradicionales
son también conocidas como levaduras “nativas”, “autdctonas” o “silvestres” y se
distinguen por estar en las superficies de los sustratos iniciales y/o ser introducidas por
las personas o utensilios encargadas de la elaboracién de estos productos de manera
incidental. EI metabolismo de estas levaduras no-Saccharomyces no solo se ocupa de
la produccion de etanol, sino de cientos de compuestos mas, como terpenos, ésteres y
acidos organicos que les dan aromas y sabores caracteristicos a las bebidas (Steensels
& Verstrepen, 2014). Por lo anterior hay un creciente interés de estudiar aquellas
levaduras del grupo no-Saccharomyces que permitan desarrollar cultivos iniciadores que
incrementen los aromas y sabores de cervezas, vinos y otras bebidas espirituosas.
Muchas de estas levaduras no son capaces de llevar a cabo una fermentacién completa,
por eso deben ir acompafadas por una cepa de Saccharomyces cerevisae. No son
usadas como fermentadoras principales, ya que no pueden competir contra S. cerevisiae
por el aprovechamiento de recursos y en ocasiones, su crecimiento puede se inhibido
(Lappe-Oliveras et al., 2008; Varela, 2016).

Productos fermentados

El descubrimiento de la fermentacion tuvo un importante significado en el desarrollo
de la civilizacion humana, pues desde la prehistoria ha permitido la conservacion y el
almacenamiento prolongado de alimentos recolectados o cazados, como frutos, nueces,
hojas, leche y carne de diferentes animales, por mencionar algunos. Este descubrimiento
fue un factor que contribuyd, junto al desarrollo de la agricultura, a que la humanidad
cambiara su estilo de vida n6mada a sedentario, y que al tener asegurado su suministro

de alimento iniciara la diversificacion de sus actividades (Steinkraus, 1994)
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Es entonces que se definen a los alimentos fermentados como aquéllos producidos por
la actividad enzimatica de consorcios microbianos presentes en el sustrato y en el
ambiente circundante, y mediante la cual transforman los carbohidratos, proteinas y
grasas en alcoholes, acidos, ésteres, aminoacidos, péptidos, agua y didéxido de carbono
(CO2). Esto modifica las caracteristicas bioquimicas y organolépticas de las materias
primas, como textura, color, aroma, sabor y valor nutricional; elimina microorganismos
patégenos y de descomponedores por el efecto antagonico de algunas de las sustancias
producida por lo que incrementa la vida de anaquel del producto; caracteristicas que en
conjunto hacen mas atractivos los alimentos para su consumo y que este sea aceptado

cultural y socialmente (Ciani et al., 2008; Steinkraus, 1994; Tamang et al., 2016).

Muchos de estos productos han conservado su caracter artesanal a lo largo de la historia
y su produccion esta estrechamente arraigada a la cultura de la region en la que fueron
desarrollados o adaptados, y muchos de ellos se han visto beneficiados por los avances
tecnolégicos y cientificos, como el caso de la cerveza, el queso, el yogurt, el kimchi, la
soya, el tempeh, entre otros, permitiendo su industrializacion y comercializacion mas alla
de la regiébn donde fueron originados. Sin embargo, la mayoria de los alimentos
fermentados tradicionales, indigenas o étnicos son productos locales conocidos solo en
su lugar de origen, que se producen con materias primas locales y tecnologias sencillas
de bajo costo y que, ademas forman parte importante de la dieta y del acervo cultural de
innumerables etnias alrededor del mundo (Escamilla-Hurtado & Escamilla-Hurtado,
2007; Wacher-Rodarte, 2014).

Ecologia microbiana de los productos fermentados

El estudio de las comunidades microbianas tal como se encuentran en la naturaleza
siempre ha contemplado varios retos que dificultan diseccionar los procesos de
ensamblaje, organizacién, funcion e identidad de la vasta diversidad filogenética que se
puede encontrar en ellas. Uno de obstaculos mas importantes es la incapacidad de aislar
y caracterizar a la gran mayoria de las especies que conforman estas comunidades

microbianas, sumado a la dificultad de recrear experimentalmente esos procesos
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observados en sistemas naturales complejos como en el suelo, incluso si se tiene una
perspectiva de la gran diversidad de informacion que ofrecen las bases de datos
gendémicas que se han armado a partir de estos sistemas (Wolfe & Dutton, 2015) .
Como ya se menciono, la fermentacion dan lugar a muchos alimentos tradicionales
alrededor del mundo, en los que se emplean materias primas vegetales, como cereales,
semillas, frutas, savias y mostos de diversas plantas, o animales como leche y carne,
gue ya contienen complejas comunidades microbianas que cooperan, compiten y
evolucionan al transformar esos sustratos iniciales en los que habitan en un productos
con nuevas propiedades dentro una escala espacio-temporal accesible y reproducible
(Wolfe & Dutton, 2015). Es por eso que los alimentos fermentados pueden ser
considerados como ecosistemas cuyos componentes son: a) las comunidades de
microorganismos, representados generalmente por comunidades de bacterias y hongos,
b) la materia organica o sustrato de donde se obtiene energia quimica, y c) las
interacciones inter e intraespecificas entre las comunidades, como la competencia y
cooperacion y d) las condiciones ambientales, como humedad, temperatura, acidez,
salinidad, presion, entre otros (Scott & Sullivan, 2008; Wolfe & Dutton, 2015).

Sucesion bidtica en los alimentos fermentados

Uno de los procesos ecolégicos que se puede distinguir durante la fermentacion es
la sucesion bidtica que se describe como un evento dindmico de adaptacion,
competencia, establecimiento y supervivencia de las especies que integran cada
comunidad microbiana. Se compone de tres factores principales que la dirigen: la
microbiota inicial, los factores ambientales iniciales y el procesamiento o ingenieria de la
fermentacién, es decir, las condiciones espaciales, temporales y ambientales que se
designan para proceder con la fermentacion (Franco-Lépez, 2011; Wang et al., 2022).
En la sucesion los grupos colonizadores o pioneros, interaccionan metabolicamente
creando nuevas condiciones fisicoquimicas en el sustrato a través de la produccion de
metabolitos, lo que facilita o induce que sean sustituidos por otros grupos microbianos
que se adaptan a este nuevo ambiente. Estos actuaran de la misma forma que los
microorganismos iniciales favoreciendo el establecimiento de nuevos grupos

microbianos, y asi sucesivamente hasta agotar los recursos aprovechables del sustrato
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o hasta alcanzar un punto de equilibrio ecolégico (Scott & Sullivan, 2008; Wang et al.,
2022; Wolfe & Dutton, 2015).

Esto se ha estudiado en comunidades de BAL de diferentes alimentos fermentados, lo
gue ha permitido observar como la abundancia, la diversidad y sucesion de los miembros
integrantes de estas comunidades se ven afectados por la calidad de los materiales
iniciales, la temperatura, el ambiente geografico y factores microbianos en los que cada
grupo involucrado desarrolla su funcién, uno tras otro hasta producir aquellos productos
fermentados con caracteristicas Unicas (Wang et al., 2022). Por ejemplo, en el kéfir, una
bebida tradicional elaborada por la fermentacién de leche con granos de kéfir también
conocidos como microbiogleas, matrices compuestas por el polisacarido kefirana, en la
gue esta embebida la comunidad microbiana responsable de la fermentacién lactica; se
han observado distintos patrones en la composicion de la diversidad de las bacterias y
levaduras involucradas dependiendo del origen geogréfico, condiciones de fermentacién
y el ambiente de cultivo. Sin embargo, a pesar de esas variaciones en la diversidad
microbiana, mantiene una comunidad nucleo representada predominantemente por
bacterias del género Lactobacillus aun sin importar el origen al inicio de la fermentacién,
estas suelen ser sustituidas por especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y
Acetobacter en las etapas tardias del proceso dependiendo del origen de los granos de
kéfir. Ademas, se ha observado una correlacion entre los cambios de la estructura de la
comunidad con los cambios en el sabor de la bebida por dependiendo de los métodos
de elaboracién (Laureys & Vuyst, 2014; Wang et al., 2022).

Durante la produccion del kimchi, un alimento tradicional coreano elaborado a partir de
la fermentacion de una preparacidon compuesta de sal, vegetales y especias, se ha
observado una alternancia de grupos de BAL y levaduras a lo largo de 100 dias de
fermentacién. En los primeros dias del proceso, las bacterias abundan y la concentracién
de azucares libres como la glucosa y la fructosa también se eleva a la par de la
produccién de los metabolitos clave de este alimento, acido lactico, acido acético y
manitol. Las bacterias son sustituidas por levaduras del género Saccharomyces

alrededor de los 40 dias de fermentacion y la concentracion de azlcares libres deja

16



aumentar, también en este punto, la concentracion de aminoacidos, a los que se les
atribuye la aportacién nutricional y organoléptica al kimchi, también se incrementa.
Después de los 50 dias de la fermentacion, la abundancia de levaduras decae y vuelve
a ser sustituida por bacterias acéticas. La concentracién de &cido lactico se mantiene
constante hasta el final del proceso, pero los demas metabolitos y los aminoacidos
disminuyen. Hacia el final de la fermentacion las bacterias descienden y son sustituidas
levaduras del género Candida las que dominan hasta el final del proceso (Jeong et al.,
2013). El andlisis de este proceso funciona para entender la dinamica microbiana en los
productos fermentados y encontrar el momento en el que sus propiedades nutricionales

y organolépticas son 6ptimos.

La sucesion de la comunidad de levaduras en un proceso de fermentacion se ha seguido
en condiciones estocasticas como la que tiene lugar en la fruta amazdnica amapa
(Parahancornia amapa (Huber) Ducke). Se detectd que por accién de mosquitas del
género Drosophila sp. la fruta fue inoculada con diferentes grupos de levaduras que
iniciaron el proceso fermentativo. Conforme avanzé la fermentacion se observé que
Candida amape y C. krusei fueron las especies comunes y dominantes a lo largo del
proceso fermentativo, mientras que otras aparecieron de forma esporadica y persistieron
so6lo por periodos cortos de tiempo conforme la fruta se iba deteriorado. Hubo especies
gue compartieron el espacio al mismo como Kloeckra apis y Pichia kluyveri, mientras que
otras nunca coincidieron durante el proceso, como Candida norvergensis y C.
guercitrusa, solo por mencionar algunos ejemplos. La presencia episodica de muchas de
las especias detectadas esta asociada a vectores como Drosophila sp. que es

considerada el principal vector de levaduras en la naturaleza (Morais et al., 1995).

En la produccién de la kombucha, una bebida fermentada tradicional elaborada a partir
de la fermentacién de té negro endulzado, y que involucra a una comunidad microbiana
constituida por la por la simbiosis de levaduras y bacterias acido-acéticas, se observé un
proceso de sucesion bibtica particular. Al evaluar la ecologia de las levaduras en la
fermentacién de cuatro cultivos de kombucha se observé una comunidad integrada por

especies como Brettanomyces bruxellensis, Candida stellata, Rhodotorula mucilaginosa,
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Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora delbrueckii y Zygosaccharomyces bailii.
Estas especies llevan un proceso de sucesion en el que R. mucilaginosa solo se encontrd
al inicio de la fermentacion, mientras que B. bruxellensis y Z. bailii fueron las mas
persistentes a lo largo del proceso. Entender la dindmica ecoldgica en los procesos
fermentativos como el de la produccion de la kombucha da lugar a desarrollar
combinaciones de levaduras y bacterias que provean un producto con sabores

predecibles y calidad consistente (Teoh et al., 2004).

Alimentos fermentados tradicionales de México

En Meéxico los productos fermentados tienen un alto valor social, cultural,
ceremonial, econémico y nutricional para grupos indigenas (alrededor de 70), mestizos
y de inmigracion reciente que los preparan, consumen y comercializan en pequefa
escala. Estan representados por bebidas-alimento hechas a partir de maiz, frutas, savia
y mosto de diversas plantas, de las cuales se estiman al menos 16 bebidas fermentadas
tradicionales en las que se han documentado alrededor de 143 especies vegetales
implicadas en su elaboracion, siendo familias dominantes: Cactaceae, Asparagaceae y
Poaeceae (Ojeda-Linares et al., 2021). Ejemplo de algunos de ellos son el pozol, los
atoles agrios, el tesglino, tejuino, el tepache, el colonche, el pulque y los vinos de
pitaya(Escamilla-Hurtado & Escamilla-Hurtado, 2007; Steinkraus, 1996; Wacher-Rodarte
et al., 2015).

El pulque
En términos generales, el pulgue es una bebida prehispanica, de consistencia viscosa,
color blanquecino, ligeramente acida y de bajo contenido alcohdlico que, dependiendo
de varios factores, varia entre 4 y 7 % vol. Se elabora por la fermentacion espontanea o
inducida del aguamiel, una sustancia liquida rica en azucares, proteinas, vitaminas y
minerales, que es extraida de diferentes especies de agaves pulqueros principalmente
A. salmiana var. salmiana, Agave mapisaga Trel., A. hookeri Jacobi y A. americana L.
Estos agaves generalmente son cultivados en climas calidos con escasas lluvias y suelos

pobres en nutrientes, principalmente en los estados de Hidalgo, Tlaxcala, México,
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Puebla, Querétaro, Michoacéan, Oaxaca y Ciudad de México (Alvarez-Rios et al., 2020;
Moreno-Terrazas et al., 2017; SECOFI, 1972b)

Magueyes pulqueros
Los magueyes pulgueros se clasifican en el género Agave de la subfamilia Agavoideae
que pertenece a la familia Asparagaceae de acuerdo con la clasificacion APG Il basada
en evidencias morfoldgicas y genéticas (Mendoza et al., 2019). Son plantas adaptadas
a condiciones de sequias prolongadas y altas temperaturas a través de estrategias como:
e Desarrollo de suculencia para el almacenamiento de agua a largo plazo y asi
mantener las reacciones metabolicas en flujo constante.
e Sistema de raices superficiales para la absorcién eficiente de agua.
e Fibras en las hojas para mantener la rigidez de los tejidos cuando hay pérdida
hidrica.
¢ Una cuticula gruesa acomparfiada de produccién de cera y estomas de estructura
compleja para dificultar la transpiracion.
e Filotaxia en roseta que reduce la exposicion de las hojas al sol evitando
sobrecalentamiento.
e Metabolismo acido crasulaceo (CAM) en el que la planta absorbe el didxido de
carbono durante la noche y lo almacena en las vacuolas en forma de acido malico

gue es descarboxilado para producir carbohidratos durante el dia.

La reproduccion puede ser sexual llevada a cabo por la polinizacion de las
inflorescencias paniculadas por murciélagos, o de inflorescencias espigadas por insectos
y aves; mientras que la reproduccién asexual, que es la mas comun entre las especies
de Agave spp., se lleva a cabo por produccion de clones en diferentes secciones de la
planta, llamados hijuelos cuando salen de la base de la planta, hijuelos interfoliares
cuando surgen al interior de la roseta al desprenderse o al morir la planta madre, y los
bulbilos, que se originan en la inflorescencia a lado de las flores (Figura 3) (Garcia-
Mendoza, 2007). En el caso particular del maguey pulquero (Agave salmiana y A.
americana) la reproduccién es semélpara 0 monocarpica, lo que significa que la planta

muere después de realizar el maximo esfuerzo reproductivo que implica una alta
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inversion de recursos para el desarrollo de una inflorescencia suficientemente alta para
que sea atractiva a los polinizadores en un episodio de reproduccién Unico (Garcia-
Mendoza, 2007)

Semillas

Hijuelo o

mecuate Raices

Figura 3- Estructura de un maguey pulquero. llustracidon de Carlos Alfonso Leén/Raices
(Vela, 2014)

Las especies de agave utilizadas para la produccion de pulgue son conocidas
comunmente como magueyes pulqueros de las que se conocen alrededor de 40
especies, siendo las mas importantes: A. americana (maguey cenizo, blanco), que se
cultiva desde Nuevo Ledn y Durango hasta Oaxacay Veracruz; A. atovirens (maguey de
cumbre, tepemetl) de la Sierra Madre Oriental; A. hookeri (maguey manso, blanco) que
habita en climas templados como los bosques del Eje Neovolcanico; A. mapisaga
(maguey listoncillo, mano larga, xilometl) cultivado desde Nuevo Ledn hasta Oaxaca; A.
marmorata (tepeztate, pitzometl) tipico de las zonas aridas de Puebla y Oaxaca; A.
salmiana, es considerado uno de los mas importantes para este fin ya que ademas de
ser la especie con mayor diversidad de variedades es la mas cultivada México

especialmente en Ciudad de México, Hidalgo, Estado de México, Puebla, Tlaxcala,
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Michoacan, Aguascalientes y San Luis Potosi. En general, la zona que se ha considerado
mas importante para el cultivo de maguey pulquero se compone por los estados de
Hidalgo, Tlaxcala, México, Puebla y Ciudad de México (G. Alvarez-Rios et al., 2022;
Garcia-Mendoza, 2007; Godoy et al., 2003; Ojeda-Linares et al., 2021)

El conjunto de conocimientos que las personas tienen sobre los diferentes etapas de vida
de los magueyes les permite obtener una amplia diversidad de recursos materiales
extraidos de estas plantas, que son empleados para satisfacer necesidades o utilidades
que pueden ser agrupados, de manera general, en las siguientes categorias (Vazquez-
Garcia et al., 2016):
1) Alimenticios, por la obtencién de sustancias comestibles y materiales para la
preparacion de alimentos y bebidas, por ejemplo, el mixiote, las flores comestibles
conocidas en Tlaxcala como gualumbos, las pencas para los hornos usados para
la coccion de la barbacoa, entre otros.
2) Domésticos, orientados a la produccién de utensilios empleados en el hogar
como muebles, materiales de limpieza, combustibles entre otros.
3) Tejido y vestuario, la obtencion del ixtle, una fibra resistente y flexible usada para
la confeccion de prendas y otros productos relacionados.
4) Salud y belleza, que considera los beneficios medicinales y cosméticos de
algunos productos.
5) Construccion, al utilizar materiales para edificaciones sencillas o elementos de
colindancias.
6) Agricolas, favoreciendo la regeneracion del suelo.

7) Forraje y suplemento, aportacion a la dieta de animales de corral.

El aguamiel
El aguamiel es la materia prima con la que se elabora el pulque, es la savia extraida de
los magueyes pulqueros. Es un liquido incoloro o ligeramente ambarino, con un sabor
dulce, fresco y ligeramente acido, con un pH entre 45 - 7.5. Esta compuesto

principalmente de agua, azucares como: D-glucosa, sacarosa, D-fructosa,
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fructooligosacaridos y agavinas, polimeros con potencial prebiético (Guzman-Pedraza &
Contreras-Esquivel, 2018; SECOFI, 1972a; Villarreal-Morales et al., 2019)

Se destaca la presencia de aminoacidos esenciales y acido y-aminobutirico (GABA), a
excepcion de la metionia (Moreno-Terrazas etal., 2017; Ortiz-Basurto etal.,
2008);vitaminas como &cido ascoérbico, niacina, piridoxina, riboflavina y tiamina
(Guzman-Pedraza & Contreras-Esquivel, 2018; Moreno-Terrazas etal., 2017); y
minerales como potasio, calcio, zinc y hierro (Escalante et al., 2016; Moreno-Terrazas
et al., 2017; Romero-L6pez et al., 2015).

En las plantas monocotiledoneas como los agaves, es comdn encontrar saponinas,
glucidos esteroidales con actividad aniinflamatoria, antifingica, antiparasitaria,
antitumoral, antioxidante y afrodisiaca (Sparg etal., 2004). En A. americana y A.
salmiana, se ha identificado que las saponinas derivan de la kammogenina, manogenina,
gentrogenina y hecogenina, ademas de que se ha observado que la concentracion de
estas tiende a decrecer conforme la planta madura (Guzman-Pedraza & Contreras-

Esquivel, 2018; Romero-Lépez et al., 2015)

El aguamiel, al ser un ambiente rico en carbohidratos y sales, es un ambiente propicio
para el desarrollo de la microbiota que es introducida por el uso de utensilios para raspar
el cajete, con el polvo y por diversos vectores como Drossophila spp.; y que rdpidamente
se adapta y se desarrolla en este habitat (Lappe-Oliveras et al., 2008). Entre los
microorganismos que se han encontrado en el aguamiel estdn especies lacticas del
género Lactoccocus y Leuconostoc, con un alto potencial probiotico y especies de
levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania zonata y Kluyveromyces
marxianus, (Escalante et al., 2016; Estrada-Godina et al., 2001; Moreno-Terrazas et al.,
2017; Sanchez-Marroquin & Hope, 1953).

Elaboracion del pulque

El proceso de produccion de pulgue puede presentar ligeras variaciones de una regién

productora a otra. De manera general, inicia con el “capado” o “castracion” del maguey,
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operacion que requiere de la seleccion previa de magueyes maduros, con 8 a 12 afios
edad, en los que se observa un adelgazamiento en la base del meyolote (las hojas
centrales de la planta donde se encuentra el meristemo apical), que en su interior guarda
el peddnculo floral embrionario. Este se corta dejando una cavidad en el centro del tallo
del maguey que es denominado cajete (Escalante et al., 2016; Fournier-Garcia & Barrios,
2012; Godoy et al., 2003). El agave recién capado se deja reposar de 4 a 12 meses para
gue el contenido de azucares en el aguamiel incremente de 7 a 14% p/v (Lappe-Oliveras
et al., 2008).

Transcurrido ese tiempo, se debe hacer un raspado a las paredes del cajete para inducir
el flujo y acumulaciéon del aguamiel. Después de cuatro dias el tlachiquero (persona
responsable de la extraccion del aguamiel) realiza el raspado del cajete para abrir los
vasos y promover la produccion del aguamiel. Esta operacion se realiza dos veces al dia,
por la mafana y por la tarde, obteniendo de 4 a 6 L de aguamiel diarios por un periodo
de 3-6 meses hasta la muerte de la planta. Para la extraccion de la savia se emplea el
acocote, que es una calabaza hueca (Lagenaria siceraria (Molina) Standley), o un
utensilio con la misma forma elaborada con fibra de vidrio. Con éste el tlachiquero
succiona el aguamiel acumulado en el cajete y luego lo vierte en recipientes llamados
castafias, que son transportadas por animales de carga al tinacal, donde se llevara a
cabo la fermentaciéon del aguamiel (Fournier-Garcia & Barrios, 2012; Ramirez-
Rodriguez, 2004; Valdivieso-Solis et al., 2021).

Dentro del tinacal, la elaboracion de pulque se realiza por fermentacion inducida, es
decir, afladiendo un in6culo o semilla o “pie de cuba” al aguamiel; el tiempo de
fermentacién es variable y depende de varios factores como: la calidad del aguamiel, la
carga microbiana presente en el aguamiel y en el indculo, la temperatura ambiental y la
estacion del afio (Escalante et al., 2016; Valdivieso-Solis et al., 2021). Elin6culo, también
llamado semilla, “pie”, “nana” o “madre”, se prepara con aguamiel de la mejor calidad,
conocida como Tipo 1 de acuerdo con la norma NMX-V-022-1972 (SECOFI, 1972a), y
se fermenta espontaneamente de 15 a 30 dias, lo que dependeréa de la estacion del afio.

La fermentacion se da por terminada cuando se alcanza cierto grado alcoholico y acético,
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el liquido presenta un color blanquecino y se forma una capa en la superficie llamada
zurrén. Cuando la semilla esta lista se procede a distribuirla en las tinas de fermentacién
de 700 L, agregando aguamiel fresco de la mejor calidad en una proporcion de 1:3 (v/v)
para producir el “pulque pie de punta” o “pulque pie de cuba”, que es el que se emplea
como indculo en la elaboracion del pulgue comercial. Para iniciar la produccién
comercial, el “pulque pie de punta” se vierte o “tiende” en otra tina de fermentacion
llamada despacho o barrida, a la que se agrega aguamiel tlachigque, conocida como Tipo
2 de acuerdo a la misma norma (SECOFI, 1972a; Valdivieso-Solis et al., 2021), en una
proporcion de 1:1 (v/v) y se deja fermentar hasta que presente sus caracteristicas
distintivas, siendo el mayordomo, quien de acuerdo con su experiencia decide cuando el
producto esta listo para la comercializacion, antes de que se inicie su acidificacion y
putrefaccion. El tiempo de fermentacion varia segun la calidad del aguamiel, de la
microbiota presente en la semilla y en el aguamiel, de la temperatura y de la estacion del
afno (Garcia-Garibay & Lépez-Munguia, 2004; Loyola-Montemayor, 1956; Ramirez et al.,
2004; Ramirez-Rodriguez, 2004)

La fermentacion del aguamiel es regulada por la actividad metabdlica de comunidades
de microorganismos y de factores ambientales como temperatura, humedad,
temporalidad entre otros. Los microorganismos (bacterias y levaduras) responsables de
la fermentacion, estan presentes naturalmente en el ambiente durante la acumulacion y
recoleccion del aguamiel en el cajete, durante el transporte y manipulacién. Esos grupos
microbianos cambian las propiedades bioquimicas del sustrato, otorgandole las
caracteristicas de acidez, viscosidad y contenido alcohdlico distintivas del pulque.
(Escalante et al., 2016; Lappe-Oliveras et al., 2008; Sanchez-Marroquin & Hope, 1953).
Tales propiedades derivan de cuatro procesos metabdlicos microbianos principales: 1)
fermentacién acido lactica, regulada principalmente por bacterias acido lacticas del
género Lactobacillus y Leuconostoc que al producir &cido lactico le da un sabor acido a
la bebida; 2) fermentacion alcohdlica, realizada principalmente por la levadura
Saccharomyces cerevisiae y la alfa-proteobacteria Zymomonas mobilis que en conjunto
producen etanol a partir de los azucares del aguamiel (Escalante et al., 2016; Jiménez-

Segura, 2016); 3) fermentacion acética como resultado de la oxidacion del etanol y otros

24



metabolitos generados principalmente por bacterias del género Acetobacter y
Gluconobacter, un indicador del decremento de la calidad del producto por lo que no son
deseables ya que se asocia a la produccién de acido acético (Escalante et al., 2016;
Jiménez-Segura, 2016); y 4) la formacion de exopolisacaridos (EPS) de fructuosa
producidos por Leuconostoc mesenteroides, y levano producido por Z. mobilis, que

juntos le dan una consistencia viscosa distintiva al pulque (Escalante et al., 2016).

Breve historia del pulque e importancia cultural
El hallazgo de fibras masticadas de maguey en cuevas en el Valle de Tehuacéan fue las
evidencia arqueoldgica que indica que estas plantas fueron usadas por los antiguos
pueblos mesoamericanos desde hace 11 mil afios aproximadamente (Garcia-Marin
et al., 2017; MacNeish & Byers, 1967). Esa evidencia sugiere que el uso de los magueyes
para uso alimenticio y para la produccion de fibras llevé a la domesticacién de los
magueyes alrededor del 6 500 a.C., siendo los otomies los primeros en elaborar pulque
cerca del afio 2000 a.C. de acuerdo con el hallazgo de vasijas de ceramica en el que se
han encontrado residuos organicos asociados a Zymomonas mobilis, una bacteria
distintiva del pulque (Escalante et al., 2016; Valdivieso-Solis et al., 2021). Con el paso
del tiempo el pulque se convirtié en una bebida sagrada y ceremonial de varios grupos
indigenas del altiplano, especialmente para la cultura mexica que considerd al metoctli
(del ndhuatl metl que se traduce como “maguey”, y octli, que significa “vino”) una bebida
divina asociada a Mayahuel, y los Centzon totochtin o los 400 dioses conejo de la
embriaguez. Durante el esplendor de la cultura mexica, el pulque era producido y
consumido exclusivamente para rituales religiosos, mientras que se restringia su
consumo cotidiano a los ciudadanos comunes exceptuando a las mujeres embarazadas,
ninos en etapa de lactancia, ancianos y prisioneros de guerra (Godoy et al., 2003;
Ramirez-Rodriguez, 2014; Valdivieso-Solis et al., 2021).

Ante la caida del imperio Mexica durante la Conquista, el pulque perdié su importancia
ritual y paso a ser una bebida popular sin perder su valor alimenticio (Escalante et al.,
2016). Durante el periodo Colonial (1521-1821), la produccion del pulque fue una de las

principales actividades economicas, resultando en el florecimiento de las Haciendas
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Pulqueras, principalmente en Altiplano Central, lo que ahora se consideran los estados

de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Morelos, Michoacan y Querétaro (Escalante et al., 2016)

En el periodo de 1629-1786, la produccion y consumo de pulque fue prohibida,
especialmente aquel que estaba “mezclado” con aditivos vegetales que le daban un
caracter mas embriagante y hasta alucinégeno. Sin embargo, las autoridades eliminaron
las restricciones ya que la produccion de pulque tenia un fuerte valor econémico que
estaba a la altura de los vinos europeos y el licor de cafia de azucar (Escalante et al.,
2016; Nemser, 2011).

Después de la Guerra de Independencia, las haciendas pulqueras recuperaron su
relevancia econdmica, particularmente por la introduccion del ferrocarril, que permitia
transportar miles de litros de pulque a las principales ciudades de México. La produccion
de pulgue alcanzé los 500 millones de litros al afio, y se estim6 que el consumo era de
cerca de los 350,000 litros sélo en la Ciudad de México, siendo los estados que mas
producian eran Hidalgo y Tlaxcala, por pertenecer a una region donde predominaba el
cultivo de maguey. El pulgue era la principal bebida alcohélica consumida en el pais y
una de las agroindustrias mexicanas mas importantes al final del siglo XIX, por lo que los
principales productores de Puebla, Tlaxcala y de los Llanos de Apan, formaron
comparfias que buscaban monopolizar el negocio en sus respectivas regiones de
produccidon y venta aprovechandose de la expansion del uso del ferrocarril y la
consolidacion de las haciendas favoreciendo asi la industria pulquera hasta principios
del siglo XX (Figura 4) (Escalante et al., 2016; Narvaez-Suarez et al., 2016; Ramirez-
Rancafio, 2000).

26



Figura 4- La introduccién del ferrocarril que impuls6 ala industria del pulque a finales del
siglo XIX y parte del siglo XX.
a) Hombres cargando barriles de pulque en una estaciéon de ferrocarril en la Ciudad de México; b)

Hombres con carretas durante la llegada del tren con carga de pulque, en patios de una estacién de
Apan, Hidalgo, México; c) Estacion de ferrocarril con estibas de pulque; d) Hombre bebiendo pulque
en la barra de una pulqueria. (ENAH, 1920, 1945a, 1945b, 1955)

Después de la Revolucion Mexicana (1910-1920), la estructura de produccion de las
haciendas pulgueras quedd practicamente desintegrada durante el gobierno de
Venustiano Carranza, forzando a los hacendados" a dejar el pais. Ademas, el consumo
de pulgue se asociaba a la "criminalidad y degradacion de la raza mexicana", iniciando
la debacle de la produccién agroindustrial del pulque (Escalante et al., 2016; Ramirez-
Rancafio, 2000).

Entre 1920y 1930, la produccion y transporte de pulque a la Ciudad de México se intent6
recuperar de nuevo, sin embargo, aparecié una politica antialcohdlica entre 1935y 1940
y la consolidacién de la cerveza como una bebida alcohdlica popular, lo que afecté la

produccion y el consumo del pulgue severamente, aunque realmente fue la falta de
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investigacion y de desarrollo tecnolégico (Escalante et al., 2016; Gongcalves-De-Lima,
1956).

Como se ha expuesto, la produccién de pulque ha pasado por procesos histéricos que
la han mermado, como los movimientos armados, las politicas prohibicionistas,
competencia con otras bebidas como la cerveza, cultivo inadecuado de los magueyes
pulqueros, decremento en su popularidad y restriccion de su consumo. Sin embargo, en
la actualidad se promueve: la elaboracién de pulque de calidad, su revalorizacion en
festivales gastronémicos, el incremento en el nimero de pulquerias en la Ciudad de
México (Escalante et al., 2016; Jiménez-Segura, 2016; Moreno-Terrazas et al., 2017;
Valadez-Blanco et al., 2012)

Ejemplo de lo anterior es que, a principios de 2019 se cre0 el Museo del Pulque y las
Pulquerias en la Ciudad de México, con el propdsito de difundir la historia e informacion
del proceso de elaboracion de esta bebida contrarrestando el mal prestigio que se le dio
por décadas (Nicolas, 2019) Ademas, organizaciones de activistas productores de
pulgue de diferentes estados del pais, han logrado instaurar el Dia Nacional del Pulque
el primer domingo de febrero de cada afio, fecha que coincide con la celebracién de
Ometochtli (Dios Dos Conejo), una de las deidades del pulque; en este dia se celebran
actividades culturales y gastronémicas vinculadas a la bebida (Elizondo, 2019). Por otro
lado, en cuestiones fiscales, el Servicio de Administracion Tributaria (SAT) quitd el
impuesto especial sobre produccién y servicios (IEPS) al que estan sujetas las bebidas
alcohdlicas, pues de acuerdo con el articulo 8 de la Ley IEPS, los productos derivados
del aguamiel estan exentos del pago de tal impuesto a pesar del contenido alcohdlico
que el pulque posee (NOTIMEX, 2019).

Importancia econémica

El cultivo de maguey pulquero y la produccion de pulque han tenido relevancia
econdmica a lo largo de la historia de México. Entre 1900 y 1910 llegé a representar el
25% de los ingresos totales del pais, lo que se redujo dramaticamente entre 1940y 2012,
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debido a que la superficie de cultivo de maguey pulquero se redujo sustancialmente, mas
del 80% en los estados productores, lo que impacto en la produccion de pulque como
como la desapariciéon de pulcatas y pulquerias (Trejo, 2017). De acuerdo con los registros
del Sistema de Informacién Agropecuaria y Pesquera (SIAP), en 2021 se cultivaron
9,107.59 ha de maguey pulquero a nivel nacional reportando una produccion de
189,456.73 miles de litros de aguamiel con un valor de produccion de $863,217.15pesos
mexicanos, siendo el estado de Hidalgo el principal productor por proveer 110,411.07
litros de aguamiel, informacion que se resume en la Tabla 1.

La produccion de pulque también se ha visto como un recurso de desarrollo rural en los
altimos afios ya que existen agrupaciones que han impulsado la reforestacion con
maguey pulquero y la venta de su producto para obtener un fondo de ingresos como la

organizacion de “Mujeres Milenarias” en la comunidad El Almacén en la Sierra Mixteca

Oaxaca (Miranda, 2019)
Tabla 1- Produccion de maguey pulquero por estado durante 2021(SIAP, 2022)

Superficie Rendimiento| PMR Valor. .
Produccién de Produccion
Entidad aguamiel (miles de
(ha) (udm/ha) | ($/udm)
(milesde L) Pesos)
Sembrada | Cosechada | Siniestrada
1| Guanajuato 657 654 0 9,070.50 13.87 4,420.24 40,093.81
2 | Guerrero 1 1 0 6.97 6.97 3,895.50 27.15
3 | Hidalgo 4,842.20 1,372.20 0 110,411.07 80.46 5,224.23 | 576,812.51
4 | México 1,539.25 1,289.75 0 18,503.22 14.35 4,074.45 75,390.45
5 | Michoacan 5.5 0 0 0 0 0 0
6 | Puebla 993.64 354.75 0 11,645.90 32.83 4,725.30 55,030.36
7 | Querétaro 259 0 0 0 0 0 0
San Luis
8 | Potosi 47 47 0 1,103.00 23.47 1,407.66 1,552.65
9 | Tlaxcala 648 529 0 37,192.87 70.31 2,870.12 106,748.18
10 | Veracruz 115 112 0 1,523.20 13.6 4,964.57 7,562.03
Total 9,107.59 | 4,359.70 0 189,456.73 43.46 4,556.28 | 863,217.15
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Importancia nutricional

Existe evidencia arqueoldgica como vasijas del clasico tardio maya, donde se
sugiere el uso de enemas con pulque para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, algo que se respalda con lo que se sabe sobre sus propiedades
probidticas (Fuentes, 2006). Estas, son atribuidas a las BAL como Lactobacillus
plantarum y Leuconostoc mesenteroides, abundantes en aguamiel y pulque, que son
capaces de sobrevivir a través de las barreras quimicas del tracto digestivo, adherirse a
la mucosa intestinal y ejercer un efecto antiinflamatorio y antimicrobiano contra especies
patdgenas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella entérica (Castro-
Rodriguez et al., 2015; Escalante et al., 2016; Ruiz et al., 2017; Edgar Torres-Maravilla
etal., 2016).

Por otro lado, las propiedades prebidticas del pulque estan asociadas a la presencia de
exopolisacaridos y hetero-oligosacéaridos producidos por las comunidades de bacterias
acido-lacticas que contiene, pues estas sustancias son consideradas fibras solubles y se
les asocia un efecto positivo para la adherencia y mantenimiento de la comunidad de

bifidobacterias en el intestino (Escalante et al., 2016; Salazar et al., 2015).

Desde épocas prehispanicas, el pulgue se reconoce como una bebida nutritiva, y desde
el siglo XX se ha encontrado evidencia de ser considerado una fuente importante de
vitaminas del complejo B, vitamina C, calcio y aminoacidos esenciales, de los cuales se
destacan lisina y triptéfano; ademas, por el contenido de fitasa, la biodisponibilidad de
hierro y zinc se incrementa (Correa-Ascencio et al., 2014; Moreno-Terrazas et al., 2017,

Sanchez-Marroquin & Hope, 1953).

En zonas rurales de México central, es recomendado que las mujeres y en periodo de
lactancia consuman pulque pues mejora la produccion de leche; sin embargo, existen
trabajos que sugieren que el contenido de alcohol del pulque propicia una limitacion en

el desarrollo integral de los infantes hasta casi los 5 afios de crecimiento cuando hay un
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consumo excesivo, es decir, mas de 400 g de etanol consumido por las madres
asociadas (Backstrand et al., 2001, 2004).

Justificacion

El pulque es una bebida prehispanica fermentada muy importante dentro de la
cultura mexicana en proceso de revalorizacion como un alimento funcional, que, como
un producto tradicional fermentado, actla como un reservorio de biodiversidad
microbiana producto de las practicas tradicionales intrinsecas de su elaboracion y puede
ser considerado como un ecosistema microbiano en el que las comunidades microbianas
que lo conforman, cambian su composicion conforme cambian las propiedades

fisicoquimicas.

Por eso, es importante caracterizar y describir la sucesion de las comunidades
microbianas involucradas en el proceso de fermentacion, identificando los cambios
fisicoquimicos que ocurren por la actividad metabdlica microbiana que transforman el
aguamiel que le dan las caracteristicas distintivas de acidez, viscosidad, contenido
alcoholico y valor nutrimental al pulque. Al respecto, la investigacion se ha centrado en
la determinacion ex situ de la microbiota en el producto final y en la sucesiéon de las
comunidades bacterianas, por lo que el propésito de este trabajo es contribuir al
conocimiento sobre la sucesion de las levaduras durante las distintas fases del proceso
de elaboracién y fermentacion del pulque, considerando los cambios fisicoquimicos que
se producen en el sustrato como resultado de la actividad metabdlica conjunta de los
diferentes grupos microbianos participantes; estudiando un episodio Unico de
fermentacion, es decir, describirlos los cambios en la diversidad y composicion de las
comunidades de levaduras a través de las diferentes fases del proceso de elaboracion
de pulque y en diferentes tiempos de fermentacién de una sola adicién de aguamiel en
el sistema observado hasta que, de acuerdo con el criterio del productor, se transformé
en pulque pues de lo contrario, al agregar mas materia prima al sistema, se reiniciaria el

proceso de fermentacion.
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Por lo anterior, es que, en este trabajo, los resultados obtenidos tienen el potencial de
enriquecer al conocimiento del pulque como un reservorio biocultural de biodiversidad,
al entendimiento de los procesos ecologicos de las comunidades microbianas y a
fortalecer las bases que permitan asegurar la calidad y seguridad del pulque, y asi
promover una actualizacion de su normatividad conservando la identidad tradicional de

su proceso de elaboracion.

2. Objetivos

Objetivo general
Determinar la sucesién de las comunidades de levaduras y los principales cambios

fisicoquimicos que ocurren durante la elaboracion y fermentacion de la bebida.

Objetivos particulares
1. Describir el proceso de elaboracion y fermentaciéon de pulque de la Hacienda
Xochua en Tlaxco, Tlaxcala, México.
2. Aislar y cuantificar las comunidades de levaduras presentes en las muestras
obtenidas de las diferentes fases del proceso de elaboracién de pulque
3. Identificar por taxonomia polifasica de los aislados de levaduras obtenidos a través
de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas y por el andlisis de secuencias
de ADN de la region ITS-5.8S.
4.  Determinar la composicion de la comunidad de levaduras aisladas de cada fase de
elaboracion y fermentacion del pulque.
5. Determinar in situ los principales cambios fisicoquimicos (pH y temperatura) de
cada una de las fases del proceso.
6. Determinar el cambio en el contenido azlcares, acidos organicos, etanol y

compuestos volatiles, en cada una de las fases del proceso.
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3. Antecedentes

El estudio de la microbiota asociada a la elaboracién y fermentacion del pulque se
inicié en 1864 con Rio de la Loza quien realiz6 las primeras observaciones microscépicas
e inferencias sobre las identidades de los microorganismos involucrados (Goncalves-De-
Lima, 1956; Jiménez-Segura, 2016). Desde entonces mudltiples investigadores, tanto
nacionales como extranjeros, han enfocado sus esfuerzos en la identificacion de los
principales microorganismos que participan en el proceso, a través de técnicas
dependientes e independientes de cultivo basadas en la extraccion total de ADN y
analisis moleculares, en establecer sus caracteristicas quimicas y nutricionales asi como
sus propiedades probioticas y prebidticas que hacen de este producto fermentado un

alimento funcional (Jiménez-Segura, 2016)

Para este trabajo se consideraron como antecedentes directos aquellos trabajos donde
se realizaron estudios con un enfoque polifasico, en los que se toman en cuenta
caracteres fenotipicos y genotipicos para la identificacion de la microbiota del pulque; asi
como estudios en los que se reportan sucesiones o cambios en las comunidades
microbianas a lo largo del proceso de elaboracion de esta bebida, que sugieran una
influencia o interaccién entre ellos y con los cambios fisicoquimicos a lo largo del proceso

de fermentacion.

Al respecto de la identificacion polifasica y los cambios en las comunidades de bacterias,
existen un trabajo en el que se estudiaron estos aspectos en diferentes etapas de la
fermentacién de pulque, uno de ellos se desarrolld en el pueblo en el pueblo de Huitzilac,
Morelos, México (Escalante et al., 2008). Al inicio del proceso se observa que el aguamiel
tiene una abundante presencia de Leuconostoc mesenteroides, L. kimchi y L. citreum.
Esta diversidad cambi6é cuando se inoculé con pulque previamente fermentado por 12
horas, pues se introducen abundantes levaduras al sistema junto a una dominancia de
especies de Lactobacilllus homofermentativas y a Z. mobilis subsp pomaceae, un
organismo asociado con la produccion de etanol. Con el progreso de la fermentacion,
observaron que las poblaciones bacterianas disminuyeron desde la primera etapa y se

mantuvieron constantes. Este mismo comportamiento se observd en muestras de
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aguamiel y pulque de tres diferentes ranchos productores en el pueblo de Tamazulapan,
Oaxaca, (Valadez-Blanco et al., 2012), donde la mayor carga microbiana en el aguamiel,
expresada en un rango aproximado de 108 UFC/mL, mientras que en el pulque se
encontr6 en una proporcién uniforme aproximada a 10’ UFC/mL. De acuerdo con los
autores, la mayor abundancia de bacterias en las etapas iniciales se debi6 a la constante
interaccién que tiene el aguamiel cuando esta en el cajete y a su extraccién con el uso
de herramientas no esterilizadas lo que lleva a una mayor integracion de
microorganismos al sistema, estos van disminuyendo conforme los recursos se agotan y
las propiedades fisicoquimicas del sustrato se vuelven mas selectivas. Con respecto a la
diversidad de estas comunidades microbianas los autores reconocen a Z. mobilis, a las
especies de Citrobacter, y-Proteobacterias, como las bacterias responsables de la
produccion de &cido lactico, CO2, etanol y acido acético, metabolitos que le dan
importantes caracteristicas sensoriales al pulgue fermentado y que moldean las
caracteristicas fisicoquimicas del producto final que les permite a estos microorganismos
desarrollarse plenamente. Aunque el objetivo del primer trabajo no fue identificar la
diversidad de levaduras, durante el proceso se observo que, en contraste con las
bacterias, estos organismos tuvieron una tendencia a incrementar su densidad en el
sistema conforme avanzé el proceso, desde 3.1x10* UFC/mL en el aguamiel hasta 1.4
1x107 UFC/mL en el producto final.

En la basqueda de profundizar sobre fondo la diversidad microbiana de las comunidades
pulque, se han usado herramientas metagendmicas que han permitido registrar mas
géneros bacterianos que es dificil encontrar a través de técnicas microbiolégicas
dependientes de cultivo. Por ejemplo, en una comparacion las comunidades microbianas
de pulque de diferentes fases del proceso de fermentacion de pulque de tres distintas
localidades de Hidalgo (Rocha-Arriaga et al., 2019), se observé que las comunidades
bacterianas de las muestras de aguamiel y el pulque fueron muy parecidas entre si,
mientras que el inoculo usado contd con la diversidad mas alta de bacterias. Los géneros
de bacterias representativos en el proceso de ese estudio fueron: Sphingomonas,
Acetobacter, Lactobacillis, Acinetobacter, Enterobacter, Gluconobacter, Halomicronema,

Lactococcus, Leuconostoc, Mrivitia, Serratia y Weisella; mientras que la diversidad
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fungica estuvo representada por 20 especies entre los que se encuentran como las mas
abundantes a Kluyveromyces marxianus seguida por Saccharomyces cerevisiae,

Dekkera anomala, Kazachstania gampospora y Westerdykella.

Siguiendo el mismo enfoque, en otro estudio se caracterizé la comunidad de procariontes
en pulgue casero de Huitzilac, Morelos (Zepeda etal., 2020) encontrando que la
comunidad bacteriana de pulque se compuso principalmente por los filos Proteobacteria
y Firmicutes representados por un 70% y 28% de abundancia relativa respetivamente,
de los cuales el género bacteriano mas abundante del filo de Proteobacteria fue
Zymomonas representando cerca del 36% de la abundancia relativa total, infom,cion que
se complementa con el perfil de las comunidades bacterianas y fungicas de cinco etapas
de la fermentacion de pulque realizado en la misma region (Chacén-Vargas et al., 2020),
donde se identificd un grupo de 6 géneros bacterianos principales y uno fungico entre los
gue se registraron 10 especies: Acinetobacter boissieri, Acinetobacter nectaris,
Lactobacillus sanfranciscensis, Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Lactococcus
plantarum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gelidum, Zymomonas mobilis y
Saccharomyces cerevisiae. Algo que enriquece estos trabajos es el uso de herramientas
bioinforméticas que permiti6 se hizo una busqueda de genes involucrados en vias
metabdlicas relacionadas con moléculas de interés alimenticio, encontrando aquellos
relacionados con enzimas participantes en la sintesis de vitaminas, cobalamina, acido

folico, etanol, acido acético, dextrano, levan e inulina.

Estos trabajos enriquecen el conocimiento sobre la diversidad y dinamicas microbianas
gue se desarrollan en el pulque que lo posicionan como recurso biocultural complejo. Sin
embargo, aun hay informacion que aportar sobre la participacion y comportamiento de

las comunidades de levaduras durante el proceso de elaboracion de esta bebida.
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4. Hipotesis

El pulgue un producto fermentado tradicional elaborado a partir de la fermentacion
del aguamiel, proceso que implica la participacién de comunidades microbianas como la
de las levaduras, cuya composicién cambia siguiendo un proceso de sucesion en
contexto con los cambios fisicoquimicos del sustrato resultantes de las interacciones
metabdlicas de los microorganismos. En la Hacienda de Xochuca se produce pulque a
través de métodos tradicionales, por lo que, a través técnicas microbioldgicas
dependientes de cultivo, sera posible determinar la sucesién de las comunidades de
levaduras, asi como los cambios en los parametros fisicoquimicos a lo largo de un

proceso de elaboracion de pulque.

5. Materiales y Métodos

Descripcion del proceso de elaboracion de pulque en la Hacienda de

Xochuca

A través de observacion participante (Angrosino, 2012), se documenté el proceso
de produccion en la Hacienda de Xochuca se observo en detalle, iniciando con el proceso
de seleccion de la plantas maduras que serian capadas para la obtencién del aguamiel
hasta la obtencion y envasado del pulque, para ser transportado y distribuido en los sitios
de venta. En paralelo se realizaron entrevistas al personal involucrado en el desarrollo

del proceso y se obtuvo un registro fotografico del mismo.

Obtencidn de muestras

Localidad de muestreo

Las muestras se tomaron de diferentes etapas del proceso de elaboracion de
pulque de la Hacienda de Xochuca, ubicada en el municipio de Tlaxco (altitud 2540
msnm, latitud 19°36'53"N, longitud 98°07'11"0, altitud 2540 msnm), en el estado de

Tlaxcala, del 18 al 21 de febrero de 2020. Se obtuvo una muestras de 16 diferentes
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etapas de elaboracién y fermentacion del pulque comercial (Tabla 2) midiendo el pH y
temperatura al momento, a excepcion del “metzal”, que es el tejido sustraido del cajete
durante el proceso de raspado. Cada muestra se dividié en tres fracciones de 100mL
cada una; una de ellas se utiliz6 para los estudios microbianos, las otras dos para las
determinaciones fisicoquimicas.

A partir de la muestra destinada para los estudios microbianos dependientes de cultivo
se tomaron 10 mL los que se resuspendieron en 90 mL de agua peptonada (0.1%) para
obtener la dilucion 101, y al resto de la muestra se le afiadié 25% (v/v) de glicerol para

su crioconservacion a -78°C.

Tabla 2- Muestras obtenidas durante el proceso de elaboracion y fermentacion de pulque
comercial de la Hacienda San Diego de Xochuca, Tlaxco, Tlaxcala

mNuoésC:?a Muestra
1 Aguamiel cajete
2 Aguamiel acocote
3 Aguamiel castafa
4 Semilla
5 Agua lavado
6 TO Aguamiel + semilla
7 T1 fermentacién 4h
8 T2 fermentacion 8 h
9 T3 fermentacion 12 h
10 T4 fermentacion 20 h
11 T5 fermentacion 24 h
12 Metzal
13 “Xaxtle”
14 Raspado cajete
15 T6 fermentacion 48 h
16 T7 fermentacion 72 h
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Estudio microbioldgico

a) Aislamiento, cuantificacion y conservacion
De las diferentes etapas de elaboracién y fermentacion del pulque se tomaron 10
mL que se diluyeron en 90 mL de agua peptonada estéril (peptona 0.1%),
obteniendo la dilucién 10'; a partir de ésta se hicieron diluciones decimales
seriadas de 102 hasta 10°, dependiendo del tipo de la muestras. La cuantificacion

de las UFC se realiz6 en placas que presentaban entre 100 y 300 colonias.

Para aislar las comunidades de levaduras se tomaron alicuotas de 100 pL de las
diluciones seleccionadas, que se inocularon por el método de extension en placa
de medio en medio WLA (Alpha Biosciences, Baltimore, MD, EUA) adicionado con
cloranfenicol (100 pg/mL, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) para levaduras y
hongos. La inoculaciéon de las placas se hizo in situ, por triplicado y se incubaron
por 10 dias a temperatura ambiente, periodo en el que fueron revisadas diariamente

para cuantificar las unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

b) Obtencién de cultivos axénicos
A partir de las caracteristicas macromorfologicas (color, forma, elevacion, brillo,
textura y borde) se seleccionaron las colonias con macromorfologia diferente,se
aislaron y resembraron por estriado en el mismo tipo de medio de cultivo del cual

se aislaron, hasta la obtencién de cultivos axénicos.

Los cultivos axénicos de levaduras se resembraron en placas de GELPA (glucosa

20g, extracto de levadura 5 g, peptona 10 g, agar 20 g, H20 d 1000 mL).

c) Conservacion de los cultivos axénicos

La conservacion de los aislados de levaduras se hizo a mediano y largo plazo de la

siguiente manera:
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1. Conservacion a mediano plazo
A partir de los cultivos axénicos sembrados en medio GELPA y con 24 o0 48 h de
crecimiento a temperatura ambiente, se cosecharon las células para transferirlas a
tubos con 5 mL de agua destilada estéril, hasta la obtencién de una suspension
cargada, por duplicado. Los tubos debidamente etiquetados y empacados se

conservaron en refrigeracion a 4 °C.
2. Conservacion a largo plazo

A partir de los cultivos axénicos sembrados en medio GELPA y con 24 o0 48 h de
crecimiento a temperatura ambiente, se cosecharan las células para transferirlas a
crioviales de 2 mL que contengan 1.5 mL de medio GELP con 25%, glicerol; esto
se realiz6 por triplicado. Los crioviales debidamente etiquetados y colocados en
criocajas que se refrigeraron 4 °C por 10 minutos a para se transferidas a un
congelador a -20°C por 10 minutos y por ultimo se transfirieron a un ultracongelador
a-78°C.

d) Identificacion fenotipica de los aislados de levaduras

La identificacion fenotipica de los cultivos axénicos de levaduras aisladas en el
medio GELPA se hizo siguiendo los lineamientos de Kurtzman (Kurtzman et al.,
2011) resumidos en la Tabla 3. Considerando las caracteristicas macro y
micromorfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas, se formaron grupos para la posterior

identificacion genotipica.
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Tabla 3- Caracteristicas morfolégicas, fisiol6gicas y bioquimicas consideradas para la
identificacion de las levaduras

|. Caracteristicas morfolégicas

A. Macromorfologia o caracteristicas culturales
de los aislamientos:

1. Crecimiento en medio sélido WL, desarrollo
de colonia gigante para determinar (color,
forma, elevacion, superficie, brillo, textura y
borde)

B. Micromorfologia
1. Caracteristicas de las células vegetativas
A) Morfologia en medio solido GELPA

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

3. Caracteristicas de la reproduccion sexual
A) Proceso de formacibn de ascas Yy
ascosporas

B) Caracteristicas de las ascas y ascosporas
en McClary A

Il. Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas

1.Utilizacion de compuestos de carbono

A) Fermentacion de siete compuestos de carbono

2. Pruebas de tolerancia

A) 50% glucosa

B) 10% NaCl 5%glucosa

C) 0.01% y 0.1% de cicloheximida
D) 2, 4,8y 10% de etanol

Abreviaturas: GELP: glucosa 20 g, extracto de levadura 5 g, peptona 10 g; GELPA: glucosa 20 g, extracto de levadura 5g,
peptona 10 g, agar 20 g, agua 1000 mL; McClary A: glucosa 1 g, cloruro de potasio 1.8 g, acetato de sodio 8.2 g, extracto de
levadura 2.5 g, agar 15 g, agua 1000 mL. Yarrow (1998), Kurtzman et al. (2011b).

Formacion de ascas y ascosporas

Para inducir la formacién de ascas y ascosporas de los aislados se inocularon en placas

del medio de esporulacion de McClary (glucosa 1 g, cloruro de potasio 1.8 g, acetato de

sodio trihidratado 8.2 g, extracto de levadura 2.5 g, agar 15 g y agua destilada 1 L) (McClary

et al., 1959)

Las placas inoculadas se incubaron a 27°C, durante varios dias o semanas. Diariamente

se hicieron preparaciones de cada aislado para observar en el microscopio y verificar la

presencia de ascas y ascosporas
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Caracterizacion fisiolégica de levaduras.

El crecimiento y resistencia a diferentes presiones osmdéticas de los aislados se evalu6 en
tres medios de cultivo, dos con concentraciones de 50 y 60% de glucosa, y otro con una

concentracion de 10% de NaCl y 5% de glucosa (Kurtzman et al. 2011).

(1) Agar glucosa al 50%. En un litro de una solucion al 1% de extracto de levadura se
disolvieron 13 g de agar y posteriormente 500 g de glucosa. El medio se esterilizé a 120°C

durante 15 min y posteriormente se vacié en placas de Petri.

(2) Agar glucosa al 60%. En un litro de una solucion al 1% de extracto de levadura se
disolvieron 13 g de agar y posteriormente 600 g de glucosa. El medio se esterilizé a 120°C

durante 15 min y posteriormente se vacié en placas de Petri.

(3) Medio de 10% NaCl mas 5% de glucosa. En 200 mL de agua destilada se disolvieron
20 g de cloruro de sodio y 10 g de glucosa; alicuotas de 4.5 mL se dispensaron en tubos de
ensaye con tapa de rosca que se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 15 min. A cada
tubo ya frio se me afadieron 0.5 mL de una solucién microfiltrada de Base Nitrogenada

para levaduras (BNL, Difco, 6.7 g/100mL agua destilada).

(4) Resistencia a cicloheximida. La prueba se realizé en concentraciones de 0.1% y 0.01%
de cicloheximida (p/v): Alicuotas de 4.5 mL se dispensaron en tubos de con tapa de rosca
gue se esterilizaron a 121 °C durante 15 min. Ya frios a cada tubo se le afadieron 0.5 mL

de la solucién microfiltrada de BNL. Los resultados se registraron de la siguiente manera

e + crecimiento positivo
e +/D crecimiento débil
e - sin crecimiento

Tolerancia a diferentes concentraciones de etanol

El crecimiento en presencia de etanol se evalué en placas de agar YM suplementado con
8 % de glucosa de acuerdo con la metodologia de Lachance (Lachance, 2004). El medio
se esterilizé a 120°C por 15 minutos. Al medio estéril con una temperatura de entre 45-
50°C, se le anadidé etanol tibio (6 a 12 % v/v con incrementos de 1 %) inmediatamente antes

de vaciarlo a las placas de Petri.
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Los respectivos aislados se inocularon en las placas con las diferentes concentraciones de
etanol, se sellaron con Parafilm, se colocaron en bolsa de plastico con cierre y se incubaron
a 27°C. El crecimiento de los aislados axénicos se evalué durante 9 dias (Lachance, 2004)

y los resultados se evaluaron de la siguiente manera:

V=variable
(+)=positiva
(-) = negativa
D=débil.

Fermentaciéon de carbohidratos

Esta prueba se realizé en el medio basal Wickerham (4 g/L de extracto de levaduray 7,5
g/L de peptona de caseina). Se colocaron alicuotas de 2 mL del medio basal en tubos con
tapa de rosca, que contenian un tubo de Durham invertido, de acuerdo con la metodologia
de Kurtzman et al. (2011a). Los tubos se esterilizaron a 120°C durante 15 min, y se verificd
gue los tubos de Durham estuviesen llenos de medio basal. A cada uno de los tubos ya
estériles se le agregd asépticamente 1 mL de solucién concentrada de cada azucar (2.5
0/100 mL agua destilada), esterilizada por microfiltracion para obtener una concentracién

final de azucar en el medio de fermentacion del 2% (p/v).

Los azucares que se emplearon en la prueba de fermentacién fueron:

D-Glucosa
Maltosa
Sacarosa
Lactosa
D-galactosa
Fructosa

Todos los azucares fueron de grado analitico y de la marca Sigma-Aldich (Misuri, Estados
Unidos)

Los resultados de esta prueba se registraron como se indica a continuacion, si la levadura
fermenté el azucar, produjo CO2 que desplazé el medio de fermentacion contenido en el
tubo de Durham al llenarlo con COz2,y la cantidad de liquido desplazado del tubo de Durham

se evalud de la siguiente manera, (Kurtzman et al., 2011a):

e + sifermento el carbohidrato y produjo CO2
e - no fermentd el carbohidrato ni produjo CO2
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o + 12 si fermenté el carbohidrato, pero el CO2 producido sélo vacié la mitad del

tubo de Durham

i l

’l Durham  gg l
:' - tube Mbug),\["\
$ |

|
/' _original Original

oclor  color =
I (red)  (rec) |
\._x/ 4 &\_,/
No Alcohol
fermantation n fermentation

Figura 5-Pruebas de fermentacion de carbohidratos utilizando tubos de Durham.
[ ]

e) ldentificacion molecular

La identificacién de las cepas aisladas representativas de cada grupo formado a
partir de la identificacion se hizo a través de la reaccion de amplificacion de la region
ITS1-5.8S-ITS4. Para ello, primero se realizé una extraccion de ADN genomico con
el kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Resaerch, EUA) de células
recolectadas de un cultivo GELP (YPD) incubado 24 h a 27°C. La amplificacién se
llevé a cabo en un volumen de reaccion de 25 ul, que contenia 12.5 pl de HotStart
Master-mix Qiagen, 0.25 pl de cada uno de los iniciadores ITS1
(5 TCCGTAGGTGAACCTTGCGG'3) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTAGATATGC 3)
(White et al., 1990) 12 pl de agua bidestilada libre de nucleasas y 1uL (15 ng/uL)
del producto de la extraccion. La amplificacion realizada en un termociclador
modelo Bio-Rad Mycylcer (Bio-Rad, CA, EUA) siguid el siguiente programa de
condiciones: una etapa de desnaturalizacion inicial de 15 min a 95 °C seguida de
35 ciclos: 1 min a 94 °C, 2 min a 55.5 °C, 2 min a 72 °C; y una extension final de 10
min a 72 °C (White et al., 1990)

43



Todos los productos de amplificacién fueron secuenciados en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de Biologia UNAM
(México) por el método de reaccién de terminacién de cadena (Sanger etal.,
1977)utilizando el kit el kit Big Dye terminador V3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA).

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa UGENE v42.0
(Okonechnikov et al., 2022) y se compararon con las secuencias depositadas en la
base de datos GenBank utilizando el programa BLASTN en linea (Altschul et al.,
1997), considerando como de la misma especie aquellas con un 99% al 100% de
similitud. Todas las secuencias obtenidas se depositaron en el GenBank, el nimero

de acceso de cada secuencia se indica en la seccion de resultados.
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Determinacion de la diversidad y de la sucesion microbiana.

La diversidad alfa de cada una de las muestras se determingé utilizando el indice de
diversidad de Shannon calculado con la férmula —Zpi Ln(pi) [pi=proporcion de individuos
de la especie i respecto al total de individuos] para cada tiempo de fermentacion
(Kirchmayr et al., 2017).

Para evaluar el cambio de diversidad entre las muestras, se determin¢ la diversidad beta

~ , . 2 . , .
a traves del indice de Sorensen (I, = ﬁ), gue permite comparar el niumero de especies

en comun entre las etapas de fermentacion, donde a y b indican el nUmero de especies
de cada muestra respectivamente, mientras que c se refiere a las especies que se
comparten entre ambas muestras (Franco-Lépez, 2011; Moreno, 2001). Para ello se
utilizé la libreria de analisis ecolégico de comunidades “vegan” (Oksanen et al., 2020) y
la libreria de particion de la diversidad beta en componentes de recambio y anidamiento
“‘betapart” (Baselga et al., 2022) del entorno de programacion “R” (version 4.2.1) que
calcularon los indices de similitud y, aplicando el modelo de aglomeracion UPGMA en
el que se promedian los indices de similitud entre pares de muestras, (Nufiez-Colin &
Escobedo-Lopez, 2011) se construydé un dendrograma que resume Yy representa
graficamente el recambio de especies a lo largo de las etapas evaluadas a lo largo del

proceso de elaboracion y fermentacion del pulque en la Hacienda de Xochuca.

Estudios fisicoquimicos

Se realizé una evaluacion del pH (NMXV-041) in situ de cada una de las muestras
tomadas durante el proceso de elaboracién del pulque.
Las concentracién de la glucosa, fructosa, sacarosa, acido lactico, acido acético y etanol,
de cada una de las muestras evaluadas fue obtenidas por le técnica de cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC), usando un equipo Infinity Il 1260 (Aligent
Technologies, CA, EU) con una columna Aminex HP 87 H (Bio-Rad, CA, EU), acido
sulftrico 0.005 M como fase maovil con un flujo de 0.6 mL/min, detector RID y horno de
columnas a 45 °C.
Para la evaluaciéon del contenido de compuestos volatiles por cromatografia de gases
(HPLC GC-MS) se inicié con una técnica de extraccion liquido-liquido (Abad-Fitz et al.,

2020). Para ello, por muestra de pulque, se prepar6é un embudo separador limpio al que
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se agregaron 20 mL de CH2Cl2 (Sigma-Aldrich-Fluka Co., St. Louis, MO, EE. UU.) con

20 mL de la muestra respectiva, seguido de una agitacion cuidadosa durante 10 minutos.
Las muestras se pasaron a través de Na2SOs4 anhidro (Sigma-Aldrich-Fluka Co., St.
Louis, MO, EE. UU.) para deshidratar completamente. La separacién por fases se hizo
por centrifugacion a 500 rpm durante 20 min en una centrifuga refrigerada a 4°C,
recuperando las fases organicas. Después, las muestras se almacenaron a -20 °C
durante 12 horas y en los casos de detectar la presencia de residuos inorganicos, se
filtraron y centrifugaron nuevamente en las mismas condiciones. Las fases organicas se
concentraron con nitrégeno gaseoso hasta obtener un volumen de 1 mL antes de ser
almacenadas en viales de vidrio transparente para automuestreador de 5 mL a -20 °C,
hasta el momento en el que se realizaron los analisis de GC-MS. Se preparo una alicuota
de cada muestra que se mezclé en un vortex con 500 uL de una solucidn de tetradecano
(0.5mg mL-1). Cada preparacion se llevd a un volumen de 250 uL con nitrégeno
gaseoso. Posteriormente, se anadieron 20 yL de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA) y se calenté a 30 °C durante 10 min. Para el analisis de compuestos volatiles
de cada muestra, se procesaron 2 pL en un cromatografo de gases (Hewlett Packard
6890 serie Il) acoplado a un espectrometro de masas con flujo de impacto de electrones
(Hewlett Packard serie 5972) con una columna capilar ECWAX10 (30 m x 0,25 mm i.d. X
0,25 um de espesor de pelicula). Se utilizdé helio como gas portador a 7,67 psi con un
flujo constante de 1,0 mL min-1. Las condiciones instrumentales se programaron de la
siguiente manera: la entrada frontal se mantuvo a 200 °C, temperatura del detector 250
°C, potencial eléctrico 70 eV, voltaje de ionizacién, presion del inyector 5 psi. La
temperatura inicial del horno se fij6 en 44 °C durante 2 min aumentando 15 °C cada min
hasta alcanzar los 80 °C durante 1 min.

El software cualitativo MS-DIAL (version 4.9.2., RIKEN, EUA) fue utilizado para procesar
todos los datos obtenidos en el andalisis GC-MS. El tratamiento de los datos crudos inicid
con la deconvulacion de las entidades moleculares potenciales (EMP) mediante el
algoritmo incluido en el programa en modo centroide, incluyendo todas aquellas EMPs
resultantes en el tiempo de corrida analitica y con un peso molecular de entre 200 y 1500
Da con una tolerancia de 0.05 Da. Después, las sefiales pertenecientes al blanco N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) fueron suprimidas de cada cromatograma para
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eliminar interferencias. En seguida, los datos de los cromatogramas fueron comparados
con las bases de datos locales del software correspondientes a productos naturales
obteniendo 3 propuestas de formulas moleculares y compuestos por cada EMP. A
continuacion, la base de datos del NIST Mass Spectral Search Program (version 11.0,
NIST, EUA) fue utilizada para la comparacion de las EMP con los compuestos
encontrados, estableciendo las correspondientes identidades cuando la correlacion
experimental y la base de datos fue mayor a 0.65 asi como cuando los indices de

retencion experimentales y teéricos fueron correspondientes.
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6. Resultados

Descripcion del proceso de elaboracion de pulque en la Hacienda de Xochuca,

Tlaxcala, México.

El proceso de produccion de pulque comercial que se lleva cabo en la Hacienda de
Xochuca en el municipio de Tlaxco, Tlaxcala, México, se describe a continuacion con la
informacion obtenida de los tlachiqueros y mayordomo, personal responsable a la
extraccion de aguamiel y elaboracion de pulque durante la realizacion de este estudio.
La produccién de pulgue inicia con la seleccion de ejemplares de A. salmiana maduros
que estén listos para el proceso de capado que, de acuerdo con la informacion
proporcionada por uno de los tlachiqueros responsables del capado de magueyes,
ocurre cuando el maguey tiene de aproximadamente 5 afilos 0 mas de plantado y se
observa un adelgazamiento y cambio en el tono de color del meyolote, que son las hojas
centrales del maguey, lo que precede al surgimiento del brote floral conocido como
quiote, por lo que se procede a retirar el “huevo del maguey”, tal como se conoce al
primordio floral embrionario de la planta, evitando asi el crecimiento del quiote que, de lo
contrario, consumiria todos los recursos de reserva de la planta. Otro criterio que el
tlachiguero contempla para considerar a un maguey maduro es lo que se conoce como
las “tres caras”, que significa que el meyolote se observa completo sin la obstruccion de
alguna de las pencas, desde tres puntos distintos. Se selecciona el punto de donde es
mas facil acceder al centro del maguey, abriendo una entrada al cortar las lineas de
espinas de las pencas que llevan a él. Una vez formada la entrada, se “corta la llave”, es
decir, se corta en triangulo una de las pencas centrales, para luego empezar con la
abertura de las hojas que componen el meyolote, fijandolo con las pencas cortadas,
formando una “cruz” que marcay “protege” al maguey recién capado. Terminado eso, el
centro del meyolote queda expuesto y es entonces que, utilizando una barreta de hierro
con un extremo plano afilado conocida como quebrador, se corta ese 6rgano de la planta
dejando una oquedad en su lugar, terminando asi, el proceso de capado. La oquedad
formada se tapa con una piedra y el maguey se deja madurar por varios meses con el
fin de que se incremente el contenido de azucares del aguamiel (Figura 6, fotografias a-
h).
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Figura 6- Elaboracién de pulgque comercial en la Hacienda Xochuca, Tlaxco, Tlaxcala.
Fotografias a-h. Proceso de capado de un maguey para la produccion de aguamiel. A) Seleccién de
un maguey (Agave salmiana) maduro, b) formacion de la entrada al meyolote, c) apertura de las
pencas que forman el meyolote d) el maguey se marca con una cruz hecha por las pencas del mismo
meyolote, e) el centro queda expuesto y es cortado con un “quebrador”, ) el brote floral es retirado,
g) maguey castrado, h) el “huevo del maguey.
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Después de 6 meses se realiza la picazén que consiste en abrir el tejido cicatricial que
se formo en el centro de la oquedad con el fin de formar la cavidad conocida como cajete
para que en ella se acumule el aguamiel. Una vez hecho el cajete, se inicia un ciclo de
raspados consecutivos, aminorando el tiempo entre episodios de raspado, siendo el
primero 15 dias después de haber hecho la cavidad, el segundo episodio de raspado
ocurre a los 6 dias del primero, y luego de uno o dos dias, se concluye con el tercer ciclo
de raspado, que indica que el maguey esta listo para formar parte de la cadena de
produccion constante de aguamiel, asi que se raspa diariamente con la intencién de abrir
los vasos del cajete y de que fluya el aguamiel hacia la cavidad para que después sea
extraido por el tlaquichero. El cajete siempre es cubierto con pencas y piedras para

proteger la savia de la lluvia, insectos y de otros animales.

Para la extraccion se ocupa un acocote de fibra de vidrio con la que el tlachiquero
succiona hasta 2 L de aguamiel desde el interior del cajete para luego ser vaciada en las
castafias, contenedores de fibra de vidrio con una capacidad de 45 L. En ellas se
transporta el aguamiel, con ayuda de un burro, al interior del tinacal, donde las castafias
se pesan para cuantificar la cantidad de aguamiel y determinar el pago correspondiente

a cada tlachiquero (Figura 6.2, fotografias i-0).
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Figura 7- Elaboracién de pulque en la Hacienda de Xochuca (Continuacién)
Fotografias i-k. 1) Equipo para la colecta del aguamiel, acocote y castafias utilizadas para el traslado
del aguamiel, j) Cajete con abejas, k) Metzal, I) Interior del cajete con aguamiel, m) Colecta del
aguamiel por succién con el acocote, n) Deposito del aguamiel en la castafia, i) Exterior del tinacal,
0) Pesado de las castafas. Fotografias: Rodrigo Arredondo Fernandez
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El tinacal es un espacio cerrado con ventanas pequefias, donde se encuentran las tinas
de fermentacién con una capacidad de 500 a 800 L fabricadas con fibra de vidrio, usadas
para la produccion comercial de pulque; y unas mas pequefias que pueden ser cuero de
res sin curtir, destinadas esencialmente para el consumo del personal de la hacienda en
tiempo de festividades, tanto asi que la mas pequefia, con capacidad aproximada de 15
L, es llamada “tina del patron”. En este espacio, se prepara el indculo, también llamado
“semilla”, utilizando aguamiel fresco y de buena calidad de acuerdo con el criterio del
mayordomo, quien monitorea constantemente el proceso que consiste en dejar que se
fermente espontaneamente de 15 a 30 dias, considerandola lista cuando se alcanza
cierto grado alcohdlico y acético, presenta un color blanquecino y se forma el zurrén en
la superficie (Figura 6.3, fotografias p-w). Esta semilla se mantiene bajo proteccion y se

renueva de acuerdo con las necesidades del tinacal.
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Figura 8-Elaboracién de pulque en la Hacienda de Xochuca (continuacién)
Fotografias p-w. p) Tinas para la semilla madre, q) alimentacién de la semilla con el mejor aguamiel,
r) semilla madre, s) filtrado del aguamiel colectado, t) tina de piel, u) depésito de alicuota de semilla
madre, v) filtrado de aguamiel, w) adicion de aguamiel a la tina de fermentacién de cuero. Fotografias
Rodrigo Arredondo Fernandez.

53



Cuando la semilla esta lista, es utilizada para inocular las tinas de fermentacion de 700
L, dandole continuidad al proceso de produccion de pulque. A estas tinas se les agrega
aguamiel fresco diariamente para mantener el proceso fermentativo hasta que presente
las caracteristicas distintivas del pulque, siendo el mayordomo quien, de acuerdo con su
experiencia, decide cuando el producto esta listo para la comercializacion, antes de que
se inicie su acidificacion y putrefaccion. El tiempo de fermentacion varia segun la calidad
del aguamiel, de la temperatura y de la estacion del afio, y de acuerdo con la experiencia
del personal de la hacienda, el pulque de invierno es considerado de los mejores por su

sabor.

Cuando el pulque esta listo, es transportado en garrafones de 50 L y distribuido a tres
pulquerias en la Ciudad de México, preferentemente en la tarde para evitar el calor del
dia y asi mantener el producto fresco para su venta y consumo ya sea natural o curado,
es decir, adicionado con frutas, semillas, hortalizas o derivados de origen animal (Figura

6.4, fotografias x-al)

Figura 9-Elaboracidn de pulque en la Hacienda de Xochuca (final)
Fotografias x-al. x) Control de calidad del pulque comercial, y) Vaciado de la tina de fermentacion
para pulque comercial, z) Llenado de los garrafones, al) Cargamento de garrafones Fotografias
Rodrigo Arredondo Fernandez.
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Estudio microbioldgico
a) Aislamiento y cuantificacion de levaduras
A partir de las placas de WL adicionadas con cloranfenicol inoculadas e incubadas in situ
se realiz6 el conteo de UFC de levaduras durante 5 dias. El promedio del total de UFC/mL
presentes en las tres placas evaluadas para cada una de las diferentes muestras, asi
como el numero de morfologias distintas observadas de cada muestra se presentan en
la Tabla 4, mientras que la Figura 10 representa graficamente el cambio de UFC/mL
entre muestras a lo largo del proceso, que como se puede observar, tiene una tendencia
ascendente hasta la ultima muestra evaluada, correspondiente a la 72 horas de

fermentacion.

Conteo de las UFC/mL de levaduras

LOG(UFC/mL)

N

[,

Raspado Aguamiel Aguamiel Aguamiel Semilla T0 T1 (4h) T2(8h) T3(12h) T4(20h) T5(24h) T6(48h) T7(72h) Xaxcle Agua
cajete cajete acocote  castafia lavado

Muestra

Figura 10-Cambio en el conteo de las UFC/mL de las levaduras aisladas.

b) Identificacion fenotipica
Los resultados de las evaluaciones de identificacion fenotipica permitieron formar 10
grupos cuyas respectivas caracterizaciones se encuentran agrupadas en la Tabla 5. Del
proceso de seleccion de colonias a partir de sus caracteristicas macromorfologicas se

cred un registro con las descripciones morfologicas de las colonias (Tabla 5), logrando
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registrar 86 colonias aisladas en total de todas las muestras, teniendo un maximo de 13
morfotipos coloniales distintos en la muestra tomada del aguamiel del acocote y un
minimo de 2 desde la muestra correspondiente a las 12 h de fermentacion (M9) (Figura
11).

Tabla 4- Cuantificacién de levaduras y parametros fisicoquimicos tomados in situ de las
muestras obtenidas.

Muestra Clave UFC/mL | pH+0.025 Tem?oec;)atura
Aguamiel cajete M1 61.7x104 5 8
Aguamiel acocote M2 26.7x103 5 10
Aguamiel castafia M3 83.0x103 5.5 18
Semilla M4 | 26.7x10° 3 17
Agua lavado M5 46.6x10° 4 ND
TO Aguamiel + 5
guath M6 | 36.7x10 45 17
T femleh”tac'on M7 | 23.6x105 4 16
T2 fem;er?tac'on M8 | 60.0x105 | 35 17
T3 ferT;?ltaC'O” M9 | 78.0x10° | 35 16
T4 ferg"oe?ltac'on M10 | 16.0x107 3 15
™ fe”znf?]tac'on M11 | 21.1x107 3 16
Raspado cajete M13 17.6x10° 5 8
“Xaxtle” M14 33.3x10’ 3.5 16
6 ferTSe?ltaC'O“ M15 | 21.8x107 | 35 22
7 fe”;‘ze?]tac'on M16 | 46.6x10% 3 21

ND=No determinado
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Figura 11-Diversidad de morfologias coloniales en medio de cultivo WL+cloranfenicol
M1: Aguamiel cajete; M2: Aguamiel acocote; M3: Aguamiel castafia; M4: Semilla; M5: Agua de lavado de la tina; M6: TO Aguamiel+semilla; M7: T1
fermentacion 4 h; M8: T2 fermentacion 8 h; M9: T3 fermentacion 12 h; M10: T4 fermentacion 20 h; M11: T5 fermentacion 24 h; M15: T6
fermentacion 48 h; M16: T7 fermentacion 72 h; M13: Raspado de cajete; M14: “Xaxtle”.
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Tabla 5-Resultados de las pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas considerados para la identificaciéon fenotipica de los

Grupo

Prueba

Color
Brillo

Textura

C. boidinii
C.lusitaniae

m2c3
m2cS5a

m7c6
m7cl0
m13c2

mlc5
m2cl12

m3cl0.A

m3c2

VA B-V
Br Op
Bu Bu

H
valbyensis

m8cl

V-B
Br
Bu

aislados de levaduras obtenidos.

Clave aislado

o é S|
S g 5
& X =
[} 5 = 3
1S £ 2
I =
> ¥ >
m5c5.p
m4cl.1l
mlc2.1
m2c4b
mlc3
m3cl
mlc4
m10c2
m2c6.B
mllc2b
m2c7a.l
m7c9 m13c4
m2c8.A
m13c5
m2c10.C
m3c7
m2cll.B
m3c9.A
m3c8.A
m2c7b
m7cé
m10cl
m3c3.A

Morfologia Colonial

\% G-B Vc-B
Br Br Br, Op
Bu Bu Bu
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S.cerevisiae

m4c2
m4c4
m9c2
m10c5
mllc4d
ml16c2
m1lc3
m8c4

VA
Op
Bu

S.paradoxus

m3c4

m6cS
m7c2.A

m7c7
m9c3a
m10c3
m15c2

VA
Op
Bu

E2 | T
20 2
E n
mlcl.p
m4cS
m5c2.2 m5c3
mé6cl m6c4
m6c2 m7c5
m6c3a m9cl
m7c3 m10c4
mllc2a.l millcla
m1l4cl ml4c2
ml5c4.P ml5cl
m15c6 m15c5
m16cl
VA V-B
Op Br
Bu Bu

Z. balii

m2c4a

Vc
Br
Bu



Borde Ct Ct, On Ct On Ct On, Ct Ct Ct, On Ct, On On, Lb Ct
Forma Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci Ci
Elevaciéon Pl Cn, PI Pl Pl Cn Un,Cn Un,Cv Un,Cv Un, Cv Pl Cn

Color: A=azul, B=blanca, V=verde, Vc=verde claro, G=gris. (La combinacion homogénea de dos colores esta indicada por las claves correspondientes a cada
color, p. ej: AV=azul verdoso; mientras que la combinacion heterégenea de dos colores est4 indicada por un guion, p.ej: A-V=azul con verde); Brillo:
Br=Brillosa, Op=Opaca; Textura: Bu; Borde: Ct=continuo, On=ondulado, Lb=lobulado; Forma: Ci=circular; Elevacion: Pl=plana, Cn=convexa, Un=unbonada,

E=elevada, Cv=convoluta.

Morfologia Celular

(2] = %) n
Grupo i ;i % <% § =f ¢ g s5 B %
o = S a S = 3 g 5 . N
G,S,
) G,S,C, 0,G,S, G,S,0, GS, 0, G,S,O0, C,0, 0,O0:o,
Forma de la célula G,S C,S G,S 0,
Oo C C,0o0 Oo Oo Oo G,S
Oo
Gemacion GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM
Seudomicielio - - - - - - - - - + -
Reproduccion
+ - - - + + + + + - -
sexual
Forma ascosporas Rd - - - Re Re Re Re Re - -

Forma de la célula: G=globosa, S=subglobosa, C=cilindrica, O=0Ovalada, Oo=ovoide; Forma de ascosporas: Rd=redonda, Re=reniforme
Pruebas de fermentacion

Glucosa + + + + + + + + + + +

Galactosa - + - - + V + V V - -
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Maltosa
Sacarosa
Lactosa
Rafinosa

Fructosa

Grupo

2%
4%
6%
8%

10%

0.01%
0.1%

Glucosa 50%
Glucosa 60%
NaCl 10%

C. boidinii

+

+

+/D

+

+ C.lusitaniae

+

+/D

valbyensis

V=variable, (+)=positiva, (-) = negativa, D=débil.

+

+

Vv

+

+ < < 4+

Tolerancia a etanol

K
gamospora

Tolerancia a cicloheximida

+

+

+ K. marxianus

+

+

\%

+

+

Osmotolerancia

+

Vv

60

M.
+  guilliermondii

+

+/D

+

+

+ S.cerevisiae

+

+ S.paradoxus

+

Saccharomyces-

+ o+

+

oTuU

+ St stellata

O O +

Z. balii

o O O +



¢) Identificacion genotipica
La informacién de la secuenciacion de la region ITS1-ITS4 de aislados representativos
de cada grupo formado a partir de la caracterizacion fenotipica descrita anteriormente
fue comparada con la base de datos genéticos del NCBI, permitiendo identificar las
secuencias con un rango de similitud del 99-100%. La clave de los aislados
representantes de cada grupo con su respectivo porcentaje de similitud y nimero de

acceso correspondiente se encuentra en la Tabla 6.
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Tabla 6-ldentificacion molecular

Muestra Clave aislado Especie Id NCBI Identificado | %Similitud | No. acceso
mlc3 Kluyveromyces marxianus KY103823.1 99% ON248389

Aguamiel cajete mlc4 Kluyveromyces marxianus MW284516.1 99% ON248390
mlc5 Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON248391

m2c6.B Kluyveromyces marxianus KY103823.1 99% ON248399

m2c10.C Kluyveromyces marxianus KY103823.1 99% ON248401

m2c8.A Kluyveromyces marxianus KY103823.1 99% ON248400

m2cll.B Kluyveromyces marxianus MW284516.1 99% ON248402

, m2c4a Zygosaccharomyces balii KY106027.1 99% ONZ248396
Aguamiel acocote m2c3 Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON248395
m2c4b Meyerozyma guilliermondii MK267607.1 100% ON248397

m2cbha Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON248398

m2c7b Meyerozyma guilliermondii KY104244.1 100% ON248441

m2cl12 Clavispora lusitaniae EU149777.1 100% ONZ248403

m3c7 Meyerozyma guilliermondii KY104257.1 100% ONZ248438

Aguamiel castafia m3c2 Candida boidinii KY101978.1 99% ON248436
m3c4 Saccharomyces paradoxus MH595334.1 100% ON248437

m3c10.A Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON248439

m4c2 Saccharomyces cerevisiae KY105003.1 100% ON248445

Semilla mac4 Saccharomyces cerevisiae MH595427.1 100% ON248446
m4cl.l Meyerozyma guilliermondii KY104257.1 99% ON248444

m5c5.p Meyerozyma guilliermondii KY104257.1 99% ON248450

Agua de lavado m5c1.1 Saccharomyces paradoxus KY105213.1 100% ON248448
m5c4.A Saccharomyces paradoxus MH595334.1 100% ON248449

T0 Aguamiel + semilla m6c5 Saccharomyces paradoxus KY105213.1 99% ON248498
m6c4 Starmerella stellata MN371887.1 99% ON248497

T1 fermentacion 4h M7C2 Saccharomyces paradoxus KY105207.1 99% ON306654
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m7c4 Kluyveromyces marxianus MW284516.1 100% ON306655

m7c5 Starmerella stellata KY102416.1 100% ON306656

m7c6 Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON306657

m7c¢10 Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON306660

m7c7 Saccharomyces paradoxus KY105207.1 100% ON306658

m7c9 Kazachstania gamospora KY103643.1 99% ON306659

T2 fermentacion 8 h m8c4 Saccharomyces cerevisiae CP006454.1 99% ON287071

m8cl Hanseniaspora valbyensis KY103576.1 100% ON287070

m9cl Starmerella stellata KY102416.1 100% ON306708

T3 fermentacion 12 h m9c2 Saccharomyces cerevisiae CP006454.1 100% ON306709

m9c3a Saccharomyces paradoxus KY105207.1 100% ON306710

m9c4.B Saccharomyces paradoxus KY105213.1 100% ON306711

m210c2 Meyerozyma guilliermondii KP794175.1 100% ON318878

T4 fermentacion 20 h m10c3 Saccharomyces paradoxus MH595334.1 100% ON318879

m10c4 Starmerella stellata KY102416.1 99% ON318880

m210c5 Saccharomyces cerevisiae MH595427.1 100% ON318881

mlic2b Meyerozyma guilliermondii MW284504.1 99% ON328321

m11lc3 Saccharomyces cerevisiae KY105213.1 99% ON328322

T5 fermentacion 24 h mllc4 Saccharomyces cerevisiae MH595427.1 100% ON328322

m15cl Starmerella stellata KY102416.1 99% ON339526

T6 fermentacion 48 h m15c2 Saccharomyces paradoxus KY105213.1 99% ON339527

m15c3.1 Saccharomyces paradoxus KY105213.1 99% ON339528

m15c5 Starmerella stellata KY102416.1 99% ON339529

T7 fermentacion 72 h M16c2 Saccharomyces cerevisiae KY105003.1 99% ON340533
Raspado cajete m13c2 Clavispora lusitaniae EU149777.1 99% ON4060202
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Determinacion de la diversidad y de la sucesién microbiana.
A partir de la identificacion de los aislados representativos de cada grupo de la Tabla 5
se calculd la diversidad de la comunidad de levaduras de cada una de las muestras. Se
determind la diversidad alfa para cada muestra a través del indice de Shannon, calculado
con la férmula —Zpi Ln(pi), (Kirchmayr et al., 2017). Estos resultados se encuentran
agrupados en la Tabla 7 entre los que se destaca que la muestra correspondiente a las

4 horas de fermentacion (M7) fue la que mayor diversidad.

En la Figura 9 se muestra el dendrograma que resume y representa graficamente el
reambio de la diversidad de especies de levaduras aisladas, de acuerdo con la
determinacion de la diversidad beta a través del indice de Sorensen, cuyo valor obtenido
fue de 0.91, y por medio del modelo de aglomeraciéon UPGMA, gue indica que hay una
diferenciacion de 3 comunidades principales a lo largo de todo el proceso de produccion

de pulque estudiado en este trabajo.
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Tabla 7-Diversidad de la comunidad de levaduras de cada muestra con su respectivo indice
de diversidad alfa (indice de Shannon).

MUESTRAS
g @
Q g2 3 g s |
7] ‘© o %] = _~ — —~ —
: g ° & § £ T 5§ & o 5§ &8 §&§ ¢ § <«
Especies $ 3 5 5 E £ ¥ & 3 & &8 £ & g & g
® E | E  E @ A B P o | o |~ 2 < O
S g © © @ F = = - = = — > =
o o)) > > <C
< =3 =3
< <
Candida boidinii 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 —

Clavispora lusitaniae 1 1 3 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 ©

Clavispora sp. (UBC) 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 <

Hanseniaspora
valbyensis
Kazachstania
gamospora
Kluyveromyces
marxianus
Kluyveromyces sp.
(UBC)
Meyerozyma
guilliermondii

Meyerozyma sp.

(UBC)
Saccharomyces
B 0 0 0 0 2 0 0 1 1 1 2 0 1 0 0 ®
cerevisiae
Saccharomyces
0 0 0 1 0 1 2 0 2 1 0 1 0 0 2 =1
paradoxus

Saccharomyces sp.
(UBC)

Starmerella stellata 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 2 0 0 0 ©

Starmerella sp.

(UBC)
Zygosaccharomyces
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 —
balii
Total de aislados
m v 9 o ¥ v o ¥ v 1w 1w © « « ;v
identificados
indice de B N D ® > 9 % B N NN S ®momoA S
, 2858885988883 338§ 08
Shannon (H) 5 &5 5 5 3 S & 4 4d o o 4 S o o o
UBC= Unidad basica de caracterizacion (Nufiez-Colin & Escobedo-L6pez, 2011)
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Figura 12-Dendrograma que representa el recambio de especies de levaduras entre
muestras, formando grupos de acuerdo con su parecido en diversidad
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Estudios fisicoquimicos

El pH y la temperatura fueron parametros tomados in situ, cuyos datos se
encuentran registrados en la Tabla 8, mientras que los cambios de las concentraciones
porcentuales de los metabolitos principales de la fermentacion del pulque obtenidas por
la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se encuentran

representados graficamente en la Figura 13.

Como se puede observar, la primera fase del proceso de fermentacion del pulque
corresponde a la muestra obtenida del aguamiel del cajete, cuyas condiciones
fisicoquimicas in situ de esta fase caracterizaron por un pH de 5, una temperatura de 8°
C y un color ambar claro. De acuerdo con la evaluacion quimica, en este punto hay
fructuosa, sacarosa, etanol, acido lactico y acético representados con una concentracion
del 2.3, 2.0, 1.7, 0.7 y 0.4% respectivamente.

La segunda muestra, el aguamiel del acocote, fue tomada minutos después de la primera
por lo que son similares entre si, el pH se mantuvo en 5 y la temperatura se elevé solo
2°C, en cuanto a la composicion quimica se caracterizd por la presencia de sacarosa
(0.05%), glucosa (0.1%), fructuosa (4.2%), etanol (0.1%), acido lactico (0.6%) y acético
(0.4%). Es importante sefalar que en el caso de la fructosa, tuvo un incremento en su
concentracion, siendo en esta segunda muestra, la que registro el valor mas alto en todo

el proceso estudiado.

En la tercera fase, correspondiente al aguamiel proveniente de la castafa, se caracterizé
por tener una temperatura de 18°C y un pH de 5.5 relacionado a la presencia de acido
lactico y acético principalmente en un porcentaje de 0.1 y 0.06% respectivamente. Por
otra parte, el etanol estuvo representado por un 0.1%, indicador de que la fermentacion
alcohdlica ya habia iniciado, mientras que las concentraciones de los azulcares de esta
muestra fueron: sacarosa (2.3%), glucosa (0.3%) y fructosa (3.1%) que descendi6 1.1%

en comparacion con la muestra anterior.

67



En la semilla, correspondiente a la cuarta muestra, caracterizada por un color blanco y
consistencia viscosa, registré un pH con valor de 3 representado por el &cido lactico y
acético en concentraciones de 0.7 y 0.2% respectivamente. El etanol tuvo una
concentracion de 4.7%, uno de los puntos mas altos registrados en el proceso y la

concentracion de azucares fue <1% en los tres evaluados.

Dentro de la secuencia del proceso, la siguiente muestra corresponde a la conjuncion
del aguamiel de la castafia y la semilla en una proporcion 3:1, también llamada muestra
tiempo cero (T0), Esta muestra tuvo un pH de 4.5 a una temperatura de 17°C, un color
ligeramente ambar del aguamiel que se combiné con el blanco de la semilla, en la que
los azlcares tuvieron una concentracion de: sacarosa (0.18%), glucosa (0.19%), fructosa
(3.7%); mientras que la del acido acético, lactico y etanol fue de 0.88%, 0.62% y 1.18%

respectivamente.

La sexta muestra, correspondiente a las 4 horas de fermentacion, se distinguié por un
pH de 4, mientras que la concentracion de los azucares fue la siguiente: sacarosa (2.3%),
glucosa (0.86%) y fructosa (2.3%), mientras que la concentracion del etanol fue de 1.7%.
Después de 8 horas de fermentacion, en la séptima muestra, el pH disminuyé hasta 3.5
a una temperatura de 17°C. La concentracion de azlcares y acidos organicos quedo
registrada de la siguiente manera: sacarosa (2.4%), glucosa (0.9%), fructosa (2.9%),
acido acético (0.13%) y acido lactico (0.41%).

La octava muestra, tomada a las 12 horas de fermentacién, considerado un pulque listo
para su consumo de acuerdo con los criterios del responsable de la elaboracién, registro
una acidez con valor de 3.5 de pH a una temperatura de 16°C. Las concentraciones de
los metabolitos evaluados permanecieron practicamente iguales a la muestra anterior a
excepcion de la sacarosa, cuya concentracion bajo de 2.4% en la muestra anterior a
0.9%

A partir de las 20 horas de fermentacion, correspondiente a la novena muestra, ya se

considerd que era un pulque maduro por su sabor mas acido, representado por un pH
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de 3, en la que los acidos lactico y acético tuvieron una concentracién de 0.45% y 0.14%
respectivamente. También en este punto la concentracion de la fructosa comenzé a
descender hasta 2.4%, mientras que a sacarosa disminuy6 hasta 0.4%. Por otro lado, la

concentracion del etanol continud con su asenso, alcanzando 2.7% en esta muestra.

En la décima muestra, tomada las 24 horas, las condiciones de acidez se mantienen en
un pH de 3 a una temperatura de 16°C. La concentracion de los acidos organicos
evaluados se mantuvo constante respecto a la muestra anterior, pero la de los azUcares
mantuvo su tendencia a disminuir (sacarosa con 0.12%, glucosa con 0.5% y fructosa con
1.6%), en contraste con el etanol que llegd a registrar una concentracion de 4.0%,

cercano al del in6culo.

Después de las 48 horas de fermentacién se tomo la onceava muestra, cuya acidez ya
era desagradable, aunque su valor de pH seguia siendo de 3, asi como su aroma por lo
que se trataba de un pulque ya en un estado de deterioro. Las concentraciones de los
metabolitos evaluados continuaron relativamente constantes en esta muestra respecto a
la anterior.

La dltima muestra del proceso de fermentacion, a las 72 horas, el pH se registré con un
valor de 3 a 16°C, los azucares registraron su concentracion mas baja en todo el proceso,
0.28% y 0.05%, para fructuosa y sacarosa respectivamente, y la de la glucosa fue nula;
el etanol llegé a su punto més alto dentro del proceso, alcanzando una concentracion de
5.5%.

Finalmente, las evaluaciones de las muestras correspondientes a los componentes
residuales del proceso de fermentacion, “Xaxtle” y el agua de lavado se enlistan a
continuacion. El “Xaxtle”, es una sustancia sedimentaria que registré un pH de 3.5 a una
temperatura de 16°C y se caracterizé por un bajo contenido de azucares (<1%) y una
concentracion de etanol 5.45%, muy similar a la concentracion de la muestra
correspondiente a las 72 horas de fermentacion. Por otro lado, el agua de lavado de la
tina, es decir, después de vaciar la preparacion estudiada se procedio al enjuague de la

superficie donde se llevo a cabo la fermentacion y se recuperd una muestra de la misma,
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qgue tuvo un pH de 4, mientras que la concentracién del contenido de azulcares, acidos

organicos y etanol fueron todos <1%.

En cuanto a los compuestos volatiles, la familias quimica mas diversa detectadas durante
el proceso fueron los ésteres, representados con 7 compuestos durante todo el proceso,
de los cuales el acido hexanedioico, bis(2-etilhexil) éster fue el mas persistente y
abundante desde el tiempo cero hasta las 48 horas de fermentacion, siendo a las 24
horas cuando registré su concentracion mas alta detectada con 93.5%. Los alcanos y
alcoholes estuvieron representados con 6 compuestos cada uno, de los cuales el
tetradecano y el feniletil alcohol, fueron los mas persistentes de estas respectivas
familias. En la Tabla 9 se registran las concentraciones porcentuales de los compuestos
volatiles detectados en el proceso que se complementa con la representacion grafica de

la Figura 14.

Finalmente, se construy6 un resumen grafico que integra los principales resultados de la
diversidad de levaduras y de los parametros fisicoquimicos que permite observar los
cambios en la composicion de las comunidades de levaduras aisladas a lo largo del

proceso en funcion del avance del proceso de elaboracién del pulque (Figura 15).
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Tabla 8- Parametros fisicoquimicos tomados in situ durante la elaboracion de pulque en la
Hacienda de Xochuca

Muestra Clave | pH+0.025 Tem ?Oecr;’;ltura
Aguamiel cajete M1 5 8
Aguamiel acocote M2 5 10
Aguamiel castafia M3 5.5 18
Semilla M4 3 17
Agua lavado M5 44 ND
TO Agua_mlel + M6 45 17
semilla
T1 ferrr:lehntamon M7 4 16
T2 ferrger?tamon M8 35 17
T3 fermentacion
12 h M9 3.5 16
T4 fermentacion
20 h M10 3 15
T5 fermentacion
24 h M11 3 16
Raspado cajete M13 5 8
“Xaxtle” M14 3.5 16
T6 fermentacion
48 h M15 3.5 22
T7 fermentacion
79 h M16 3 21

71



8
o

b
8
S

3.000

2.000

Concentracion porcentual (%)

8
o

Aguamiel Aguamiel Aguamiel TO T1 (4h) T2 (8h) T3 (12 h) T4 (20 h) T5 (24h) T6 (48h) T7 (72h) Semilla Xaxcle
cajete acocote castafia

Muestra

——Sacarosa ——Glucosa —-—Fructosa ——Ac. Lactico -—Ac. Acético —-—Etanol

Agua lavad:

Figura 13-Cambios en la concentracién porcentual de los metabolitos principales del pulque a lo largo de su proceso de elaboracion.
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COMPUESTO TENTATIVO

1-Ciclopentiletanona

Acido 4-Etoxi-4-oxobutanoico

Heneicosano

Heptadecano

Hexadecano

Octacosano
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Muestra

M 1-Ciclopentiletanona

m Octacosano

M 2-Hexil-1-decanol

H 3,4-Dimetilbenzaldehido
m 3,3-Dimetil-1-hexeno

M Dioctil adipato

m Otros

m Acido 4-Etoxi-4-oxobutanoico
m Tetradecano

M 2-Isopropil-5-metil-1-heptanol
M 4,6,8-Trimetil-1-noneno

m Dietil succinato

B Metil 14-metilpentadecanoato

Contenido porcentual (%)

M Heneicosano Hexadecano

m 2-Etil-1-decanol m 2,4-Dietilheptan-1-ol

H Isotridecanol W Alcohol fenetilico
 2,3-Dimetil-1-penteno 2,3-Dimetil-3-hepteno

W Metil palmitato m Acido Hexanedioico, bis(2-etilhexil) éster

M 3-(hidroximetil)heptan-4-il 2-metilpropanoato M Fenol-2,4-bis(1,1-dimetiletil)

Figura 14- Composicién porcentual de los compuestos volatiles encontrados en cada muestra estudiada durante la produccién de

pulque.
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“Aguamiel de la castafia”
pH: 5.5
UFC/mL: 83.0x103
Cont. Etanol:0.1%
Div. de lev.: C. boidinii C. lusitaniae,
M. guilliermondii, S. paradoxus,
Z. bailii

“Aguamiel del acocote”
“Aguamiel del cajete” pH: 5
PH:5 Cont. Etanol: 0.1%
Cont. Etanol: 1.7% UFC/mL: 26.7x107
UFC./mL: 61.7x10° Div. de levaduras: C.
Div. de lev.: C. lusitaniae,

lusitaniae, K. marxianus, M.

K. marxianus, Guilliermondii, Z. bailii
Saccharomyces sp.

“Semilla Madre”
pH: 3 “TO=semilla+aguamiel castaia”
UFC/mL: 26.7x106 pH:4.5
Cont. Etanol:0.1% UFC/mL: 36.7x10°
Div. de lev.: C. boidinii C. Cont. Etanol: 1.2%
lusitaniae, Div. de lev.: S. paradoxus. St.
M. guilliermondii, S. cerevisiae. stellata.

1 b

e
“T7 (72 h)” “T1 (4h)"™> <.
7 pH: 3 pH: 4 iy

UFC/mL: 46.6x107 UFC/mL: 23.6x10°5

Cont. Etanol: 5.5% Cont. Etanol: 1.7% N

Div. de lev.: S. cerevisiae Div. de lev.: C. /usitaniae)(\

gamospora, \
K. marxianus, S. paradoxus, St.\\
stellata

’ “T6 (48 h)”
/ pH: 3.5 ) }
/ UFC/mL: 21.8x107 "LZ (382)
/ Cont. Etanol: 3.3% Pohiios

UFC/mL: 60.0x10°
Cont. Etanol: 1.7%
Div. de lev.: Clavispora
sp., H. valbyensis,, S.
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Figura 15-Resumen gréfico de la sucesion de las comunidades de levaduras y los cambios fisicoquimicos.
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7. Discusioén

La produccion de pulque que se desarrolla en la Hacienda de Xochuca,
Tlaxco, Tlaxcala, mantiene practicas tradicionales y semejantes con otras
descripciones de elaboracién de pulque de diferentes localidades, como el capado
del maguey, la recoleccion diaria del aguamiel y el uso de un inoculo o semilla, en
el que se involucran personas encargadas de dirigir el proceso de acuerdo a criterios
gue son transmitidos entre las generaciones de trabajadores de la Hacienda que
evidencian la autenticidad del producto (G. D. Alvarez-Rios et al., 2020; Escalante
et al., 2016; Ojeda-Linares et al., 2021).

Como se menciono previamente, la sucesion ecologica es un proceso dirigido por
los organismos y las condiciones iniciales, las interacciones entre ellos y los factores
ambientales circundantes al sistema de fermentacidn, que dan lugar al recambio o
sustituciéon secuencial de las comunidades microbianas involucradas (Franco-
Lopez, 2011; Wang et al., 2022). Particularmente, en el contexto de la elaboracion
de pulque se puede revisar cada etapa estudiada desde el &mbito bidtico y
fisicoquimico para determinar la sucesion de las comunidades de levaduras durante
este proceso, que es evidente al observar los cambios en la diversidad de las
levaduras aisladas e identificadas que son congruentes con el dendrograma
construido a partir de los indices de similitud (Figura 9), en el que se pueden ver
tres grupos principales: 1) las muestras iniciales de aguamiel obtenidas en el
exterior del tinacal, 2) desde el tiempo cero hasta las 48 horas de fermentacion y 3)

la semilla, las Gltimas etapas de fermentacion y las muestras residuales.

Al respecto, en el primer grupo de las muestras del aguamiel obtenidas en el exterior
del tinacal, como el aguamiel de cajete, del acocote y de la castafia, se pudo una
mayor diversidad de levaduras no-Saccharomyces junto con 5 unidades basicas de
caracterizacion (Nufez-Colin & Escobedo-Lopez, 2011), asi como los primeros

cambios fisicoquimicos en el proceso de elaboracion del pulque que se les puede
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asociar a la actividad metabdlica de estos organismos. Al principio, en el aguamiel
del cajete se observé que el contenido de etanol en esta etapa inicial (1.7%) ya era
un indicativo de que la actividad microbiana con respecto a la fermentacion
alcohdlica ya habia iniciado. En este punto se pudo encontrar a Clavispora
lusitaniae, Kluyveromyces marxianus y un miembro del género Saccharomyces,
gue, en conjunto, son considerados como especies representativas del aguamiel y
son comunes de exudados y tejidos vegetales en proceso de descomposicion, ricos
en carbohidratos y vinculados a los insectos de entornos semejantes, (Enriquez-
Salazar et al., 2017; Lachance, 2011a), tal como condiciones que son semejantes
al de un maguey con un cajete expuesto, pues se trata de un tejido vegetal abierto
gue esta en un proceso de senescencia o deterioro por el proceso intrinseco del
ciclo de vida de la planta que estad en constante manipulacion e interaccién con
insectos, especialmente abejas y mosquitas de la fruta (Escalante et al., 2016;
Valadez-Blanco et al., 2012) .

A la diversidad de levaduras de la muestra anterior se suma con las encontradas en
el aguamiel del acocote, Meyerozyma guilliermondii y Zygosaccharomyces balii, la
primera esta relacionada con excrementos de insectos asociados a flores y frutos,
asi como a su capacidad de sintetizar acidos organicos de interés industrial
(Kurtzman, 2011; Yan et al., 2020); mientras que la segunda es comun de habitats
ricos en azucares fermentables y en proceso de acidificacion, como miel, jugos y
tejidos de frutas, mosto de uvas y exudados de arboles, y es reconocida en la
industria por su capacidad de ser un organismo acido-tolerante por lo que se ha
evaluado su uso para producir acido lactico (Kurtzman et al., 2011). Por lo tanto era
factible que se encontraran estas especies estas primeras fases del proceso, ya que
al ser aguamiel recién extraido del cajete, aun se contaban con abundantes
azucares tal como se mostré en el apartado de resultados correspondientes de esta

muestra.

En la castafia se integran las extracciones de aguamiel de otros cajetes, en la que

aparece de Candida boidinii que es una levadura asociada en vida silvestre a frutos
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y tejidos necroticos de Opuntia megacantha y a la mosca de la fruta (Drosophila
sp.), aunque también se ha reportado su presencia en productos fermentados como
el tepache, una bebida mexicana fermentada elaborada a partir de la pifia, ademas,
es de interés biotecnologico por ser capaz de sintetizar xilitol a nivel industrial
(Lachance etal., 2011) (Bed6 etal., 2021). Saccharomyces paradoxus es otra
levadra que hace su primer aparicion en el proceso, esta es considerada la especie
hermana silvestre de S. cerevisiae, que se ha encontrado como parte de la
microbiota natural de los exudados de arboles, superficies de hojas y entre las

especies no identificadas de Drosophila sp. (Kurtzman et al., 2011).

La particular diversidad inicial de levaduras no-Saccharomyces es caracteristica de
procesos de fermentacion espontanea o de aquellos que se llevan a cabo en
condiciones aerobias con una constante interaccion a la intemperie y con vectores
gue transportan e integran especies a la comunidad de estas levaduras que ademas
son de interés biotecnoldgico por el aporte de compuestos aromaticos que
contribuyen con el enriguecimiento de las caracteristicas organolépticas a bebidas

como el vino (Varela, 2016), la kombucha (Teoh et al., 2004) y el pulque.

El segundo grupo tuvo menos diversidad que la anterior, pero fue constante entre
estas muestras que abarcaron desde el tiempo cero hasta las 48 horas de
fermentacién, durante este tiempo debieron ocurrir fendmenos de cooperacion y
antagonismo entre bacterias y levaduras, por el ocnsumo de los azUcares y la
produccion de acidos organicos y etanol, que restringen el crecimiento de otros
microorganismos y se reduce la diversidad (Escalante et al., 2016; Estrada-Godina
et al., 2001, Perez et al., 2019).

Un elemento clave que dirige la fermentacion en este punto es el inéculo, que en
este trabajo su diversidad de levaduras estuvo representada por M. guilliermondii y
S. cerevisiae que es la especie de levadura mas extendida en la industria
alimenticia, muy comun de los ambientes de fermentacién artificiales, donde

persiste, se reproduce, evoluciona y se dispersa; sin embargo, al ser
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constantemente usada en procesos de fermentacion en ambientes ricos en
carbohidratos, se impuso una seleccion artificial que justifica su escaza presencia
en ambientes naturales donde no puede competir con la microbiota silvestre; en
contraste con Saccharomyces paradoxus que es la Unica especie de alta
fermentacion del género que ha sido aislada en la naturaleza (Kurtzman et al.,
2011). La baja diversidad se puede explicar por el bajo contenido de azucares de
esta sustancia y el contenido de etanol, que fue de 4.7%, lo que es congruente con
las propiedades tipicas de un pulque maduro (Escalante et al., 2016). Es importante
recordar que la semilla se alimenta diariamente con aguamiel para mantener su
integridad y calidad, por lo que estas propiedades se mantienen relativamente
constantes, por lo que es de esperar que esta diversidad de levaduras también sea
persistente en esta muestra a lo largo del tiempo, algo que podria estudiarse si se

evalla la diversidad de levaduras de esta del indculo a través del tiempo.

La combinacion del inoculo y el aguamiel fresco de la castafia tuvo diversidad
caracterizada por Saccharomyces paradoxus y la primera apariciéon de Starmerella
stellata. Esta uUltima es reconocida en la industria vinicola por ser un organismo
fructofilico y por capacidad de sintetizar ésteres y beta-glucosidasa que mejoran los
aromas de los vinos, ademas de ser capaz de tolerar hasta un 9% (v/v) de etanol
(Garcia et al., 2018; Magyar & Téth, 2011), en este trabajo fue una de las especies
persistentes a lo largo del proceso de elaboracién del pulque después de este punto,
mostrando tolerancia a etanol en concentraciones mayores al 4%, sin embargo, se
ha reportado como sensible a la acidez (Garcia et al., 2018) situacion que debe ser
considerada para posteriores estudios sobre sus interacciones con otras especies
que le permiten sobrevivir a las concentraciones acidas del pulque en las ultimas

etapas.

Después de 4 horas de fermentacién, en un contexto en el que la concentracion de
los azucares aun era semejante a los valores iniciales con un ligero incremento en
la concentracion de etanol, la diversidad de levaduras aisladas en esta fase se

distinguié por la reaparicion de especies que estaban originalmente en el aguamiel:

82



Clavispora lusitaniae y Kluyveromyces marxianus, junto con Saccharomyces
paradoxus y Starmerella stellata originarias del inoculo; ademas aparece por Unica
vez en todo el proceso Kazachstania gamospora, una especie que se ha aislado de
suelos y hojarasca en Japon, sin embargo se ha estudiado en la industria del vino y
se le reconoce por sintetizar mas de 90 compuestos volatiles, entre ellos el fenetil-
propionato que le da a los vinos un aroma floral (Dashko et al., 2015; Matrtini et al.,
2011; Whitener et al., 2015).

En la séptima muestra, sobre la superficie de la preparacion observé una espuma
distintiva del proceso de fermentacién, ademas de la presencia incidental de
Drosophila sp. Respecto a la diversidad de levaduras aisladas de este proceso,
Saccharomyces cerevisiae, Clavispora lusitaniae y Starmerella stellata mantuvieron
Su presencia y Hanseniaspora valbyensis hizo su aparente Unica aparicion en todo
el proceso. Esta Ultima especie ya habia sido reportada en pulque previamente, asi
como en exudados de plantas en Japon y cerveza de barril en Reino Unido; mientras
gue en la naturaleza se ha aislado de suelo, plantas y en la microbiota de Drosophila
sp. junto a H. guilliermondii y H. occidentalis, sugiriendo que este insecto es un
vector comun de microrganismos que participan en la produccién de productos
fermentados (Cadez & Smith, 2011) ademas de ser considerada una especies
responsable de producir altas concentraciones de compuestos aromaticos como
etil-éstres y alcohol isoamilico que brindan aromas afrutados en los productos en

los que participa esta esta especie en su produccion (Xu et al., 2006)

De las 8 a las 20 horas de fermentacién, la acidez y etanol ya habian aumentado
mientras que los azlcares tenian una tendencia a disminuir. En ese contexto, la
diversidad de levaduras se mantuvo representada por S. cerevisiae, S. paradoxus,
St. stellata, y M. guilliermondii, cuya permanencia se le atribuye a su tolerancia al
etanol gracias a la actividad de las alcoholdeshidrogrensas y su capacidad de utilizar
alcoholes como fuente de carbono y para sintetizar lipidos (Kurtzman, 2011; Yan
et al., 2020).

83



El tercer grupo se caracteriz6 por aquellas muestras cuya diversidad era
considerablemente menor a los otros dos grupos coincidiendo con el agotamiento
de los carbohidratos y el aumento de la acidez; en general corresponden a la ultima
etapa de fermentacién, de las 24 a las 72 horas de fermentacion y a las muestras
residuales correspondientes al Xaxtle la sustancia blanca y viscosa que se precipita
al fondo de la tina de fermentacion (E. Torres-Maravilla et al., 2016), que es muy
similar a la semilla en cuanto a su contenido de azlcares y etanol; y al agua de
lavado, donde se encontraron las especies de levaduras mas resistentes a las
condiciones acidas y etandlicas finales del pulque, tales como S. paradoxus, St.
stellata y M. guilliermondii lo que indica que en la tina de pelo pueden quedar
resguardadas células de las levaduras y otros microorganismos nativos del proceso

de elaboracion del pulque.

La densidad de las comunidades de levaduras (UFC/mL) también cambio a lo largo
del proceso, similar al de otros procesos fermentativos, con una tendencia al
aumento hasta las 72 horas de fermentacion, donde al final quedan aquellas
levaduras acido-tolerantes como ocurre en el caso de la kombucha (Teoh et al.,
2004). Esta disminucién se asocia al proceso de deterioro del producto, por el
contenido de etanol, la oxidaciébn de varios compuestos organicos como los
aminoacidos y el agotamiento de los carbohidratos (Escalante et al., 2016; Jeong
etal., 2013).

Con respecto a los cambios fisicoquimicos a lo largo del proceso estudiado, estos
se deben a la dinadmica de los acidos organicos, azucares y alcohol que se producen
por la actividad metabdlica microbiana presente desde el sustrato inicial, el

aguamiel.
Uno de los azlUcares mas relevantes de este proceso es la fructosa, pues es el

componente principal de los fructooligosacaridos del aguamiel (Guzméan-Pedraza &

Contreras-Esquivel, 2018). Esto explica el aumento en la concentracion del la
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fructosa en las muestras de aguamiel y la persistencia de K. marxianus dentro de
las comunidades encontradas en estas muestras, ya que se le ha asociado a la
hidrolisis de los fructanos que libera este monosacarido en el sistema a través de la
actividad de la inulinasa (Vicente-Magueyal et al., 2020), lo que ocurre hasta la
muestra de las 20 horas de fermentacion, donde fue encontrada por Ultima vez y en

donde este azucar ya exhibia una tendencia a la disminucién en su concentracion.

Las concentraciones de los metabolitos evaluados se mantuvieron constantes
respecto a la muestra anterior (Figura 6), una situacion que se ha visto en otros
procesos fermentativos, como en el kimchi (Jeong et al., 2013) y el doejang (Jung
et al., 2016) en los que la liberacién y permanencia de los azUcares libres como la
glucosa y la fructosa en las etapas tempranas de la fermentacion, es gracias a la
capacidad que tienen las bacterias acido-lacticas de hidrolizar polisacaridos y
glicésidos flavonoides, que aungue no se evalu6 su actividad y presencia en este
trabajo, son parte de la microbiota tipica en el contexto de la produccién del pulque
(Escalante et al., 2004)

A las 72 horas, para la ultima muestra del proceso de fermentacion ya no se hizo
una evaluacion organoléptica completa a excepcion del registro del aroma, que
semejaba al vinagre, debido a la accién de bacterias acéticas (Escalante et al.,
2016); mientras que el etanol alcanz6 su punto mas alto dentro del proceso,
alcanzando una concentracién de 5.5%, sin embargo, se mantiene dentro de los

parametros de la norma referente al pulque (SECOFI, 1972hb)

La sacarosa es uno de los principales azlcares presentes en el aguamiel, que tuvo
una concentracion inicial del 2% en el cajete, que al ser recogido con el acocote
disminuy6 hasta menos del 1%, probablemente por la continua actividad microbiana
gue consume el azucar. Posteriormente la concentracion de la sacarosa se
incrementd hasta el 2.3% en el aguamiel de la castafia, debido probablemente a
gue en la castafia se mezclaron aguamieles provenientes de diferentes magueyes

0 cajetes. En la mezcla de aguamiel fresco con la “semilla madre” o inoculo, la
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concentracion de sacarosa volvio a descender hasta 0.8% por la disolucién. A las 4
horas de fermentacion (HF) la concentracion de este azUlcar se elevo hasta el 2.3%
por la actividad microbiana, ya que especies como Saccharomyces paradoxus y
Kluyveromyces marxianus, son capaces de liberar durante la fermentacion,
disacaridos como la sacarosa a partir de las inulinas y otros polisacaridos complejos
del aguamiel (Vicente-Magueyal et al., 2020), por lo que es hasta las 8 horas de
fermentacidn que la sacarosa alcanzé su concentracion maxima en este proceso,
gue corresponde a 2.4%. Esta sacarosa liberada puedo ser aprovechada por otros
microorganismos de la comunidad, por lo que es natural que la concentracion
comience a descender, llegando a 0.96% pasando las 12 HF hasta llegar a la
concentracion minima de 0.056% a las 72 horas.

La glucosa es un monosacarido que es dificil encontrar como tal en la naturaleza ya
gue generalmente forma parte de disacaridos como la sacarosa, maltosa y de
polisacaridos como el almidén (Campbell & Farrell, 2010). Es por eso que, la
concentracion de esta hexosa es practicamente cero al inicio del proceso, y
conforme la actividad microbiana va liberandola como un &zucar libre por la
actividad de glucosidasas y otras enzimas glucofilicas desde los polisacaridos del
aguamiel, la concentracibn va aumentando hasta alcanzar su concentracidon
maxima (0.9%) en el proceso de elaboracion del pulque tal como se ha visto en
otros procesos de fermentaciéon como el kimchi (Jeong et al., 2013) . Eventualmente,
la concentracion fue descendiendo conforme la comunidad microbiana la iba

metabolizando hasta alcanzar su punto minimo a las 72 HF.

En cuanto a la concentracidén acido lactico, exhibié una tendencia constante que
estuvo en funcion de la presencia de las bacterias acido-lacticas como Lactobacillus
plantarum y Leuconostoc mesentroides, que aunque no se registraron en este
trabajo, son organismos considerados nativos del proceso de produccién del pulque
(Escalante etal., 2016), y a las levaduras como Z. bailii, que ademas es considerada

un organismos acido-tolerante (Kuanyshev et al., 2021)
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Por otro lado, el acido acético es otro de los metabolitos que contribuyen a la acidez
del pulque, y es producido generalmente por bacterias del género Acetobacter que
forman parte de la microbiota nativa del pulque (Escalante et al., 2016), que en este
trabajo ya esta presente desde el aguamiel del cajete en una concentracion <1%,

gue al igual que la del lactico, esta concentracion no es superada en todo el proceso.

El etanol es el responsable de darle al pulque la distincion de ser una bebida
ligeramente alcoholica, pues en general, no tiene mas de 7% de etanol en su
composicion (Escalante etal.,, 2016; Moreno-Terrazas etal.,, 2017; SECOFI,
1972b). En este trabajo, la presencia de etanol se registré desde la muestra del
cajete, que coincidié con la presencia de representantes del grupo de Clavispora
lusitanieae y Saccharomyces sp, a los que se les puede atribuir la produccién de
este metabolito desde esta temprana etapa en la produccion (Ochoa-Chacon et al.,
2022), que continua en ascenso hasta donde la diversidad de especies se reduce
hasta estar solo representada por representantes del género Saccharomyces vy
Starmerella stellata a partir de las 12 horas de fermentacién, pues tienen una

produccioén y resistencia al etanol similares (Magyar & Téth, 2011).

Por otra parte, en cuanto a los metabolitos aromaticos o compuestos volatiles que
se produjeron a lo largo de la produccion de pulque y que fueron detectados por la
técnica de GS-MS, se pueden mencionar algunos relevantes por su dominancia en

las muestras o en cuestion de su contribucion a las propiedades organoléptica.

Hablando de los compuestos que contribuyen a la identidad sensorial del pulque,
en primer lugar es compuesto de sabor identificado en las muestras de aguamiel
como el acido 4-etoxi-4-oxobutanoico, un éster considerado como un producto
natural encontrado en plantas como el chicharo (Pisum sativum L.) (NCBI, 2022g)
y como parte de un grupo de biocompuestos producidos por Cortinarius caperatus
(Pers.) Fr., un hongo comestible, con la capacidad de regular el crecimiento de la
raiz de lechugas y del micelio de Flammulina velutipes (Curtis) Singer (Ridwan et al.,

2018). En el contexto de los productos fermentados, este compuesto se ha asociado
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al metabolismo de Kluyveromyces marxianus y S. cerevisiae que forman parte de la
diversidad de levaduras identificadas en vinos de cinco regiones del pais de
(Vigentini et al., 2016), asi como en las mismas muestras de aguamiel de este

trabajo.

En segundo lugar esta el alcohol fenetilico pertenece al grupo de los alcoholes
alifaticos cuyo sabor y fragancia es de caracter floral, por lo que es de particular
interés para la industria alimenticia y cosmética, es producido generalmente a través
de la via metabdlica Ehrlich por levaduras como  Clavispora lusitaniae,
Kluyveromyces marxianus, Meyerozyma guilliermondii, S. cerevisae,
Zygosaccharomyces rouxii, Pichia sp., Yarrrowia lypolitica, Aspergillus sp.,
Metschnikowia chrysoperlae, entre otras (Chreptowicz et al., 2018; Mitri et al., 2022;
NCBI, 2022a; Qian et al., 2019), de las cuales, las primeras tres fueron encontradas
en las muestras de aguamiel y hasta las 24 horas de fermentacion mientras en
donde se detectd este compuesto, por lo que se infiere que son las responsables

de producirlo durante este proceso de fermentacion.

El tercero es el dietil succinato es un acido graso con sabor afrutado (NCBI, 2022e)
encontrado en el aguamiel de castafia y en la “semilla” de este proceso de
produccion de pulque y, en otros trabajos se ha encontrado formando parte de los
compuestos volatiles del fruto de Opuntia ficus-indica (Flath & Takahashi, 1978) y
de las secreciones de las glandulas rectales de los tefritidos, moscas de la fruta
diferentes a Drosophila sp., muy comunes de ambientes agricolas (Perkins et al.,
1990), como el de la Hacienda de Xochuca. En otras fermentaciones, este
compuesto se ha encontrado asociado principalmente a levaduras del género
Saccharomyces y se ha observado que contribuye con este y mas compuestos
volatiles durante la elaboracion de vinos (Antonelli et al., 1999; Sottil et al., 2019) y

en takjou, una bebida fermentada tradicional de Corea (Jung et al., 2016)

Entre los compuestos volatiles se encontraron algunos otros que, aunque no

contribuyen con las propiedades organolépticas si cuentan con actividades
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biolégicas con el potencial de influir en la comunidad microbiana del pulgue y otras
gue le aportan el caracter de bebida funcional (Heredia, 2016). Uno de ellos fue
encontrado en la muestra de las 72 horas de fermentacion, el dioctil adipato un éster
con propiedades antimicrobianas asociado al metabolismo de bacterias del género
Streptomyces, (NCBI, 2022f; Zellagui et al., 2012), que, aunque en este trabajo no
se identificaron bacterias, si se han detectado organismos de este grupo en otros
trabajos de pulque (Rocha-Arriaga et al., 2019). Este compuesto también se ha
reportado como parte de los componentes de los aceites esenciales de Launaea
resedifolia una planta silvestre de la familia Asteraceae, en cuyos casos se ha
evaluado su actividad antimicrobiana contra cepas de bacterias de interés clinico
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

probando ser potencialmente efectivo (lvanova et al., 2001).

Otro compuesto asociado a bacterias del género Streptomyces y con actividad
antimicrobiana encontrado en este trabajo fue el acido hexanodioico, bis(2-etilhexil)
(Elleuch etal., 2010; NCBI, 2022h; Rocha-Arriaga et al., 2019). Aunque no hay
informacion sobre su aportacion a los aromas o sabores del pulque, indagar sobre
la actividad antimicrobiana que posee podria aportar elementos que expliquen la
disminucion de la diversidad de levaduras desde su aparicion en el Tiempo Cero del
proceso de produccion de pulque estudiado hasta las 72 h, cuando se observé uno
de los puntos mas bajos en cuanto a diversidad de levaduras, teniendo solo a
Saccharomyces cerevisiae como levadura representante de esa muestra. La
influencia en la comunidad de bacterias del pulque también es un punto para

considerar en futuros trabajos.

Por otro lado, se detectd un compuesto volatil cuya actividad biolégica si influye
directamente en la composicion de la diversidad fungica, el fenol-2,4-bis (1,1-
dimetiletilo), previamente reportado como uno de los metabolitos producidos por la
bacteria rizosférica Bacillus safensis con capacidad de inhibir el crecimiento de
hongos fitopatdégenos como Alternaria alternata (Fr.) Keisll. (Prakash & Arora, 2021).

Este fenol también es producido por plantas como el aguacate (Persea americana
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Miller var. drymifolia (Schltdl. & Cham.) S.F. Blake ) demostrando el mismo efecto
contra el crecimiento de hongos fitopatbgenos como Phytophora cinnamomi y
Aspergillus sp. (Rangel-Sanchez et al.,, 2014). Aunque no esta documentado el
efecto que este fenol pueda tener sobre las levaduras, su persistencia a lo largo de
la fermentacion del aguamiel, desde el cajete y hasta las 72 horas de fermentacion,

puede explicar la aparente ausencia de hongos filamentosos durante este trabajo.

Al respecto de propiedades funcionales, el métil palmitato fue uno de los
compuestos volatiles mas abundantes en las muestras de aguamiel de cajete,
acocote y en semilla, que se ha asociado a multiples organismos especialmente a
hongos de los cuales forma parte de los componentes volatiles de sabor de hongos
comestibles como el matsutake (Tricholoma matsutake) y a productos como el
aceite esencial de clavo (NCBI, 2022b; Yajima et al., 2014). De este quimico se ha
evaluado su actividad antiinflamatoria (El-Demerdash, 2011) y el potencial de su
produccion a gran escala a través de la caracterizacion de las rutas metabdlicas de
las levaduras Yarrowia lipolytica y Saaccharomyces cerevisiae (Blitzblau et al.,
2021).

Dentro de la diversidad de volatiles detectados también estan aquellos que no
aportan directamente a las propiedades organolépticas o que otorguen alguna
actividad bioldgica. Uno de ellos es el tetradecano, un hidrocarburo estructural
precursor compuestos volatiles y del metabolismo de las plantas (NCBI, 2022c), por
ejemplo, Agave decipiens Baker como parte de la fraccién de &cidos grasos no
saponificables (Abdel-Gawad et al., 1999). Este es aprovechado por varios géneros
de hongos como Cunninghamaella y Penicillium para producir acidos grasos como
el &cido tetradecanoico, y alcoholes insaturados como el tetradeca-3-ol, entre otros
(Allen & Markovetz, 1970) En este trabajo resultd ser uno de los compuestos
persistentes durante el proceso, siendo el mas abundante en la muestra de agua de
lavado con un 45% y con menos del 10% en el resto de las muestras hasta el final
de la evaluacidon. Su presencia en esas cantidades se deba probablemente por

tratarse de metabolito producido por el mismo agave del cual se obtuvo el aguamiel
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y por precursor para otros compuestos producidos por la actividad metabdlica

microbiana.

De la misma forma se encontraron algunos otros compuestos volatiles con menor
representacion durante este trabajo, por ejemplo, alcanos como el heptadecano
(NCBI, 2022d) que ha sido reportado como parte los aceites esenciales de Opuntia
prolifera Engelm. (Wright & Setzer, 2014); y el octacosano, también encontrado en
el Agave decipiens (Abdel-Gawad et al., 1999); pero que no cuentan con una
descripcion sobre su aportacion a las propiedades sensoriales del pulque o si tienen

alguna actividad biolégica.

El resto de los componentes volatiles encontrados durante el andlisis carecen de
informacion asociada a la produccion de pulque o algun otro escenario relacionado
con la fermentacion y a sus materias primas, ademas de que estuvieron
representados en bajas proporciones. Sin embargo, se pueden agrupar de acuerdo
a su clasificacion dentro de la quimica organica, tales como los alcanos:
heneicosano, hexadecano, octacosano, pentadecano; alcoholes como 2-Ethyl-1-
decanol, 2,4-Dimethyl-1-pentanol, 2-Hexyl-1-decanol, 2-Isopropyl-5-methyl-1-
heptanol, isotridecanol; el aldehido 3,4-Dimethylbenzaldehido; y los ésteres 4,6,8-
Trimetil-1-noneno, 2,3-Dimetil-1-penteno, 2,3-Dimetil-3-hepteno, 3,3-Dimetil-1-
hexeno, metil 14-metilpentadecanoato, 33-(hidroximetil)heptan-4-il 2-

metilpropanoato.
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8. Conclusiones

A lo largo del proceso de elaboracion del pulque en la Hacienda de Xochuca
se pudieron observar cambios en la diversidad de las comunidades de
levaduras aisladas de acuerdo con un proceso de sucesion ecoldgica en
congruencia con los cambios de las condiciones fisicoquimicas resultantes
del aguamiel hasta su transformacion en pulque.

La densidad de UFC de levaduras tuvo un comportamiento ascendente
conforme avanzaba el proceso de fermentacion hasta que el pH y la
concentracion de etanol volvieron las condiciones fisicoquimicas mas
selectivas.

La mayor diversidad de levaduras se encuentra al inicio del proceso, pues el
aguamiel es un sustrato rico en azlcares que esta en contacto con el
ambiente en el que se pueden encontrar vectores asociados a levaduras y
otros microorganismos que participan durante la produccion del pulque.

La menor diversidad de levaduras se encontré en las etapas finales del
proceso de acuerdo con el agotamiento de los azlcares, un pH mas bajo y
una concentracibn mas alta de etanol, resistiendo solo aquellas que
mostraron una mayor tolerancia al etanol como Starmerella stellata y
representantes del género Saccharomyces.

El contenido de etanol se fue incrementando desde las primeras etapas del
proceso, lo que indica que incluso antes de usar un inoculo, la fermentaciéon
alcohdlica ya habia iniciado espontaneamente.

La presencia de levaduras no-Saccharomyces, como Clavispora lusitaniae,
Kluyveromyces marxianus y Meyerozyma guilliermondi, se puede asociar
con la presencia de compuestos volatiles, como el alcohol fenetilico y el dietil

succinato, que enriquecen las propiedades sensoriales del pulque.
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Anexos

Anexo 1 Cronologia de los estudios microbiolégicos en pulque

Tabla 10- Cronologia de los estudios microbiolégicos en pulgue.

Afo Autores Principales contribuciones de los estudios
1864 | Rio de la | Primera observacion microscopica del pulque describe la presencia de
Loza L. sustancias albuminoides, probablemente fueron bacterias y levaduras
1870 | Barragan J. | Identifica la primera levadura aislada del pulque como Cryptococcus
semejante a Cr. Cerevisiae (=Saccharomyces cerevisiae)
1924 | Lindner P. Aisla Thermobacterium mobile (=Zymomonas mobilis subsp. Mobilis)
especie que describe como nueva para la ciencia
1936 | Ruiz Oronoz | Estudia las levaduras del aguamiel y del pulque; describe como nuevas
A | M especies a Saccharomyces carbajalii (=S. Cerevisiae), Pichia barraganii
1942 (=Pichia membranifaciens),  Torulopsis  hydromelitis  (=Candida
parapsilosis), Torulopsis aquamellis* y Rhodotorula incarnata*
1942 | Sanchez Realizan investigaciones importantes sobre la microbiologia del pulque y la
A | Marroquin actividad metabolica de varios microorganismos, que publican en la serie
1951 | A. Etal. titulada Microbiologia del pulque.
2001 | Estrada- Determinan la capacidad killer de todas cepas identificadas como levaduras
Godinaetal. | del genero Candida
2004 | Escalante et | Caracterizacion de la comunidad bacteriana del pulque, por un analisis 16s
al. rdna
2008 | Lappe- Identifican a los microorganismos responsables de la fermentacion lactica,
Oliveras et | acética, produccion de EPS y bacterias putrefactivas.
al.
2008 | Escalante et | Andlisis de la comunidad bacteriana durante la fermentacion de pulque. 0

al.

Fuentes: (Jimenez-Segura, 2016; Moreno-Terrazas et al., 2017)
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Anexo 2 Microorganismos encontrados en diferentes estudios de pulque

Tabla 11-Microorganismos encontrados en diferentes estudios de pulque.

Nivel taxondmico

Especies

Bacterias
Prokaryota
Bacterias lacticas
Phylum Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales

Familia Aerococcaceae

Aerococcus urinaeequi

Familia Lactobacillaceae

Lactobacillus spp, L. acetotolerans, L
acidophilus, L. brevis, L. buchneri, L.

collinoides, L. composti, L. delbrueckii,
delbrueckii subsp. Lactis, L. hilgardii, L.kefir,
Leichmannii, L. paracasei, L. paracollinoides,

L. plantarum, L. sanfranciscensis

Familia Leuconostocaceae

Leuconostoc spp., L. citreum, L. gelidum
subsp. gasicomitatum, L. kimchii, L.
mesenteroides subsp. dextranicum, L.
mesenteroides subsp. mesenteroides, L.
pseudomesenteroides, Fructobacillus

durionis

Familia Streptoccocaceae

Lactococcus sp., Lactococcus lactis subsp.
Lactis, Streptococcus sp., Streptococcus

devriesei

Esporulados
Orden Bacillales

Familia Bacillaceae

Bacillus spp., Bacillus licheniformis, B.

Simplex, B. Subtilis

Familia Staphylococcaceae

Macrococcus caseolyticus

Clase Clostridia
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Orden Clostridiales

Familia Clostridiaceae

Sarcina sp.

Phylum Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Orden Micrococcales

Familia Micrococcaceae

Micrococcus luteus, Kocuria rosea

Familia Microbacteriaceae

Microbacterium arborescens

Familia Cellumonadaceae

Cellulomonas spp.

Phylum Proteobacteria
Clase a Proteobacteria

Orden Sphingomonadales

Familia Sphingomonadaceae

Zymomonas mobilis subsp. Mobilis, Z. Mobilis

subsp. Pomaceae

Bacterias acéticas
Orden Rhodospirillales
Familia Acetobacteraceae

Acetobater spp., A. aceti, A. malorum, A.
pomorum, Gluconobacter asai, G. orientalis,

G. oxydans, Komagataeibacter xylinus

Clase 3 Proteobacteria
Orden Burkholderiales
Familia Comamonadaceae

Genera Incertae sedis

Sphaerotilus sp.

Clase y Proteobacteria
Orden Pseudomonadales

Familia Moraxellaceae

Acinetobacter radioresistens

Familia Pseudomonadaceae

Chryseomonas luteola, Pseudomonas

Spp.

Familia Enterobacteriaceae

Citrobacter sp., Enterobacter spp., E.
cloacae, Erwinia rhapontici, Escherichia
sp., Hafnia alvei, Klebsiella nheumoniae,

Kluyvera ascorbata, K. intermedia,
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Pantoea agglomerans, Providencia sp.,

Serratia grimensii

Orden Xanthomonadales

Familia Xanthomonadaceae

Stenotrophomonas sp.

Phylum Bacteroidetes
Clase Flavobacteria
Orden Flavobacteriales

Familia Flavobacteriaceae

Chryseobacterium sp., Flavobacterium

johnsoniae, F. Oryzihabitans

Levaduras

Eukaryota

Phylum Ascomycota
Subphylum Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Subclase Saccharomycetidae
Orden Saccharomycetales

Familia Debaryomycetaceae

Meyerozyma quilliermondii, Priceomyces

carsonii

Familia Dipodascaceae

Galactomyces candidus

Familia Metschnikowiaceae

Clavispora lusitaniae

Familia Pichiaceae

Pichia spp., P. membranifaciens

Familia Saccharomycetaceae

Kluyveromyces lactis, K. marxianus,
Saccharomyces spp., S. bayanus, S.

cerevisiae, Torulaspora delbrueckii

Familia Saccharomycodaceae

Hanseniaspora uvarum

Familia Incertae sedis

Candida parapsilosis, C. rugosa, C.

rugopelliculosa

Phylum Basidiomycota
Subphylum Puccioniomycotina
Clase Microbotryomycetes
Orden Sporidiobolales

Familia Incertae sedis

Rhodotorula spp., R. Mucilaginosa
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Mohos
Eukaryota

Phylum Zygomycota
Subphylum Mucormycotina
Clase Incerta sedis
Orden Mucorales

Familia Rhizopodaceae Rhizopus stolonifer

Phylum Ascomycota
Subphylum Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Subclase Eurotiomycetidae
Orden Eutoriales

Aspergillus spp., A. glaucus, A. niger.,

Familia Trichocomaceae o
Penicillium glaucum

Fuentes: Escalante et al., 2012; Escalante et al., 2016; Lappe-Oliveras & Herrera-
Suarez, 2013; Wacher-Rodarte et al., 2014. Moreno-Terrazas et al., 2017)
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Anexo 3. Especies identificadas

A partir de la identificacion polifasica de los aislados axénicos obtenidos, se
construy6 este apartado en el que se encuentra una breve descripcion de las
especies que fueron aisladas a lo largo del proceso de fermentacion del pulque en

la Hacienda de Xochuca en este trabajo.

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen (1883)

Es un organismo modelo y el primer organismo eucarionte cuyo genoma fue
secuenciado, raramente vez aislado de ambientes naturales. Las cepas estudiadas
tienen diversos origenes, de los cuales se mencionan suelos de vifiedos, mosto de
uvas tratadas con diéxido de sulfuro, suelo de caverna, de Drossophila sp., de
cervezas y cervecerias alrededor del mundo, asi como de destilerias, también en

jugo de cafia y jerez (Vaughn-Martini & Martini, 2011).

Dentro del contexto del pulque, S. cerevisiae se ha considerado uno de los
principales microorganismos responsables de la produccion de etanol en esta
bebida desde los primeros estudios microbiolégicos realizados por Sanchez-
Marroquin en la década de 1950 (Escalante et al., 2016), pues es una levadura que
ademas esta asociada a la fermentacion de otras bebidas derivadas de plantas del
género Agave (Lappe-Oliveras et al., 2008).

El cultivo enriquecido es utilizado comunmente para favorecer el crecimiento de esta
especie, gue ha mostrado estar presente en nimeros muy bajos con respecto a la
microbiota dominante. Coloniza masivamente ambientes de fermentacion artificiales
donde persiste, se reproduce, evoluciona y pude ser dispersada (Vaughn-Martini &
Martini, 2011) .

El asilamiento genético de esta especie en islas tecnoldgicas, es decir, su uso en
vinaterias, cervecerias y panaderias; favorecio a las células de alta fermentacion en
ambientes ricos en azucar, imponiendo asi una seleccion dirigida a una via
catabolica con baja eficiencia energética y respiracion insignificantes. Es por esa
razon que es escaza Su presencia en ambientes naturales, pues tiene la

incapacidad de competir con otros microorganismos, que estan mejor adaptados a
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esos habitats con pocos recursos disponibles (Sicard & Legras, 2011; Vaughn-
Martini & Martini, 2011) .

Lo anterior llevd a la domesticacion de muchas cepas de esta especie, lo que
complica la designacion de un taxon definitivo si uno se apega a la definicién original
de especie. Se ha propuesto el escenario en el que una cepa o especie original
asociada a sustratos naturales ricos en azucar, como exudados de frutas o plantas,
estuvo involucrada en los primeros episodios de fermentacién natural de jugos
azucarados. Este proceso se debi6 reconocer como util entre los grupos humanos
por lo que con el tiempo se perfecciond. Un candidato de posible cepa primigenia
es S. paradoxus que es la Unica especie de alta fermentacion del género
Saccharomyces que ha sido aislada de la naturaleza. Esta es fenotipicamente
indistinguible de S. cerevisiae y ha mostrado la capacidad de emparentarse con las
cepas domesticadas, pero sin producir progenie fértil. Es posible que, en el algan
momento en el pasado, S. paradoxus haya ocupado y persistido en ambientes
creados por el humano y a través de cambios genéticos haya evolucionado en S.
cerevisiae (Vaughn-Martini & Martini, 2011).

En cuanto a sus caracteristicas morfofisiologicas, es capaz de fermentar glucosa,
sacarosa, maltosa, y rafinosa, pero no lactosa, y en casos variables galactosa; las
células vegetativas se transforman en ascas persistentes que contienen de una a
4 ascoesporas globosas o elipsoidales cortas. Las formas sexuales son raras en
ambientes naturales donde la concentracién celular es baja, y en ambientes
industriales esta forma se inhibe por las altas concentraciones de glucosa (Vaughn-
Martini & Martini, 2011).

Saccharomyces paradoxus Batschinskaya (1914)
Las cepas estudiadas de S. paradoxus han sido aisladas usualmente de ambientes
naturales asociados a exudados de arboles, superficies de hojas 0 como especies

no identificadas asociadas a Drosophila sp. (Vaughn-Martini & Martini, 2011)

En el ambito biotecnoldégico se ha evaluado su potencial para ser implementada

como una nueva levadura iniciadora de la fermentacién de vino con propiedades
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enoldgicas particulares a partir de su desempefio en la sintesis de etanol, glicerol y
compuestos volatiles bajo diferentes condiciones de concentracion de nitrégeno
asimilable y glucosa/fructosa. Como resultado se encontrd que S. paradoxus es una
especie con una alta actividad de sintesis de glicerol, un compuesto que eleva la
calidad del vino al darle un ligero dulzor y cuerpo, propiedades valoradas en la

enologia que la hacen una especie alternativa a S. crevisae (Orli¢ et al., 2010)

Dentro del contexto del pulque y los agaves, S. paradoxus junto con Kluyveromyces
marxianus, son reconocidas como parte de la microbiota nativa del aguamiel con
actividad enzimatica de las endo y exo-fructonasas que hidrolizan los fructanos de
esta savia, por lo que han sido estudiadas para el desarrollo de nuevos procesos
industriales de obtencién de un producto analogo al aguamiel a partir de la hidroélisis
dirigida de los fructanos del mosto de Agave angustifolia. Lo anterior tiene el
potencial de satisfacer la demanda de productos alimenticios saludables que
contengan fructo-oligosacaridos con grado de polimerizacion fieles a los del

aguamiel tradicional (Vicente-Magueyal et al., 2020).

En cuanto a su morfofisiologia, las células se transforman directamente en ascas
gue contiene una a cuatro ascosporas globosas o sublogobosas. En la mayoria de
las cepas, la esporulacion es cerca del 50% y las ascoesporas son altamente
viables; y ocurre en la mayoria de los medios de cultivo, como el de extracto de
malta, extracto de levadura, glucosa agar, de papa y de acetato. Es capaz de
fermentar glucosa, galactosa y sucrosa, en casos variables maltosa y rafinosa; pero

no lactosa (Kurtzman et al., 2011).

Kluyveromyces marxianus (E.C. Hansen) van der Walt (1971)

Esta especie es conocida por ser asilada de alimentos y bebidas, especialmente
lacteos, pero también se ha encontrado en tejidos vegetales en descomposicion e
insectos asociados. Se han descrito algunos de sus usos como una fuente de
enzimas como la beta-galactosidasa, inulasa, pectinasa y como una cepa

termotolerante (Lachance, 2011b).
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La actividad pectinolitica tiene el potencial ambivalente de ser Gtil e inconveniente
en actividades humanas. Por un lado, tiene la capacidad para fermentar lactosa, por
lo que ha sido usada en productos lacteos para producir proteina de levadura y
etanol a partir de suero de queso; asi como la endo-poligacturonasa que produce
se ha usado experimentalmente para eliminar la pectina del jugo de manzana. Por
el lado negativo, se ha identificado como un agente de la podredumbre blanda de la
cebolla (Lachance, 2011b).

La actividad de la inulinasa es de interés industrial para la producciéon de jarabes de
fructosa y etanol, por lo que se ha investigado esta actividad en bacterias, hongos
y levaduras que reduzcan costos, productos y degradaciones no desadas
(Vijayaraghavan et al., 2009). Esta actividad se evalu6 cepas de Kluyveromyces
marxianus aisladas de aguamiel y pulque, concluyendo que puede ser considerado
como un organismo hiperproductor de inulinasa capaz de hidrolizar inulina y obtener
fructuosa y oligofructosacaridos con grado de polimerizacién (Cruz-Guerrero et al.,
2005)

Su morfofisiologia se destaca por la conjugacion de células haploides que pude
preceder la formacion de ascas, o las ascas pueden crecer directamente de células
diploides. Se pueden formar de una a 4 ascoesporas. Las esporas tienen diferentes
rangos de formas, pueden ser de esféricas a elipsoidales hasta reniformes. En
cultivos de esporulacion parecen ser homotdlicas. Las esporas son liberas del ascas

tan pronto se formen y tienden a la aglutinacion (Lachance, 2011b).

Zygosaccharomyces balii (Lindner)Guilliermond (1912)

Esta especie es de amplia distribucién asociado al detrimento de los alimentos,
particularmente los que estan en proceso de acidificacién y aquellos alimentos
preservados que contienen altas concentraciones de azucares fermentables. Las
fuentes de donde ha sido asilada esta especie incluyen miel, jugo de frutas y jugos
concentrados, mosto de uva, mayonesa, aderezo de ensalada, pepinillos dulces,

vinagre, vino y bebidas sin alcohol (James & Stratford, 2011).
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Metabdlicamente es capaz de fermentar glucosa y ocasionalmente sacarosa, pero
no azlUcares como la galactosa, maltosa, lactosa y rafinosa. Por otro lado, su
reproduccion sexual se caracteriza por ascas persistentes y generalmente
conjugadas. La conjugacion ocurre entre células separadas. Cada conjugante forma
una o dos ascosporas globosas a ovoides con apariencia lisa (James & Stratford,
2011).

Las especie original fue descrita como Saccharomyces bailii por Paul Lindner en
1895 y fue basado en su estudio de una levadura aislada de Danziger Jopenbier,
una cerveza hecha de un mosto concentrado. En su descripcion, Lindner incluyé
ilustraciones mostrando la conjugacion de la levadura. A partir de ahi, Gulliermond
en 1912, la transfirio al género Zygosaccharomyces, renombrandola como se
conoce actualmente. Como ningun cultivo original sobrevivié de la cepa original
estudiada por Lindner, se designé a CBS 80, una cepa recivida en 1927 de H.
Naganishi y aislada en el Institute of Brewing, Tokyo, como la cepa neotipo
(Kurtzman et al., 2011).

Aunque se ha aislado ocasionalmente en fabricas de alimentos, no se considera un
habitat comun para Z. balii. El habitat natural de esta levadura es muy
probablemente en los tejidos deshidratados de frutas o en los exudados gomos de

arboles. (Kurtzman et al., 2011)

Z. bailii es quizas una de las levaduras mas probleméaticas encontrada en la industria
alimenticia por ser resistente a los preservativos ligeramente acidos como el 4cido
benzoico, acido soérbico y acido acético; posee osmotolerancia y la habilidad de
fermentar glucosa y fructosa vigorosamente, ademas de que es reconocida como
un notable agente del deterioro del vino por su alta tolerancia al etanol (Kurtzman
etal., 2011). A pesar de que suele ser indeseable en la industria de los alimentos,
al ser un organismo acido-tolerante se ha evaluado su uso para producir acido

lactico a través de ingenieria metabdlica, lo que resulta util para desarrollar

118



mecanismos que prevengan el deterioro de los alimentos y entender los
mecanismos de tolerancia de microorganismos como Z. bailii a los acidos organicos
(Kuanyshev et al., 2021).

Clavispora lusitaniae Rodrigues de Miranda (1979)

Las cepas registradas de C. lusitaniae tienen diversos origenes en los que se
incluyen fuentes clinicas, tracto digestivo de cerdo, excrementos de cuervo, jugo de
la cascara de Citrus, raiz del arbol boonjum en India. Aunque en México se ha
encontrado en tallos podridos de cactus, en hojas podridas de Agave sp., en el
cladodio de una nopalera, tunas en descomposicién, hoja podrida de Agave
tequilana y en un estudio de levaduras asociadas con agaves, C. lusitaniae fue la
especie mas abundante en las pudriciones acéticas en la base de las de esta planta;
falta evidencia que permita definir un nicho ecoldgico para esta especie (Lachance,
2011a).

En el contexto del pulque, Clavispora lusitaniae se ha encontrado como una de las
especies representativas del aguamiel (Enriquez-Salazar et al., 2017) y como parte
de la microbiota esencial en la produccién del pulgue (Escalante et al., 2016) donde
ademas se le atribuye la produccion de compuestos como acetato de etilo (Lappe-
Oliveras et al., 2008)

Dentro de la agroindustria se ha demostrado que C. lusitaniae funciona como un
agente biocontrolador de Penicillium digitarum, el moho verde que infecta y causa
deterioro a los limones cosechados, al inhibir la germinacion de sus esporas y por

su capacidad de resistir a los fungicidas usados en los cultivos (Perez et al., 2019)

Sus capacidades de fermentacion resultan positivas para glucosa y variable para
galactosa, sacarosa y maltosa; negativo para lactosa y rafinosa. (Kurtzman et al.,
2011). Hay evidencias de cepas capaces de producir etanol y xilitol a partir de
celobiosa, xilosa y glucosa (Ochoa-Chacon etal., 2022) En cuanto a su

reproduccion sexual, las ascas son usualmente bilobadas, conteniendo una o dos
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ascosporas. Los brotes pueden ser o no visibles con microscopia electrénica. Las
ascoesporas son liberadas tan pronto son formadas. La esporulacion es abundante
a los 2-4 dias (Kurtzman et al., 2011)

Meyerozyma guilliermondi (Wickerham) Kurtzman & M. Suzuki (2010)

Las cepas de esta especie que han sido estudiadas provienen de diversos origenes
clinicos y veterinarios; excremento de insecto en olmo americano; de uvas; de
bubod, un iniciador de la fermentacién de un vino de arroz en Filipinas; y en México
se ha aislado de pozol (Kurtzman, 2011).

En cuanto a sus caracteristicas metabdlicas, es capaz de fermentar glucosa,
sacarosa Yy rafinosa, variable para galactosa pero no maltosa y lactosa. Por otro
lado, esta especie es heterotalica y solo las formas haploides han sido aisladas.
Siguiendo el emparejamiento de complementariedad entre las diferentes formas
sexuales, se forman ascas que producen de una a cuatro ascosporas en forma de
sombrero. Las esporas son liberadas tan pronto se hayan formado. Estas se pueden
observar en extracto de malta 5% a 25°C después de 5 a 15 dias después del
apareamiento entre las formas sexuales (Kurtzman et al., 2011).

El interés biotecnoldgico en M. guilliermondi deriva del amplio espectro de sustratos
en los que se puede encontrar y en la capacidad de sintetizar varios compuestos
guimicos a partir de la variedad de fuentes de carbono que puede utilizar, por lo que
las aplicaciones para el desarrollo de enzimas de uso industrial, sintesis de
metabolitos y el control biolégico son viables para esta especie. Dentro de la
industria, es reconocida porque produce riboflavina y xilitol. Es capaz de usar
glicerol para la sintesis de lipidos y productos extracelulares como acido citrico y 2-
feniletanol, por mencionar algunos. De igual forma, puede tolerar etanol y metanol
en concentraciones menores al 1% gracias a la actividad de las alcohol y
acetaldehido deshidrogenasas, inclusive pude estos alcoholes como fuentes de
carbono y para la sintesis de lipidos. La sintesis de acidos organicos utilizados en
la industria alimenticia como el acido citrico, el &cido indol-3-acético y el acido 3-
hidroxipropionico, pueden ser sintetizados a nivel industrial por esta levadura
(Kurtzman, 2011; Yan et al., 2020)
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Kazachstania gamospora Imsnishi, Ueda-Nishimura & Mikata (2007)

Las cepas que se han estudiado de esta especie provienen de muestras japonesas
de suelo, hojarasca y desechos de bambu; y en mosto de uva infectada con Botrytis
en Grecia, dénde demostré tener una huella de compuestos volatiles que mejoran
las propiedades organolépticas del vino Ribolla Gialla (Dashko et al., 2015; Martini
etal., 2011) .

Para la industria del vino, la participacion de levaduras distintas al género
Saccharomyces en fermentacion temprana es de interés por la adicion de
compuestos que le dan sabores y otras propiedades al producto final. Entre estas
levaduras particulares, Kazachstania gampospora resultd ser un organismo capaz
de sintetizar alrededor de 90 compuestos volatiles distintos y en mayor cantidad a
los que produce una cepa control de Saccharomyces cerevisiae en estudios de
prueba, tales como el fenetil-propionato que le da un aroma floral al vino (Whitener
etal., 2015).

Es capaz de fermentar para glucosa, sacarosa y rafinosa, pero no galactosa,
maltosa y lactosa. En cuanto a su reproduccion sexual, las células vegetativas se
transforman directamente en ascas persistentes que incluyen dos cortas,
elipsoidales y verrugosas ascosporas unidas por un cuerpo interesporal parecido a
un cinturén. La esporulacion ha sido observada en agar YM después de 7 dias de

incubaciéon (Martini et al., 2011).

Hanseniaspora valbyensis Klocker (1912b)

Esta especie esta asociada con alimentos fermentados como el vinagre balsamico
tradicional, sobia, una bebida fermentada de Arabia Saudita, y en cidra. Otras cepas
de esta especie se han encontrado en muestras de suelo en Dinamarca; exudados
de arboles en Japoén; pulque en México; cerveza de barril en Reino Unido; cerveza,

Hungria,; coliflor, California. También se ha aislado de Drosophila sp. en los bosques
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de Rio de Janeiro, Brasil, donde junto a H. guilliermondii y H. occidentalis fueron las
levaduras mas abundantes lo que sugiere una asociacion con este vector. Ademas,
se ha investigado su papel en la formacion de los componentes volatiles principales

Y Su uso putativo como un cultivo iniciador (Cadez & Smith, 2011).

Respecto a lo anterior, se ha evaluado la interaccion entre Saccharomyces
cerevisiae y Hanseniaspora valbyensis para la obtencién controlada de compuestos
volatiles durante la elaboracion de cidra, donde se observoé que H. valbyensis
produce altas concentraciones de etil-ésteres (alrededor del 20%) cuando se hace
a través de una inoculacion secuencial. De hecho, las especies del género
Hanseniaspora son consideradas entre las levaduras no-Saccharomyces como las

principales productoras de acetatos y otros compuestos aromaticos (Xu et al., 2006)

Otros estudio que se le ha dado a H. valbyensis junto a otras especies del género
Hanseniaspora, Torulaspora y Zygosaccharomyces aisladas de kombucha, es la
caracterizaciéon del uso de azucar, produccion de compuestos fendlicos de sabores
desagradables, sensibilidad al Iupulo y floculacion, para evaluar su uso en la
produccion de cerveza libre de alcohol. Entre los resultado se encontr6 que, en este
contexto, H. valbyensis destaca por la alta produccion de alcohol isoamilico, capaz
de proveer el aroma afrutado en las bebidas en las que se encuentra, asi como de
altos alcoholes y esteres, siendo considerada, junto a las demas especies de
levaduras, como potenciales microorganismos para la produccion de bebidas libres

de alcohol por pasar las pruebas realizadas (Bellut et al., 2018)

Sus capacidades metabdlicas le permiten fermentar solamente glucosa tolerar un
rango de etanol de 11.9 a 13.2 % (v/v). Por otro lado, la reproduccién sexual se
caracteriza por la observacion general de dos a cuatro ascosporas en forma de
sombrero que se producen por ascay usualmente se liberan cuando estan maduras.
Las ascosporas tienen a juntarse una vez liberadas (Cadez & Smith, 2011; Deak,
2006).
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Candida boidinii C. Ramirez (1953)

Esta es una especie cuyas cepas han sido aisladas de varias fuentes incluyendo
ambientes relacionados con la actividad humana. Su presencia en los fluidos de
savia de muchos arboles en diferentes regiones geograficas alrededor del mundo.
Un vinculo en comun con estos sustratos son las moscas Drosophila que visitan
estos materiales ricos en azucares y compuestos volatiles organicos. Se caracteriza
por ser capaz de fermentar glucosa, pero no azucares como galactosa, sacarosa,
maltosa, lactosa y rafinosa (Lachance et al., 2011).

Los origenes de las cepas estudiadas son fluidos de savia de abeto Douglas, roble
negro (Quercus kellogi) en California y roble rojo nortefio (Quercus rubra); savia de
alamo. En Hawaii se encontr6 en el fruto de Opuntia megacantha y tejidos
necroticos de sus cladodios, asi como del tallo fermentador de Clermontia sp.
(Araliaciae) y otros fluidos de savia de koa (Acacia koa); de la mosca de la fruta
(Drosophila sp.) en una destileria de tequila en México; en la savia de guanipol
(Hymenaea courbaril) en Costa Rica, asi como en la flor de Heliconia sp., en el
exudado pegajoso de Guanacaste (Enterolobium cyclocarpum); en vino de Japén,
ginger ale en Estados Unidos, del suelo de un hosptial en Finlandia, de suelo en

Holanda/Paises Bajos, de tepeche, una bebida de pifia en México (Kurtzman, 2011)

Dentro de la agroindustria, C. boidinii ha sido estudiada para la produccion de xilitol
a nivel industrial a partir de residuos de cultivo como paja de arroz y salvado de
trigo, demostrando que, bajo ciertas condiciones y optimizaciones de los procesos
biotecnolégicos, esta levadura es un organismo viable para la industria (Bedé et al.,
2021)

Starmerella stellata/Candida stellata (Kromer & Krumbholz) S.A. Meyer & Yarrow
(1978)
Antes conocida como Candida stellata, esta especie pertenecio al clado Starmerella

sensu stricto y recientemente fue transferida, junto a otras 24 especies, al género
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Starmerella de acuerdo con el Cdédigo Internacional de Nomenclatura para algas,

hongos y plantas (Santos et al., 2018) .

Aunque se sabe poco de esta especie, Beltran et al. (2002) sigui6 el desarrollo de
una comunidad de levaduras asociadas con dos diferentes mostos en una vinateria
de reciente construccion durante 6 afos. St. stellata junto a Hanseniaspora uvarum
fueron las especies dominantes en las primeras fermentaciones de la instalacion,
para mas tarde ser suplantadas por S. cerevisiae (Kurtzman et al., 2011). Gracias
al desarrollo de métodos moleculares de identificacion, se han encontrado aislados
de St. stellata en vinos Tokaj AszU junto a Candida zemplilina, Saccharomyces
cerevisiae y S. uvarum, entre las que se hizo una comparacion de sus propiedades
enoldgicas, encontrando que St. stellata es un organismo de caracter fructofilico, su
produccion de etanol es comparable a especies del género Saccharomyces como
S. uvarum y S. bayanus, asi como la produccion de glicerol, que es superior a S.

cerevisie en este contexto (Magyar & Toth, 2011).

Es comun y persistente durante la fermentacion de vinos rojos y blancos en varias
regiones del mundo y es capaz de tolerar hasta un 9% (v/v) de etanol. Aunque es
capaz de contribuir a la pudricion de los alimentos, también sintetiza compuestos de
interés como ésteres y la beta-glucosidasa que mejoran los aromas de los vinos y
aderezos tradicionales; asi como el glicerol, &cido succinico, etil-acetato y acetonina
(Garcia et al., 2018).

Esta especie es extremadamente oligofagica y en cuanto a sus capacidades
fermentativas resulta ser positiva para glucosa, sacarosa, fermentacion lenta para
rafinosa; y negativa para galactosa, maltosa y lactosa. Aunque a veces puede crecer
a 37°C, es sensible al calor y a los acidos, creciendo preferentemente a
temperaturas bajas, pH bajos y condiciones aerobias (Garcia et al., 2018; Kurtzman
etal., 2011).
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