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1. RESUMEN. 

El pulque es la bebida fermentada tradicional alcohólica mexicana más estudiada y se elabora 

a partir de la fermentación fresca de la savia de diferentes especies de agaves (maguey), 

conocida comúnmente como aguamiel (AM). Uno de los factores que ha tenido relevancia para 

el estudio del pulque han sido los magueyes y su posible contribución como fuente de 

microorganismos al aguamiel y al proceso de fermentación hasta la obtención del producto. El 

objetivo del presente trabajo fue analizar la diversidad microbiana y su inferencia funcional 

durante el proceso completo de elaboración del pulque, tomando en cuenta el metzal (tejido 

resultante del raspado del cajete), de la región de Huitzilac, Morelos para proponer una 

microbiota asociada (core) a esta bebida, así como evaluar su estabilidad a través de 4 

momentos durante un año. Se utilizó la secuenciación de amplicones, en el caso de las 

bacterias se amplificaron las regiones hipervariables V3 y V4 del ADNr 16S y para los hongos la 

región intergénica 1 entre el ADNr 18S y el 5.8S (ITS1). Los resultados nos permitieron 

determinar un clúster de microorganismos identificados en los tejidos de la planta (metzal) se 

identificaron en el aguamiel, pulque comercial y tres tiempos de fermentación. Se determinó 

que existe un core que además de estar presentes en todas las etapas del proceso de 

elaboración es estable a través del tiempo (cuatro diferentes momentos en un año). El core 

está compuesto de 5 géneros de bacterias (Lactobacillus, Zymomonas, Lactococcus, 

Leuconostoc y Acetobacter) y 3 de hongos (Kazachstania, Kluyveromyces y Saccharomyces) así 

como 1 OTU del orden de los Saccharomycetales. Se evaluó que los géneros identificados 

poseen un papel potencial dentro del proceso de elaboración del pulque. Este estudio provee 

información relevante sobre los potenciales microorganismos responsables de la fermentación 

del pulque desde la planta hasta la bebida fermentada reforzando la idea de que existe una 

comunidad microbiana estable temporalmente y a pesar de las variaciones en el perfil 

fisicoquímico del aguamiel y del pulque fermentado.  
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2. INTRODUCCIÓN. 

2.1. Fermentación en alimentos. 

La fermentación es un proceso metabólico regenerador de ATP en el que los productos 

metabólicos derivados del sustrato son también donadores y aceptores de electrones en 

condiciones anaeróbicas. Un proceso de fermentación en el área de alimentos se define como 

el uso de microorganismos para transformar la materia prima en un producto con 

características bioquímicas y sensoriales diferentes a la materia prima original, a través de 

reacciones de oxidación, reguladas por la concentración de O2. Además, dicho proceso elimina 

sabores no deseados, reduce la energía requerida para cocinarlos y destruye componentes 

antinutricionales (Tamang et al., 2016; Tang et al., 2017; Rizo et al., 2018). Entre los productos que 

resultan de la fermentación están el lactato, acetato, etanol y dióxido de carbono. Sin 

embargo, estudios recientes han demostrado que, además, se generan compuestos llamados 

bioactivos, como son algunos péptidos, exopolisacáridos, compuestos fenólicos y vitaminas, 

entre otros (Marco et al., 2017). Encontramos una gran variedad de productos fermentados que 

se consumen a nivel mundial, se estima que hay más de 5000 variedades de alimentos 

fermentados y bebidas alcohólicas comunes y poco comunes (Tamang et al., 2016). 

 

2.1.1. Clasificación de los productos fermentados.  

Existen diferentes maneras de clasificar a los productos fermentados, pero una de las más 

comunes es en base al sustrato de elaboración y se han reportado 9 categorías: cereales, 

vegetales y bambú, legumbres, raíces y tubérculos, leche, cárnicos, productos de pescado, 

diversos y bebidas alcohólicas (Tamang et al. 2016).  

En México, este último subgrupo tiene un impacto considerable a nivel cultural, social y 

económico (Romero-Luna et al., 2017). Entre los ejemplos de bebidas alcohólicas tradicionales 

mexicanas tenemos a la tuba hecha de la savia de las palmeras (Astudillo-Melgar et al., 2019), el 

tepache, preparado principalmente con pulpa de piña y otros frutos y granos como naranja y 

maíz (de la Fuente-Salcido et al., 2015) y un gran representante es el pulque, el cual está hecho 
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de la fermentación de la savia de los magueyes pulqueros del género Agave (Escalante et al., 

2016). 

 

2.2. Pulque 

El pulque es una bebida alcohólica tradicional mexicana la cual está elaborada a partir de savia 

fresca (aguamiel) extraída de diferentes especies de plantas de agave, también conocido como 

maguey (Escalante et al., 2016). Existen 4 principales especies de Agave que se utilizan para la 

elaboración del pulque, A. atrovirens, A. salmiana, A. mapisaga, A. americana y algunas 

variedades mismas especies ya mencionadas, siendo los dos primeros conocidos como 

“magueyes pulqueros” (Jacinto and Garcia, 2000). La distribución que tienen estas plantas a nivel 

nacional es principalmente en los estados del centro de México, siendo el A. salmiana el de 

mayor distribución (CONABIO 2022).  

El pulque ha tenido diversas aplicaciones a través del tiempo y en distintos contextos. Se sabe 

que no es una bebida de reciente creación ya que existen trabajos donde se ha encontrado su 

presencia en vasijas que datan de la época prehispánica (200 – 250 a.C.) (Correa-Ascencio et al., 

2014). Las civilizaciones mesoamericanas lo consumían como parte de sus rituales sagrados y 

con fines religiosos para venerar o celebrar a sus deidades. Durante la colonia (1521-1810) su 

producción se convirtió en una de las principales actividades económicas surgiendo las 

haciendas pulqueras. Al final de la guerra de independencia las haciendas pulqueras 

recuperaron su relevancia económica, principalmente con el surgimiento del ferrocarril. Sin 

embargo, después de la revolución mexicana (1910-1920) la producción del pulque disminuyó 

tras la destrucción de la estructura de producción de las haciendas pulqueras (Escalante et al., 

2016). Además, durante las primeras décadas del siglo XX el consumo de pulque disminuyó 

debido a una campaña que se generó contra su consumo, así como la falta de inversión en 

ciencia y tecnología de su producción. En épocas recientes, en el año 2022, el Servicio de 

Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reportó una producción de 186,108.11 

millones de litros, siendo los estados de Hidalgo (58%), Tlaxcala (23%), Estado de México (9%) 

y Puebla (6%) los principales productores, seguidos de otros estados como Guerrero, 
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Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosí y Veracruz con el 4% restante de la producción, lo que 

indica que es un producto cuyo consumo se ha mantenido a través del tiempo. En un contexto 

de salud se han estudiado los beneficios potenciales que puede traer el consumo de dicha 

bebida, ya que de manera empírica se sabe que desde la época post-independencia en México 

que se consumía con fines de salud (Escalante et al., 2016). En años más recientes se han 

desarrollado investigaciones donde evalúan los diferentes beneficios potenciales hacia la salud 

humana, destacando el papel específico de diferentes microorganismos aislados del aguamiel 

y pulque, principalmente de bacterias ácido lácticas, y la presencia de carbohidratos que son 

fibra soluble, como los fructooligosacáridos (Escalante et al., 2016; Peralta-García et al., 2020; 

Valdivieso Solís et al., 2021).  

 

2.2.1. Proceso de elaboración.  

La elaboración del pulque consta de 4 pasos fundamentales los cuales se describen en la Figura 

1. El primer paso es el “castrado” de plantas que llegan a su edad madura justo antes de la 

floración, proceso en el que el pedúnculo embrionario floral es destruido y se retiran las hojas 

centrales cercanas al mismo, de igual modo se retira el material vegetal para la formación de 

una cavidad o cajete. La cavidad es cubierta con hojas de la misma planta por un periodo de 3 

meses a un año. 2. Raspado y extracción de aguamiel. En este paso el cajete es raspado 

utilizando una herramienta llamada raspador, el cual tiene forma de cuchara. En esta 

operación se retiran capas del tejido vegetal de las paredes del cajete permitiendo que la savia 

fluya y se acumule en la cavidad. Esta operación se realiza dos veces por día (mañana y por la 

tarde), el aguamiel que se acumula después del raspado por la mañana es colectado por la 

tarde, se raspan las paredes del cajete nuevamente y el aguamiel acumulado durante la noche 

es colectado por la mañana. Para la extracción del aguamiel se utiliza un instrumento llamado 

acocote, el cual se elabora con el fruto seco de una variedad de calabaza, Lagenaria siceraria. 

El aguamiel es succionado oralmente y se deposita en recipientes como botellas de PET, 

cubetas o bidones en los que es trasportado a un tinacal. 3. Desarrollo de la semilla. Para 

iniciar una fermentación, se prepara una semilla con aguamiel “de la más alta calidad” según 

el productor, colocando de 10-50 L de este en una cubeta o recipiente para este fin, 
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desarrollándose una fermentación espontánea de 1 – 4 semanas. La semilla es utilizada para 

preparar una segunda semilla o pie de cuba, a la cual se le agrega aguamiel fresco dos veces al 

día. 4. Fermentación. La fermentación inicia propiamente con el pie de cuba, el cual se 

transfiere a una nueva tina, recipiente o tinacal y se agrega aguamiel fresco dos veces al día. 

La duración de la fermentación y el volumen de producción varía de forma importante de 

acuerdo con la región geográfica, número de plantas productoras, número de tinacales, etc. 

La Figura 1 ilustra el proceso, en el que el tiempo de fermentación varía de 3 a 6 horas o bien, 

de 3 a 12 días (Escalante et al., 2016).  

 

Figura 1. Proceso de elaboración del pulque. El proceso puede variar según las condiciones 

climatologías y de la región. Fuente: Modificado de Escalante et al. (2016). 

 

2.2.2. Características. 

Dentro de las características sensoriales del pulque destaca que es de color blanco-lechoso, 

viscoso, de sensación ácida con un contenido de alcohol de 4 a 7° GL. Existen estudios en donde 

se ha determinado la composición nutrimental (química) que posee dicha bebida. Su contenido 

en azúcares reductores es bajo (0.1 – 0.8 mg /100 mL de pulque), tiene un pH ácido (3.5 - 4.2), 

posee minerales como el calcio, y hierro, vitaminas como la riboflavina, tiamina y vitamina C.  

A nivel microbiológico se ha demostrado que posee bacterias ácido lácticas, acido acéticas, 

levaduras del género Saccharomyces y bacterias etanologénicas como Zymomonas mobilis 
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(Escalante et al., 2016). Además de los trabajos de investigación se cuentan con dos normas 

mexicanas (NMX) que describen los parámetros mínimos y máximos que deben tener el 

aguamiel y el pulque en ciertas características como el pH, cenizas, azúcares reductores, etc. 

(anexo I). Se infiere que muchas de las características sensoriales que posee el pulque están 

estrechamente relacionados con la diversidad microbiana que participa en todo el proceso 

fermentativo. 

 

2.3. Importancia de la diversidad microbiana. 

Las interacciones microbianas están entre las principales ventajas de los consorcios ya que 

definen su estructura y función. La estructura de la comunidad específica que se encontrará 

en el consorcio dependerá de la fuente de carbono que tengan disponible, la disponibilidad de 

nutrientes, la producción metabólica o algunas características bioquímicas específicas 

(Escalante et al., 2015; Tan et al., 2015). En los alimentos, dependiendo la asociación y diversidad 

microbiana presente puede mejorar o perjudicar las propiedades sensoriales de los mismos, 

ya que en algunos casos la dominancia de ciertos géneros beneficia al alimento, mientras que 

en otros casos la presencia de ciertos grupos microbianos son señal de una mala calidad de 

estos (Zarraonaindia et al., 2015; Zhang et al., 2016). 

Existen diferentes técnicas para determinar la diversidad microbiana y se dividen en dos 

grandes grupos: aquellas que dependen de tener a los microrganismos cultivados, cuya 

identificación se basa en características macroscópicas, microscópicas pruebas bioquímicas, 

entre otros. El segundo no depende de tenerlos cultivados, y tiene su base en análisis genéticos 

como la amplificación de marcadores moleculares (secuencias de ADNr 16S, ADNr 18S y 

regiones intergénicas en los operones ribosomales) y técnicas llamadas Fingerprints (Fakruddin 

and Bin Mannan, 2013; Rizo et al., 2018). Sin embargo, las primeras metodologías tienen la 

desventaja que más del 90% de los microorganismos son no cultivables, por lo tanto, estimar 

la diversidad microbiana sólo con base de dichas técnicas generaría un sesgo en el análisis. En 

el segundo grupo entre sus mayores limitantes está el alcance que poseen las metodologías, 

ya que no permiten el entendimiento del papel de microorganismos como parte de un sistema 
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en donde la relación de características abióticas y bióticas influyen en diversos parámetros de 

diversidad, como la abundancia relativa (Fakruddin and Bin Mannan, 2013; Rizo et al., 2018). 

Por todo lo anterior surgen un conjunto de técnicas denominadas como “ciencias ómicas”, las 

cuales incluyen el estudio de diversas moléculas involucradas en el desarrollo y mantenimiento 

de la vida en todos los niveles de organización. De manera específica para estudios de 

diversidad, la metagenómica es una herramienta que permite dicho análisis a nivel masivo y 

se tienen 2 opciones, a través de la amplificación de regiones específicas de genes (Amplicon 

sequencing) o mediante la secuenciación del ADN total de la muestra (Shotgun metagenomics) 

(Rizo et al., 2018). 

 
3. ANTECEDENTES 

3.1. Pulque. 

Uno de los primeros reportes sobre la microbiología del pulque se publica en 1953 en el cual 

se reportó que los microorganismos responsables de la fermentación de la bebida eran 

Lactobacillus sp. responsable de la fermentación láctica, Leuconostoc mesenteroides y 

Leuconostoc dextranicum confiriendo la viscosidad de la bebida (biosíntesis de 

exopolisacáridos), Saccharomyces y Pseudomonas lindneri (ahora Zymomonas mobilis) 

responsables de la producción de etanol (Sánchez-Marroquín y Hope, 1953). 

En el 2004 se publicó un estudio cuyo objetivo fue caracterizar la diversidad bacteriana del 

pulque mediante un análisis de ARDRA. Se analizaron muestras de tres lugares, Aculco (Estado 

de México), Huitzilac (Morelos) y Tizayuca (Hidalgo). Se observó que dos microrganismos se 

conservaban en las tres localidades, Lactobacillus acidophillus y Leuconostoc mesenteroides, 

mientras que otros microorganismos eran específicos de cada muestra analizada (Escalante et 

al., 2004). En otro trabajo, en el que se caracterizaron las comunidades bacterianas por 

métodos cultivables y no cultivables presentes en aguamiel, en tres tiempos durante una 

fermentación y en pulque fermentado de toda la noche de la localidad de Huitzilac, Morelos, 

Los resultados obtenidos permitieron la detección de varios microorganismos no reportados 

previamente en los estudios de la microbiología del pulque y algunos otros previamente 
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reportados de los grupos alfa-, gamma-Proteobacterias y Firmicutes. La diversidad bacteriana 

presente en el aguamiel estuvo conformada por Leuconostoc citreum, L. mesenteroides, L. 

kimchi, y las gamma-Proteobacterias Erwinia rhapontici, Enterobacter spp. y Acinetobacter 

radioresistens. Al inicio de la fermentación (mezcla de aguamiel con pulque) se detectaron 

lactobacilos homo- y heterofermentativos, algunas alfa-Proteobacterias como Zymomonas 

mobilis y Acetobacter malorum y una cantidad importante de levaduras (con respecto a la 

muestra de aguamiel). Al final de la fermentación la diversidad bacteriana dominante estuvo 

integrada por lactobacilos homofermentativos identificados como Lactobacillus acidophilus y 

las bacterias ácido lácticas heterofermentativas L. mesenteroides, Lactococcus lactis subsp. 

lactis y la alfa-Proteobacteria A. malorum. En este trabajo se asociaron nuevos géneros de 

microorganismos no reportados previamente en el pulque como son Erwinia, Acinetobacter, 

Chryseobacterium y Streptococcus (Escalante et al., 2008). 

En el 2016 se publicó una revisión en la cual se analizó la historia, composición y cambios 

microbiológicos y fisicoquímicos del pulque en diferentes tiempos de fermentación, desde 

aguamiel hasta pulque, discutiéndose la relevancia histórica, sus características químicas y 

nutricionales. Además, se presentó un panorama de las vías metabólicas de los principales 

grupos microbianos identificados tanto en aguamiel como en pulque hasta ese momento, en 

el cual algunos microorganismos presentaron características probióticas como es el caso de 

Leuconostoc mesenteroides, la producción de fructooligosacáridos y dextranas por Z. mobilis 

las cuales son potenciales prebióticos, dichos exopolisacáridos también fueron descritos en 

aguamiel y pulque. Esta revisión presentó un panorama general del perfil microbiológico que 

se había identificado del pulque tanto por técnicas dependientes como independientes de 

cultivo (Escalante et al., 2016). Posteriormente se evaluaron los cambios en la composición 

bioquímica y microbiológica del pulque de dos municipios del estado de Michoacán por 

métodos dependientes de cultivo. En este trabajo se encontró que existe una variación 

significativa en abundancia (expresada en unidades formadoras de colonias) de bacterias 

(bacterias ácido-lácticas) y levaduras de un municipio a otro por las diferencias en los procesos 

de elaboración (Álvarez-Ríos et al., 2020).Además de investigar al aguamiel y al pulque a nivel 



9 

 

metabólico y microbiológico, existe un trabajo donde se evaluó la percepción que tiene la 

sociedad ante esta bebida. En este trabajo analizaron las pulquerías del municipio de Toluca, 

Edo. de México, concluyendo que los jóvenes consideran al pulque como un producto no muy 

agradable por el entorno social donde se vende y no por su sabor, por lo tanto, sugieren hablar 

más de este para dar a conocer el potencial que posee como producto fermentado y no solo 

como una bebida alcohólica (Rojas-Rivas and Cuffia, 2020).  

La reciente aplicación de técnicas de secuenciación masiva para analizar la diversidad 

microbiana presente en aguamiel y pulque permitió ampliar el conocimiento que se tenía de 

los microorganismos asociados al aguamiel y al proceso de elaboración de esta bebida. En uno 

de los primeros trabajos ómicos, se analizó el bacterioma por medio de “Shotgun” de una única 

muestra la cual era una mezcla de pulque fermentado por 24 y 48 horas, en el cual reportaron 

por primera vez algunos géneros pertenecientes a las familias Sphingomonadaceae y 

Bartonellaceaeare en pulque, así como el análisis de ciertas enzimas involucradas con la 

biosíntesis de vitaminas, la glicosil hidrolasa relacionada con la síntesis de polisacáridos, entre 

otros (Escobar-Zepeda et al., 2020).En el contexto del reporte de Escobar-Zepeda et al. (2020) 

se analizó por la misma estrategia experimental una muestra de aguamiel obtenida del estado 

de Morelos, en la cual se encontró que el género bacteriano más abundante fue Zymomonas 

seguido de Leuconostoc, Acetobacter, Lactococcus y Acinetobacter principalmente, reforzando 

la evidencia que existen microorganismos que ya se han reportado en pulque y que están 

presentes en aguamiel. Se evaluó también el perfil de fructanos y sus cambios durante la 

acumulación del aguamiel en el cajete y la variación de sacarosa que se tenía dependiendo del 

tipo de planta y su etapa de producción (Peralta-García et al., 2020).Con un mayor número de 

muestras y analizando, aguamiel y pulque se analizó la diversidad microbiana de 6 muestras (2 

de aguamiel, 2 de pulque y 2 de pulque de punta) del estado de Hidalgo por medio de la 

secuenciación de librerías de amplicones de las regiones V3-V4 del gen ADNr 16S para 

bacterias y la Región Intergénica (ITS) para levaduras y hongos. Se encontraron 3 veces más 

géneros de bacterias y 4 veces más de hongos que los ya reportados. El Phylum más dominante 

fue el de las Proteobacterias representado por los géneros Sphingomona y Acetobacter, no 
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encontrando a Zymomonas en ninguna de las muestras. En el caso de los hongos los géneros 

más dominantes fueron, Candida, Kluyveromyces, Dekkera, Saccharomyces y Kazachstania 

(Rocha-Arriaga et al., 2020). 

El análisis de la microbiota de una muestra de aguamiel, tres tiempos de fermentación y en 

una muestra de pulque de toda la noche (15 horas aproximadamente) de la localidad de 

Huitzilac, Morelos, permitió la identificación de 6 géneros (Acinetobacter, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Saccharomyces y Zymomonas) y a 10 especies (Acinetobacter 

boissieri, Acinetobacter nectaris, Lactobacillus sanfranciscensis, Lactococcus lactis, Lactococcus 

piscium, Lactococcus plantarum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gelidum, Zymomonas 

mobilis y Saccharomyces cerevisiae) presentes a ≥ 1% en al menos una etapa del proceso de 

fermentación. Esta diversidad correlacionó con los cambios en los perfiles de azúcares 

presentes en el aguamiel y con la producción de etanol y ácido láctico, definiendo por primera 

vez una propuesta de lo que podría ser el microbioma esencial del pulque presente desde el 

aguamiel hasta la bebida fermentada. (Chacón-Vargas et al., 2020). De manera general en la -

Tabla 1 se muestran los géneros microbianos más abundantes reportados en cada trabajo de 

aguamiel y/o pulque y que ha utilizado la secuenciación masiva para su análisis. Cabe resaltar 

que cada trabajo tuvo una estrategia experimental diferente. 
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Tabla 1. Microorganismos más abundantes de los trabajos “ómicos” de aguamiel y pulque. 

Género 
microbiano 

Artículo y estrategia experimental 

Escobar-Zepeda 
et al. 20201 

 
Shotgun 

Peralta-García et 
al. 20202 

 
Amplicon 

sequencing 

Rocha-Arriaga et 
al. 20203 

 
Amplicon 

sequencing 

Chacón-Vargas 
et al. 20204 

 
Shotgun 

Muestra(s) en donde se identificó 

AM PQ AM PQ AM PQ AM PQ 

Zymomonas 
 

X X 
 

X X X X 

Leuconostoc 
 

X X 
 

X X X X 

Lactobacillus 
 

X 
  

X X X X 

Lactococcus 
 

X X 
 

X X X X 

Acinetobacter 
  

X 
 

X X X X 

Candida 
    

X X 
  

Kluyveromyces 
    

X X 
 

X 

Dekkera 
    

X X 
  

Saccharomyces 
    

X X X X 

Kazachstania  
    

X X 
  

1 Secuenciamiento de 1 muestra, la cual era mezcla de pulque fermentado por 24 y 48 horas. 
2 Una única muestra de aguamiel obtenida en invierno. 
3 Tres muestras secuenciadas, Aguamiel, Contrapunta y Pulque. 
4 Análisis de 5 muestras, Aguamiel, Pulque y tiempos de fermentación 0, 3 y 6 horas de fermentación. 
 

Posteriormente se publicó una revisión en la cual se presenta nuevamente el panorama 

general de las características metabólicas y microbiológicas del pulque, así como las 

tecnologías actuales utilizadas en la elaboración de dicha bebida resaltando la importancia de 

los agaves (magueyes pulqueros) para la producción del mismo, explicando los tipos de cultivo 

que se realizan en el país, además de los pulques comerciales que se están haciendo y los 

microorganismos aislados del mismo que tienen una relevancia industrial (Valdivieso Solís et 

al., 2021). 
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3.2. Magueyes pulqueros. 

Para el presente trabajo se considera de gran relevancia estudiar a las plantas de donde se 

obtiene el aguamiel. En el 2014 se realizó un estudio donde se analizó el microbioma 

bacteriano de dos especies de agaves A. salmiana (maguey pulquero) y A. tequilana, a través 

de la técnica llamada DGGE. Se realizó una evaluación por región de la planta (raíz, hoja, tejido 

interno y externo) y se descubrió que existe una variabilidad entre géneros dominantes con 

respecto al tipo de tejido que se analice, si es tejido interno, de hoja o si es de raíz (Desgarennes 

et al., 2014). Utilizando métodos cultivables e identificando a cada cepa por métodos 

moleculares, se analizó la composición de bacterias endófitas de las hojas de A. tequilana 

teniendo que los dos grupos principales de bacterias encontrados pertenecen a las Phyla 

Firmicutes (géneros Leuconostoc y Enterococcus) y Proteobacterias (géneros Pseudomonas y 

Acinetobacter) (Martínez-Rodríguez et al., 2014). 

El primer estudio utilizando secuenciación masiva de marcadores moleculares como el 16S e 

ITS se realizó en el 2016, en el cual se analizó la composición fúngica y bacteriana de 2 especies 

de agaves A. salmiana y A. tequilana, de diferentes localidades (estados de Guanajuato y 

Jalisco) y de distintas regiones de la planta, tanto en tejidos internos como superficies. Se 

concluyó que existe una relación entre la composición bacteriana y la región de la planta 

analizada, mientras que en los hongos se encontró que el principal factor para establecer una 

dominancia era la biogeografía. Sin embargo, se logró establecer un “core” (microbiota central) 

de hongos y bacterias que permanecen constantes a través de todas las plantas y que pueden 

tener un papel como promotoras de crecimiento para las mismas (Coleman-Derr et al., 2016). 

Un trabajo realizado en maguey pulquero (A. salmiana) analizó la composición bacteriana 

endófita de las pencas y la piña de las plantas con la finalidad de encontrar algún género que 

se pudiera vincular al proceso de elaboración del pulque. Se demostró que existen 2 

microorganismos, Leuconostoc mesenteroides y L. citreum encontrados como endófitos de la 

planta y que están presentes en el aguamiel y durante la fermentación del pulque, además de 

algunas gama proteobacterias (Guerrero-Corona, 2017). Trejo y colaboradores en el 2020 

realizaron un estudio de la diversidad morfológica y genética de las especies y “razas” de 
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agaves pulqueros del estado de Tlaxcala, en el cual encontraron que aún a nivel molecular no 

es posible diferenciar cambios a nivel de variedad sólo a especie, sin embargo, los autores 

proponen su trabajo como la base para mejorar la conservación de la diversidad autóctona de 

las especies y así mejorar la producción del pulque (Trejo et al., 2020). 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

A pesar de que se tienen trabajos sobre la diversidad microbiana que está presente en el 

aguamiel y en el pulque, todos los trabajos previos han reportado el análisis de una muestra 

en un solo tiempo, de varias muestras de diferente origen geográfico, o el seguimiento de una 

fermentación de un solo origen. Hay muy poca información sobre los microorganismos que se 

pudieran transferir desde los tejidos de la planta como el metzal y que se conserven durante 

su proceso fermentativo y tampoco hay estudios sobre la estabilidad o variación de esta 

diversidad microbiana entre plantas que inician su producción de aguamiel en diferentes 

momentos del año. Por lo cual nos generamos dos preguntas, ¿Existe un core o microbiota 

central presente en las paredes del cajete de magueyes pulqueros (metzal) y que se mantenga 

en el aguamiel y durante la fermentación del pulque? ¿Qué tan estable es este core?  

5. JUSTIFICACIÓN. 

Debido a la falta de un estudio que contemple el análisis de la diversidad microbiana del 

proceso completo de elaboración del pulque, desde los microorganismos que se transfieren 

de la planta al aguamiel y se conservan durante la fermentación hasta la obtención de la 

bebida, así como su estabilidad en diferentes momentos durante un año. Se llevó a cabo la 

amplificación de las regiones hipervariables V3-V4 del ADNr 16S e ITS1, así como réplicas 

biológicas por cada secuenciación que permitirán definir los microorganismos responsables de 

ciertos metabolitos producto de la fermentación, independientemente del momento en el año 

y del tipo de planta de la cual se obtiene el aguamiel. 

Con la información obtenida del trabajo se pretende contribuir con base a la microbiota central 

(core) de una región geográfica, a los microorganismos que se conservan durante todo el 

proceso de elaboración de la bebida, así como la estabilidad de este y su potencial uso 

funcional. 
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6. HIPÓTESIS. 

Los microorganismos presentes en la comunidad microbiana asociada al tejido vegetal del 

cajete (metzal) en etapas tempranas de producción de aguamiel de magueyes de la localidad 

de Huitzilac, Morelos, se mantendrán a través del proceso de elaboración del pulque y se 

conservarán a lo largo de un año.  

7. OBJETIVOS. 

7.1. Objetivo general. 

Analizar la diversidad microbiana y su inferencia funcional durante el proceso completo de 

elaboración del pulque de la región de Huitzilac, Morelos para conocer la microbiota central 

de esta bebida, así como evaluar su estabilidad a través 4 momentos durante un año. 

7.2. Objetivos específicos. 

• Conocer la microbiota central (core) in silico. 

• Evaluar la estabilidad de la microbiota central durante un año. 

• Analizar la composición metabólica durante el proceso de elaboración del pulque: 

azúcares, etanol, ácidos orgánicos, fructooligosacáridos y parámetros físicos como 

oxígeno disuelto y biomasa. 

• Correlacionar el core con los metabolitos cuantificados. 
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8. DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN. 

Tipo de estudio: Observacional transversal, es decir, en un análisis de un momento específico 

en el tiempo y comparativo porque se analizaron en diferentes momentos en el tiempo.  

Modelo de estudio: Tejido vegetal y aguamiel colectado de 3 plantas de Agave salmiana que 

inician su etapa de producción de una región geográfica (Huitzilac, Morelos) y pulque 

elaborado en condiciones controladas a partir del aguamiel colectado y pulques del productor 

(controles) de la región geográfica ya mencionada,  

Tipo de muestreo: Por conveniencia y disponibilidad de magueyes del productor. 

Criterios de selección: Inclusión. Se incluyeron las agaves que no presentaron daños visibles y 

que estuvieron en época de producción de aguamiel (5-10 años aprox.) Exclusión. Se 

excluyeron los agaves que presentaron daños visibles en su estructura o que ya no estuvieran 

en periodo de producción de aguamiel. Eliminación. Muestras de tejido o aguamiel que se 

contaminaron por mal manejo o transporte de estas.  

Consideraciones éticas y de bioseguridad. 

Las muestras de tejido vegetal, aguamiel y pulque fueron adquiridas con la previa autorización 

del productor, sin generar daños ni a las plantas ni interfiriendo con su producción diaria, así 

mismo según la NOM-059-SEMARNAT-2010, Protección ambiental-Especies nativas de México 

de flora y fauna silvestres-Categorías de riesgo y especificaciones para su inclusión, exclusión 

o cambio en la lista de especies en riesgo, el Agave salmiana no se encuentra amenazado ni 

en peligro de extinción. El manejo de sustancias al momento de los experimentos fue bajo los 

parámetros de seguridad que establece la NOM-052-SEMARNAT-2005, Que establece las 

características, el procedimiento de identificación, clasificación y los listados de los residuos 

peligrosos.  

Tamaño de la muestra: Se analizaron un total de 90 muestras distribuidas como se observa en 

la siguiente tabla: 
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Tabla 2. Número de muestras analizadas. 

  Origen de la muestra No. de muestras 
P

ri
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e
ra
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 d
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ct

o
: ¿

Ex
is

te
 

u
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ta
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n
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Un único momento 
en el año 

Metzal (tejido vegetal de los magueyes) 3 

Aguamiel 3 

Tiempos de fermentación (0, 3 y 6 horas.) 9 

Pulque comercial 3 

  Origen de la muestra No. de muestras 

Se
gu

n
d

a 
p

ar
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 d
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l p
ro

ye
ct

o
: E

st
ab

ili
d
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e 
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m
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b
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ta

 c
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Primer periodo de 
muestreo 

Metzal (tejido vegetal de los magueyes) 3 

Aguamiel 3 

Tiempos de fermentación (0, 3 y 6 horas.) 9 

Pulque comercial 3 

Segundo periodo 
de muestreo 

Metzal (tejido vegetal de los magueyes) 3 

Aguamiel 3 

Tiempos de fermentación (0, 3 y 6 horas.) 9 

Pulque comercial 3 

Tercer periodo de 
muestreo 

Metzal (tejido vegetal de los magueyes) 3 

Aguamiel 3 

Tiempos de fermentación (0, 3 y 6 horas.) 9 

Pulque comercial 3 

Cuarto periodo de 
muestreo 

Metzal (tejido vegetal de los magueyes) 3 

Aguamiel 3 

Tiempos de fermentación (0, 3 y 6 horas.) 9 

Pulque comercial 3 

 TOTAL 96 
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8.1. Diagrama de trabajo.  
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8.2. Materiales y métodos. 

8.2.1. Colecta y manejo de muestra. 

Todas las muestras se colectaron del municipio de Huitzilac, Morelos. Se seleccionaron 3 

agaves distribuidos al azar que no presentaron daños visibles; como fisuras, perforaciones, 

manchas que indiquen necrosis o la presencia de plagas. Las colectas se realizaron durante la 

mañana, es decir el aguamiel correspondió al acumulado de la noche anterior, se colectaron 

entre 1 y 2 L aproximadamente por cada planta y se transportaron al laboratorio en recipientes 

estériles y en frio para su análisis. Después de la recolección del aguamiel, se tomó el tejido de 

raspado llamado “metzal”, en el caso de las muestras comerciales de pulque usadas como 

semilla o iniciadores de la fermentación, el manejo y transporte fue el mismo ya descrito. 

A las muestras de tejido vegetal (metzal) se les realizó una extracción de microrganismos por 

medio de exprimido, para esto se exprimieron 50 g de tejido con un exprimidor metálico 

estéril, el líquido que se obtuvo fue centrifugado a 1,000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante 

fue colocado en un tubo nuevo y limpio y se centrifugó a 10,000 rpm por 20 min, el 

sobrenadante fue almacenado para el análisis de metabolitos y una parte del pellet fue 

almacenado en glicerol al 80% en una proporción 1:1 pellet-glicerol y otra porción del mismo 

fue almacenada a -20°C para la extracción de ADN.  

 

8.2.2. Fermentación controlada. 

La fermentación se realizó en condiciones de laboratorio en una relación 2:3 aguamiel-semilla 

(pulque) por 6 horas a 28°C sin agitación. Se tomaron 10 mL de muestra de aguamiel y pulque, 

además de los tiempos 0, 3 y 6 horas de fermentación. Todas las muestras fueron centrifugadas 

a 10,000 rpm por 20 minutos. El pellet y el sobrenadante de cada muestra se congelaron a -

20°C para su posterior análisis. 
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8.2.3 Composición metabólica de azúcares y ácidos orgánicos del proceso del 

proceso de fermentación del pulque. 

La cuantificación de azúcares (sacarosa, glucosa, fructosa y glicerol) fue por UPLC (Waters 

Acquity RI detector, Waters Acquity UPLC class Sample Manager FTN, Waters Acquity 

Quaternary Solvent Manager) con una columna Aminex HPX-87P con un detector de IR (índice 

de refracción), como fase móvil se empleó acetonitrilo al 70% con un flujo de 0.6 mL/min, una 

temperatura de la columna de 85°C y 20 µL de volumen de inyección. Para los ácidos orgánicos 

(lactato, acetato y succinato) y etanol se ocupó el HPLC (Waters 2410 IR, Waters 996 PDA, 

Waters 717 plus Autosampler, Waters 600 Controller) y la columna Aminex HPX 87H con un 

detector PDA (Waters 996) de UV 210 nm con fase móvil de ácido sulfúrico 3mM, un flujo de 

0.6 mL/min, una temperatura de la columna de 60°C y 20 µL de volumen de inyección. 

Finalmente, para la detección de los fructooligosacáridos (FOS) se ocupó la Cromatografía de 

intercambio aniónico de alta resolución con detector de pulso amperométrico (HPAEC-

PAD)(Dionex ICS-5000+ SP, Dionex ICS-5000+ DC, Dionex Ultimate 3000 Autosampler) y la 

columna Dionex CarboPacTM PA200 con una fase móvil de 99 % NaOH 0.09 M y 1% (acetato de 

sodio 0.5 M y NaOH 0.09 M en una proporción 1:1), con un flujo en gradiente de 0.5 mL/min y 

un volumen de inyección de 2.5 µL. 

El pH se determinó con 1 mL de muestra empleando un potenciómetro modelo HI2211 

pH/ORP Meter de Hanna Instruments. La temperatura se determinó con un termómetro de 

mercurio marca ERTCO (Cat. No.613). La biomasa se cuantificó por el método de peso seco 

según la NMX-V-017-1970 y la AOAC (anexo II).  

Los parámetros de porcentaje de oxígeno disuelto (% OD) y porcentaje de dióxido de carbono 

(% CO2) se midieron utilizando un reactor Applikon Biotechnology modelo my-control con un 

volumen de 250 mL de la mezcla 2:3 aguamiel pulque sin agitación.  

 

8.2.4 Extracción de ADN. 

Para la extracción de ADN de las muestras de metzal, aguamiel y pulque se usó el kit 

ZymoBIOMICSTM DNA Miniprep siguiendo las indicaciones del proveedor, añadiendo un paso 

de lisis enzimática con Lisozima -A (aproximadamente 0.2 mg/por tubo) e incubada por 30 
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minutos por una hora a 37ºC antes de la lisis mecánica descrita en el manual del proveedor 

(anexo III). Se buscó que se obtuviera una concentración adecuada (superior a los 20 ng/µL) y 

una calidad igual o mayor a 1.8 en la relación A260/A280. La integridad del ADN se verificó en 

geles de agarosa al 1% (anexo IV). 

Una vez que se tuvieron la cantidad y calidad requeridas para la generación de las librerías 

genómicas se mandaron las muestras de ADN a procesar a la Unidad de Secuenciación Masiva 

del IBT y a NOVOGENE, según fue el caso. 

 

8.2.5 Generación de librerías genómicas. 

Para la amplificación de las regiones hipervariables V3 y V4 del gen ADNr 16S en el caso de las 

bacterias y de los hongos la región Intergénica 1 ITS1 localizada entre los genes de 5.8S y el 

18S ADNr se utilizaron los oligos que se muestran en el archivo anexo V. Las librerías genómicas 

fueron realizadas por la institución/compañía a la que se mandaron las muestras de ADN las 

cuales siguieron los protocolos de Illumina (Next-Generation Sequencing (NGS) | Explore the 

technology (illumina.com)). De manera general, el proceso consiste en una primera 

amplificación de los fragmentos correspondientes (ADNr 16S o ITS1) por PCR en la que se 

añadieron secuencias no homólogas a la región de interés, conocidas como secuencias 

adaptadoras de Illumina, bajo las siguientes condiciones: una temperatura de 

desnaturalización de 95°C por 3 minutos, con 25 ciclos, de los cuales la desnaturalización fue 

de 95°C por 30 segundos, la alineación a 55°C por 30 segundos y una elongación de 72°C por 

30 segundos y finalmente una elongación final de 72°C por 5 minutos. Posteriormente se 

realizó una segunda PCR en la que se añadieron secuencias de código de barra que hibridan 

con las secciones no homologas de los primeros fragmentos amplificados bajo las siguientes 

condiciones: una temperatura de desnaturalización de 95°C por 3 minutos, con 8 ciclos de los 

cuales la desnaturalización fue de 95°C por 30 segundos, la alineación a 55°C por 30 segundos 

y una elongación de 72°C por 30 segundos y una elongación final de 72°C por 5 minutos. Una 

vez que se obtuvieron las librerías, se normalizaron y fueron secuenciadas mediante las 

tecnologías MiSeq (primera parte del proyecto) y NovaSeq (Segunda parte del proyecto). 

https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing.html
https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing.html
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8.2.6 Secuenciación. 

Para la primera parte del proyecto la secuenciación se realizó mediante un equipo de MiSeq, 

2x250 en la unidad de secuenciación masiva del Instituto de Biotecnología de la UNAM y para 

la segunda parte se realizó en un equipo NovaSeqP250, 2x250 en la empresa NOVOGENE. 

 

8.2.7 Análisis bioinformático. 

La calidad de las secuencias se revisó con el programa FASTQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). La identificación y limpieza 

de las secuencias quiméricas se hizo utilizando el algoritmo parallel_identify_chimeric_seqs.py 

con el programa QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) versión 1.9.1, el cual se 

utilizó para la asignación taxonómica y permitió generar tablas de OTUs (unidades taxonómicas 

operacionales), así como los cálculos de alfa y beta diversidad tomando de referencia la base 

de datos SILVA_132 y utilizando un filtrado de 0.01% en abundancias (Navas-Molina et al., 2015). 

El emparejamiento de las secuencias de bacterias se hizo mediante la función de SeqPrep y la 

asignación taxonómica por el sistema cerrado para las bacterias. El análisis la Región 

Intergénica 1 (ITS1) se realizó utilizando la base de datos para ITS de UNITE 2020 (Abarenkov 

et al. 2020); el emparejamiento de las secuencias se realizó por SeqPrep y la asignación 

taxonómica, por el sistema abierto.  

 

8.2.8 Análisis de diversidad y estadísticos. 

Los índices de alfa diversidad que se realizaron son Simpson (dominancia y equidad), Shannon 

(diversidad), Chao1 (singletones) y Observed_otus (riqueza). Con un análisis de Kruskal Wallis 

y una prueba post hoc Dunn Con, se buscaron diferencias significativas entre las muestras. Para 

el caso de la beta diversidad se realizó una matriz de Bray-Curtis junto con un PCoA (Análisis 

de coordenadas principales) (beta_diversity.py), así como un análisis de correlación de 

Spearman con un intervalo de confianza del 95%. 

Para determinar si existen diferencias significativas en los metabolitos cuantificados a través 

del año se utilizó un ANOVA de 2 vías con una prueba de Tukey con una confiabilidad del 0.05.  
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Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism versión 8.0. Los 

cálculos de los índices de diversidad alfa y beta se utilizaron los algoritmos del QIIME 

alpha_diversity.py y beta_diversity.py. 

  

8.2.9 Establecimiento de la microbiota central (core) del proceso de fermentación 

del pulque. 

Se define como “core” a los miembros de una comunidad microbiana que se encuentra en 

todas las condiciones, estadios, momentos o sitios asociados a un hábitat (Desgarennes et al., 

2014). Su selección (microbiota central) se hizo con base en los resultados bioinformáticos 

obtenidos, tanto los géneros más abundantes, la permanencia que tienen desde el metzal 

hasta el producto final y principalmente aquellos microorganismos que se conserven en todas 

las muestras y momentos con una abundancia relativa igual o mayor al 0.01%, debido a que se 

determinó que con esta corte se pueden descartar OTUs que sean quimeras, errores de 

secuenciación o cuyas abundancias sean muy bajas y no tengan un impacto significativo en el 

ecosistema (Navas-Molina et al., 2015).   
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9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

9.1. Primera parte: ¿Existe una microbiota central? 

9.1.1 Muestreo y fermentación. 

Para determinar primeramente si existen microorganismos (el core) que se compartan en el 

proceso de elaboración del pulque, desde las paredes del cajete en las plantas hasta el 

producto final. Se analizaron 3 magueyes que estaban en las primeras etapas de producción 

(después de que fueron castrados) de los cuales se colectó in situ el aguamiel de la mañana, 

correspondiente a la acumulada de la noche anterior, posteriormente se rasparon las paredes 

del cajete con lo que se obtuvo el tejido vegetal llamado metzal (Figura 2). Además, se colectó 

pulque obtenido del tinacal que el productor tenía de aproximadamente 12 horas de 

fermentación, el cual fue utilizado como semilla. Las colectas se hicieron en tres días distintos 

(1 agave diferente por día) y se evaluaron en 3 tiempos de fermentación T0, T3 y T6 haciendo 

un total de 18 muestras analizadas (Tabla 3). Se seleccionaron diferentes agaves, que 

cumplieron con las características deseadas (en edad de producción de aguamiel, sin plagas ni 

daños).  

 

Figura 2. Zona de muestreo. (A) Huitzilac, Morelos (estrella roja). (B) Zona de cultivo de los magueyes 

pulquero. (C) Uno de los tres magueyes usados para la colecta de aguamiel y metzal. (D) Cajete, donde 

se acumula el aguamiel después del raspado de las paredes. (E) Muestra del tejido llamado metzal. 
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Tabla 3. Características ambientales de los días de muestreo.  

Parámetro Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 

Fecha 7/11/2019 11/11/2019 14/11/2019 

Temperatura ambiental 22°C 21°C 20°C 

Humedad 87% 89% 88% 

Presión ambiental 732 atm 731 atm 731 atm 

Clima Neblina Soleado Nublado 

Los datos fueron adquiridos de MeteoRed.mx, el cual se consultó el 14 de noviembre del 2019. 

 

De aguamiel se obtuvo en promedio 1.2 L y de pulque (semilla) 3 L que se fermentaron en una 

proporción 2:3 aguamiel/pulque del mismo modo como se describió en (Chacón-Vargas et al., 

2020). El aguamiel colectado presentó un color blanco transparente, de aroma dulce y viscoso, 

el pulque era de un tono blanco lechoso, con espuma y aroma a alcohol (Figura 3A). Durante 

el proceso fermentativo se observó en todos los casos un incremento en la cantidad de espuma 

conforme el tiempo transcurría, de igual modo ocurrió un cambio de coloración de un tono 

blanco transparente a un blanco lechoso, (Figura 3B), esto último concordando con las 

características del pulque descritas en Escalante et al. 2016. En el caso del metzal lo 

observamos de una tonalidad café claro de apariencia fibrosa como se muestra en la Figura 3C 

y sin presencia de hongos o daños. 
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Figura 3. Muestras de aguamiel, pulque, metzal y fermentación. (A) Muestras de aguamiel y pulque                  

(B) Tiempos de fermentación 0, 3 y 6 horas. (C) 50 gramos de metzal. 

 

9.1.2 Caracterización de parámetros físicos y metabólicos. 

La cuantificación de los parámetros físicos de las 3 fermentaciones en laboratorio mostró que 

las muestras analizadas presentaron un valor similar en el pH, %OD y %CO2. Se observó una 

disminución en los valores de estos parámetros conforme se desarrolló la fermentación. El 

valor promedio de pH más alto fue de 4.5 en el aguamiel, mientras que el más bajo fue de 4.0 

en el T6, cumpliendo con las características descritas en la NMX-V-037-1972. En el caso del 

porcentaje de oxígeno disuelto pasó de 3.5 en el tiempo cero a 0.8% en el tiempo 6; en caso 

similar el %CO2 disminuyó de 0.03 a 0.019% del T0 al T6 (Figura 4A). La disminución del pH es 

indicador del metabolismo de los microorganismos principalmente, por la producción de los 

ácidos orgánicos (Escalante et al., 2016; Astudillo-Melgar et al., 2019). Los parámetros de O2 

disuelto y porcentaje de CO2 no habían sido cuantificados en los trabajos previos, siendo éste 

el primero en describirlos.  
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La biomasa promedio más alta se obtuvo en el aguamiel con 121.8 g/L disminuyendo hasta 

34.73 g/L en el pulque, esta disminución en la biomasa podría deberse a la desaparición o 

consumos de los carbohidratos transformados en productos de fermentación como ácidos 

orgánicos y principalmente etanol y CO2 los cuales se volatilizan por la técnica utilizada para la 

determinación de biomasa (peso seco) generando una pérdida de aproximadamente 61.18 

g/L, además de la hidrólisis de los fructooligosacáridos (FOS) y posiblemente de polímeros 

como las dextranas y levanas producidos durante la fermentación, sin embargo, esta hipótesis 

aún tendría que ser verificada. La cantidad de cenizas que está compuesta por la parte de 

minerales tuvo una concentración promedio de 224 mg/100 mL durante todo el proceso 

fermentativo (Figura 4B), dicho valor está dentro de los parámetros reportados en la NMX-V-

022-1972. 
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Figura 4. Parámetros físicos de la fermentación. (A) Parámetros físicos. (B) Biomasa, sólidos totales y 

cenizas. Las gráficas representan el promedio de triplicados. 

 

El contenido de ácidos láctico, acético y succínico, al igual que el etanol son los principales 

productos de fermentación cuantificados. El ácido láctico fue unos de los más abundantes, 

principalmente en el metzal con 11.8 g/L, mientras que en las demás muestras no rebaso los 4 

g/L. El etanol fue el segundo metabolito más abundante incrementando del aguamiel al pulque 

con 5.6 a 33.3 g/L respectivamente. El ácido acético y el ácido succínico tuvieron valores 

promedio aproximados de 2 g/L durante toda la fermentación, estas mediciones coinciden con 

lo determinado en un trabajo previo donde describen que ningún ácido orgánico supera los 4 

g/L (Chacón-Vargas et al., 2020) (Figura 5A). Tomando en cuenta la concentración promedio 
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de los carbohidratos se encontró que la sacarosa fue el carbohidrato más abundante en las 

muestras de aguamiel, con casi 58 g/L, mientras que conforme se desarrolló la fermentación 

ésta se hidrolizó hasta casi terminarse y quedar con 0.3 g/L residual. Tanto en la glucosa como 

en la fructosa se observó un incremento en el T0 y T3, posteriormente, en T6 una disminución 

del 59.2 % en el caso de la glucosa y del 18.41 % para la fructosa. Finalmente, el glicerol 

producido principalmente por el metabolismo de las levaduras se cuantificó con un máximo 

en el T6 de 1.72 g/L (Figura 5B).  

 

 

Figura 5. Características metabólicas de la fermentación. (A) Ácidos orgánicos y etanol. (B) 

Carbohidratos. Las gráficas representan el promedio de triplicados. 
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Los FOS identificados durante la fermentación fueron la nistosa (Glu-Fru3), fructosilnistosa 

(Glu-Fru4) y la kestohexosa (Glu-Fru5). Se observó un mayor número de FOS en las muestras 

de metzal, disminuyendo conforme se desarrolló el proceso fermentativo (Figura 6). El efecto 

de la hidrólisis de la sacarosa y la desaparición de los FOS se ha reportado como efecto de la 

acción de los microorganismos (Peralta-García et al., 2020) así como las concentraciones de 

azucares que se pueden obtener al inicio de la fermentación en el aguamiel y en el pulque 

(Escalante et al., 2016; Chacón-Vargas et al., 2020). 

 

Figura 6. Identificación de fructooligosacáridos mediante HPAEC-PAD en metzal, aguamiel, tiempos 

de fermentación y pulque. Los rectángulos negros muestran los FOS identificados en las muestras 

analizadas. El número en los picos (1-23) en los cromatogramas muestran todos los FOS identificados. 

La línea azul corresponde al estándar de FOS utilizada (Orafti): GF2: 1-Ketosa, F2: Inulobiosa, GF3: 

Nistosa, F3: Inulotriosa, GF4: Fructosil-nistosa, F4: Inulotetrosa, GF5: Ketohexosa, F5: Inulopentosa, 

GF6: Ketoheptosa, F6: Inulohexosa, y F7: Inuloheptosa. El cromatograma de cada muestra es el 
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promedio de los análisis individuales, por ejemplo, metzal= promedio del metzal 1, metzal 2 y metzal 

3. 

 

9.1.3 Asignación taxonómica y análisis de diversidad. 

La secuenciación de las regiones hipervariables V3-V4 del gen ADNr 16S de todas las muestras 

analizadas (metal, AM, tiempos de fermentación y muestra de pulque) resultó en un total de 

1,098,819 de secuencias de bacterias las cuales fueron limpiadas y asignadas 

taxonómicamente con la base de datos de SILVA_132 al 97 % de identidad y con un corte de 

0.01 % de abundancia relativa para descartar OTUs que sean quimeras, errores de 

secuenciación o cuyas abundancias fueron muy bajas y no tienen un impacto significativo en 

el ecosistema (Navas-Molina et al., 2015). Se identificaron 8 géneros que se mantuvieron en 

todas las muestras analizadas con una abundancia relativa promedio del 83% del total. 

Zymomonas fue el más abundante (58.76%) seguido de Lactococcus (8.04%), Weissella 

(7.08%), Acetobacter (5.4%), Leuconostoc (3.91%), Obesumbacterium (0.38%), Gluconobacter 

(0.06%) y Lactobacillus (0.05%) (Figura 7). Estos géneros ya se habían reportado en diferentes 

trabajos, sin embargo, algunos sólo estaban presentes en el aguamiel, otros en el pulque o en 

tiempos de fermentación (Escalante et al., 2016; Chacón-Vargas et al., 2020; Rocha-Arriaga et 

al., 2020; Valdivieso Solís et al., 2021a). De los géneros de bacterias que identificamos en esta 

parte del trabajo se compararon con los reportados en el estudio de Chacón-Vargas y 

colaboradores en el 2020, debido a que este antecedente analizó muestras de la misma región 

geográfica; coincidiendo con los géneros Zymomonas, Lactobacillus, Leuconostoc, 

Lactobacillus, y en baja abundancia (>1% de abundancia relativa) están Acetobacter 

Gluconobacter y Obesumbacterium, siendo Weissella el único género que no se tuvo en 

común, la asignación taxonómica a nivel de especie se presenta en el archivo anexo VI. 

Analizando la beta diversidad con el método de Bray-Curtis se observó que las muestras de 

aguamiel y metzal comparten la presencia de las bacterias y los tiempos de fermentación con 

el pulque utilizado como semilla (Figura 9A).  
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Figura 7. Identificación taxonómica de bacterias. La asignación se realizó utilizando la base de datos 

de SILVA132. Las gráficas representan las bacterias con más del 0.01% de abundancia relativa en todas 

las muestras analizadas.  

 

Como resultado de la secuenciación de la Región Intergénica 1 (ITS1) se obtuvieron 3,107,428, 

de secuencias asignadas en 134 OTUs de hongos tanto levaduriformes como filamentosos. Sin 

embargo, 116 de éstos tenían una abundancia relativa menor al 0.01%. Cinco hongos fueron 

los que se conservaron en todas las muestras analizadas y representan más del 90% de la 
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abundancia relativa total. El género más abundante fue Saccharomyces (70.07 %) seguido de 

Kluyveromyces (18.13 %), Kazachstania (10.84 %), Hanseniaspora (0.27 %) y un OTU del orden 

de los Saccharomycetales (0.27 %) (Figura 8). la asignación taxonómica a nivel de especie se 

presenta en el archivo anexo VII. Al igual que con las bacterias estos géneros ya se habían 

asociado con el pulque y el aguamiel, sin embargo, en los trabajos previos de pulque en donde 

se utilizó la secuenciación masiva no coinciden en el género dominante, en uno se reporta que 

es Saccharomyces (Chacón-Vargas et al., 2020) y en el otro es Kluyveromyces (Rocha-Arriaga 

et al., 2020). Comparando los hongos identificados con el trabajo de Chacón-Vargas et. al 2020, 

sólo se compartieron 2 de los 4 géneros identificados, Saccharomyces y Kluyveromyces. 

Analizando las similitudes entre las fermentaciones encontramos nuevamente un 

comportamiento parecido al de las bacterias. Las muestras de tiempos de fermentación y 

pulque comercial están más asociadas que las de aguamiel y metzal (Figura 9B).  
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Figura 8. Identificación taxonómica de hongos. La asignación se realizó utilizando la base de datos 

UNITE 2021. Las gráficas representan los hongos con más del 0.01% de abundancia relativa en todas 

las muestras analizadas. 
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Figura 9. Beta diversidad. (A) Bacterias. (B)Hongos. PCoA con base al análisis de Bray-Curtis. El círculo 

rojo muestra la asociación entre el aguamiel y las muestras de metzal, mientras que el círculo azul 

muestra la asociación entre los tiempos de fermentación y el pulque comercial.  

 

Con esto pudimos determinar que existe un core, tanto de bacterias como de hongos que 

estuvieron presentes en todas las muestras y etapas de la fermentación del pulque, el core 

está integrado por 8 géneros de bacterias y 4 de levaduras, así como un OTU del orden 

Saccharomycetales, siendo estos los géneros de mayor abundancia relativa de las muestras 

(Figura 10). Las bacterias y los hongos que correspondieron a la sección de otros se especifican 

en el anexo VI y VII respectivamente.  



36 

 

 

Figura 10. Dinámica de las poblaciones del core de bacterias y hongos en las muestras de pulque. Las 

gráficas representan el promedio de las abundancias relativas de las 3 fermentaciones. 

 

En la siguiente parte del trabajo se evaluó si la presencia de los microorganismos que 

conforman al core encontrado en esta primera parte del trabajo se mantiene a través de un 

año evaluándolos en 4 puntos durante el mismo, en la misma región geográfica (Huitzilac, 

Morelos). 
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9.2. Segunda parte: ¿Qué tan estable es el core? 

9.2.1. Muestreo y fermentación. 

Se realizaron todas las colectas correspondientes a 4 momentos en el año con 

aproximadamente 3 meses de separación entre cada muestreo. Cada muestra se tomó por 

triplicado para cada uno de los elementos evaluados (metzal, aguamiel, T0, T3, T6 y pulque). 

El proceso de fermentación se realizó conforme lo descrito en la primera parte. Las fechas y 

condiciones de los muestreos están descritas en la Tabla 4. 

 
Tabla 4. Fechas y condiciones ambientales de los muestreos. 
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9.2.2. Caracterización de parámetros físicos y metabólicos. 

Para las determinaciones de pH, porcentaje de oxígeno disuelto (% OD) y del porcentaje de 

dióxido de carbono (% CO2), de manera general, las 3 fermentaciones tuvieron un 

comportamiento similar en los parámetros medidos a través de los 4 momentos en el año. El 

pH disminuyó conforme se desarrolló la fermentación; pasando de 5.2 en aguamiel a 3.8 en 

pulque. El % OD a excepción del segundo muestreo donde se observó un incremento de 0.2 en 

el T0 a 0.6 en el T6, mientras que el % CO2 tuvo un incremento del T0 al T3, cuyo valor se 

mantuvo estable durante el resto de la fermentación, obteniendo un máximo de 0.019% 

(Figura 11). Dentro de las diferencias observables por cada muestreo se tuvo un incremento 

en el pH inicial, es decir, en el primer muestreo el aguamiel fue más ácido que en el cuarto. En 

el caso del %CO2 y % OD los valores se mantuvieron similares. 

A
M

P
Q T
0

T
3

T
6

A
M

P
Q T
0

T
3

T
6

A
M

P
Q T
0

T
3

T
6

A
M

P
Q T
0

T
3

T
6

0.00
0.01
0.02
0.03

0

10

20

30

40

2

4

6

8

p
H

, 
%

C
O

2
, 
%

O
D

T
e

m
p

e
ra

tu
ra

 (°C
)

Primero Segundo Tercero Cuarto

 

Figura 11. Parámetros físicos de la fermentación a través del año. Las gráficas representan el promedio 

de los triplicados cuantificados. Del lado derecho de la línea punteada se muestran los valores de las 

variables continuas pertenecientes al proceso de fermentación, del lado izquierdo son los valores del 

aguamiel y pulque obtenidos. 
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Para determinar si estos cambios observados tenían una significancia estadística se realizó un 

ANOVA de dos vías con una prueba de Tukey con un 95 % de confiabilidad, resultando que 

ninguno de los 3 parámetros evaluados presentó diferencias significativas a través del año. En 

general todos los parámetros coinciden con lo previamente reportado para el pulque, 

aguamiel y con los resultados observados para el análisis del proceso de fermentación en la 

primera parte de este proyecto (Escalante et al., 2016; Chacón-Vargas et al., 2020; Astudillo-

Melgar et al., 2023). 

Con respecto a los sólidos totales y biomasa, de manera general se observó una disminución 

en la cantidad de estos parámetros conforme avanza el año, presentando mayores valores en 

los primeros menores y menores en los últimos, siendo el aguamiel la muestra que presentó 

los valores más altos en los tres parámetros analizados y el pulque con los valores más bajos. 

En el caso de las cenizas se mantuvieron con una concentración promedio constante a 

excepción del último muestreo donde se observó un ligero incremento. Los sólidos totales van 

de los 128 g/L (aguamiel) a los 32 g/L (pulque) al igual que la biomasa, mientras que las cenizas 

se mantienen en un rango de 200±50 mg/100mL (Figura 12). Realizando un ANOVA de dos vías 

con una prueba de Tukey con 95% de confiabilidad se determinó que únicamente existen 

cambios significativos en las cenizas del cuarto muestreo con una p<0.0002. No existen 

muchos trabajos que comparen a detalle la cantidad de sólidos totales que debe tener el 

pulque o el aguamiel, sólo a nivel nacional la NMX-V-022-1972 establece que el aguamiel debe 

tener un rango entre 300-430 mg /100 mL de cenizas o menos de 100 mg /100 mL (Escalante 

et al., 2016). Comparando estos resultados con los publicados en la primera parte del presente 

proyecto se encontró que los valores promedio de los sólidos totales, biomasa y cenizas son 

muy cercanos con variaciones de ±10 g/L. 
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Figura 12. Sólidos totales, biomasa y cenizas de los cuatro muestreos a través del año. Las gráficas 

representan el promedio de los triplicados cuantificados. Del lado derecho de la línea punteada se 

muestran los valores de las variables continuas pertenecientes al proceso de fermentación, del lado 

izquierdo son los valores del aguamiel y pulque obtenidos. 

 

Los azúcares, ácidos orgánicos y etanol fueron cuantificados en 12 fermentaciones para cada 

muestra: Metzal, AM, T0, T3, T6 y PQ, por cada muestreo y por triplicado. Para cada uno de los 

4 muestreos se observó una tendencia similar, en todas las muestras de aguamiel el azúcar 

más abundante fue la sacarosa, mientras que del pulque y el metzal fue la fructosa; en el caso 

de los tiempos de fermentación se observó un decremento en la glucosa y sacarosa, un 

incremento en el etanol y una concentración menor de 4 g/L en los ácidos orgánicos (Figuras 

12 y 13). El promedio de los carbohidratos en sus concentraciones máximas de los 4 muestreos 

fue de 56 g/L (aguamiel) hasta casi 0.5 g/L (T6 y pulque) para la sacarosa, 10 g/L de glucosa y 

22 g/L de fructosa, mientras que el glicerol estuvo no mayor a 4 g/L (Figura 13).  
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Figura 13. Concentración de carbohidratos a través del año. Las gráficas representan el promedio de 

los triplicados cuantificados. Del lado derecho de la línea punteada se muestran los valores de las 

variables continuas pertenecientes al proceso de fermentación, del lado izquierdo son los valores del 

aguamiel y pulque obtenidos. 

 

Con respecto a los ácidos orgánicos en las muestras de aguamiel, pulque y tiempos de 

fermentación se obtuvieron cantidades menores o iguales a 4 g/L. En el caso de las muestras 

de metzal se obtuvieron concentraciones máximas de 7 g/L de ácidos orgánicos siendo el ácido 

láctico el de mayor concentración (Figura 14).  
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Figura 14. Concentración de ácidos orgánicos y etanol a través del año. Las gráficas representan el 

promedio de los triplicados cuantificados. Del lado derecho de la línea punteada se muestran los 

valores de las variables continuas pertenecientes al proceso de fermentación, del lado izquierdo son 

los valores del aguamiel y pulque obtenidos.  

 

Para evaluar si estas tendencias observadas tenían cambios significativos, por cada muestreo 

se realizó también una ANOVA de 2 vías con 95% de confiabilidad en la cual se encontró que 

el primer muestreo fue el que presentó menor concentración de sacarosa y etanol y mayor 

cantidad de lactato; mientras que la tercero fue el muestreo con mayor concentración de 

fructosa y etanol. En trabajos previos se reportó la concentración de azucares, etanol y ácidos 

orgánicos en los cuales cambia principalmente en la cantidad de azucares iniciales en el 

aguamiel y en el T0 de fermentación (Chacón-Vargas et al., 2020; Astudillo-Melgar et al., 2023), 

sin embargo, se ha reportado que la composición de la savia puede cambiar con respecto a la 

estacionalidad, temporalidad, tipo de planta y hora de colecta (Peralta-García et al., 2020).  
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En el caso de la identificación del perfil de fructooligosacáridos, se observaron cambios en los 

4 muestreos, de manera general se identificaron a la 1-kestosa (Glu-Fru2), inulobiosa (Fru2), 

fructosilnistosa (Glu-Fru4), inulotetrosa (Fru4), kestohexosa (Glu-Fru5), inulopentosa (Fru5) y 

kestoheptosa (Glu-Fru6), de los cuales la mayoría de éstos estuvieron presentes en el segundo 

muestreo. Los FOS se analizaron con el método de Ward con el índice de similitud euclidiano 

y se encontró que los perfiles del primer y último muestreo se agrupan y por otra parte el 

segundo y el tercero también presentaron agrupación, una posible explicación a las 

agrupaciones antes descritas podría ser el factor temporalidad, debido a que el primer y cuarto 

muestreo coincidieron con la temporada de secas mientras que la segunda y la tercera 

correspondieron a la temporada de lluvias (Figura 15). La variación en el perfil de 

fructooligosacáridos en el tiempo puede ser el resultado de la dilución, consumo o hidrólisis 

durante el proceso de acumulación de aguamiel en el cajete después del raspado de la planta 

o durante el desarrollo de la fermentación (Peralta-García et al., 2020). Además de la presencia 

de enzimas como invertasas e inulinasas que pueden ser secretadas por la misma planta o por 

los microorganismos del aguamiel y que pueden ser estables hasta por 5 meses (Ortiz-Basurto 

et al., 2008). 
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Figura 15. Perfil de fructooligosacáridos a través del año en metzal, aguamiel, pulque y durante 6 

horas de fermentación. (A) El cladograma muestra las similitudes de las muestras con respecto al 

número de picos identificados como FOS, mientras que el mapa de calor muestra los cambios a través 

del tiempo. (B) El cladograma muestra las similitudes de las muestras con respecto a los cuatro 

muestreos, mientras que el mapa de calor muestra los FOS que se identificaron del estándar que se 

tenía. Para el análisis se usó el método de Ward con el índice de similitud euclidiano. 

 

Una vez que se determinaron los cambios en los parámetros físicos, carbohidratos y los 

principales metabolitos producto de la fermentación para cada muestreo, se procedió con el 

análisis de la secuenciación a partir de marcadores moleculares para identificar a las bacterias 

y hongos de todas las muestras.  

 

9.2.3 Asignación taxonómica y análisis de diversidad. 

Como resultado de la secuenciación de las regiones hipervariables V3-V4 del gen ADNr 16S, se 

obtuvieron más de 12,344,832 de secuencias de los 4 muestreos. Todas las librerías cuentan 
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con más de 100 000 lecturas lo cual es lo mínimo que se ha presentado en trabajos previos 

para un análisis de diversidad en bebidas fermentadas (Astudillo-Melgar et al., 2019). Del total 

de secuencias y después asignarlas taxonómicamente se filtraron los datos con un corte del 

0.01% para descartar quimeras, errores de secuenciación y OTUs que no tengan un impacto 

significativo en el ecosistema (Navas-Molina et al., 2015), obteniendo una asignación máxima 

de 54 OTUs (variable entre cada muestreo). El análisis de la primera muestra (mayo de 2021) 

se asignaron 16 géneros más abundantes, 11 en el segundo (agosto de 2021), 10 del tercero 

(noviembre de 2021) y 9 del cuarto (enero de 2022). Los géneros representativos de las 

muestras son Zymomonas, (como bacteria etanologénica); Lactococcus, Leuconostoc y 

Lactobacillus (dentro de las bacterias ácido lácticas); Acetobacter (dentro de las bacterias ácido 

acéticas) y otro tipo de proteobacterias y enterobacterias (Figura 16), las especies bacterianas 

que forman el core se encuentran en el anexo VIII. En la Tabla 5 observamos el porcentaje de 

la abundancia relativa al que correspondió cada uno de estos géneros por muestreo y 

observamos una tendencia en la cual los géneros Leuconostoc y Lactococcus están en mayor 

abundancia (>5%) en las muestras de aguamiel que durante el tiempo de fermentación o en el 

pulque mismo.  
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Tabla 5. Abundancia relativa de los géneros más representativos de los 4 muestreos. 

Muestreo Muestra 
Lactobacillus Zymomonas Leuconostoc Lactococcus Acetobacter 

Abundancia relativa (%) 

Primero  

Metzal 14.97 35.13 17.10 4.10 0.67 

AM 14.67 30.27 21.67 5.70 0.50 

PQ 55.30 11.77 3.60 2.20 2.33 

T0 41.33 19.07 4.57 2.20 2.43 

T3 46.20 14.97 2.73 1.77 1.47 

T6 57.53 11.80 1.87 1.40 1.37 

Segundo 

Metzal 10.73 43.53 17.27 8.90 0.63 

AM 11.27 33.33 23.93 17.83 0.67 

PQ 51.80 31.60 4.03 3.70 2.93 

T0 38.90 37.53 7.00 7.07 2.03 

T3 40.97 39.67 4.07 6.07 1.60 

T6 45.70 40.37 2.63 5.20 1.00 

Tercero 

Metzal 22.83 58.83 8.57 5.90 1.07 

AM 29.00 47.67 12.10 6.33 1.27 

PQ 37.20 34.47 12.90 7.40 3.77 

T0 29.30 43.43 10.83 7.80 1.97 

T3 30.67 45.43 10.43 6.07 1.87 

T6 35.80 44.50 8.90 5.80 1.27 

Cuarto 

Metzal 6.60 38.73 6.97 30.83 2.43 

AM 7.17 33.33 16.37 32.97 3.70 

PQ 59.87 19.47 3.23 6.03 7.70 

T0 51.63 26.23 3.93 8.57 5.87 

T3 54.67 25.73 3.80 8.27 4.07 

T6 57.27 25.43 3.37 8.03 2.93 

 

Los dos géneros dominantes en todas las muestras son Zymomonas y Lactobacillus, estos ya 

han sido reportados como de los más dominantes en muestras de aguamiel y pulque. (Chacón-

Vargas et al., 2020), sobre todo en el caso particular del pulque reportan a Zymomonas como 

el género más abundante (Chacón-Vargas et al., 2020), sin embargo, existe otro trabajo en 

donde el género más abundante es Sphingomonas(Rocha-Arriaga et al., 2020). 
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Figura 16. Diversidad bacteriana en cada etapa de la fermentación del pulque para cada muestreo. 

Las gráficas representan las bacterias con más del 0.01% de abundancia relativa.  

 

Como resultado de la secuenciación de la Región Intergénica 1 (ITS1) se obtuvieron más de 

11,486,000 secuencias. Se realizó la asignación taxonómica por el método “open” obteniendo 

un máximo de 51 OTUs de hongos levaduriformes y filamentosos (variable entre cada 

muestreo), haciendo un filtrado en la abundancia del 0.01% quedaron 8 OTUs para el primer 

muestreo, 7 para el segundo y 5 para el tercero y curto (Figura 17). Se identificaron a 

Kluyveromyces marxianus y Kazachstania gamospora como las dos levaduras más dominantes 
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en todas las muestras de los 4 muestreos, estos géneros ya se han reportado con anterioridad 

en trabajos de pulque en diferentes abundancias dependiendo del estudio y de la región del 

cual se estudiaron, sin embargo los dos géneros más dominantes en general de hongos 

levaduriformes han sido Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus (Escalante et 

al., 2016; Chacón-Vargas et al., 2020; Rocha-Arriaga et al., 2020). Los resultados obtenidos no 

coinciden con lo previamente reportado, donde Saccharomyces cerevisiae es la especie de 

hongo más abundante durante el proceso fermentativo del pulque y en la semilla (pulque) 

(Chacón-Vargas et al., 2020). 

 

Figura 17. Diversidad de hongos en cada etapa de la fermentación del pulque para cada muestreo. 

Las gráficas representan a los hongos con más del 0.01% de abundancia relativa.  
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Figura 18. Beta diversidad de los cuatro muestreos. (A) Bacterias, (B) Hongos). PCoA con base al 

análisis de Bray-Curtis. Los círculos de colores representan la agrupación de los muestreos. 

 

Por el método de Bray-Curtis acoplado a un análisis estadístico de Coordenadas principales 

(PCoA) se analizaron la diferencias o similitudes en la diversidad por cada muestreo, en el caso 

de las bacterias se observó una asociación entre el primer y segundo muestreo, y otro grupo 

formado por el tercer y cuarto muestreo (Figura 18A). Esta agrupación se asocia con el número 

de OTUs identificados y la abundancia relativa de aquellos que tuvieron menos dominancia, ya 

que el tercer y cuarto muestreo tuvieron 10 y 9 OTUs identificados respectivamente los cuales 

tenían un porcentaje de la abundancia relativa mayor que en los muestreos 1 y 2. En el caso 

de los hongos podemos ver una clara agrupación por muestreo, lo cual nos indica que en el 

caso de las bacterias se mantienen más estables a través del tiempo, tanto en lo relativo a la 

presencia como a la abundancia de las mismas (Figura 18B). Por el contrario, los hongos se ven 

afectados por la diversos factores como pudieran ser la estacionalidad y la temporalidad ya 

que a pesar de tener géneros compartidos la abundancia relativa de los mismos no es igual. 
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Calculando la alfa diversidad con los índices de Chao1, Shannon, Simpson y Observed_Otus se 

analizó el comportamiento de la diversidad (la dominancia, la equidad, etc.)(anexo IX). En la 

Figura 19A observamos que en el caso de las bacterias el primer muestreo presentó la mayor 

diversidad, pero principalmente por la presencia de OTUs con baja abundancia relativa 

mientras que en el tercer muestreo tuvo menor diversidad, pero con mayor dominancia. En el 

caso de los hongos tienen variación en los 4 muestreos, pero el segundo fue el de mayor 

diversidad y el cuarto el de menor diversidad, en este caso se podría asociar que los hongos se 

ven beneficiados con la presencia de lluvias (meses de agosto y septiembre, segundo 

muestreo) y afectado por las temporadas de secas (meses de enero-febrero, 4° muestreo) 

(Figura 19B), la tabla de valores de cada muestra de alfa diversidad se encuentran en el archivo 

anexo IX.  

 

Figura 19. Alfa diversidad de bacterias y hongos de los 4 muestreos. (A) Bacterias. (B) Hongos. Las 

gráficas representan el promedio de los triplicados de los índices de cada muestra y por cada muestreo. 

Se realizó un análisis de Kruskal Wallis y una prueba post hoc Dunn Con para determinar diferencias 

significativas: * <0.05; ** <0.001; ***<0.0001. 
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De acuerdo con resultados de diversidad bacteriana y de hongos, los microorganismos que 

pudieran ser considerados como el core del proceso completo de elaboración del pulque desde 

el metzal, aguamiel y en todos los pasos de la fermentación, así como durante todo el año con 

un porcentaje de abundancia relativa mayor al 0.01% se representan en la Figura 20 y en la 

tabla en el anexo X.  

 

Figura 20. Dinámica de las poblaciones del core de bacterias y hongos conservados a través de los 

cuatro muestreos. (A) Bacterias. (B) Hongos. Las gráficas representan el promedio de las 12 

fermentaciones realizadas durante 4 momentos en el año. 

Los géneros bacterianos más abundantes fueron Lactobacillus y Zymomonas, lo cual coincide 

con lo reportado con trabajos previos del pulque (Chacón-Vargas et al., 2020; Escobar-Zepeda 

et al., 2020), con la diferencia el género de Lactobacillus tiene mayor abundancia relativa en 

este trabajo. Caso similar sucedió en los hongos, los géneros pertenecientes al core ya se 
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reportaron, Chacón-Vargas et al. 2020, no encuentran al género Kazachstania, mientras que 

Saccharomyces tuvo una dominancia (con respecto a los hongos) en todas las muestras 

analizadas (Chacón-Vargas et al., 2020), en el trabajo de Rocha-Arriaga en el 2020, donde se 

describió que Saccharomyces no era el género dominante de los hongos y Kluyveromyces y 

Kazachstania tenían mayor abundancia relativa (Rocha-Arriaga et al., 2020). Con respecto a la 

primera parte de este trabajo el core se mantuvo un 70% puesto que los géneros Weissella, 

Gluconobacter, Obesumbacterium y Hanseniaspora encontrados como parte del core 

desaparecieron o tuvieron una abundancia relativa menor al 0.01% en algunos de los 

muestreos realizados durante el año.  

La probabilidad de que los microorganismos que se proponen como la microbiota asociada al 

proceso completo de elaboración del pulque de Huitzilac, Morelos (Figura 20) pudieran ser los 

mismos en general del pulque se sustenta en un trabajo realizado en el 2017, donde se analizó 

la microbiota asociada a los agaves, entre ellos el Agave salmiana, el cual es un maguey 

pulquero y fue el utilizado en este trabajo. Sus resultados sustentan la hipótesis de que el core 

de bacterias (a nivel de familia) principalmente, asociadas a esta planta es compartido por al 

menos 2000 Km de distancia (Fonseca-García et al., 2017). Sin embargo, esto aún se tendría 

que evaluar experimentalmente. 

9.3. Tercera parte: Inferencia funcional del core durante el proceso de fermentación. 

Una vez establecidos los miembros del core se analizó su potencial uso funcional de estos 

microorganismos dentro del proceso fermentativo del pulque (Figura 21). El consumo de la 

sacarosa junto con la producción del etanol se asocia principalmente a Zymomonas y 

Saccharomyces. Esta asociación se viene estudiando desde los trabajos de Sánchez-Marroquín 

and Hope en 1953 (Sánchez-Marroquín and Hope, 1953). Ambos microorganismos transportan 

e hidrolizan la sacarosa, glucosa y fructosa por la vía de Entner-Duodoroff en el caso de 

Zymomonas (Swings and De Ley, 1977; Sprenger, 1996; Yang et al., 2016) y la de Emden-

Meyerhoff-Parnas en el de Saccharomyces, la cual direcciona el flujo de carbono a la 

fermentación alcohólica (Walker and Stewart, 2016). Saccharomyces se ha reportado como 

productora de ácido succínico producido por el brazo reductor del ciclo de los ácidos 
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tricarboxilicos mientras que el glicerol que también fue detectado en este trabajo, pero en 

bajas concentraciones, se propone como un producto de las reacciones del balance redox o 

como respuesta fisiológica al estrés osmótico (Walker and Stewart, 2016). El glicerol también 

se ha reportado que contribuye a la viscosidad de bebidas fermentadas (Walker and Stewart, 

2016). El género Leuconostoc ha sido ampliamente reportado en aguamiel y pulque (Sánchez-

Marroquín and Hope, 1953; Chacón-Vargas et al., 2020; Rocha-Arriaga et al., 2020), tiene la 

capacidad de internalizar la sacarosa a través de una permeasa y con una enzima intracelular 

(sacarosa fosforilasa) la convierte en D-fructosa y α-D-glucosa-1-fosfato (Dols et al., 1997), 

además de catabolizar la glucosa a través de la transcetolasa y las vías heterofermentativas 

que producen ácido láctico etanol y ácido acético. Lactobacillus y Lactococcus catabolizan la 

glucosa y fracciones de fructosa en la cual dependiendo de la especie puede ser 

homofermentativa o heterofermentativa produciendo ácidos láctico, acético y etanol 

(Escalante et al., 2016; Pérez-Armendáriz and Cardoso-Ugarte, 2020). Acetobacter es 

considerado un género productor de ácido acético principalmente por la oxidación del etanol, 

además de algunas moléculas de sabor como la dihidroxiacetona producida a partir del glicerol 

(Mamlouk and Gullo, 2013). Kluyveromyces marxianus es una levadura que produce etanol, 

glicerol a partir de sacarosa, glucosa y fructosa (Karim et al., 2020), además de producir 

enzimas como lipasas, β-galactosidasas e inulinasas las cuales podrían ser las principales 

responsables de la hidrólisis de los fructooligosacáridos; producción de bioetanol, y 

compuestos aromáticos (Karim et al., 2020). Kazachstania gamospora es otra levadura 

encontrada como una de las principales y más abundantes que está asociada con la producción 

de compuestos aromáticos (3-metil-1-butanol, 1-hexil-acetato y fenetil-2-metilbutirato) (Zhou 

et al., 2017).  
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Figura 21. Esquema de las principales vías metabólicas del core microbiano. En esta figura se 
representan el potencial uso funcional de los microorganismos pertenecientes al core dentro del 
proceso fermentativo del pulque. 

 

Todos los microorganismos que pertenecen al core propuesto en este trabajo ya fueron 

descritos en trabajos previos, ya sea en aguamiel y/o pulque de diferentes regiones del país, 

sin embargo, nunca se había evaluado su presencia durante diferentes etapas de un proceso, 

así como su estabilidad a través del año, sólo existían reportes puntuales. 
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Comparando el promedio de las abundancias relativas de los microorganismos de los 4 

muestreos con el promedio de la concentración obtenida de los ácidos orgánicos y del etanol 

en todos los muestreos, se realizó una correlación de Spearman para analizar si existe una 

correlación entre los metabolitos y el aumento o disminución de la abundancia relativa de los 

microorganismos (Figura 22). 

 

 

Figura 22. Correlación de Spearman entre los metabolitos cuantificados y el core. (A) Valor de p. (B) 

Valor de r. En análisis se realizó con el promedio de las concentraciones y abundancias relativas de los 

cuatro muestreos.  

 

Tomando en cuenta de que se trata del promedio de los valores de los 4 muestreos se 

obtuvieron valores de r relativamente bajos. Sin embargo, observamos correlaciones 

esperadas con base a lo reportado en la literatura. Zymomonas posee una correlación positiva 

y significativa con la producción de etanol; Lactococcus y Leuconostoc presentan una 

correlación positiva con la producción de ácido láctico y etanol respectivamente. Acetobacter 



56 

 

dio una correlación positiva y significativa a la presencia de ácido acético. Con las levaduras 

vimos que Saccharomyces no dio una correlación significativa con el etanol, pero si con el ácido 

succínico, Kluyveromyces con la producción de ácido láctico mientras que Kazachstania mostró 

una correlación negativa con la presencia de ácido láctico y acético lo cual sugiere la 

abundancia relativa de dicha levadura se ve afectada con la presencia de esos metabolitos. 

Comparando con un análisis similar realizado por Chacón-Vargas et al. en el 2020, se encontró 

que para el etanol se tuvo una correlación positiva y significativa con el género Zymomonas, 

pero no con Saccharomyces, al igual que en el presente trabajo, lo que refuerza la importante 

que tiene Zymomonas para producción del etanol (Chacón-Vargas et al., 2020). Con el resto de 

los géneros como Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus, las correlaciones variaron, lo cual 

puede deber que en este trabajo se tomaron en cuenta las cantidades de ácidos orgánicos y 

etanol que tenían las muestras de las plantas (metzal). 

De manera general respaldamos el potencial uso de los microorganismos que integran al core 

con nuestros datos experimentales y con la información teórica encontrada en los trabajos 

previos. Con el conocimiento generado en este trabajo se podrá evaluar si el core propuesto 

es el necesario para generar una bebida con características similares al pulque tradicional, así 

mismo evaluar la cantidad mínima necesaria de microorganismos (del core) que sean capaces 

de producir pulque. Además de confirmar si es un core general que representa al pulque de 

México e identificar grupos microbianos que sean característicos de cada zona. 
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10. CONCLUSIONES. 

De manera general se concluye que existe un core de microorganismos que se conserva 

durante todo el proceso de elaboración del pulque, es decir, desde las paredes del cajete en 

las plantas de maguey hasta el producto final, cuya estabilidad es de al menos el 70% en cuanto 

a presencia de los microorganismos y con variaciones en la abundancia entre las muestras 

analizadas. El core de microrganismos del pulque presentan una correlación positiva entre su 

abundancia y las principales características fisicoquímicas de la bebida.  

El core de microrganismos que se mantiene a través de todo el proceso de elaboración del 

pulque está compuesto por 8 géneros de bacterias (Lactobacillus, Zymomonas, Lactococcus, 

Leuconostoc, Acetobacter, Weissella, Gluconobacter y Obesumbacterium) y 4 de levaduras 

(Kluyveromyces, Kazachstania, Saccharomyces y Hanseniaspora), así como un OTU del orden 

Saccharomycetales. La estabilidad del core a través del año fue del 70%, ya que los géneros 

Weissella, Gluconobacter, Obesumbacterium y Hanseniaspora mostraron una disminución en 

su abundancia relativa menor a 0.01%. Sin embargo, los demás géneros representaron el 

mayor porcentaje de abundancia relativa del total de todos los microorganismos identificados 

a través del año. Los parámetros físicos como la biomasa, minerales (cenizas), %O2 y %CO2 no 

presentan cambios significativos entre los muestreos, por lo cual estimamos que son variables 

que no tienen un impacto significativo en la diversidad microbiana encontrada. La biomasa se 

asoció principalmente a la cantidad de materia orgánica como los carbohidratos cuantificados 

que se hidrolizan y consumen durante la fermentación. La cuantificación de los metabolitos 

pertenecientes a cada muestreo demostró que la principal diferencia es la cantidad de 

sacarosa en aguamiel y la cantidad de etanol en las muestras de pulque analizadas, 

observándose en el primer muestreo una menor concentración de etanol y mayor acidez; 

mientras que el tercer muestreo presentó la mayor cantidad de etanol. Se identificaron 8 

fructooligosacáridos presentes en todas las muestras analizadas: AM, PQ, T0, T3 y T6. Se 

correlacionó el core microbiano con los metabolitos cuantificados encontrado correlaciones 

positivas con la producción de etanol en Zymomonas y de ácido láctico con Lactococcus, 
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mostrando que los microorganismos del core tienen un potencial rol en la elaboración del 

pulque. 
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12. ANEXOS. 

I. Normas Mexicanas del aguamiel y pulque. 

NMX-V-022-1972. Aguamiel. 

Especificaciones 
Tipo I Tipo II 

Mínimo Máximo No mayor de: 

pH 6.6 7.5 4.5 

Densidad grados Baumé 5 7 4.5 

Índice de refracción (20°C) 59 100 27 

Sólidos totales g/100 mL 13 17 7 

Azúcares reductores totales (en glucosa) 
g/100 mL. 

8 12 6 

Azúcares reductores directos (en glucosa) 
g/100 mL 

2 3 3 

Gomas (en glucosa) g/100 mL 2 6 0.2 

Proteínas mg/100 mL 300 600 100 

Cenizas mg/100 mL 300 430 180 

Acidez mg 1000 mL (como ácido láctico) 0.90 1.03 4.00 

NMX-V-037-1972. Pulque manejado a granel. 

Especificaciones 
Tipo I Tipo II 

Mínimo Máximo Mínimo Máximo 

Grado refractométrico (20°C) 32 345 25 --- 

Índice de refracción (20°C) 1,3390 1,3406 1,3365 1,3380 

pH >3.7 4.2 3.5 4.0 

Acidez total (ácido láctico) g/100 mL 0.40 0.75 0.40 0.70 

Reductores totales (glucosa) g/100 mL 0.10 0.80 0.20 0.50 

Grado alcohólico por volumen 6 9 4.0 0.6 

13. La información se obtuvo de: Microsoft Word - NMX-V-037-1972.doc (gotomexico.today). 

Microsoft Word - NMX-V-022-1972.doc (gotomexico.today) 

 
  

https://gotomexico.today/media/doc/nmx-v-037-1972.pdf
https://gotomexico.today/media/doc/nmx-v-022-1972.pdf
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II. Cuantificación de biomasa por peso seco. 

1. Lavar los crisoles de 15 mL y ponerlos en peso constante durante toda la noche a 

95 °C. 

2. Después de mínimo 12 horas, sacar los crisoles del horno y dejarlos enfriar 

durante media hora en el desecador por 30 minutos.  

3. Pesar en una balanza analítica con un error de +0.1 mg. 

4. Colocar 9-10 mL de volumen de muestra (pulque/aguamiel) en cada crisol. 

5. Dejar evaporar todo el líquido a baño maría a 90°C aproximadamente. 

6. Una vez que el líquido esté lo mayor posible evaporado (hasta generar un jarabe 

muy viscoso), se deja en el horno toda la noche a 90-95°C durante 12 horas. 

7. Sacar y dejar enfriar durante 30 min en el desecador y pesar en la balanza 

analítica. 

8. Encender la mufla a 575°C. 

9. Colocar los crisoles en la mufla durante 15 minutos, sacar, transportar en el 

desecador y dejar enfriar durante 30 minutos en el mismo. 

10. Colocar los crisoles en baño maría a 90 °C aproximadamente y colocar en cada 

crisol 3 mL de agua milliQ y dejar consumir en su totalidad. 

11. Subir la temperatura de la mufla a 675°C  

12. Colocar los crisoles nuevamente durante 5 horas o hasta obtener cenizas de color 

blanco (una hora antes de las 5 horas se recomienda subir la temperatura 100°C). 

13. Pasadas las 5 horas, se sacan los crisoles y se deja enfriar por una hora para 

posteriormente pesar en la balanza analítica. 

 

𝑆𝑜𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 =
𝑋𝑜 − 𝑋𝑦

𝑉
 𝑋 100 

     

𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 =
𝑀𝑜 − 𝑀𝑦

𝑉
 𝑋 100 

 

𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 = 𝑆ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 − 𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 
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III. Extracción de ADN con el kit Zymo BIOMICS DNA Miniprep. 

Antes de iniciar con el protocolo del proveedor se realiza una lisis enzimática con 

lisozima A.  

1. En un microtubo de colecta de 2 mL poner 1.8 mL del cultivo en estudio y 

centrifugar a 10,000 x g por 1 min y descartar el sobrenadante. A la pastilla 

celular se le agregan 250 µL de buffer TE pH 8 más la Lisozima A 

(aproximadamente 0.2 mg/por tubo) e incubar a 37°C por 1 hora. 

Protocolo proveedor, es importante seguir el protocolo aquí descrito puesto que en 

versiones recientes el proveedor ha modificado el proceso de extracción. 

2. Agregar el producto de la lisis enzimática a un tubo ZR BashingBead Lysis (0.1 & 

0.5 mm) y adicionar 750 µL de la solución Lysis solution y cerrar. 

3. Asegurar los tubos de lisis y agitar por 5 minutos a velocidad máxima (se usó un 

equipo Vortex). 

4. Centrifugar los tubos ZR BashingBead Lysis (0.1 & 0.5 mm) en una 

microcentrífuga a 10,000 x g por un minuto. 

5. Transferir 400 µL de sobrenadante a un Zymo-Spin III-F Filter en un Collection 

Tube y centrifugar a 8,000 x g por 1 minuto. Descartar el Zymo-Spin III-F Filter. 

6. Agregar 1,200 µL de la solución ZymoBiomics DNA Binding Buffer al 

sobrenadante resultante del paso anterior y mezclar bien. 

7. Tranferir 800 µL de la mezcla del paso 6 a un tubo “Zymo-Spin IICR Column en 

un Collection Tube y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto. 

8. Descartar el sobrenadante del Collection Tube y repetir nuevamente el paso 7 

hasta terminar con el volumen. 

9. Agregar 400 µL de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 1 al Zymo-Spin IICR Column 

en un nuevo Collection Tube y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto y descartar 

el sobrenadante. 

10. Agregar 700 µL de ZymBIOMICS DNA Wash Buffer 2 al Zymo-Spin IICR Column en 

un Collection Tube y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto y descartar el 

sobrenadante. 

11. Agregar 200 µL de ZymBIOMICS DNA Wash Buffer 2 al Zymo-Spin IICR Column en 

un Collection Tube y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto. 

12. Transferir el Zymo-Spin IICR Column en un tubo nuevo y limpio de 1.5 mL y 

agregar 100 µL de ZymoBIOMICS DNase/RNase Free Water (previamente puesta 

a 60°C) directamente a la membrana del al Zymo-Spin IICR Column e incubar por 

1 minuto. Centrifugar a 10,000 x g por un minuto para eluir el ADN. 

13. Colocar un Zymo-Spin III-HRC Filter en un nuevo Collection Tube y agregar 600 

µL de ZymoBIOMICS HRC Prep Solution. Centrifugar a 8,000 x g por 3 minutos. 
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14. Transferir el ADN eluido al tubo preparado Zymo-Spin III-HRC Filter en un tubo 

limpio de 1.5 mL y centrifugar exactamente a 16, 000 x g por 3 minutos. 

 

IV. Geles de extracción de ADN (Segunda parte). 
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V. Oligos utilizados para la amplificación de las regiones de interés. 

  
Región V3-V4 gen ADNr 

16S 

Región intergénica entre el 18S y 

el 5.8S ADNr  
 Tamaño esperado de 550 pb Tamaño esperado de 145-695 pb  

Fo
rw

a
rd

 

5’CCTACGGGNGGCWGCAG 

F1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

F2 CTCGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

F3 CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA 

F4 CCCGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

F5 CTAGGCTATTTAGAGGAAGTAA 

F6 CTTAGTTATTTAGAGGAAGTAA 

F7 CTACGTCATTTAGAGGAAGTAA 

F8 CTTGGTCATTTAGAGGTCGTAA 

Secu
en

ciació
n

 M
iSeq 

R
ev

er
se

 

5’GACTACHVGGGTATCTAATCC 

R1 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 

R2 GCTGCGTTCTTCATCGATGG 

R3 GCTACGTTCTTCATCGATGC 

R4 GCTGCGTTCTTCATCGATGT 

R5 ACTGTGTTCTTCATCGATGT 

R6 GCTGCGTTCTTCATCGTTGC 

R7 GCGTTCTTCATCGATGC 

Fo
rw

a
rd

 

5’CCTAYGGGRBGCASCAG 
5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

Secu
en

ciació
n

 N
o

vaSeq R
ev

er
se

 

5’GGACTACNNGGGTATCTAAT 5’GCTGCGTTCTTCATCGATGC 
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VI. Identificación bacteriana de la primera parte del proyecto.  
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La tabla representa los OTUS englobados como “Otros”. 
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VII. Identificación de hongos de la primera parte del Proyecto.  

 Core Otros 
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Metzal 
40.76

% 

47.67

% 
8.96% 0.72% 1.01% 0.01% 0.05% 0.00% 0.01% 0.01% 0.00% 0.32% 0.39% 0.00% 0.08% 0.01% 0.00% 0.00% 

Aguamie

l 

14.22

% 

61.04

% 

22.63

% 
0.46% 0.14% 0.09% 0.48% 0.10% 0.01% 0.05% 0.06% 0.11% 0.05% 0.05% 0.02% 0.40% 0.07% 0.03% 

T0 2.52% 0.02% 
97.30

% 
0.09% 0.06% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01% 0.00% 0.00% 0.00% 

T3 1.97% 0.05% 
97.65

% 
0.19% 0.12% 0.00% 0.00% 0.00% 0.02% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 

T6 1.23% 0.02% 
98.63

% 
0.07% 0.04% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 

Pulque 4.37% 0.01% 
95.26

% 
0.08% 0.24% 0.00% 0.00% 0.00% 0.03% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 

La tabla representa los OTUS englobados como “Otros”. 

 
 



 

71 

 

VIII. Especies identificadas de los géneros bacterianos pertenecientes al core (segunda 

parte del proyecto). 

Core Abundancia Relativa (%) 

Lactobacillus uncultured bacterium 26.70% 
Lactobacillus similis DSM 23365 = JCM 2765 3.75% 
Lactobacillus satsumensis 1.08% 
Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.1304 1.03% 
Lactobacillus hilgardii 0.75% 
Lactobacillus sp. rennanqilfy19 0.73% 
Lactobacillus similis 0.70% 
Lactobacillus nagelii DSM 13675 0.55% 
Lactobacillus brevis 0.08% 
Lactobacillus sp. 0.05% 
Lactobacillus sp. SW201 0.05% 
Leuconostoc uncultured bacterium 8.20% 
Leuconostoc sp. THK-X10 0.23% 
Leuconostoc citreum 0.20% 
Leuconostoc pseudomesenteroides 0.10% 
Leuconostoc mesenteroides 0.05% 
Lactococcus uncultured bacterium 7.70% 
Lactococcus lactis subsp. lactis 0.50% 
Lactococcus garvieae subsp. garvieae 0.10% 
Lactococcus uncultured1 0.10% 
Lactococcus sp. S23 0.03% 
Acetobacter pasteurianus 2.30% 
Zymomonas mobilis subsp. mobilis NCIMB 11163 33.03% 
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IX. Valores de alfa diversidad (Segunda parte del proyecto) 

Índice de 
diversidad/Muestra 

Chao1 
Shannon-
Winner 

Simpson Observed_otus 

Primera 

Bacterias 

Metzal n=3 170.20±28.39 2.79±0.42 0.73±0.06 162.67±34.56 

Aguamiel n=3 169.81±20.29 3.39±0.18 0.78±0.05 162.33±22.50 

Pulque n=3 174.22±10.80 3.11±0.22 0.76±0.04 161.00±7.21 

T0 n=3 181.17±9.05 3.61±0.29 0.82±0.02 174.33±11.93 

T3 n=3 168.72±3.40 3.89±0.38 0.82±0.01 165.67±3.06 

T6 n=3 170.28±2.50 3.40±0.33 0.75±0.00 166.67±1.53 

Hongos 

Metzal n=3 45.25±20.70 1.90±0.22 0.69±0.04 41.00±15.52 

Aguamiel n=3 60.67±15.31 1.78±0.38 0.63±0.08 43.33±17.62 

Pulque n=3 47.30±13.88 1.52±0.96 0.51±0.35 43.00±10.58 

T0 n=3 51.58±16.53 1.60±0.97 0.51±0.33 47.33±14.84 

T3 n=3 55.28±21.10 1.96±1.29 0.57±0.37 54.00±19.70 

T6 n=3 55.17±20.88 2.25±1.50 0.60±0.40 54.33±20.82 

Segunda 

Bacterias 

Metzal n=3 152.12±10.50 3.08±0.43 0.77±0.02 146.67±11.85 

Aguamiel n=3 145.40±15.86 3.14±0.89 0.75±0.08 137.33±14.43 

Pulque n=3 148.59±13.17 2.57±0.22 0.70±0.03 129.67±9.81 

T0 n=3 156.48±11.63 2.77±0.18 0.74±0.04 145.33±10.21 

T3 n=3 149.82±2.90 2.69±0.12 0.72±0.02 140.00±6.08 

T6 n=3 142.33±11.50 2.48±0.12 0.69±0.03 127.33±5.13 

Hongos 

Metzal n=3 81.89±7.52 2.36±0.29 0.69±0.09 79.67±9.02 

Aguamiel n=3 54.36±22.21 1.49±0.29 0.56±0.09 57.00±21.79 
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Pulque n=3 58.94±19.40 1.90±0.30 0.66±0.06 53.33±16.20 

T0 n=3 64.25±18.65 2.10±0.03 0.68±0.03 61.67±19.66 

T3 n=3 76.80±9.15 2.46±0.19 0.76±0.03 74.67 

T6 n=3 66.33±35.92 2.66±1.39 0.73±0.19 62.67±37.29 

Tercera 

Bacterias 

Metzal n=3 246.07±45.40 2.42±0.15 0.69±0.02 129.67±20.82 

Aguamiel n=3 161.25±16.54 2.09±0.41 0.60±0.11 116.33±11.59 

Pulque n=3 196.37±49.44 2.74±0.18 0.78±0.02 115.33±11.15 

T0 n=3 191.38±70.19 2.57±0.09 0.74±0.02 118.00±9.85 

T3 n=3 205.28±53.15 2.53±0.07 0.72±0.02 116.67±9.29 

T6 n=3 168.24±32.25 2.48±0.16 0.71±0.04 114.3.46 

Hongos 

Metzal n=3 37.44±12.74 1.91±0.74 0.58±0.19 36.67±13.65 

Aguamiel n=3 44.17±17.75 1.17±0.25 0.43±0.11 28.33±6.66 

Pulque n=3 25.64±10.28 1.30±0.33 0.54±0.05 25.67±8.02 

T0 n=3 30.73±5.22 1.60±0.26 0.56±0.07 29.67±4.51 

T3 n=3 44.15±11.30 1.81±0.35 0.66±0.08 40.33±9.02 

T6 n=3 38.57±10.32 1.83±0.24 0.64±0.09 35.67±6.51 

Cuarta 

Bacterias 

Metzal n=3 161.79±34.60 2.44±0.27 0.73±0.04 117.67±19.35 

Aguamiel n=3 268.61±3.10 2.43±0.21 0.71±0.06 154.00±26.51 

Pulque n=3 185.28±46.32 2.92±0.39 0.78±0.09 130.67±14.74 

T0 n=3 234.29±45.30 2.76±0.35 0.75±0.09 130.67±11.93 

T3 n=3 163.36±33.37 2.71±0.45 0.73±0.12 120.67±9.02 

T6 n=3 192.43±20.45 2.61±0.48 0.71±0.14 132.67±14.98 

Hongos 

Metzal n=3 26.17±3.69 1.09±0.10 0.41±0.06 23.33±3.79 
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Aguamiel n=3 25.83±4.65 1.24±0.20 0.52±0.03 22.67±3.51 

Pulque n=3 23.25±8.01 1.22±0.80 0.43±0.30 20.67±5.51 

T0 n=3 20.58±9.06 1.15±0.81 0.42±0.32 18.33±6.43 

T3 n=3 26.33±5.51 1.97±0.39 0.69±0.08 25.00±4.58 

T6 n=3 23.58±5.92 1.38±0.69 0.47±0.24 23.00±6.08 
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X. Core de microorganismos del proceso de elaboración del pulque. 

Microorganismos 
% Abundancia Relativa % 

Total Primera Segunda Tercera Cuarta 

Lactobacillus 38.33 33.23 30.80 39.53 35.47 

Zymomonas 20.50 37.67 45.72 28.16 33.01 

Leuconostoc 8.59 9.82 10.62 15.78 11.20 

Lactococcus 2.89 8.13 6.55 6.28 5.96 

Acetobacter 1.46 1.48 1.87 4.45 2.32 
 

87.97 

Kazachstania 
gamospora 

48.85 28.39 29.16 4.09 27.62 

Kluyveromyces 
marxianus 

23.25 36.03 10.29 32.22 25.45 

Saccharomyces 
cerevisiae 

5.29 11.29 24.84 32.79 18.55 

o_Saccharomycetales 0.32 2.64 1.05 6.23 2.56 
 

74.18 
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Encontramos uno de los puntos en los que la leyenda, la historia y la ciencia 
convergen. Desde épocas prehispánicas el pulque nos ha brindado elementos de 
cultura, tradiciones e incluso de salud. Hoy en día, con ayuda de la ciencia seguimos 
investigando los misterios que tiene esta bebida, además de comprobar 
científicamente lo que por años se ha sabido de forma empírica. Tanto en la leyenda 
como en nuestra historia, se creía que “el/los” encargados de generar el pulque eran 
los magueyes, con la investigación realizada en este trabajo estamos más cerca de 
poder asegurar esto, además de identificar de manera concreta y específica a los 
encargados de la fermentación del pulque. Continuemos con estos estudios que 
realzan nuestras tradiciones y abren una puerta a todo un mundo de conocimientos, 
desarrollo biotecnológico e innovación.  

Fernando Astudillo Melgar 


