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Resumen 
 

El pulque es una bebida ancestral que ha sido consumida por poblaciones del altiplano 

central de México. Existe evidencia histórica que registra la producción y consumo del 

pulque desde tiempos anteriores a la conquista. Los registros indican que, en las culturas 

Otomí, Tolteca y Mexica, se producía y consumía el pulque y su importancia era ceremonial 

y alimenticia. Además del papel cultural que ha tenido el pulque, a éste se le han atribuido 

características que lo hacen único: fisicoquímicas, organolépticas y microbiológicas. Debido 

tanto a la riqueza histórica, cultural y como proceso biotecnológico ancestral, se busca 

obtener la denominación de origen del pulque con el fin de proteger a esta bebida y a su 

proceso de producción. En el presente trabajo se muestra evidencia histórico-geográfica, 

fisicoquímica y organoléptica del pulque, la cual sustenta la tramitología para obtener la 

denominación de origen de esta bebida para la región del altiplano Hidalguense.  

Desde el punto de vista histórico-geográfico, existe evidencia que los municipios de 

Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala pertenecen al área conocida como altiplanicie 

pulquera, la cual ha sido importante en la producción de pulque en el siglo XX. A su vez 

esta área pertenece al altiplano central, el cual ha sido reconocido como importante para la 

producción pulquera desde la época prehispánica. El Códice Florentino registra que los 

asentamientos de las culturas Mexica, Tolteca y Otomí en dicha zona fueron las primeras 

en producir pulque. Además, existe evidencia arqueológica descubierta por César Lizardi 

Ramos en el estado de Hidalgo donde se encontraron raspadores de Agave, los cuales 

datan del siglo V a.C. Esta evidencia nos muestra que ha existido un legado ancestral en la 

preparación del pulque y, aunado a los resultados de los estudios organolépticos y 

fisicoquímicos, se ha registrado que el pulque producido en esta área presenta atributos 

constantes y que la calidad del pulque producido es de alta calidad (Tipo I con base en la 

norma NMX-V-037-1972).  

Además de tener un papel cultural importante, el pulque presenta características 

nutrimentales que son de interés biotecnológico y alimenticio. Esta bebida se obtiene de la 

fermentación de un sustrato llamado aguamiel, la savia de Agave, la etapa media de la 

fermentación recibe el nombre de contrapunta y al producto final se le nombra pulque. El 

proceso de fermentación está dado por los microorganismos autóctonos que se encuentran 

en el aguamiel y son provenientes del ambiente. Estos microorganismos le confieren 
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características organolépticas específicas, por lo que es importante explorar la diversidad 

de los mismos, así como su dinámica a través de la fermentación.   

Los estudios organolépticos realizados en el presente estudio muestran que el pulque tiene 

características organolépticas que lo hacen único como son: apariencia burbujeante, 

brillante y viscosa, con textura burbujeante y viscosa, con olor a agave y nota fermentada 

sabor ácido, con notas alcohólicas y fermentadas las cuales, al ser comparados con los 

estudios de Vázquez M et al., 2011 las características se mantienen constantes. Los 

estudios fisicoquímicos muestran que la calidad del pulque de Hidalgo es del tipo I (es decir 

el tipo de mayor calidad) con base en la norma de manejo del pulque a granel y sugiere que 

los datos obtenidos en este estudio pueden servir de base para reajustar dicha norma 

(NMX-V-037-1972). Con toda la evidencia recabada en este trabajo se busca solicitar la 

denominación de origen para los municipios de Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala que 

se encuentran en la región del altiplano perteneciente al estado de Hidalgo. 

En el segundo capítulo del presente estudio, se explora la diversidad y dinámica de 

bacterias y hongos en aguamiel, contrapunta y pulque, mediante técnicas de secuenciación 

masiva de amplicones. Comparando el número de géneros microbianos observados en este 

trabajo con los reportados anteriormente (de León et al., 2005; Escalante A et al., 2016; 

Escalante A et al., 2014; García-Mendoza, 1992; Lappe-Oliveras, 2008; López-Dıaz et al., 

2001) se observó que nuestro estudio es 3 órdenes de magnitud mayor para géneros 

bacterianos y 4 para géneros de hongos, resultados de diversidad microbiana sin 

precedentes para el pulque. La diversidad de bacterias observada en las muestras fue 

mayor que las de hongos. El número de OTUs (unidades taxonómicas operacionales) 

fúngicos y bacterianos compartidos entre el aguamiel y el pulque, presentaron la mayor 

abundancia. El número mayor de OTUs de hongos y de bacterias se observaron en el 

aguamiel (bacterianos= 3498, fúngicos=1483), seguido del pulque (bacterianos= 2504, 

fúngicos=87) y finalmente contrapunta (bacterianos=2147, fúngicos=59) con el menor 

número. Además, se encontraron OTUs durante todo el proceso de fermentación, los cuales 

a nivel género son identificados como: Acetobacter, Acinetobacter, Gluconacetobacter, 

Gluconobacter, Halomicronema, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Marivita, 

Serratia, Sphingomonas, Weissella, Aureobasidium, Candida, Clavispora, Epicoccum, 

Kazachstania, Kluyveromyces, Saccharomyces. 
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Introducción 

 

Definición de Pulque  

El pulque es una bebida alcohólica fermentada no destilada con 4-6% de alcohol, la cual se obtiene 

de la fermentación del tipo láctico-alcohólico-acético de la savia de agave (García-Garibay et al., 

2004; García-Mendoza, 1992). Esta bebida ha sido consumida por poblaciones indígenas y mestizas 

de muchas regiones del país, particularmente en las áreas de la meseta central (Cervantes-

Contreras, 2008). El consumo y la producción artesanal del pulque tienen un origen prehispánico 

(Erlwein et al., 2015). Parte del legado cultural prehispánico se hace evidente con las tradiciones que 

sobre el pulque mencionan antropólogos como Raúl Guerrero Guerrero (Guerrero-Guerrero, 1980). 

Entre esas tradiciones se menciona que sólo los ancianos y los tlachiqueros (productores de pulque) 

tenían el privilegio de tomar pulque en cualquier momento; las razones eran distintas, en el caso de 

los ancianos era por motivos religiosos, por su conocimiento del culto a los dioses y de las 

tradiciones, mientras que los tlachiqueros tenían que probarlo por ser quienes se dedicaban a 

producir la bebida y de ellos claramente dependía la calidad del pulque (Erlwein et al., 2015). Además 

de la importancia social que tiene el pulque, se destaca la importancia económica que tuvo durante 

el siglo XIX y principios del XX ya que era una de las principales actividades económicas de la región 

de los llanos de Apan (Erlwein et al., 2015). Otra forma de definirlo con base en sus características 

se resume como una bebida alcohólica, blanca y espesa, proveniente del altiplano de México, que 

se obtiene haciendo fermentar el aguamiel de diferentes especies de maguey (Flores M.A et al., 

2006). Entre las especies más comunes para la extracción de aguamiel se encuentran Agave 

americana, A. atrovirens Keaw, A. atrovirens var salmiana, A. feroz, A. mapisaga Trel, A. salmiana 

var angustifolia, A. salmiana var ferox y A. salmiana var salmiana siendo la especie A. salmiana, la 

más utilizada de debido a su gran producción de aguamiel (Escalante A et al., 2016; Ulloa & Herrera, 

1976). Existen otros usos o características que le han atribuido al aguamiel y al pulque, entre estas 

se encuentran propiedades como cierta función laxante, además de propiedades prebióticas y 

probióticas (Escalante A et al., 2016; Vera & Georgina, 1976). En la bibliografía, podemos encontrar 

estudios científicos destacados en temas relacionados a las características fisicoquímicas del 

aguamiel obtenido de distintos tipos de agave, el aporte nutrimental del pulque, la diversidad de 

bacterias  y otros microorganismos encontrados en el pulque , la dinámica de poblaciones de 

Saccharomyces sp, Zymomonas sp y Leuconostoc sp en el aguamiel y  tres etapas de fermentación 

del pulque (semilla, contrapunta, corrida), la cantidad de etanol producido en las distintas etapas y 

el estudio de la importancia de levaduras en la fermentación del pulque (Cervantes-Contreras, 2008; 

Escalante A et al., 2004, Escalante A et al., 2012; Escalante A et al., 2016; Estrada-Godina A et al., 

2001; León-de la O et al., 2012; Ulloa & Herrera, 1976). Dichos estudios se han realizado con pulque 

proveniente de Hidalgo, Tlaxcala, Estado de México y la Ciudad de México (Cervantes-Contreras, 



  

4 | P á g i n a  

 

2008; Escalante A et al., 2004, Escalante A et al., 2012; Escalante A et al., 2016; Estrada-Godina A 

et al., 2001; León-de la O et al., 2012; Ulloa & Herrera, 1976).  

 

Proceso de producción 

El pulque se produce de forma artesanal e industrial, el artesanal generalmente se consume de forma 

local a diferencia del industrial, ya que el último es enlatado y generalmente exportado (Loyola-

Montemayor, 1956). Ambos procesos de producción requieren de los azúcares de agave contenidos 

en el aguamiel. El aguamiel es resultado de un proceso largo, el cual inicia cuando la planta de agave 

tiene una edad aproximada de entre 8 y 12 años, en esta edad el agave está en la etapa adulta y es 

en esa etapa del desarrollo cuando se le remueve de manera mecánica el tallo meristemo floral 

apical o quiote, a este proceso se le conoce como castración o capado (A Figura 1) (Macedo E, 

1950). El capado se realiza antes de que el agave utilice los azúcares para producir las 

inflorescencias. Al evitar dicho proceso, los azúcares quedan disponibles en la piña de la planta para 

ser extraídos en forma de aguamiel (Lappe-Oliveras, 2008). Una vez cortado el quiote, se hace un 

cajete o hueco el cual puede verse como un orificio en el centro del agave y es aquí donde se 

almacenará la savia de la planta (Figura 1-B) (Lappe-Oliveras, 2008; Escalante A et al., 2016). 

Posterior al capado y a la construcción del cajete, este se cubre con pencas que fueron cortadas y 

otros elementos (Figura 1-C) y se deja añejando algunos meses (entre 3 y 6) (Lappe-Oliveras, 2008; 

Escalante A et al., 2016). Una vez que la planta tiene meses añejando se quitan las pencas 

exponiendo el cajete, y se realiza un raspado dentro del mismo para romper los haces vasculares y 

estimular la producción constante de aguamiel (Figura 1-D) (Lappe-Oliveras, 2008; Escalante A et 

al., 2016). El proceso de raspado puede realizarse dos veces al día y la producción de aguamiel por 

raspado oscila entre 1 a 3 L dependiendo del tipo y tamaño del agave (Figura 2-A). La extracción del 

aguamiel se realiza utilizando un artefacto llamado acocote (Figura 2-B), el cual es una calabaza 

seca la cual sirve como extractor por succión, es decir al succionar por la parte superior sube el 

aguamiel y queda contenida en el cuerpo del acocote para posteriormente ser colocado en 

contenedores para su transporte (Figura 2-C) (Loyola-Montemayor, 1956).  
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Figura 1- Preparación del agave previo a la extracción de aguamiel. A- Capado del 

agave, B- Construcción del cajete, C- Añejamiento del cajete, D- Raspado del cajete y 

obtención del aguamiel.  A: tomada de Parasonare Bowls, 2011; B y C: tomadas de Ivan 

Linch, 2015; D: proporcionada de Mario Islas. 

 

 

 

Figura 2- Recolección del aguamiel.  A- Producción matutina de aguamiel matutina, B-

forma clásica de extracción de aguamiel utilizando un acocote (calabaza seca), C- Colecta 

del aguamiel al recipiente plástico.  A, B y C: proporcionadas por Mario Islas. 
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A continuación, se resume el proceso de extracción de aguamiel, proceso que es compartido en la 

producción artesanal e industrial. 

 

 

Figura 3-Diagrama de flujo que muestra el proceso de colecta de aguamiel. 

 

 

Producción artesanal  

La producción artesanal del pulque requiere de un conocimiento ancestral proveniente desde épocas 

prehispánicas. Dicho conocimiento es aplicado por los tlachiqueros, nombre que reciben  las 

personas que se encargan de producir el pulque, los tlachiqueros, la forma tradicional de producir el 

pulque y la cultura pulquera del siglo XIX han sido elementos clave para que esta tradición sea 

reconocida como identidad cultural mexicana (Erlwein et al., 2015).  

La producción artesanal puede realizarse de novo o alimentando tinas de fermentación. Para 

producir pulque de novo se requiere de “semilla” y aguamiel como materias primas. La semilla puede 

ser definida como pulque maduro o pulque madre, el cual contiene microorganismos autóctonos que 

llevan a cabo la fermentación (Lappe-Oliveras,2008; Escalante A et al., 2016; García-Garibay et al., 

2004; Ramírez et al., 2004). Para producir el pulque de novo debe agregarse una proporción 

aproximada de 2 L de semilla por cada 20 L de aguamiel y se deja fermentar entre 24 y 48 horas 

para obtener el pulque  (Lappe-Oliveras,2008; Escalante A et al., 2016; Erlwein et al., 2015; Ramírez 

et al., 2004). En la producción por alimentación en las tinas de fermentación sólo se requiere de la 

extracción de pulque y la adición constante de aguamiel  aproximadamente cada 24hrs, es decir, se 

extrae pulque para volver a alimentar el sistema de fermentación (Figura 4) (Lappe-Oliveras,2008; 

Escalante A et al., 2016; García-Garibay et al., 2004; Ramírez et al., 2004). Durante el proceso de 

fermentación se llega a una etapa llamada contrapunta la cual se define como la etapa media de la 

fermentación, la contrapunta sigue fermentando y en un plazo entre 24-48 horas hasta que se obtiene 

el pulque (Lappe-Oliveras,2008; Escalante A et al., 2016; García-Garibay et al., 2004; Ramírez et al., 

2004). El pulque es un producto de corta duración ya que si no se mantiene en condiciones de frío 

su actividad fermentativa continúa y si pasa mucho tiempo puede seguir fermentando hasta 

convertirse en vinagre (Lappe-Oliveras,2008; Escalante A et al., 2016; García-Garibay et al., 2004; 

Ramírez et al., 2004). 
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Figura 4- Proceso artesanal de producción por alimentación en tinas de fermentación. 

A-Filtrado de aguamiel en tinas de fermentación, B-Tinas de fermentación. A: tomada de 

Pepito Griya, 2013; B: proporcionada por Mario Islas. 

 

 

Producción industrial 

Al igual que la forma tradicional, la producción industrial del pulque requiere del aguamiel para poder 

producirlo. El aguamiel es previamente obtenido como se describe en la producción de pulque 

artesanal antes mencionada. Una vez que se tiene la materia prima entra al área de recepción y 

colado, se evalúa la calidad con base en los estándares de las normas de manejo a granel del pulque 

y se clasifica en aguamiel de baja calidad (aguamiel tipo 2) y alta calidad (aguamiel tipo 1) (DOF, 

1972a). El aguamiel de baja calidad debe pasar a por 4 tinas de fermentación por un plazo 

aproximado de 36 horas, mientras que el pulque de alta calidad sólo es colocado en una tina de 

fermentación y el proceso de fermentación de este pulque es de aproximadamente 24 horas (García-

Garibay et al., 2004; Loyola-Montemayor, 1956). Posterior al proceso de fermentación se obtiene el 

pulque el cual podrá ser comercializado en tres tipos, manejo a granel, curados y enlatados (García-

Garibay et al., 2004; Loyola-Montemayor, 1956). El pulque que es para manejo a granel y para 

preparar curados no requiere de la adición de aditivos por lo que es de venta directa (García-Garibay 
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et al., 2004; Loyola-Montemayor, 1956). La mayor parte del pulque que se produce de forma 

industrial es enlatada (García-Garibay et al., 2004; Loyola-Montemayor, 1956). Para el proceso de 

enlatado el pulque debe ser mezclado con conservadores, coloides y antióxidantes, después de 

agregar los anteriores, precalentar la mezcla, se enlata, se deja enfriar, secar y posteriormente es 

etiquetado (García-Garibay et al., 2004; Loyola-Montemayor, 1956). 

  

En el siguiente diagrama se resume el proceso de producción artesanal e industrial del pulque:  

 

Figura 5- Diagrama que resume el proceso de producción artesanal e industrial 

partiendo desde la recepción del aguamiel.  
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Capítulo I “Trabajo técnico justificativo para promover la denominación 

de origen del pulque: caso Hidalgo” 
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Antecedentes 

 

Denominación de Origen  

La denominación de origen es un signo distintivo con el cual se reconoce un producto característico 

de una región dado sus características (IMPI, 2016). La calidad de dicho producto se debe al medio 

geográfico, es decir, a los factores naturales: el clima, el suelo, los minerales y el agua, y al factor 

humano que conoce y lleva a cabo su elaboración (OMPI, 1958). Este signo distintivo puede 

reconocerse a nivel mundial y es respetado por los países que conforman el Arreglo de Lisboa 

(OMPI, 1958). Dicho arreglo protege la pertenencia de un producto a un país respetando y aceptando 

la producción sólo en dicho país. El arreglo de Lisboa está conformado por 27 países los cuales son 

Argelia, Bulgaria, Burkina Faso, Congo, Costa Rica, Cuba, Eslovaquia, España, Francia, Gabón, 

Georgia, Grecia, Haití, Hungría. República Islámica de Irán, Israel, Italia, Marruecos, México, 

Montenegro, Nicaragua, Perú, Portugal, República Checa, República de Moldova, República Popular 

Democrática de Corea, Rumania, Togo, Túnez y Turquía (OMPI, 1958). México forma parte de ese 

arreglo y tiene hasta la fecha 15 denominaciones (Tabla 1), pero a diferencia de algunas regiones 

como la Unión Europea (6021 denominaciones) y Estados Unidos (910 denominaciones) está muy 

por debajo en el número de denominaciones que tiene a pesar de la gran diversidad de productos 

con las que cuenta este país (Giovannucci et al., 2009). México es un país megadiverso que tiene 

productos que tienen potencial para obtener denominación de origen (CONABIO, 2013). Entre esos 

productos que tienen potencial para obtener la denominación se encuentra el pulque. 

 

Producto Descripción Región 

Tequila Bebida alcohólica destilada de 

agave llamada Tequila 

Jalisco, Nayarit, Tamaulipas, 

Michoacán, Guanajuato 

Mezcal Bebida alcohólica destilada de 

maguey denominada Mezcal 

Guerrero, Durango, San Luis 

Potosí, Zacatecas, Oaxaca, 

Tamaulipas, Michoacán, 

Guanajuato y Puebla 

Bacanora Bebida alcohólica regional del 

estado de Sonora 

Sonora 

Sotol Bebida alcohólica destilada de 

maguey llamada sotol 

Chihuahua, Coahuila y Durango 
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Charanda Bebida alcohólica, obtenida de la 

fermentación y destilación del jugo 

de la caña de azúcar 

  

Olinalá Artesanía de madera que se 

manufactura con materia prima del 

municipio de Olinalá 

Guerrero 

Talavera Loza artesanal de Talavera Puebla y Tlaxcala 

Ambar de Chiapas Ambar per se cómo piedra 

semipreciosa de origen vegetal, así 

como los productos elaborados con 

ese material 

Chiapas 

Café Veracruz Café verde o tostado Veracruz 

Café de Chiapas Café verde o tostado molido de la 

especie coffea arabica, 

perteneciente a la familia de las 

rubiáceas 

Regiones de chiapas 

Mango Ataúlfo Mango Municipios chiapanecos de 

Suchiate 

Vainilla de Papantla Fruto maduro beneficiado de la 

orquídea Vanilla planifolia Andrews, 

sus extractos y derivados. 

Veracruz y Puebla 

Chile Habanero de la 

península de 

Yucatán 

Chile habanero fresco, en estado 

inmaduro o maduro, encurtido, en 

pasta, deshidratado, entero, en 

polvo y en salsas. 

Campeche, Quintana Roo y 

Yucatán 

Arroz del Estado de 

Morelos 

Arroz palay, integral o moreno y 

pulido y subproductos del arroz. 

Morelos 
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Cacao de Grijalva Fruto del cacao Tabasco 

 

Tabla 1- Denominaciones de Origen que tiene México hasta el 2016. Basada en 

información del libro: “Orgullo de México” (IMPI, 2016). 

 

Proceso para solicitar la denominación de Origen 

La solicitud para una denominación de origen está regida por un marco legal que tiene lineamientos 

específicos a seguir, este marco legal está escrito en la Ley de Propiedad Intelectual (LPI).El proceso 

para la solicitud de denominación de origen se resume a continuación: 

 

1-El Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) puede emitir una declaración con base en 

el trabajo de investigación que se puede plasmar como un oficio, compendio de investigación por un 

representante que demuestre tener interés jurídico para solicitar una denominación de origen, esto 

realizando un documento el cual tenga el formato del artículo 159 (Figura 6). 

 

 

Figura 6- Contenido del artículo 159 de la Ley de Propiedad Industrial. 
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2- Desarrollar el punto IV del documento 159 a detalle mediante la evidencia encontrada, esto podría 

ser mediante la creación de un documento Anexo.  

 

3- Presentar ante el IMPI la evidencia encontrada y plasmada en un posible documento anexo y el 

documento con el contenido del artículo 159 para someter los documentos a revisión, proceso que 

se resume en la Figura 7.  

 

 

Figura 7 - Proceso de solicitud de una denominación de origen ante el IMPI. Basado 

en la Ley de propiedad Intelectual. 

 

 

Características fisicoquímicas del aguamiel y pulque basados en las normas 

de calidad NMX-V-022-1972 y NMX-V-037-1972 

Los estudios de aguamiel y pulque se han realizado desde el siglo XX, y desde entonces se 

encuentra un número mayor de estudios de aguamiel que de pulque (León-de la O et al., 2012). En 

la norma NMX-V-037-1972 se plantea que las características del pulque pueden ser proporcionadas 

por el tipo de aguamiel con la que se produce, lo que deja en claro la importancia del estudio del 

aguamiel (DOF, 1972a). Se tiene registro de algunas características fisicoquímicas en el libro “El 

pulque. Estudio científico” de Francisco Bulnes publicado en 1909 en el cual mostraba las 

características fisicoquímicas del pulque (Tabla 2) acorde a las técnicas de la época, de las cuales 

hoy en día algunas son obsoletas (Bulnes, 1909). Datos más recientes son presentados por el 

instituto de nutrición Tabla 3 y otros más por Israel León Tabla 4, estos muestran algunas 

características fisicoquímicas reportadas por su estudio y otras encontradas en la literatura (Badillo, 

2013; León-de la O et al., 2012).  
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Tabla 2- Composición química del              Tabla 3- Composición química del pulque. 

pulque. Tomada de: Bulnes., 1909.                Tomada de: Instituto de nutrición.  

 

 

 

 

  

 

 

Tabla 4- Características fisicoquímicas y bromatológicas del pulque. Tomada de León-

de la O et al., 2012. 

 

La composición fisicoquímica del aguamiel ha sido estudiada desde los 1800. En el año de 1858 de 

forma exploratoria (Flores et al., 2006), posteriormente en el año de 1976 los estudios realizados por 

Vera & Georgina (1976) dieron a conocer una composición más reciente de los constituyentes del 

aguamiel y algunas características fisicoquímicas (Vera & Georgina., 1976). Finalmente, se puede 

Componente g(%) 

Agua 94.0 

Proteína 0.34 

Glúcidos 0.50 

Gomas 0.66 

Etanol 3.68 

Cenizas 0.20 

Glicéridos 0.0 

Sacarosa 0.03 

Azúcares reductores 0.02 

Composición del pulque 

Componente (%) 

Alcohol etílico 3.72 

Azúcares superiores 0.0 

Materias azoadas  0.81 

Materias gomosas 4.02 

Azúcar sin fermentar 1.80 

Materias minerales 0.64 

Glicerina 0.09 

Ácidos libres 0.18 

Agua 88.74 

Determinación Valores obtenidos por 

Colín Méndez 

Valores encontrados en la 

literatura 

Humedad 98% 97% 

Cenizas 0.5%±0.1 0.3% 

Grasas 0g 0g 

Nitrógeno total 0.31g/100ml ± 0.05 0.14-0.37 g/100ml 

Fibra 0g/L 0g/L 

Carbohidratos totales 3.5g/100mL ± 2 3.0-6.2 g/100mL ± 2 

Etanol 6% ± 2 5-10% 

Calorías 40.8Kcal/100mL 42.5 Kcal/100mL 
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comparar con los resultados de la composición fisicoquímica del pulque obtenidos por Flores y 

colaboradores (Flores et al., 2006; Flores et al., 1996) (Tabla 5).  

 

 

Componentes Aguamiel 

Volumen (ml) 1200 

Humedad (%) 95 

Cenizas (g) 1.3 

pH 4.8 

°Brix 15.3 

Índice de refracción 1.3 

Densidad (g .L-1) 1.07 

Viscosidad (g .L-1) 0.6 

Proteínas(mg .L-1) 2.9 

Azúcares totales (g .L-1) 3.2 

Azúcares reductores (g .L-1) 2.8 

Glucosa(mg .L-1) 2.3 

Fructosa(mg .L-1) 8.7 

Tabla 5- Características fisicoquímicas del aguamiel. Tomada de: Flores et al., 1996.  

 

En 2012, Hernández-Ramos & Torres estudiaron las características fisicoquímicas del aguamiel 

(Tabla 6). Dichos estudios fisicoquímicos del aguamiel muestran diferencias significativas en pH, 

grados Brix, proteínas, azúcares totales y contenido de cenizas. Debido a esas variaciones Flores et 

al., 2006 decidieron comparar las características fisicoquímicas en tres variedades de agave (manzo, 

cenizo y amarillo) así como su productividad (Tabla 7). 

 

 

Parámetro Unidades Cantidad 

pH  6.30 

Densidad a 20°C g/cm3 1.023 

Grados Brix  8.00 

Índice de refracción 20°C  1.355 

Azúcares totales g/100mL 7.370 

Azucares reductores directos g/100mL 2.400 
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Gomas g/100mL 0.580 

Proteínas g/100mL 1.08 

Sólidos totales g/100mL 7.210 

Cenizas g/100mL 0.280 

Calcio mg/100mL 10 

Fósforo mg/100mL 20 

Hierro mg/100mL 0.40 

Tiamina mg/100mL 0.10 

Niacina mg/100mL 0.50 

Ácido ascórbico mg/100mL 11.03 

Tabla 6- Características fisicoquímicas del aguamiel.  Tomada de: Hernández-Ramos 

& Torres, 2012. 

 

 

Componentes de aguamiel Variedades 

Manzo Cenizo Amarillo 

Densidad (g*L-1) 1.298 1.268 12.31 

pH 6.3 6.4 6.6 

Índice de refracción 1.352 1.353 1.365 

Sólidos solubles (°Brix) 11.44 11.01 12.67 

Acidez (%) 1.65 1.41 1.47 

Humedad (%) 87.0 87.9 86.0 

Proteínas (g*L-1) 3.41 3.11 2.49 

Cenizas (g) 0.534 0.413 0.480 

Azúcares reductores (g*L-1) 1.637 1.973 1.069 

Glucosa (mg*L-1) 2.310 3.12 2.5 

Fructosa (mg*L-1) 4.703 4.928 4.5 

Tabla 7- Características fisicoquímicas del aguamiel en tres variedades diferentes. 

Tomada de: Flores et al., 2006. 
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Los valores de las características fisicoquímicas en las tres variedades no difieren significativamente 

como lo demuestra Flores et al 2006 en su estudio. donde se concluye que el tipo de agave no es 

un factor determinante en las características del aguamiel que se obtiene, sino que las diferencias 

están dadas por el manejo y los factores ambientales (Flores et al., 2006).  La conclusión anterior es 

apoyada por la evidencia que muestra el trabajo de tesis de Abril Ramírez en 2010 en el cual se 

comparan los estudios de Flores et al 2006, donde las tres variedades de agave provenían de la 

misma región (Tlaxcala) mientras que los estudios de Abril Ramírez se trataban de otra variedad 

proveniente del Estado de México (Ramírez, 2010). En la Tabla 8, derivada del trabajo de Abril 

Ramírez se puede apreciar que los datos de muestras provenientes del mismo estado presentan 

poca variación, en cambio si se comparan con los del Estado de México las diferencias se hacen 

sumamente evidentes. Como anteriormente se mencionó, dichas características están determinadas 

por el ambiente donde crecen los agaves por lo que los valores numéricos de los estudios 

fisicoquímicos son muy diversos (García-Garibay et al., 2004; Loyola-Montemayor, 1956; Ramírez 

et al., 2004; Escalante A et al., 2016). Dependiendo del uso del aguamiel y el pulque dichos valores 

deben entrar en los parámetros establecidos en las normas mexicanas (NMX-V-022-1972 y NMX-V-

037-1972) en dichas normas se muestra una clasificación del pulque y aguamiel respectivamente 

(DOF, 1972a, DOF, 1972b). El pulque y el aguamiel se clasifican en tipo I y tipo II, esta clasificación 

está dada por las características fisicoquímicas que presenta la muestra, las características que debe 

cumplir el pulque o aguamiel para considerarse en uno de los dos tipos está dado por un rango de 

valores de las características fisicoquímicas que se muestran en la (Tabla 9). 

 

Componentes de aguamiel Tlaxcala Estado de México 

Manzo Cenizo Amarillo A. Salmiana 

Densidad (g*L-1) 1.298 1.268 12.31 1.112 

pH 6.300 6.400 6.600 6.845 

Índice de refracción 1.352 1.353 1.365 1.349 

Sólidos solubles (°Brix) 11.44 11.01 12.67 22.00 

Acidez (%) 1.650 1.41 1.47 1.567 

Humedad (%) 87.000 87.9 86.0 87.400 

Proteínas (g*L-1) 3.410 3.11 2.49 3.323 

Cenizas (g) 0.534 0.413 0.480 0.419 
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Azúcares reductores (g/L) 8.650 10.021 8.069 32.130 

 

Tabla 8- Características fisicoquímicas de aguamiel proveniente de diferentes 

especies y estados. Basada en datos de Ramírez, 2010. 

 

Especificaciones 
Tipo I Tipo II   

Mínimo Máximo Mínimo Máximo 

pH >3.7 4.2 3.3 4 

Azúcares reductores 
totales (en glucosa) 
g/100ml 

0.4 0.75 0.4 0.7 

Acidez 0.9 1.03   4 

 

Tabla 9- Valores de las características fisicoquímicas empleados para determinar el 

tipo de aguamiel. Tomada de: DOF, 1972b 

 

 

Características organolépticas del pulque 

Los estudios organolépticos permiten definir las características de apariencia, color, olor y sabor de 

un producto (Rivas-Hilario, 2014). Las características pueden estar influenciadas por otros factores 

como ambiente, manejo, variaciones locales en las técnicas de producción etc. Debido a ello existen 

algunas variaciones en los perfiles sensoriales del pulque, pero algunos atributos de apariencia, olor, 

sabor y textura son conservados (Saint-Eve et al., 2011). 

  

Existen trabajos donde se evalúa el perfil organoléptico de pulque, uno de dichos trabajos es el de 

Catalina Rivas Hilario (2014). Dicho trabajo en letras de su autora tenía el objetivo de “…conocer las 

características sensoriales más importantes que se generan en la bebida denominada pulque. Ya 

que los estudios sensoriales existentes son poco detallados” (Rivas-Hilario, 2014). En dicho estudio 

se evaluó pulque comercial, pulque elaborado en laboratorio y pulque artesanal, el último proveniente 

de Hidalgo, Estado de México y pulquerías de la Ciudad de México. El estudio reveló que la 

apariencia del pulque presenta burbujas, brillo, grumosidad, el olor del pulque presenta nota 

fermentada, alcohólica y olor a agave, y madera. Con respecto al sabor, presenta nota a fermentada, 

ácida, aguamiel y frescura, la textura definida por uniformidad y viscosidad atributos que en algún 

tipo de pulque aparecían más evidentes que en otros, pero eran compartidos por el pulque comercial, 

el elaborado en laboratorio y el artesanal. Además, el estudio de Rivas-Hilario (2014), centra sus 

objetivos específicos en definir los atributos sensoriales que tipifican al pulque, mediante un análisis 

descriptivo y cuantitativo creando así un cuestionario con atributos de apariencia, textura, olor y sabor 
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que son representativos para dicha bebida (Rivas-Hilario, 2014). En un inicio el estudio de Rivas-

Hilario (2014) consistió en evaluar distintas características en el pulque, en el cual se evaluaban 

diversos atributos como color, apariencia, olor, textura y sabor inicialmente cada atributo presenta 

distintas características y una escala para evaluar los atributos que iba del 0-10, mediante un 

cuestionario. El cuestionario final sufrió algunos ajustes sugeridos por los jueces dando como 

resultado un cuestionario con una escala del 1-9 para evaluar los atributos. Las características 

presentes en el cuestionario tienen menos atributos, tales atributos fueron seleccionados con base 

en un análisis de componentes principales. 

  

Actualmente para el manejo del pulque y aguamiel existen normas, las cuales contienen conceptos 

y valores de las características organolépticas y fisicoquímicas para su clasificación (DOF, 1972a, 

DOF, 1972b). La norma NMX-V-037-1972 para el manejo del pulque y NMX-V-022-1972 para el 

manejo del aguamiel (DOF, 1972a, DOF, 1972b). Para el pulque las características organolépticas 

están definidas por 3 atributos los cuales son color, sabor y olor (DOF, 1972b). El color descrito en 

las normas debe ser blanco, respecto al sabor y olor se define como suigéneris sin presentar olores 

diferentes o impropios. Respecto al aguamiel se evalúan 4 aspectos que son color, olor, sabor y 

aspecto. El color del aguamiel con base en las normas, debe ser ligeramente ámbar, presentar el 

olor característico del producto mientras que el sabor que presenta debe ser dulce, suigéneris, el 

aspecto general del pulque debe ser traslúcido. 

 

 

Antecedentes Histórico-geográficos de producción de pulque 

Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala son municipios que pertenecen a los Llanos de Apan, una 

región conocida históricamente porque ha sido sumamente importante en el auge del pulque, ya que 

aquí se encontraban haciendas pulqueras de las cuales quedan activas muy pocas (Figura 8) (Aviña, 

2010; Monterrubio, 2007). Esta región abarca municipios de Hidalgo, Tlaxcala y algunas porciones 

del estado de México. Los municipios hidalguenses que comprende la región son Mineral de la 

Reforma, Epazoyucan, Zempoala, Tlanalapa, Tepeapulco, Apan, Emiliano Zapata, Almoloya, 

Singuilucan y parte de Tulancingo y Cuautepec (Monterrubio, 2007). Las condiciones climáticas y 

geográficas de la región favorecieron el auge del cultivo del maguey pulquero (Gentry, 1982; Macedo, 

1950). Las especies de agave más comunes que crecen en estas tierras están representadas por el  

Agave Salmiana (CONABIO, 2013). El relieve de esta zona está representado por un eje 

neovolcánico. Esta región se encuentra entre 2000 y 3000 metros sobre el nivel del mar (INEGI, 

2014). La determinación geográfica se debe más a los hábitos productivos de antaño en torno al 

maguey como agroindustria, la cual se llevó a cabo  en las llamadas  haciendas pulqueras. 

Sinembargo, la producción de pulque en la región ha sido registrada desde  la época prehispánica, 

en la cual  habitaban pueblos teotihuacanos, toltecas, mexicas y otomíes, los cuales en su sistema 
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de creencias tenían veneración a los dioses relacionados con el maguey, la fertilidad y la embriaguez 

(Guerrero-Bustamante, 2016). Desde esos tiempos, se ha registrado que la zona más propicia para 

el desarrollo de las especies productoras del pulque ha sido el Altiplano Central de México (Aviña, 

2010; Gentry, 1982; Guerrero-Bustamante, 2016). 

 

 

Figura 8- Municipios de Hidalgo promovidos para obtener la denominación de 

origen Epazoyucan (naranja), Zempoala (verde), Tepeapulco (amarillo). 

 

Desde veinte años antes de cristo, el maguey ha sido importante en la historia cultural de los 

habitantes de Mesoamérica ya que maguey fue una de las primeras plantas cultivadas en América 

media (Monterrubio, 2007). Con el agave en el México antiguo se consumía la bebida fermentada 

de aguamiel del maguey, la cual fue llamada octli, en náhuatl, y seí, en otomí (Monterrubio, 2007). 

En la mitología mexicana existen dos versiones sobre su origen: una señala que la diosa Mayahuel 

descubrió el aguamiel y Pachtécatl o Pantécatl, uno de los 400 dioses de los borrachos, descubrió 

su proceso de fermentación que más tarde Tepoztécatl, Cuatlapanqui, Tlihua y Papaztac 

perfeccionaron y posteriormente le llamaron el “vino de la tierra”. La segunda versión afirma que bajo 

el reinado de Tecpancaltzin (990-1042 d C.), un noble llamado Papantzin descubrió la manera de 

extraer el aguamiel y regaló al monarca un jarro de miel prieta de maguey (Monterrubio, 2007). La 

primera versión también involucra a Patecatl quien era el esposo de Mayahuel ya que se dice que él 

descubrió la mejora de la fermentación de la bebida mediante el uso de yerbas tlapatli (Monterrubio, 

2007).  La Pantécatl, Tepoztécatl, Cuatlapanqui, Tlihua, Papaztac y Mayahuel fueron divinizados, a 

la última se le representó como una mujer que emergió de un maguey con una nariguera de turquesa 

en forma de luna y bandas rojas sobre la frente y bajo la boca y hoy en día se le conoce como la 

diosa del maguey (Figura 9-A) (Monterrubio, 2007). Dichos dioses, están representados en los 

códices Magliabecchiano y en el del Museo de América. Las evidencias arqueológicas señalan que 
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es una tradición más antigua que la registrada en el siglo VI a C. El arqueólogo César Lizardi Ramos 

descubrió raspadores de maguey datados hacia el siglo V a C., correspondientes al Preclásico 

Superior, en la zona arqueológica de Huapalcalco, Hgo (Monterrubio, 2007). 

  

 En el México prehispánico existía el pulque (octli o poliquiu) también conocida como la bebida de 

dioses (teoctli). Esta ha sido indispensable en diferentes rituales sagrados y algunos juegos, todo 

ello basado en evidencias que datan de hace 6000 años y marca la transición del nomadismo al 

sedentarismo. Con dichas prácticas se forjó un sistema de creencias en donde intervenían muchos 

dioses, una de las deidades más conocida es Mayahuel, la diosa del maguey, a quien los antiguos 

habitantes de Anáhuac cantaban, rezaban, danzaban y hacían ofrendas (Vela, 2014). En aquella 

época el pulque era una bebida de consumo ritual que estaba limitada únicamente a los sacerdotes 

y ancianos, y se castigaba al resto de la población que lo bebiera (Monterrubio, 2007). Únicamente 

durante una fiesta que se llevaba a cabo cada cuatro años llamada pillahuano, “fiesta donde los 

niños y niñas beben el vino o pulque”, se autorizaba a toda la población su consumo (Guerrero-

Guerrero, 1980; Monterrubio, 2007). La restricción del consumo del pulque en la época prehispánica, 

que llegaba a la pena de muerte a quienes violaran la norma, se rompió con la conquista española 

(Figura 9-B) (Monterrubio, 2007). 

  

 

Figura 9- Representación gráfica de la tradición prehispánica. A-Diosa Mayahuel, B-
Ceremonia religiosa con pulque. Tomada de: Guerrero Bustamante., 2016. 

 

La etapa dorada para el pulque fue el Porfiriato, en esta etapa la economía estaba dividida en dos 

grandes sectores, uno de ellos la minería, la cual se había consolidado a mediados del siglo XIX y 

el otro el dinero generado por el consumo del pulque y las grandes cantidades de dinero aportado 

por el pulque en impuestos a la hacienda pública (Guerrero-Bustamante, 2016). Es también 

importante resaltar que había un gran número de expendios de pulque en la mayoría de las ciudades 
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mexicanas, o al menos en el centro del país (Guerrero-Bustamante, 2016). En la región del centro 

del país existe un área de gran relevancia, esta área es llamada los Llanos de Apan, aquí se 

encontraba el mayor número de haciendas pulqueras activas las cuales abastecían mayormente a 

la Ciudad de México y alrededores (Guerrero-Bustamante, 2016). El pulque de la región del Altiplano 

obtuvo gran fama y reputación debido a su calidad y al manejo; su manejo era por medio de un 

sistema bien administrado: Se realizaba el raspado del maguey, se sacaba el aguamiel, se llevaba 

al tinacal, se le pagaba al tlachiquero, el pulque se fermentaba en el tinacal y se envasaba en barriles, 

de ahí se embarcaban en el tren y éste llegaba a la aduana en la Ciudad de México, en donde se 

evaluaba la calidad y los grados de alcohol, se pagaban los impuestos y llegaba a las pulquerías; ya 

en ese lugar se consumía o se adquiría para ser llevado lo mismo a una mesa sofisticada o de 

aristócratas como a las mesas más humildes o a los lugares de trabajo (Guerrero-Bustamante, 2016). 

Debido a la importancia del pulque en nuestra cultura fue creada la Compañía Expendedora de 

Pulques a finales del siglo XIX, la cual representa la creación de un gobierno corporativo que agrupó 

a una buena cantidad de empresarios pulqueros asociados para dar abasto de pulque a la ciudad 

de México y que sirvió para evitar una competencia desleal y en contraste alcanzar una buena 

retribución, la cual con la operación de la empresa quedaba asegurada y había beneficios 

administrativos (Guerrero-Bustamante, 2016; Monterrubio, 2007) . 

 

Algunos historiadores, como Raúl Guerrero Bustamante, mencionan que como erróneamente 

algunas personas mencionan la cultura del agave y producción del pulque está desapareciendo, a 

pesar de ya no prevalecer en el altiplano pulquero, las culturas indígenas del México profundo 

resisten también en su defensa del maguey y nos dan un buen ejemplo, hasta la fecha los otomíes-

hñahñú del Mezquital, los mazahuas, matlazincas, purépechas, nahuas entre otras culturas tienen 

danzas que siguen siendo agradecimientos a los dioses del maguey, aún existe la música que se 

hace con esas cornetas hechas de quiote hueco, algo así como lo que vemos en los murales de los 

templos de Bonampak, igualmente prevalecen danzas de xitás en Querétaro, Hidalgo y el Estado de 

México, en donde las máscaras se elaboran de penca o de corazón de maguey y fibras de ixtle 

(Guerrero-Bustamante, 2016). Además de estas culturas indígenas que siguen defendiendo la 

cultura del pulque es importante recalcar que esta cultura pulque  fue enriquecida por cada persona 

que fue partícipe y cada persona que la mantiene viva hoy en día y cabe destacar el gran aporte que 

brindaron artistas mexicanos como Diego Rivera  y extranjeros  como Jean Charlot  quienes con su 

expresión mediante el arte transmitieron esa admiración y respeto a la cultura pulquera, cultura a la 

que ellos pertenecieron (Guerrero-Bustamante, 2016; Monterrubio, 2007). Además de artistas dentro 

de esa cultura podemos encontrar a políticos, religiosos y científicos los cuales aportaron de diferente 

forma. 
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Justificación 

 

El pulque es una bebida fermentada que ha existido desde tiempos prehispánicos, la cual representa 

un legado cultural, histórico y biotecnológico.  Debido a su importancia como legado cultural y a su 

papel en el México antiguo y el presente, es necesario proteger al pulque y reconocerlo como propio 

de México, esto mediante una denominación de origen. 

  

Hipótesis 

 

El pulque es una bebida que, dado a sus importantes características fisicoquímicas, organolépticas 

e histórico geográficas, tiene potencial para obtener la denominación de origen. 

  

Objetivo general 

 

Desarrollar un documento con evidencia de investigación técnica, científica, legal e histórica que 

permita solicitar la denominación de origen del Pulque para la región del altiplano hidalguense. 

  

 

Objetivos particulares 

 

-Investigar los requerimientos legales necesarios para solicitar la denominación de origen. 

 

-Recabar información y evidencia histórica del origen e importancia del pulque. 

 

-Realizar una revisión exploratoria sobre el pulque estudiado desde una perspectiva técnico-

científica. 

 

-Medir las características fisicoquímicas del pulque y compararlas con las de la literatura. 

 

-Obtener el perfil sensorial del pulque de Hidalgo representado por los municipios Epazoyucan, 

Tepeapulco y Zempoala. 

 

-Crear un documento de investigación para solicitar la denominación de origen. 
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Metodología 

 

Debido a la importancia cultural que la región del altiplano central ha tenido en la producción del 

pulque, se realizaron estudios fisicoquímicos y organolépticos en el estado de Hidalgo representado 

por tres municipios que son Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala. 

 

Colecta de las muestras 

Las muestras de pulque se colectaron de los tinacales tomando parte superficial, media y baja, 

colectado aproximadamente 1L y posteriormente se guardó en recipientes de plástico. Una vez 

colectadas las muestras se transportaron en hielo para ser llevadas al laboratorio. En dicho 

laboratorio se entregaron triplicados por cada muestra para realizar los estudios fisicoquímicos y en 

los resultados se muestra el promedio de los valores de las muestras por municipio.  

 

Determinaciones  fisicoquímicas 

Debido a los requerimientos legales de la denominación de origen las determinaciones 

bromatológicas y fisicoquímicas fueron realizadas en el laboratorio de análisis fisicoquímicos 

“ASAP”. Al laboratorio se le entregaron las muestras que fueron extraídas tratando de seguir las 

mismas condiciones. Los métodos empleados para realizar cada determinación fisicoquímica son 

los presentes en la norma NMX-V-037-1972, los cuales se resumen en la siguiente tabla:  

 

 

Análisis Método 

pH NMX-V-041-0972 

Densidad NMX-V-032-NORMEX-2010 

Azúcares reductores totales NMX-V-006-NORMEX-2015 

Sólidos totales NMX-V-017-S-1981 

Azúcares reductores directos NMX-V-006-NORMEX-2015 

Proteína NMX-V-029 

Gomas NMX-V-040 

Cenizas NMX-V-017-5-1981 

Acidez NMX-V-042-1972 

Tabla 10- Métodos empleados para obtener las determinaciones fisicoquímicas. 

Tomado de: norma NMX-V-037-1972. 
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Estudios organolépticos 

El perfil organoléptico del pulque de Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala se realizó aplicando un 

cuestionario a tres grupos cada uno de los cuales estuvo conformado por 6 a 9 personas las cuales 

evaluaron las características del pulque por municipio para posteriormente obtener un perfil del 

pulque con las características que eran compartidas. A dichos grupos se les aplicaba un cuestionario 

mediante el cual se evaluaban apariencia, olor, textura y sabor, los cuales tenían atributos que se 

evaluarían numéricamente, esto mediante una escala del 0 al 9 (siendo 0 indicando la ausencia de 

la característica hasta 9 donde la característica parece estar fuertemente presente). Este 

cuestionario es el propuesto por Rivas 2014. 

 

 

Resultados 

  

Determinaciones fisicoquímicas 

Cada determinación fisicoquímica del pulque fue realizada siguiendo los métodos presentes en la 

norma mexicana NMX-V-037. Posteriormente los resultados obtenidos en los informes 

proporcionados por el laboratorio ASAP se compararon con los de la norma NMX-V-037 para 

clasificar el pulque en tipo I y tipo II. Esta clasificación está dada por intervalos de valores que cada 

característica presenta, pero estos intervalos son limitados ya que en algunos casos no es posible 

que entre en un intervalo, por lo anterior se clasificó el pulque tomando el valor más cercano a uno 

de los intervalos ya sea los que dictan el tipo I o el tipo II. A continuación, se muestran los resultados 

de las determinaciones fisicoquímicas por municipio: 

  

El pulque de Epazoyucan, proveniente del barrio San Juan Tizahuapan del rancho “Mario Islas” fue 

proporcionado por el tlachiquero Mario Islas. Dicha región de donde se extrajeron las muestras se 

encuentra a una altitud de 2400-2800 metros sobre el nivel del mar con las coordenadas latitud norte 

20°, 01’ y 05”, latitud oeste 98° 08’ y 03” y presenta un clima templado semi-húmedo. Las 

características fisicoquímicas del mismo pulque se presentan a continuación: 

 

Determinación Promedio del pulque Tipo 

pH 4.2  I 

Densidad 1°Bé  

Sólidos totales 1.75 g/100ml 

Azúcares reductores totales 0.49 g/100ml I 

Azúcares reductores directos 0.12 g/100ml  
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Gomas 0.11 g/100ml 

Proteína 0.31 g/100ml 

Cenizas 0.20 g/100ml 

Acidez 0.34% I 

Tabla 11- Resultados fisicoquímicos del pulque de Epazoyucan. 

 

Con base en la comparación de los valores obtenidos con los valores de la norma se concluye que 

el pulque de Epazoyucan pertenecen al tipo I.  

 

 

El pulque proveniente de la comunidad Tultengo en el municipio de Tepeapulco fue proporcionado 

por el ingeniero Alfonso Alvarado. Dicha comunidad se encuentra a una altitud de 2500 sobre el nivel 

del mar presentando un clima templado-frío. Los resultados del laboratorio ASAP se muestran 

enseguida: 

 

Determinación Promedio del pulque Tipo 

pH  3.97 I, II 

Densidad 1°Bé  

Sólidos totales 1.97 g/100ml 

Azúcares reductores totales 0.59g/100ml I 

Azúcares reductores 

directos 

0.05  

Gomas 0.28 g/100ml  

Proteína 0.28 g/100ml 

Cenizas  0.25 

Acidez 0.41% I 

Tabla 12- Resultados fisicoquímicos del pulque de Tepeapulco. 

 

Con base en la comparación de los valores obtenidos con los valores de la norma se concluye que 

el pulque de Tepeapulco es del tipo I. 

 

El pulque de Zempoala fue muestreado en la comunidad de Santa Gertrudis, específicamente del 

tinacal “Hermanos Jiménez” proporcionado por el señor Adán Jiménez. Esta comunidad se 

encuentra a 2460 metros sobre el nivel del mar y tiene latitud norte 19° 55’ y latitud oeste 98° 40’ 

presentando clima templado-frío. El promedio de las características fisicoquímicas se presenta a 

continuación:  
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Determinación Promedio del pulque Tipo 

pH  4.05 I 

Densidad 1°Bé  

Sólidos totales 1.79 g/100ml 

Azúcares reductores totales 0.15 g/100ml I 

Azúcares reductores directos 0.11 g/100ml  

Gomas 0.13 g/100ml 

Proteína 0.39 g/100ml 

Cenizas  0.24 g/100ml 

Acidez 0.36% I 

Tabla 13- Resultados fisicoquímicos del pulque de Zempoala. 

 

 

Con base en la comparación de los valores obtenidos con los valores de la norma se concluye que 

el pulque de Zempoala sugiere ser del tipo I. 

 

En resumen, la comparación de los resultados obtenidos por el laboratorio ASAP se concluyó que el 

pulque obtenido en la región de Hidalgo, representada por Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala es 

del tipo I. Concluyendo que el pulque de la región es de alta calidad y que tiene características 

fisicoquímicas que son consistentes en la región estudiada.  

 

 

Estudios organolépticos 

Los estudios organolépticos se realizaron en cada municipio para obtener el perfil organoléptico del 

pulque en cada municipio, posteriormente se conjuntaron los datos para obtener el perfil 

organoléptico del pulque del estado de Hidalgo representado por los municipios antes mencionado. 

Los resultados obtenidos mediante los cuestionarios se resumen en la Tabla A1 (Anexo). 

                                                                      

Para Epazoyucan, los resultados indican que la apariencia del pulque es ligeramente burbujeante, 

brillante y moderadamente viscosa (Figura 10-A). Presenta una textura poco burbujeante, muy 

viscosa y uniforme (Figura 10-B). El sabor que presenta es ligeramente ácido y presenta una ligera 

nota alcohólica y fermentada y sabor a aguamiel, pero un moderado sabor notal fresco (Figura 10-

C). El olor que presenta es ligeramente ácido, con olor moderado a agave y a nota fermentada 

(Figura 10-D).  
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Figura 10- Características organolépticas del pulque de Epazoyucan.  A- Apariencia 

del pulque, B- Textura del pulque, C- Sabor del pulque, D- Olor del pulque. (Bur= 

burbujeante, Tur= turbio, Vis= viscoso, Gru= grumoso, Pre= precipitado, Bri= brillante, Uni= 

uniforme, Aci= ácido, NAl= nota alcohólica, Ama= amargo, Ast= astringente, Nfer= nota 

fermentada, Agua= nota aguamiel, Rama= resabio amargo, Nfres= notal fresco, Mad= nota 

maderosa, Nlac= nota láctica, Nbro= bota a brocoli, Acei= nota aceitosa, Atún= nota atún). 

 

 

El pulque de Tepeapulco con respecto a la apariencia es burbujeante, viscosa, brillante y ligeramente 

grumoso y precipitado (Figura 11-A).  La textura del pulque presenta los cuatro atributos, siendo 

viscoso, burbujeante, uniforme y ligeramente grumoso (Figura 11-B). El sabor es ligeramente 

astringente, amargo y con resabio amargo además de presentar un moderado sabor con nota 

fermentada, alcohólica y fresca (Figura 11-C). Respecto al olor presentaba un ligero olor ácido, 
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amargo, madoroso, nota fermentada, nota alcohólica y moderadamente el sabor a agave (Figura 11-

D).  

 

 

Figura 11- Características organolépticas del pulque de Tepeapulco. A- Apariencia del 

pulque, B- Textura del pulque, C- Sabor del pulque, D- Olor del pulque. (Bur= burbujeante, 

Tur= turbio, Vis= viscoso, Gru= grumoso, Pre= precipitado, Bri= brillante, Uni= uniforme, 

Aci= ácido, NAl= nota alcohólica, Ama= amargo, Ast= astringente, Nfer= nota fermentada, 

Agua= nota aguamiel, Rama= resabio amargo, Nfres= notal fresco, Mad= nota maderosa, 

Nlac= nota láctica, Nbro= bota a brocoli, Acei= nota aceitosa, Atún= nota atún). 

 

 

La apariencia del pulque de Zempoala este municipio se caracteriza por ser viscoso (Figura 12-A), 

además la textura que presenta el pulque es ligeramente burbujeante y moderadamente viscosa y 

uniforme (Figura 12-B). El sabor que presenta es moderado notal fresco y ligeramente ácido, sabor 

a aguamiel a nota fermentada y alcohólica (Figura 12-C). El olor que presenta es ligeramente ácido 

y nota alcohólica y moderadamente a agave con nota fermentada (Figura 12-D).  



  

30 | P á g i n a  

 

 

 

Figura 12- Características organolépticas del pulque de Zempoala.  A- Apariencia del 

pulque, B- Textura del pulque, C- Sabor del pulque, D- Olor del pulque. (Bur= burbujeante, 

Tur= turbio, Vis= viscoso, Gru= grumoso, Pre= precipitado, Bri= brillante, Uni= uniforme, 

Aci= ácido, NAl= nota alcohólica, Ama= amargo, Ast= astringente, Nfer= nota fermentada, 

Agua= nota aguamiel, Rama= resabio amargo, Nfres= notal fresco, Mad= nota maderosa, 

Nlac= nota láctica, Nbro= bota a brocoli, Acei= nota aceitosa, Atún= nota atún). 
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Perfil sensorial del pulque de Hidalgo 

Con base en el estudio organoléptico realizado se concluye de forma gráfica que el pulque de Hidalgo 

representado por los municipios de Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala presenta una apariencia 

burbujeante, brillante y viscosa con una textura uniforme y a la vez burbujeante y viscosa con olor y 

sabor ácido, olor a agave y notal fermentado y un sabor característico conformado por notal fresco, 

fermentado, alcohólico y sabor a aguamiel (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13- Atributos del pulque de Hidalgo. A: Atributos de apariencia, olor, sabor y 

textura del pulque de Epazoyucan (naranja), Tepeapulco (amarillo), Zempoala (verde) y 

compartidos (gris). B: Resumen de los atributos compartidos entre los municipios.  

 

 

Discusión 

 

El pulque ha tenido un papel importante en la cultura mexicana ya que ha estado presente desde la 

época prehispánica mostrando un auge en el porfiriato; periodo en el que México tenía un gran 

número de haciendas pulqueras, incluso utilizaba sus vías férreas para el transporte del pulque. 

Existen regiones como la altiplanicie pulquera que están conformados por estados como Tlaxcala, 

Estado de México e Hidalgo las cuales han sido pieza clave para la producción del pulque. En la 
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producción del pulque han sido de suma importancia el manejo humano y las condiciones 

ambientales, dichos factores pueden tener efecto en las características fisicoquímicas y 

organolépticas. En el presente estudio el pulque de Hidalgo representado por Epazoyucan, 

Tepeapulco y Zempoala resultó ser de alta calidad con base en las normas de manejo del pulque. 

Además del perfil organoléptico del pulque de dichos municipios, el mismo mostró atributos 

compartidos y sólo el municipio de Zempoala mostró atributos únicos; a pesar que en nuestro estudio 

no había catadores profesionales de pulque los resultados se mantenían consistentes. Además, los 

resultados de este estudio se compararon con los del ingeniero Mauro Vázquez realizados en el 

municipio de Ixmiquilpan en el año del 2011 en el que un grupo de expertos evaluaron las 

características del pulque proveniente 10 distintas comunidades, observaron que el pulque tenía 

características únicas, pero al comparar el pulque de las 10 regiones se observaron atributos que 

compartían (Vázquez et al., 2011). Los atributos compartidos entre el pulque proveniente de las 10 

regiones se usaron para comparar los atributos compartidos entre ambos estudios y se encontró que 

el pulque tiene características organolépticas que lo hacen único como son una apariencia 

burbujeante, brillante y viscosa, con textura burbujeante y viscosa, con olor a agave y nota 

fermentada sabor ácido, con notas alcohólicas y fermentadas. Con la comparación anterior se 

sugiere que a pesar de que las personas a las que se les aplicó los cuestionarios en nuestro estudio 

no era un grupo de expertos en el tema los resultados del estudio se comparten con la cata realizada 

por un panel de expertos y se concluye que el pulque cuenta con atributos constantes que lo hacen 

único para ser pulque. 

 

Conclusión 

 

Con base en la evidencia histórico-geográfica mostrada en el presente documento, así como en los 

estudios fisicoquímicos y organolépticos, se concluye que se muestra evidencia suficiente para 

demostrar que el pulque ha sido una bebida muy importante dentro de la cultura mexicana, que 

cuenta con características fisicoquímicas y organolépticas que la hacen única. Dado las 

características que presenta tiene potencial para ser protegida con una denominación de origen y 

así reconocer dicha bebida a nivel nacional e internacional. Dicha denominación de origen, además 

de proteger a la bebida, puede derivar en un impacto positivo en las regiones productoras al reactivar 

la economía local en beneficio de las comunidades productoras.     
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Capítulo II “Dinámica y diversidad de microorganismos presentes en 

aguamiel, contrapunta y pulque” 
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Antecedentes 

 

Microoganimos reportados previamente  

Como ya se describió en los antecedes del capítulo uno el pulque es una bebida alcohólica 

fermentada que se obtiene utilizando aguamiel como sustrato (García-Mendoza, 1992). El aguamiel 

es la savia o azúcares de agaves que se obtiene de un proceso de raspado posterior al castrado y 

añejamiento (proceso descrito anteriormente en la introducción); es un líquido amarillento, 

ligeramente turbio y espeso con un sabor dulce, fresco y ligeramente ácido. El aguamiel está 

compuesto por agua, sacarosa, glucosa, fructosa, fructooligosacáridos, agavinas, proteínas, 

aminoácidos (excepto metionina), calcio, fósforo, sodio, magnesio, hierro, cobre y zinc, vitaminas 

como niacina, biotina, riboflavina, tiamina, ácido pantoténico y vitamina C (Escalante A et al., 2012; 

García-Mendoza, 1992; Lappe-Oliveras, 2008). Este líquido amarillento se añade a tinas de 

fermentación donde constantemente se produce pulque en un plazo de 24-48 hrs al producto que se 

forma en medio de la etapa de producción de pulque se le llama contrapunta. La fermentación es un 

proceso metabólico realizado levaduras, bacterias y mohos para la producción de ATP (Escalante A 

et al., 2016). La fermentación puede clasificarse de acuerdo a su estado físico en el que se realiza 

(líquido o sólido), por los metabolitos que se obtienen al final del proceso o por el tipo de sustrato en 

el que se realiza: azucarado, amiláceo, proteico, etc (Steinkraus, 2002). Generalmente el estado 

físico puede ser líquido o sólido, en la clasificación por producto se encuentra la alcohólica, ácido-

láctica y acética (Steinkraus, 2002). En la fermentación alcohólica el piruvato se convierte en etanol 

liberando CO2, en la ácido-láctica se produce ácido láctico sin liberación de CO2, y en la fermentación 

acética se forma ácido acético a partir de etanol en presencia de oxígeno y la butírica en la que se 

obtiene ácido butírico a partir de glúcidos en ausencia de oxígeno (López et al., 2004). En la 

fermentación del pulque se desarrollan tres tipos de fermentación la fermentación alcohólica, ácida 

y viscosa mediante las cuales se forman productos como etanol, ácido acético y láctico, así como 

exopolisacáridos como glicerol determinando las características de la bebida (Snowdon, 1991; 

Srivathsan et al., 2014).  

 

Los microorganismos presentes le brindan características organolépticas gracias a los metabolitos 

que producen, por ello la importancia de conocer que bacterias y hongos están presentes y para 

poder descifrar su papel en el nicho que representa el pulque (Escalante A et al., 2016). Conocer la 

diversidad de microorganismos puede hacerse de diversas formas, entre ellas las técnicas clásicas 

de microbiología, en las cuales se emplea el uso de medios selectivos para aislar algunos 

microorganismos e identificarlos y la otra mediante herramientas de genómica, las cuales mediante 

tecnologías como secuenciación nos permiten conocer gran parte de la diversidad de 

microorganismos presentes (Bálint et al., 2014; Hu Y, 2017). El estudio de la diversidad de 

microorganismos presentes en el pulque mediante técnicas de microbiología clásicas se ha realizado 
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desde el siglo XIX. En 1864 Río de la Loza por primera vez observó el pulque al microscopio. Algunos 

investigadores como José Barragán, Ángel Gaviño, Antonio Carbajal, Miguel Cordero aislaron 

distintos microorganismos del pulque y del aguamiel algunos otros como Paul Linder, Gerardo 

Varela, Ruíz Orozco, Pedro Bretchel, Sánchez Marroquín, Herrera y Calderón Villagómez 

describieron algunos microorganismos en aguamiel y pulque, así como en algunos casos estudiaron 

las características metabólicas de los mismos, en la Tabla 18 se muestran los microorganismos 

identificados hasta el 2016 (de León et al., 2005; Escalante A et al., 2016; Escalante A et al., 2014; 

García-Mendoza, 1992; Lappe-Oliveras, 2008; Lopez-Dıaz et al., 2001). Uno de los principales 

intereses por estudiar a microorganismos presentes en el pulque ha sido el papel que tiene como 

probiótico y prebiótico. El grupo del doctor Adelfo Escalante del IBT de la UNAM ha estudiado la 

diversidad de microorganismos presentes en el aguamiel y el pulque, especialmente la diversidad 

bacteriana (Escalante A et al., 2004). La diversidad bacteriana identificada por Escalante se resume 

en la Tabla 14.  

 

Tabla 14- Bacterias encontradas en el pulque de proveniente de 3 municipios.  

Tomada de: Escalante A et al., 2004. 

 

Como anteriormente se mencionó, diversos microorganismos han sido aislados y estudiados, 

muchas veces para entender su papel en la producción de pulque. Entre dichos microorganismos 

encontramos a Zimomonas mobilis el cual se aisló y se estudió el papel que tenía en la fermentación 

en el año de 1953 por Sánchez Marroquín, quien descubrió que esta α- Proteobacteria junto con 

Saccharomyces cerevisiae estaba implicada en el proceso de fermentación.  Zimomonas mobilis 
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está implicada en la producción de polisacáridos extracelulares (como dextranos y fructanos) 

además de participar en la fermentación alcohólica como Saccharomyces cerevisiae (Escalante A et 

al., 2012; Lachance, 1995; Sanchez-marroquin & Hope, 1953; Sánchez-Marroquín et al., 1957; 

Swings & Ley, 1977). Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodríguez evaluaron la presencia de algunos 

microorganismos en aguamiel y 3 etapas de la fermentación (semilla, contrapunta y corrida), 

observaron que el número de Zymomonas y Leucconostoc aumenta en la corrida (Figura 14) siendo 

mayor el incremento en Saccharomyces. Además, se observó que la producción de etanol (Tabla 

15) y la concentración de proteínas y azúcares reductores (Figura 15) aumentan significativamente 

en la misma etapa (Cervantes-Contreras, 2008; Cervantes-Contreras & Pedroza, 2007) concluyendo 

así que puede haber una fuerte correlación entre el número de bacterias y la producción de etanol 

en la cual Saccharomyces juega un papel clave en la fermentación junto con otros microorganismos 

como Zymomonas y Leuconostoc (Cervantes-Contreras, 2008; Cervantes-Contreras & Pedroza, 

2007). La clasificación de microorganismos presentes en el pulque puede realizarse con base en sus 

rasgos metabólicos, Escalante 2016 sugiere cuatro grupos:  

 

I) Bacterias productoras de ácido   

II) Microorganismos productores de alcohol (S. cerevisiae, Z. bonilis)  

III) Bacterias productoras de dextrosa (L. mesenteroides) 

IV) Microorganismos putrefactivos 

 

 

Figura 14- Diversidad de Saccharomyces, Zymomonas y Leuconostoc en aguamiel y 

3 etapas de fermentación. Tomada de: Cervantes-Contreras & Pedroza, 2007. 
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Tabla 15- Concentraciones de etanol en el aguamiel y las etapas fermentativas del 

pulque artesanal.  Tomada de: Cervantes-Contreras & Pedroza, 2007. 

 

 

Figura 15- Concentración de proteínas y azúcares reductores durante cada etapa del 

proceso de fermentación artesanal del pulque. Tomada de: Cervantes-Contreras & 

Pedroza, 2007. 

 

En el año del 2016 Escalante y colaboradores realizaron un estudio en el que comparaban los 

microorganismos presentes en pulque de distintos estados como Hidalgo, Morelos y el Estado de 

México. En dichos estudios, se encontró que el pulque proveniente de estos lugares tenía 

abundancia similar en grupos de microorganismos como Lactobacillus acidophilus, éste siendo el 

más abundante (~60-80%). Además de esto, se estudió la dinámica de microorganismos presentes 

en las muestras de aguamiel y en distintos tiempos de fermentación T0, T3, T6 (0,3 y 6 horas) 

(Escalante A et al. 2016). En este estudio muestra la diversidad de microorganismos cultivables y la 

diversidad independiente al cultivo, cómo cambia el total de levaduras en el aguamiel y en los 

tiempos de fermentación, la dinámica de la concentración de azúcares y productos como etanol, 

ácido láctico y ácido acético a lo largo de los tiempos de fermentación T0, T3,T6 y en el aguamiel 



  

38 | P á g i n a  

 

(Escalante A et al. 2016). La dinámica de las poblaciones de microorganismos mostradas en los 

estudios de Escalante se sugiere que hay grupos que parecen estar enriquecidos en los tiempos de 

fermentación como es el caso de las levaduras donde la presencia de las mismas en el aguamiel no 

es tan abundante como en las etapas fermentativas (Figura 16-A). El proceso fermentativo inicia con 

una fuente rica en azúcares provenientes del agave (aguamiel) donde la composición de azúcares 

está mayormente conformada por sacarosa y fructosa además de una pequeña porción de glucosa, 

dichos azúcares disminuyen al iniciar el proceso de fermentación (Figura 16-A) esto debido a que 

los microorganismos autóctonos del aguamiel realizan la fermentación utilizando los azúcares 

(Escalante A et al. 2016). En la fermentación los microorganismos que toman los azúcares producen 

algunos metabolitos como etanol, ácido láctico y ácido acético los cuales no se muestran tan 

abundantes en el aguamiel, pero dichos productos aumentan durante el proceso de fermentación 

como lo muestra el trabajo de Escalante A., et al 2016 (Figura 16-C).  

 

Figura 16- Levaduras, azúcares y alcohol en aguamiel y tres tiempos fermentación. 

A-Levaduras presentes en aguamiel y en tres tiempos de fermentación, B-Concentraciones 

de azúcar en el proceso fermentativo y C- Concentraciones de etanol, ácido láctico y ácido 

acético en el proceso fermentativo. Tomado de: Escalante A et al. 2016.

 

Los estudios muestran la importancia que tiene estudiar los microorganismos presentes en la 

producción del pulque así como la dinámica de los mismos y sus productos; ya que como sugieren 

los estudios de Cervantes Contreras y Pedroza que en la última etapa de fermentación, justo cuando 
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ya se tiene el pulque, existe el mayor número de proteínas y azúcares, lo cual lo convierte en una 

bebida de gran importancia nutrimental, así como  muestra de León Tabla 16 y Massieu y Loyola-

Montemayor Tabla 17 (Cervantes & Pedroza, 2007; De León et al., 2005; Loyola-Montemayor, 1956; 

Massieu et al., 1949; Massieu et al., 1959) el contenido de vitaminas y aminoácidos presentes. Los 

estudios de Escalante muestran una parte importante respecto a la dinámica de bacterias y algunas 

levaduras, pero aún existe un mundo de otros microorganismos como hongos por conocer y cómo 

estos participan en la dinámica de la producción del pulque (Escalante A et al. 2004; Escalante A et 

al. 2012). Conocer a los microorganismos del sistema resulta muy interesante ya que además de 

conocer cómo funcionan dichos microorganismos en el medio se pueden encontrar algunos que 

tengan potencial para otros usos. Los microorganismos reportados hasta el 2017 hasta nivel especie 

se resumen en la Tabla 18 (Escalante A et al. 2004; Escalante A et al. 2012; Escalante A et al. 2016; 

Estrada-Godina et al., 2001; Lachance, 1995; Goncalves de Lima, 1990; Ramírez et al., 2004; 

Salvetti et al., 2012; Srivathsan et al., 2014;  Suárez et al., 2007). 

 

 

Aminoácidos g/16gN 

Isoleucina 4.04 

Leucina 8.65 

Lisina 1.76 

Metionina 1.12 

Cisteína 1.59 

Fenilanina 6.45 

Tirosina 2.76 

Treonina 4.21 

Triptófano 2.35 

Valina 5.12 

Histidina 2.01 

Tabla 16- Aminoácidos presentes en el pulque tradicional. (La tabla muestra los gramos 

presentes por cada 16 gramos de nitrógeno).  Tomada de: De León et al., 2005. 
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Compuestos esenciales mg 100mL-1 

Aminoácidos 

Lisina 16.2 

Triptófano 2.7 

Histidina 4.7 

Fenilalanina 11.2 

Leucina 10.5 

Treonina 6.4 

Metionina 0.7 

Valina 6.6 

Arginina 10.9 

Tirosina  

Vitaminas 

Tiamina 0.02 

Riboflavina 0.025 

Niacina 0.32 

Piridoxina -- 

Biotina -- 

Ácido ascórbico 5.6 

Tabla 17- Vitaminas y aminoácidos presentes en el pulque tradicional. Tomada de: 

Cervantes & Pedroza, 2007. 

 

 

Muestras Especie 

Aguamiel  Acetobaccter: 

Acetobaccter aceti, malorum y orientalis, 

Acinetobacter: 

Acinetobacter eadioresistens y radioresistens 
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Candida: 

Candida lusitaneae 

Chryseobacterium: 

Chryseobacterium ssp 

Citrobacter: 

Citrobacter 

Cryptococcus: 

Cryptococcus spp 

Debaryomyces: 

Debaryomyces carsonii, 

Enterobacter: 

Enterobacter spp y aglomerans 

Erwinia: 

Erwinia rha-pontici y  hapontici 

Geotrichum: 

Geotrichumcandidum 

Hansenia: 

Hansenia sporuvarum 

Kluyvera: 

Kluyvera acróbata y cochleae 

Kluyveromyces: 

Kluyveromyces marxianus, 

Lactobacillus: 

Lactobacillus acidophilus, ssp,y vermiforme 

Leuconostoc: 

Leuconostoc acidophilus, citreum, kimchi, mesenteroides y 

pseudomesenteroirdes 

Macrococcus: 

Macrococcus caseolyticus 

Micrococcus: 

Micrococcus letus 

Pichia: 

Pichia guilliermondii, membranifaciens 

Providencia: 

Providencia ssp 

Saccharomyces: 

Saccharomyces cescerevisiae, bayanus, pastorianus y cerevisiae, 
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Serratia: 

Serratia grimensii, 

Sterotrophomona: 

Sterotrophomona ssp, 

Streptococcus: 

Streptococcus deviesei 

Zymomonas: 

Zymomonas mobilis 

Contrapunta Lactobacillus: 

Lactobacillu ssp 

Saccharomyces: 

Saccharomyces ssp 

Zymomonas: 

Zymomonas  ssp 

Pulque Acetobacter: 

Acetobacter aceti y pomorium 

Bacillus: 

Bacillus simplex y subtilis 

Candida: 

Candida parapsilosis y valida 

Cellulomonas: 

Cellulomonas ssp 

Clavidospora: 

Clavidospora lusitaniae 

Debaryomyces: 

Debaryomyces carsonii 

Escherichia: 

Escherichia spp 

Flavobacterium: 

Flavobacterium johnsoniae 

Geotrichum: 

Geotrichum candidum 

Gluconobacte: 

Gluconobacte oxydans 
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Hafnia: 

Hafnia alvei 

Hanseria: 

Hanseria sporauvarum 

Kluyveromyces: 

Kluyveromyces lactis y marxianus 

Kukuria: 

Kukuria rosea 

Lactobacillus: 

Lactobacillus acetotolerans, acidophilus, brevis, hilgardii, kefir y plantarum 

Leuconostoc: 

Leuconostoc acidophilus, mesenteroides, pseudomesenteroides 

Macrococcus: 

Macrococcus caseolyticus  

Microbacterium: 

Microbacterium arborescens 

Micrococcus: 

Micrococcus caseolyticus y luteus 

Pichia: 

Pichia guilliermondii y membranifaciens 

Rhodotorula: 

Rhodotorula mucilaginosa 

Saccharomyces: 

Saccharomyces bayanus, pastorianus, cerevisiae y paradoxus 

Sarcina: 

Sarcina ssp 

Torulaspora: 

Torulaspora delbrueckii 

Zymomonas: 

Zymomonas mobilis  

 

Tabla 18- Microorganismos observados en aguamiel, contrapunta y pulque 

reportados en la literatura. Basada en:  Escalante A et al. 2004; Escalante A et al. 2012; 
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Escalante A et al. 2016; Estrada-Godina et al., 2001; Lachance, 1995; Goncalves de Lima, 

1990; Ramírez et al., 2004; Salvetti et al., 2012; Srivathsan et al., 2014;  Suárez et al., 2007. 

 

Algunos autores han descrito funciones bioquímicas realizadas por los microorganismos presentes 

en aguamiel y pulque (Salvetti et al., 2012; Srivathsan et al., 2014; Goncalves de Lima, 1990; Quince 

et al., 2011; Suárez et al., 2007; Escalante A et al. 2016; Estrada-Godina et al., 2001;Lachance, 

1995). Entre las funciones reportadas se encuentra el papel de la producción de algunos 

polisacáridos que le confieren viscosidad al pulque, la producción de glicerol, acetato, acetaldehído, 

etanol, vitaminas, aminoácidos y otros productos (Salvetti et al., 2012; Srivathsan et al., 2014; 

Goncalves de Lima, 1990; Ramírez et al., 2004; Suárez et al., 2007; Escalante A et al. 2016; Estrada-

Godina et al., 2001; Lachance, 1995). Los microorganismos se encuentran en un ambiente dinámico 

ya que utilizan los sustratos que se encuentran en el medio y producen algunos metabolitos que 

pueden servirles de sustrato a otros microorganismos. Además, las condiciones espacio temporales 

les serán más favorables para algunos géneros que otros, eso es lo que propicia la dinámica y los 

cambios poblacionales (Escalante A et al. 2016). En la Tabla 19 se resume la función descrita de 

microorganismos encontrados en aguamiel y pulque.  

 

 

Microorganismos Función descrita Referencias 

Leuconostoc species Juegan un papel vital en la 

producción de polisacáridos los 

cuales le brindan al pulque 

viscosidad. 

(Salvetti et al., 

2012; Steinkraus, 

1997) 

Zymomonas mobilis ssp. mobilis Jugar un papel clave en la 

fermentación del pulque y produce 

compuestos como ácido láctico, 

acetilmetilcarbinol, gomas, acetato, 

acetona, glicerol, acetaldehído. 

(Goncalves de 

Lima, 1990; 

Ramírez et al., 

2004; Suárez et 

al., 2007; 

Steinkraus, 1997; 

Swings & Ley, 

1977) 

Saccharomyces (S. cerevisiae, S. 

bayanus, and S. paradoxus) y no- 

Saccharomyces (Candida spp., C. 

parapsilosis, C. lusitaniae, K. 

marxianus, K. lactis, H. uvarum, 

Pichia spp., P. gulliermondii, and T. 

delbrueckii) 

Son microorganismos que producen 

etanol a partir de glucosa, fructosa y 

sacarosa.  Sintetizan vitaminas y 

aminoácidos, así como compuestos 

volátiles que influyen con la cualidad 

y perfil aromático de algunas bebidas 

(Salvetti et al., 

2012; Steinkraus, 

1997; Ramírez et 

al., 2004; 

Sánchez-

Marroquín et al., 

1957) 
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Lactobacilli Tiene la habilidad de crecer un 

ambiente ácido, además de tolerar 

altas concentraciones de etanol y ha 

sido encontrada en bebidas 

fermentadas como malt Whisky 

(Escalante A et 

al. 2016) 

Candida 

Kluyveromyces 

Producen etanol y  toxinas asesinas 

(killer toxins) 

(Estrada-Godina 

et al., 2001) 

Acetobacter aceti 

Celullomonas 

Cryptococcus sp 

Bacillus simplex 

Kokuria rosea 

Clavispora lusitaniae 

Pichia sp 

Torulaspora delbrueckii 

Macrococcus caseolyticus 

Hanseniaspora uvarum 

Microorganismos esenciales en la 

fermentación acética,  alcohólica y 

algunos productos EPS. 

(Lachance., 

1995) 

 

Tabla 19- Funciones reportadas de los microorganismos presentes en aguamiel y 

pulque. 

 

Los microorganismos observados mediante técnicas de microbiología clásica y secuenciación de 

clonas han permitido conocer la diversidad de microorganismos cultivables, pero han dejado 

inexplorada aquella diversidad no cultivable (Taberlet et al., 2012; Tedersoo et al., 2015). Además 

de estas técnicas, existen herramientas de metagenómica y secuenciación masiva de amplicones, 

las cuales permiten explorar la diversidad de microorganismos no cultivables mediante técnicas de 

secuenciación masiva (Taberlet et al., 2012; Snowdon, 1991). 

  

Secuenciación metagenómica de amplicones 

La secuenciación es una técnica mediante la cual se puede obtener el código genético de una 

secuencia de nucleótidos (Oulas et al., 2015). Los métodos de secuenciación son clasificados como 

primera, segunda (NGS) y tercera generación(NNGS) (Oulas et al., 2015; Mardis, 2008). Los trabajos 

de metagenómica y metabarcoding emplean métodos de segunda y tercera generación, el primer 

método usado surgió en el 2004, este realiza secuenciación por pirosecuenciación en la plataforma 

llamada 454 Life Sciences (Mardis, 2008). Además de 454 Life Sciences, en la actualidad una de las 

plataformas más utilizadas es Ilumina (Miseq y Hihseq). Caporaso y colaboradores concluyen que 

Miseq y Hiseq producen resultados que son altamente reproducibles (Caporaso et al., 2010). 

Además de que los resultados son altamente reproducibles la tecnología de Ilumina tiene un bajo 
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costo y un porcentaje bajo de error (Tabla 20) por lo que se ha convertido en una de las tecnologías 

más populares para secuenciación en metagenómica y metabarcoding (Escobar-Zepeda et al., 

2015). 

 

Tabla 20- Características de tecnologías de secuenciación. Tomada de: Escobar-

Zepeda et al., 2015. 

 

Existen dos tipos de secuenciación empleados, el primero “Shotgun” usado en metagenómica es un 

método que permite conocer a todos los microorganismos presentes en el sistema ya que secuenciar 

los genomas presentes pero esta técnica es costosa computacionalmente y la secuenciación 

“Targeted” o dirigida usada en “metabarcoding”, es una técnica que permite conocer diversidad de 

grupos taxonómicos mediante la comparación de secuencias de genes ribosomales completos o 

secciones de los mismos o espaciadores genéticos comparando las secuencias contra bases de 

datos existentes (Escobar-Zepeda et al., 2015; Sharpton, 2014; Srivathsan et al., 2014 White et al., 

1990). Los genes ribosomales son empleados debido a su conservación en distintos linajes, entre 

esos genes se encuentra 16S que permite la identificación de bacterias (Rodicio & Mendoza, 2004; 

White et al., 1990). Los espaciadores son espaciadores genéticos útiles en la identificación de 

hongos, los más empleados son ITS1, ITS2, ITS2, ITS4 (Bellemain et al., 2010; Gardes & Bruns, 

199; Tedersoo et al., 2015). 

  

El gen 16S de RNA ribosomal (rRNA) 

El gen 16S codifica para la subunidad pequeña del ribosoma en bacterias, cloroplastos y 

mitocondrias.  Es un polirribunucleótido de ~1500pb (Figura 17) presente en toda célula por lo que 

se puede utilizar como un gen marcador para hacer reconstrucciones evolutivas. Presenta estructura 

y función que ha permanecido conservados a lo largo de mucho tiempo por lo que las alteraciones 

en la secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios (White et al., 1990). Con la secuencia de 
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los ribosomas se pueden establecer comparaciones mostrando el grado de similitud entre las 

secuencias lo que indicará su relación evolutiva (Rodicio & Mendoza, 2004). Esta región  es muy 

conservada ya que una mutación en alguna de las regiones podría evitar la construcción efectiva de 

los ribosomas (Weisburg et al., 1991). El gen 16S rRNA contiene una o más regiones variables que 

facilitan su uso en estudios filogenéticos como un gen marcador para bacteria y arqueas (Rodicio & 

Mendoza, 2004; Weisburg et al., 1991). En los procariontes el tiempo de divergencia es profundo y 

sirve para delimitar especies, no es el caso para hongos y otros eucariotas ya que los genes 

ribosomales están tan conservados que se prefiere utilizar secuencias intergénicas como el caso de 

los los ITS (Internal, transcribed spacer) (Oulas et al., 2015) 

 

 

Figura 17- Estructura del gen 16S ribosomal (rRNA) con sus distintas regiones 

variables en colores. Tomada de: Yarza et al., 2014. 

  

 

ITS 

El espaciador interno de los ribosomas o ITS es una región que contiene dos secciones variables no 

codificantes que están unidas a rRNA repetitivo entre la unidad pequeña del ribosoma la cual es 

altamente conservada (5.8S) y la subunidad grande del gen de rRNA (Eva et al., 2010; White et al., 

1990). La región ITS tiene un importante sentido biológico en el procesamiento del rRNA, formando 
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estructuras secundarias, las cuales son necesarias para un correcto reconocimiento de sitios de 

anclaje y proporcionar los sitios de unión para proteínas durante la maduración del ribosoma 

(Musters, 1990; Van Der Sande et al., 1992). La región es conservada entre especies o géneros por 

lo tanto resulta útil para determinar las especies frontera (Bellemain et al., 2010; Chen et al., 199; 

Morgan & Blair, 1995). El espaciador interno transcrito generalmente era considerado como una 

secuencia espaciadora no funcional, pero el análisis funcional de ITS en levaduras y hongos ha 

mostrado evidencia clara que los espaciadores juegan un rol en reacciones de procesamiento 

(Musters, 1990; Van Der Sande et al., 1992). Esta región ha sido empleada para la identificación 

molecular de hongos debido a sus características: es una región pequeña de 600-800bp (Eva et al., 

2010; White et al., 1990); pueden ser amplificados con los primers universales (Weisburg et al., 1991; 

White et al., 1990); finalmente se ha demostrado que la región ITS es altamente variable entre 

distintas especies de hongos (Bellemain et al., 2010; Chen et al., 1992; Lee  & Taylor, 1992).  

 

Existen diversas combinaciones de primers de ITS como lo son ITS1+/ITS4, ITS1+/ITS4B, 

ITS1F+/ITS4B, NNS3+/NNS4, ITS1/ITS4 (Figura 18) (Tedersoo et al., 2015). La última combinación 

de primers ha sido  exitosa en la identificación de miembros del Phylum Ascomicota y Basidomicota  

(Bellemain et al., 2010; Gardes & Bruns, 1993; Tedersoo et al., 2015 ). El Phylum Ascomicota 

representa el más grande, representado con más de 64,000 especies, mientras que el Basidiomicota 

contiene alrededor de 30,000 especies descritas y en total estos dos grupos representan el 79% de 

las especies de hongos descritas además de mostrar una efectividad del 84% en la identificación de 

hongos no pertenecientes al subreino Dikarya (Bellemain et al., 2010; Gardes & Bruns, 1993). 

 

Figura 18- Localización de los distintos espaciadores. 

Tomada de: Binder, M., & Hibbett, D. S., 2003. 

 

 

 

 

 

Clusterización de secuencias para la obtención de OTUs y asignación de 

filotipos 
Carl Woese y colaboradores mostraron que era posible identificar microorganismos mediante la 

comparación de las secuencias del gen ribosomal RNA y así poder realizar una asignación 
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taxonómica (Head et al., 1998; White et al., 1990). La asignación taxonómica se realiza con base a 

la identidad de la secuencia genética comparándola con bases de datos, creando así las Unidades 

Taxonómicas Operacionales (OTU) las cuales pueden ser identificadas a nivel reino, Phylum, Clase, 

Orden, Familia, Género y Especie. Para realizar la asignación taxonómica de los datos existen 

diversas herramientas entre las cuales están Mothur, SILVAngs, MEGAN y QIIME (Caporaso et al., 

2010; Hill et al., 2003;  Huson DH, 2007; Quast et al., 2013; Quince et al., 2011; Schloss et al., 2009). 

 

Procesamiento de datos 

En la actualidad QIIME es considerado el estándar dorado para el procesamiento de los datos, este 

software es capaz de procesar incluso de distintas plataformas de secuenciación como 454e Illumina 

(Nilakanta et al., 2014) .QIIME es un software de libre acceso que permite preprocesar las 

secuencias, así como estudiar las comunidades deseadas realizando asignación taxonómica, 

cálculos de diversidad con datos metagenómicos y comparación de meta perfíles (Caporaso et al., 

2010; Escobar-Zepeda et al., 2015). El procesamiento de los datos en QIIME se resume en la Figura 

19: 

 

 

Figura 19- Diagrama del procesamiento de los datos usando QIIME. 
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Para realizar la asignación taxonómica se requiere una base de datos de referencia para encontrar 

el match más cercano a un OTU, entre estas bases de datos se encuentran Greeengenes (16S), 

Ribosomal Database Project (16S e ITS), Silva (16S+18S) y Unite (ITS) (Oulas et al., 2015; Quast et 

al., 2013). 

  

Además de estudiar la taxonomía de los microorganismos presentes, se puede estudiar la estructura 

de la comunidad de microorganismos. El análisis ecológico de la comunidad de microoganismos 

puede auxiliarse de: curvas de rarefacción, análisis de agrupamiento, diagramas de venn y 

diversidad del sistema. Este tipo de análisis se realizan con herramientas bioinformáticas entra las 

cuales destacan programas como R, un lenguaje estadístico de programación en el que se   pueden 

cargar  paquetes como Phyloseq, Vegan y Bioconductor los cuales son de utilidad para el análisis 

de estudios de metabarcoding (Oulas et al., 2015). 

 

 

Análisis estadísticos de diversidad  

Curvas de rarefacción 

Las curvas de rarefacción estiman el número de especies esperadas en una muestra tomada al azar. 

Mediante los datos tomados de un censo o colección de datos y a partir del número de individuos de 

cada especie, se calcula cuántas especies se esperan en una muestra de n individuos (James & 

Rathbun, 1981) 

  

Análisis de agrupamiento 

Los análisis de agrupamiento permiten comparar información desde múltiples dimensiones de 

muestras, mediante ellos se pueden visualizar las muestras e interpretar. Entre los métodos para 

estudiar el agrupamiento encontramos al Principal Coordinates Analysis (PCA) y el Escalamiento 

Multidimensional No Métrico (NMDS). El primero usa distancias Euclidianas pero el segundo puede 

usar el rango de órdenes que se pueden ajustar a una variedad de datos diferentes (Ramette, 2007). 

El NMDS es una técnica ampliamente utilizada en ecología para detectar gradientes en comunidades 

biológicas (Ramette, 2007). La ventaja del NMDS es que nos permite, al igual que el PCA, reducir la 

dimensionalidad de nuestros datos originales. Es un método de ordenación adecuado para datos 

que no son normales o que están en una escala discontinua o arbitraria (Ramette, 2007). Una ventaja 

del NMDS frente a otras técnicas de ordenación es que, al estar basada en rangos de distancias, 

tiende a linealizar la relación entre las distancias ambientales y las distancias biológicas (esto es, 

calculadas a partir de una matriz de sitios x especies) (Ramette, 2007). El resultado de la ordenación 

se puede visualizar en un gráfico de ordenación. Posteriormente podemos relacionar los ejes 

resultantes de dicha ordenación con distintas variables ambientales para determinar de manera 

indirecta el efecto de éstas sobre la matriz de sitios x especies (Ramette, 2007). 
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Diagramas de Venn 

La finalidad de los diagramas de Venn es representar y mantener relaciones entre ellos, al conseguir 

una intersección con base en la posición en la que se agrupen los datos de las muestras. Por medio 

de sus relaciones se identifican visualmente las similitudes y diferencias entre grupos (Shade & 

Handelsman, 2012). El uso de los diagramas de Venn en metabarcoding permite explorar el core del 

microbioma presente en las muestras, así como los grupos  asociados a cada muestra(Shade & 

Handelsman, 2012). 

  

 

Índices de diversidad 

Estimar la diversidad es importante para entender la estructura y dinámica de la comunidad. Existen 

dos medidas de diversidad la α y la β, la primera permite estimar la diversidad entre la comunidad, 

se estima como el número de especies en la comunidad, mientras que la diversidad β estima la 

diversidad de especies compartidas y su distribución (Fakruddin & Mannan, 2013). Medir la 

diversidad α resulta importante para comparar la diversidad global en diferentes comunidades.  Entre 

los métodos para medirla se encuentran métodos basados en la medición cualitativa como Chao1 y 

métodos basados en medidas cuantitativas como los índices de Shannon y Simpson (Chao, 1984; 

Hill et al., 2003; Simpson, 1949). 

  

Chao 1 es un estimador no paramétrico que no asume una distribución particular de la abundancia 

de especies, sino que usa la información de las frecuencias de las especies raras observadas para 

estimar el número de especies no detectadas por el muestreo (Chao, 1984; Gotelli & Chao, 2013). 

Es calculado como:  

𝐶ℎ𝑎𝑜1 = 𝑆 +  
𝑎2

2𝑏
 

 
Donde S es el número de especies en la muestra, a el número de OTUs que están representados 

por individuos únicos y b es el número de OTUs representados por dos individuos.  

 

 

El índice de Shannon es una medida de entropía que muestra la heterogeneidad de una comunidad 

tomando en cuenta el número de especies presentes y su abundancia relativa. Dependiendo de la 

resolución empleada para definir los OTUs puede dar más importancia a los OTUs raros y resulta un 

método más sensible a los cambios absolutos en la abundancia además de llegando a subestimar 

el valor verdadero de una comunidad por una cobertura incompleta (Hill et al., 2003; Pla, 2006). 

Siendo su fórmula:  
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𝐻′ =  −∑ 𝑝𝑖 𝑙𝑛 𝑝𝑖 
 

 

Donde pi es la abundancia relativa de cada especie en la población. 

 

El índice de Simpson permite pedir la probabilidad de que dos individuos tomados al azar 

pertenezcan a dos diferentes especies, la probabilidad va del 0 al 1 (Simpson, 1949). Este índice le 

da más importancia a los OTUs que son dominantes por lo que y además se ve menos afectado por 

la cobertura (Simpson, 1949). Se calcula de la siguiente forma: 

 

𝑆𝑖𝑚𝑝𝑠𝑜𝑛 = ∑𝑝𝑖2 
 

Donde pi es la abundancia relativa de cada OTU en la población 

 

 

 

Justificación 

 

El pulque es una bebida ancestral que contiene microorganismos autóctonos que participan en la 

producción del pulque. Actualmente se encuentran estudios en los cuales se han observado 

bacterias y algunas levaduras cultivables, las cuales están implicadas en la producción del pulque. 

Hoy en día no existen estudios donde se explore la diversidad de hongos y bacterias no cultivables 

en el aguamiel, contrapunta y pulque ni cómo va cambiando la dinámica de estos grupos a lo largo 

del proceso de fermentación. Además del estudio de la diversidad de hongos y bacterias, no se han 

estudiado las interacciones entre hongos y bacterias, resulta interesante estudiar dichas 

interacciones, ya que se conoce que algunas bacterias producen metabolitos que inhiben el 

crecimiento de algunos hongos comportamientos que se sugiere están regulando el nicho. Debido a 

la poca información que se tiene hasta ahora, se busca explorar mediante el uso de herramientas 

genómicas y bioinformáticas bajo una perspectiva de metabarcoding la diversidad de hongos y 

bacterias en aguamiel, contrapunta y pulque, así como su dinámica a lo largo de la fermentación del 

pulque proveniente de Tepeapulco, Hidalgo. El conocer más sobre la diversidad de microorganismos 

abre una puerta a la aplicación de los mismos en otros sistemas por ejemplo para mejorar la 

producción de algunas bebidas y alimentos como quesos; además del potencial biotecnológico de 

los metabolitos y microorganismos implicados para su uso en la industria alimentaria y en consumo 

humano con fines nutracéuticos y/o medicinales.   
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Hipótesis 

 

El proceso de fermentación del pulque está mediado por microorganismos. Debido a la naturaleza 

del proceso fermentativo y a las interacciones de los microbios a lo largo del tiempo, se esperan 

observar dinámicas y cambios de la estructura de la comunidad microbiana que definen la producción 

del pulque.  

 

Objetivo General 

 

Estudiar la diversidad de microorganismos (hongos y bacterias) presentes en el aguamiel, 

contrapunta y pulque, su diversidad, dinámica a lo largo de la fermentación y la función de los 

géneros más abundantes. 

 

Objetivos particulares 

 

*Describir la diversidad de OTUs en aguamiel, contrapunta y pulque. 

 

*Observar de forma global el agrupamiento de las muestras al comparar los OTUs a nivel Phylum  

para datos de hongos y bacterias mediante análisis multivariado 

 

*Identificar a los géneros de bacterias y hongos más abundantes. 

 

*Estudiar la dinámica de los géneros más abundantes, en el proceso de fermentación del pulque. 

 

*Predecir funciones bioquímicas de los géneros más abundantes de bacterias y hongos, a partir de 

los perfiles taxonómicos. 

 

Metodología 

 

Debido a que los resultados del perfil organoléptico muestran que el pulque de Tepeapulco presenta 

atributos de apariencia, textura, sabor y olor únicos a comparación del pulque de Epazoyucan y 

Zempoala; y considerando que geográficamente Tepeapulco se encuentra más cerca de Apan el 

cual ha sido reconocida como una región históricamente clave, se propuso como la primer región 

clave para estudiar la dinámica y diversidad de los microorganismos a lo largo del proceso de 
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fermentación. El proceso de fermentación representado por el sustrato en forma de aguamiel, etapa 

media de la fermentación o contrapunta y el producto final, pulque.  

 

Colecta y procesamiento de las muestras 

El aguamiel, pulque y contrapunta empleado para los análisis de metabarcoding fueron 

proporcionadas por el Ingeniero Alfonso Alvarado. El pulque proviene de la comunidad Tultengo 

localizada en el municipio de Tepeapulco en estado de Hidalgo (Figura 20).    

  

 

 

 

Figura 20- Localización del municipio Tepeapulco en el mapa del estado de Hidalgo 

(en amarillo). Tomado de: www.mapasparacolorear.com 

 

Este municipio pertenece a la región del Altiplano que también es conocida como Altiplanicie 

pulquera; históricamente al igual que otros municipios de Hidalgo y otros estados ha sido importante 

en la producción de pulque y producción de agaves desde tiempos ancestrales (García-Mendoza, 

1992; CONABIO, 2013). 

  

Para este estudio se colectó aguamiel de Agaves Salmiana los cuales crecieron a una altitud de 

2500 sobre el nivel del mar en un clima templado-frío (Figura 21). Los agaves tenían una edad 

aproximada de 9 años los cuales habían tenido un tiempo de añejamiento aproximado a 8 meses y 

3 meses bajo producción de aguamiel.  El aguamiel extraído fue extraído en la mañana, siendo este 

el primer aguamiel del día. Se colectó aproximadamente 1 L en total; vez colectado fue guardado en 

tubos de 50ml. 

 

 

 

http://www.mapasparacolorear.com/
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Figura 21- Planta adulta de Agave salmiana y extracción de aguamiel. Proporcionada 

por: Alfonso Alvarado. 

 

Las muestras de contrapunta y aguamiel se tomaron de los tinacales obteniendo parte superficial, 

media y baja y al igual que el aguamiel fue colectado aproximadamente 1L y posteriormente 

guardado en tubos de 50ml. Una vez colectadas las muestras se trasladaron en hielo hasta 

guardarlas a 4°C. El proceso se resume en el siguiente esquema:  

 

Figura 22- Diagrama que resume la colecta de muestras de aguamiel, contrapunta y 

pulque. 

 

 

Extracción de ácidos nucleicos 

El pulque es una bebida que contiene diversos metabolitos que le brindan propiedades de sabor, 

olor y consistencia. La consistencia viscosa que presenta puede resultar inconveniente para la 

extracción de DNA, pero con algunas modificaciones a protocolos ya establecidos se puede lograr. 

La modificación en el presente trabajo básicamente se resume en realizar dos veces el proceso para 



  

56 | P á g i n a  

 

cada muestra, en base al protocolo sugerido por la marca. Se trabajó con muestras de aguamiel, 

contrapunta y pulque, los tres tipos de muestras se trabajaron de la misma forma. 

La extracción de DNA se realizó utilizando el reactivo DNAzol Reagent de la marca invitrogen. En 

este método una muestra biológica es homogenizada con DNAzol y el DNA es precipitado con etanol 

y finalmente es lavado y disuelto en agua (Chomczynski et al., 1997). El proceso de extracción de 

DNA se resume en los siguientes puntos: 

 

 

 

1- A un tubo de 1.5 ml agregar 200l de muestra y 1ml de DNAZol  

2- Centrifugar 10 min a 10000 g 

3- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo  

4- Agregar 0.5ml de etanol al 100% y mezclar por inversión por 1-3min  

5- Centrifugar y remover el sobrenadante 

6- Lavar 2 veces el DNA precipitado con 1 ml de etanol al 75% 

Por cada lavado es necesario invertir el tubo con etanol entre 3-6 veces, dar un 

spin y decantar el etanol  

7- Una vez lavado el DNA dejar secar disolver en 300µl de agua  

 

Amplificación por PCR 

El DNA utilizado para la amplificación estaba a una concentración de ~50ng/µl. Se procedió a realizar 

PCR con sus respectivos oligos para la amplificación de ITS y 16S. Para la amplificación del ITS se 

utilizaron los espaciadores ITS1 y ITS4, se utilizaron los oligonucleótidos en sentido ITS1 

(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) y el oligonucleótido en antisentido ITS4 

(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’), mientras que la región del 16S amplificada fue V3 con los 

primers 357F (CTCCTACGGGAGGCAGCAG) y 939R (CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC). El 

contenido del mix para realizar el PCR se resume en: 

 

 

 

Agente   Cantidad 

DNA 1μl 

Respectivo amplicón Forward 1μl 

Respectivo amplicón 

Reverse 

1μl 
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Mezcla de nucleótidos y 

enzima 

12.5 μl 

Agua 9.5 μl 

Volumen total 25 μl 

 

Las condiciones de PCR fueron:  

95°C por 3 minutos  

25 Ciclos de: 

95°C x 30’ 

55°C x 30’ 

72°C x 30’ 

72°C x 5 min  

4°C 

 

La construcción de las librerías descrito arriba fue realizada en el departamento de Servicios 

Genómicos – UGA Langebio Cinvestav. 

 

 

Secuenciación 

La secuenciación de las muestras se realizó mediante la tecnología de Illumina Miseq en el 

departamento de Servicios Genómicos – UGA Langebio Cinvestav.  El proceso de secuenciación se 

resume en:  

 

  

Figura 23- Diagrama que resume el proceso de secuenciación.  

 

 

Filtrado de calidad de los datos 

Una vez obtenidos los datos de secuenciación se procedió al filtrado de calidad de los mismos. El 

filtrado consiste en evaluar la calidad de las secuencias y posteriormente filtrarlas asegurarse que 

solo se sometieron las secuencias con alta calidad, se seleccionaron las secuencias que tenían un 

Phred de 20, lo que indicaría que la probabilidad de cada base sea correcta es de 99%. 
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Clusterización de secuencias para la obtención de OTUs y asignación de 

filotipos                                                                                                                     
Para la obtención de OTUs se utilizó el pipeline QIIME y para la asignación taxonómica se utilizó 

QIIME con la base de datos de Greengenes para 16S y UNITE para la asignación de ITS. Donde el 

porcentaje de identidad de secuencias para los agrupamientos fue del 97%. 

  

Análisis estadísticos 

Para realizar las curvas de rarefacción, análisis de agrupamiento, diagramas de Venn y las gráficas 

de diversidad se utilizó el lenguaje de programación R. 

  

Papel biológico de los géneros más abundantes 

Para la descripción de los géneros más abundantes se tomó a los que tuviesen al menos 10 

miembros y se procedió a revisar en la literatura las características reportadas y así poder sugerir su 

papel en el sistema. 

 

Resultados 

 

Calidad del muestreo metagenómico y análisis de diversidad microbiana en 

la fermentación del pulque  

Las curvas de rarefacción muestran que la diversidad es mayor en aguamiel, luego contrapunta y 

más baja en pulque. Esto se infiere de la pendiente de las curvas de rarefacción por cada muestra 

(Figura 24). 
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Figura 24 – OTUs bacterianos observados por tamaño de muestra. P1 y P2= muestra 

1 y 2 de pulque, CP1 y CP2= muestra 1 y 2 de contrapunta, A1 y A2= muestra 1 y 2 de 

aguamiel. 

 

La diversidad de especies de hongos observadas en aguamiel muestra que aún hay diversidad por 

conocer si se amplía el tamaño de la muestra, también es donde mayor diversidad de hongos existe 

en nuestro muestreo. En el caso de contrapunta y pulque la diversidad de especies de hongos 

observadas es muy baja y de igual forma si se amplía el tamaño de muestra puede observarse más 

diversidad (Figura 25). Para profundizar sobre la calidad del muestreo se utilizó el índice de Chao1 

para evaluar la cantidad de OTUs esperados a partir de la frecuencia de los OTUs de baja 

abundancia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - OTUs de hongos observados por tamaño de muestra. P1 y P2= muestra 1 

y 2 de pulque, CP1 y CP2= muestra 1 y 2 de contrapunta, A1 y A2= muestra 1 y 2 de 

aguamiel. 

 

 

La diversidad observada de bacterias es cercana en aguamiel y contrapunta, se observan más 

OTUs en el siguiente orden, de mayor a menor: aguamiel, pulque y contrapuntas. La diferencia 

entre el número de OTUs observados y esperados (Chao1) no es muy grande por lo que se tiene 

un buen muestreo (Figura 26). 
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Figura 26- Diversidad observada e índice de Chao1 en OTUs bacterianos. P1 y P2= 

muestra 1 y 2 de pulque, CP1 y CP2= muestra 1 y 2 de contrapunta, A1 y A2= muestra 1 y 

2 de aguamiel. 

 

  

La diversidad bacteriana calculada por el índice de Shannon demuestra que la contrapunta sería lo 

más diverso en comparación con aguamiel y el menos diverso es el pulque. Este índice se ve 

afectado por la ocurrencia de OTUs en baja abundancia. Simpson muestra que la contrapunta es un 

sistema muy dominado, es decir, muy pocas especies están en baja abundancia; mientras que el 

aguamiel y el pulque están con números de Simpson que indican equitatividad, es decir, los OTUs 

que se encuentran ahí están en proporciones equivalentes, sin dominancia de unas cuantas especies 

(Figura 27).  
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Figura 27- Índice de Shannon y Simpson en OTUs bacterianos. P1 y P2= muestra 1 y 

2 de pulque, CP1 y CP2= muestra 1 y 2 de contrapunta, A1 y A2= muestra 1 y 2 de 

aguamiel. 

 

  

La diversidad de hongos observada es muy cercana en las muestras de aguamiel. Se observaron 

más OTUs fúngicos en pulque, seguido de contrapunta y finalmente aguamiel con menos OTUs 

fúngicos. Al comparar los OTUs observados con el índice de Chao y debido a que los valores son 

cercanos se concluye que se tiene un buen muestreo (Figura 28). 
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Figura 28- Diversidad observada e índice de Chao1 en OTUs de hongos. P1 y P2= 

muestra 1 y 2 de pulque, CP1 y CP2= muestra 1 y 2 de contrapunta, A1 y A2= muestra 1 y 

2 de aguamiel. 

 

  

El índice de Shannon para los OTUs fúngicos muestran que las muestras de pulque son las más 

diversas, seguidas de contrapunta, por último, el aguamiel (Figura 29). El índice de Simpson muestra 

que pulque y contrapunta tienen OTUs dominantes mientras que en el aguamiel las especies está 

distribuidas de forma equitativa (Figura 29). 
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Figura 29-  Índice de Shannon y Simpson en OTUs de hongos. P1 y P2= muestra 1 y 2 

de pulque, CP1 y CP2= muestra 1 y 2 de contrapunta, A1 y A2= muestra 1 y 2 de aguamiel. 

 

  

Análisis de ordenamiento y la similitud en las comunidades microbianas 

Al observar el agrupamiento de las muestras bacterianas con respecto a la abundancia de OTUs y 

su similitud se observa una clara separación por cada parte del proceso de fermentación: aguamiel, 

contrapunta y pulque. Donde las muestras se agrupan según su tipo mostrando así que los OTUs 

observados por muestra son sumamente similares (Figura 30).  

 

Figura 30 -  Agrupamiento de los OTUS bacterianos. 

 

En el caso de los hongos no se observó una clara agrupación entre las muestras, hay más distancia 

pero tampoco se observó un empalme entre distintos tipos de muestras (Figura 31).  
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Figura 31- Agrupamiento de los OTUs fúngico.  

  

El mayor número de OTUs compartidos entre muestras se observó entre aguamiel y pulque tanto 

para bacterias como para hongos. Además, se observó que el número mayor de OTUs únicos 

encontrados por muestra fue en aguamiel tanto para OTUs bacterianos y de hongos.  Del total de 

los 8,807 OTUs bacterianos observados, se detectaron 197 compartidos en aguamiel, contrapunta 

y pulque los cuales se mantienen constantes a lo largo del proceso de fermentación, además se 

presentan grupos de OTUs específicos por muestra (Figura 32). Los 197 OTUs a nivel género 

están representados por Acetobacter, Acinetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, 

Halomicronema, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Marivita, Serratia, Sphingomonas, 

Weissella.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32- Número de OTUs bacterianos aguamiel, contrapunta y pulque.. 
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Del total de los 1971 OTUs de hongos observados, 59 fueron los observados en aguamiel, 

contrapunta y pulque sugiriendo que estos son constantes a lo largo de la fermentación. Además, se 

encontraron OTUs específicos por muestra (Figura 33). Los 59 OTUs compartidos a nivel género 

están representados por Aureobasidium, Candida, Clavispora, Epicoccum, Kazachstania, 

Kluyveromyces, Saccharomyces, es decir los 59 OTUs pertenecen a alguno de estos géneros.  

 

 

 

Figura 33- Número de OTUs de hongos en aguamiel, contrapunta y pulque. 

 

 

A nivel Phyla que se observaron en las muestras de aguamiel, contrapunta y pulque son 

Proteobacteria y Firmicutes (Figura 34). La abundancia que presentaron estos Phyla fue mayor en 

las muestras de aguamiel y pulque tanto para Proteobacteria y Firmicutes. En las muestras de 

aguamiel la abundancia de Proteobacterias, así como en las muestras de aguamiel se encontraba 

entre 10,000-15,000 OTUs, mientras que en pulque oscilaban entre 7,500-9,000 OTUs y en 

contrapunta ~4,000 OTUs (Figura 35). Para el Phylum Firmicutes la abundancia observada en las 

muestras de pulque presentaba valores cercanos a ~1,125-1,250 OTUs la abundancia menor 

encontrada en contrapunta con ~750 OTUs para ambas muestras (Figura 36). 
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Figura 34- Abundancia relativa de bacterias a nivel phyla en aguamiel (A), 

Contrapunta (CP) y pulque (P). Cada separador horizontal corresponde a un solo OTU. 

 

Figura 35- Abundancia de los miembros del phylum Proteobacteria. Cada 

separador horizontal corresponde a un solo OTU. 
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Figura 36- Abundancia de los miembros del phylum Firmicutes. Cada 

separadorhorizontal corresponde a un solo OTU. 

 

 

El phylum de hongos más abundante, que se observó en las muestras de aguamiel, contrapunta y 

pulque fue Ascomycota. Este se observó en porcentajes mayores al 70% en todas las muestras 

(Figura 37). La abundancia que presenta este phylum fue mayor en las muestras de aguamiel (Figura 

37), la abundancia de Ascomycota en las muestras de aguamiel se encontraban entre 20,000-10,000 

OTUs, mientras que en pulque y aguamiel la abundancia se encontraba en menos de 500 OTUs 

(Figura 38).  
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Figura 47- Abundancia relativa de bacterias a nivel phyla en aguamiel (A), 

Contrapunta (CP) y pulque (P). Cada separador horizontal corresponde a un solo OTU. 

 

 

Figura 38- Abundancia de los miembros del phylum Ascomycota. Cada separador 

horizontal corresponde a un solo OTU.                        
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OTUs observados 

En el presente estudio se observaron miembros de los phyla fúngicos:  Ascomycota, Basidiomycota, 

Zygomycota,Glomeromycota, Blastocladiomycota. Así como los phyla bacterianos: Actinobacteria, 

Bacteroidetes, Chloroflexi, Cianobacteria, Firmicutes, Lentisphaerae, OD1, Planctomycetes, 

Proteobacteria, Tenericutes y TM7. Los phyla bacterianos más abundantes fueron Proteobacteria y 

Firmicutes representado por más del 95% en las muestras, mientras que el Phylum más abundante 

en el caso de los hongos fue en Ascomycota presente en todas las muestras, mostrando una 

abundancia mayor al 85% en todas las muestras. El número de OTUs bacterianos, así como el 

número de géneros fue mayor que el de hongos, dichos resultados se muestran en la Tabla 21.  Los 

géneros con más secuencias obtenidos mediante el 16S fueron un total de 10 mientras que del ITS 

fueron 13 (mostrados en azul en la Tabla 21).  

    

16S rRNA #OTUs ITS #OTUs 

Sphingomonas 6093 Penicillium 413 

Acetobacter 1139 No identificado 323 

Lactobacillus 568 Candida 238 

No identificado 435 Kluyveromyces 157 

Leuconostoc 141 Clavispora 150 

Acinetobacter 109 Saccharomyces 127 

Lactococcus 71 Aureobasidium 92 

Gluconobacter 36 Kazachstania 65 

Serratia 26 Dekkera 40 

Gluconacetobacter 13 Torulaspora 33 

Weissella 12 Neophaeosphaeria 29 

Synechococcus 9 Cryptococcus 24 

Bdellovibrio 6 Pichia 19 

Acholeplasma,  Arcobacter 5 Cladosporium 10 

Sphingobium,Agrobacterium, 
Erwinia, Enterobacter 

4 Rhodotorula 8 

Euzebya, Ruminococcus, 
Sphingopyxis, Coprococcus, 
Proteus, Devosia, Clostridium, 
Klebsiella, Flavobacterium 

3 Phaeosphaeria 7 

Luteimicrobium, 
Pseudoclavibacter, 
Microbulbifer, Rhodovibrio, 
Marivita, Trichococcus, 
Kaistobacter, Mesorhizobium, 
Pseudomonas, B-42 

2 Zygosaccharomyces 6 

Nitriliruptor, Streptomyces, 
Demequina, Corynebacterium, 
Cellulosimicrobium, 
Microbacterium, 
Bifidobacterium, 
Intrasporangium, 
Desulfurispora, Salinibacterium, 

1 Paraphaeosphaeria,  Cystofilobasidium, 
Epicoccum 

4 
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Halomicronema, KSA1, 
Ethanoligenens, Ardenscatena, 
Pseudanabaena, Rhodovulum, 
Bacillus, Uliginosibacterium, 
Campylobacter, Terriglobus, 
Candidatus Entotheonella, 
Prevotella, Glaciecola, 
Virgibacillus, Tanticharoenia, 
Rubellimicrobium, Neoasaia, 
Pleomorphomonas, 
Balneimonas, Amaricoccus, 
Sulfurospirillum, Lutibacterium, 
Chelativorans, 
Commensalibacter, Sarcandra, 
Rhodobacter, Paracoccus, 
Mycoplana, Adlercreutzia, 
Dysgonomonas, Alkaliphilus, 
Chryseobacterium, Olivibacter 

  Hanseniaspora, Dictyosporium, 
Ochrocladosporium, Teratosphaeria, 
Galactomyces 

3 

  Bullera, Pyrenochaeta, Termitomyces, 
Xylaria, Arthrobotrys, Tubeufia, Alternaria, 
Phialosimplex 

2 

  Phialophora, Stagonosporopsis, 
Westerdykella, Debaryomyces, 
Leptosphaeria, Allomyces, Humicola, 
Lipomyces, Phaeotheca, Phoma, 
Caloplaca, Sporobolomyces, Ramaria, 
Bagliettoa, Emericella, Phaeomoniella, 
Lacazia, Arthroascus, Davidiella, 
Acarospora, Catenulostroma, Cryptodiscus, 
Phaeothecoidea 

1 

Tabla 21-Géneros de bacterias y hongos observadas en el presente estudio en 

muestras de aguamiel, contrapunta y pulque. 

 

Diversos hongos de bacterias y hongos fueron observados aguamiel, la etapa media de fermentación 

o contrapunta y pulque. Siendo contrapunta la etapa con más géneros encontrados en este trabajo 

que en estudios anteriores. A continuación, en la Tabla 22 se muestran los OTUs a nivel género: 
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Muestras Géneros observados 

Aguamiel Acarospora*, Acetobacter~, Acinetobacter~, Agrobacterium~, Allomyces*, 

Alternaria*, Amaricoccus~, Arcobacter~, Arthrobotrys*, Aureobasidium*, B-42~, 

Balneimonas~, Bdellovibrio~, Bifidobacterium~, Bullera*, Caloplaca*, 

Campylobacter~, Candida*, Candidatus Entotheonella~, Catenulostroma*, 

Cellulosimicrobium~, Chryseobacterium sp°, Citrobacter°, Cladosporium*:, 

Clavispora*, Clostridium~, Coprococcus~, Corynebacterium~, 

Crhyseobacterium~, Cryptococcus*, Cryptodiscus*, Cystofilobasidium*, 

Davidella*, Debaryomyces*, Dekkera*, Demequina~, Devosia~, 

Dictyosporium*, Emericella*, Enterobacter~, Epicoccum*, Erwinia~, 

Ethanoligenes~, Euzebya~, Flavobacterium~, Galactomyces*, 

Geotrichumcandidum°, Glaciecola~, Gluconacetobacter~, Gluconobacter~, 

Halomicronema~, Halomicronema~, Hanseniaspora*, Humicola*, 

Kaistobacter~, Kazachstania*, Kluyvera°, Kluyveromyces*, KSA1~, Lacazia*, 

Lactobacillus~, Lactococcus~, Leuconostoc~, Lipomyces*, Luteimicrobium~, 

Macrococcus°, Micrococcus°, Marivita~, Mesorhizobium~, Microbulbifer~, 

Neoasaia~, Neophaeosphaeria*, Ochrocladosporium*, Paeosphaeria*, 

Paraphaeosphaeria*, Penicillium*, Phaeomoniella*, Phaeotheca*, 

Phaeothecoidea*, Phialosimplex*, Phoma*, Pichia*, Pleomorphomonas~, 

Prevotella~, Proteus~, Providencia sp°, Pseudoclavibacter~, Ramaria*, 

Rhodobacter~, Rhodototula*, Rhodovibrio~, Rhodovulum~, Saccharomyces*, 

Serratia~, Sphingobium~, Sphingomonas~, Sphingopyxis~, Sporobolomyces*, 

Stagonosporopsis*, Sterotrophomona°, Streptococcus°, Synechococcus~, 

Teratosphaeria*, Termitomyces*, Terriglobus~, Torulaspora*, Trichococcus~, 

Tubeufia*, Uliginosibacterium~, Virgibacillus~, Weissella~, Xylaria*, 

Zygosaccharomyces* 

Contrapunta Acetobacter~, Acinetobacter~, Adlercreutzia~,Agrobacterium~, Arcobacter~, 

Ardenscatena~, B-42~, Bdellovibrio~, Chelativorans~, Clostridium~, 

Commensalibacter~, Corynebacterium~, Desulfurispora~, Devosia~, 

Epicoccum*, Erwinia~, Gluconacetobacter~,Gluconobacter~, Halomicronema~, 

Hanseniaspora*, Instrasporangium~, Kaistobacter~, Klebsiella~, 

Kluyveromyces*, Lactobacillus~, Lactococcus~, Leptosphaeria*, Leuconostoc~, 

Luteimicrobium~, Lutibacterium~, Marivita~, Mesorhizobium~, Mycoplana~, 

Paracoccus~, Phialophora*, Proteus~, Pseudanabaena~, Pseudomonas~, 

Pyrenochaeta*, Rhodobacter~, Rhodovibrio~,Saccharomyces*, Serratia~, 

Sphingobium~, Sphingomonas~, Sulforospirillum~, Synechococcus~, 

Tanticharoenia~, Virgibacillus~, Weissella~ 
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Pulque Acetobacter~, Acinetobacter~, Agrobacterium~, Alkaliphilus~,Alternaria*, 

Arcobacter~, Arthroascus* Bacillus~, Bagliettoa*, Bdellovibrio~, Candida*, 

Clavidospora*,Cryptococcus*, Debaryomyces*, Dekkera*, Dysgomonas~, 

Epicoccum*, Euzebya~, Flavobacterium~, Galactomyces*, Geotrichum 

candidum°, Gluconacetobacter~, Gluconobacter~, Hafnia°, Halomicronema~, 

Hanseria°,Kazachtania*, Klebsiella~, Kluyveromyces*, Kukuria°, 

Lactobacillus~,Lactococcus~, Leuconostoc~, Macrococcus°, Marivita~, 

Microbacterium°, Microbulbifer~, Micrococcus°, Nitriliruptor~, Pichia*, 

Pyrenochaeta*, Rhodotorula sp°, Rhodovulum~, Riminococcus~, 

Rubellimicrobium~,Saccharomyces*, Serratia*, Sphingobium~, 

Sphingomonas~, Sphingopyxis~, Streptomyces~, Synechococcus~, 

Torulaspora*, Weissella~, Westerdykella* 

Tabla 22- OTUs a nivel género observados en aguamiel, contrapunta y pulque. (~OTU 

bacteriano, *OTU fúngico, °género reportado en estudios anteriores). 

 

Dinámica de los géneros microbianos más abundantes en la fermentación  

Los géneros más abundantes (mostrados en azul en la Tabla 21) presentan distintas dinámicas a lo 

largo del proceso de fermentación para el caso de bacterias y hongos. En el grupo de las bacterias 

dichos géneros están presentes en aguamiel, contrapunta y pulque mientras que en el caso de los 

hongos los géneros presentan un comportamiento dinámico. Se encontraron géneros presentes en 

aguamiel-contrapunta-pulque, aguamiel-pulque y aguamiel, pero ningún género observado sólo en 

pulque. Las dinámicas del género se presentan en la Tabla 23.  

 

Genus A CP P 

Sphingomonas +hg +lw +hg 

Acetobacter +lw +hg +lw 

Lactobacillus + + + 

Leuconostoc +hg +md +lw 

Acinetobacter +hg +lw +md 

Lactococcus +hg +lw +md 

Gluconobacter +md +hg +lw 

Serratia +hg +lw +md 

Gluconacetobacter +md +hg +lw 
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Weissella + +lw + 

Penicillium + - - 

 Candida +hg ? ? 

 Kluyveromyces + + + 

 Clavispora +hg ? ? 

 Saccharomyces + + + 

 Aureobasidium +hg ? ? 

 Kazachstania +hg ? ? 

 Dekkera + + - 

 Torulaspora + - - 

 Neophaeosphaeria + - - 

 Cryptococcus + - - 

 Pichia + - +lw 

 Cladosporium + - - 

Tabla 23- Géneros encontrados en aguamiel (A), contrapunta(CP) y pulque (P) (+ = 

observada, -= no observado,hg= abundancia alta, md= abundancia media, lw= abundancia 

baja, ?= dinámica no muy clara). 

 

Discusión del papel biológico de los géneros microbianos más abundantes  

Los géneros: Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Saccharomyces, Kluyveromyces, 

Gluconacetobacter, Gluconobacter, Acinetobacter, Serratia, Weissella, Sphingomonas y Acetobacter 

fueron observados en aguamiel, contrapunta y pulque. Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus 

son microorganismos probióticos que pueden llevar a cabo fermentación. Especies de Lactobacillus 

han sido aislados de queso ricota, vegetales, leche fermentada, carne, pescado, pan, vino, aceitunas 

fermentadas, yogur y cacao (Dellaglio & Felis, 2005; De Vos et al., 1993; Gómez-Gil et al., 1998; Roh 

et al., 2010; Takeuchi et al., 1995). Especies del género Leuconostoc han sido encontradas en 

quesos, licores y alimentos fermentados como salchichas y vegetales, además tienen la capacidad 

de producir gomas y algunas bacteriocinas como mesentericina y leucocin (Buckenhiiskes, 1993; 

Caplice & Fitzgerald, 1999; Choi et al., 1999; Cogan & Jordan, 1994; Hechard et al., 1999; Hemme 

& Foucaud-Scheunemann, 2004; Steinkraus, 1997). Especies de Lactococcus han sido observadas 

en el cultivo inicial de la fermentación de leche, además, se ha reportado que este este género 
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produce bacteriocinas como nisina, las cuales  inhiben el crecimiento de un rango amplio de bacterias 

gram positivas (De Vos et al., 1993;  Hirsch, 1953; Takeuchi et al., 1995;Vaughan-Martini et al., 2011; 

Vedamuthu & Neville, 1986). Gluconacetobacter  y Gluconobacter  son  bacterias fermentativas, 

especies de Gluconacetobacter han sido aisladas de vinagre, frutas y rizosfera de plantas de café y 

kombucha  mientras que especies de Gluconobacter han sido aisladas de comida fermentada 

tailandesa, vino de jerez y vinagre de cereales (Bulygina et al., 1992; Caro et al., 1998;Dufresne & 

Farnworth, 2000;Tamang et al., 2016; Yamada et al., 2012). Acinetobacter es una bacteria que 

contiene especies no fermentativas y fermentativas, las últimas usan la vía Entner-Doudoroff, estas 

han sido aisladas de productos fermentados como Kenkey, Koko y Chinkwangue (Bouvet & Grimont, 

1986; Juni, 1978; Du Toit & Lambrechts, 2002; Tamang et al., 2016; Towner, 2006). Especies de 

Serratia producen actividad quitinolítica y un biosurfactante que puede actuar como un agente 

gelificante, especies de este género han sido aisladas de plantas como King Protea, hojas de tabaco, 

alfalfa, vegetales como coliflor, brócoli, lechuga, agua de mar y roedores pequeños (Gallois & 

Grimont, 1985; Grimont & Grimont, 2006; Fuchs et al., 1986; Joshi et al., 1989; Matsuyama et al., 

1986). Weissella es un grupo de bacterias con metabolismo fermentativo obligado que han sido 

aisladas de distintos ambientes como del Pozol, Weissella spp. de Joetgal (platillo fermentado de 

corea), malta, W. confusa y W. oryzae encontrada en Boza no pasteurizada, W. confusa en leche 

masa fermentada, Suusac (leche fermentada de camello), Togwa (bebida fermentada de Tanzania), 

Bushera (bebida fermentada), Kulenaoto (leche fermentada), W. ghanensis en la fermentación de 

los granos de cacao, W. hellenica en Jian-gua (pepinos fermentados), W.minor en  Gari (fermentado 

de cassava) (Ampe et al., 1999; De Bruyne et al., 2008;  Isono et al., 2014; Jans et al., 2012; Kostinek 

et al., 2007; Mathara et al., 2004; Mugula et al., 2003;Muyanja et al., 2003;Oevelen et al., 1977; 

Osimani et al., 2015;  Roh et al., 2010; Ulloa & Herrera, 1976). El género de Sphingomonas no es 

fermentativo y son reconocidas por producir exopolisacáridos que son gelificantes, especies de este 

género han sido aisladas de diferentes ambientes como raíces de árboles de manzana y durazno, 

fuentes de agua mineral de corea, agua marina (Lee et al., 2001; Lobas et al., 1992; Takeuchi et al., 

1995; Vancanneyt et al., 2001). El género Acetobacter contiene bacterias que han sido encontradas 

en productos fermentados como vinos, cervezas, sake, sidra, té kombucha y Haipao (Asai & Shoda, 

1958; Bernardo et al., 1998; Buchanan, 1970; Bulygina et al., 1992; Cleenwerck, 2002; Cleenwerck 

et al., 2008; Conner & Allgeier, 1976; Dufresne & Farnworth, 2000; Entani et al., 1985; Hu & Hao, 

2004; Kozulis & Parsons, 1958; Yamada et al., 2012). Levaduras como Saccharomyces y 

Kluyveromyces son microorganismos que presentan actividad asesina contra especies del mismo 

género o contra Candida albicans, Kloeckera apiculata. Especies asesinas de Saccharomyces han 

sido identificadas como inhibidoras de cepas de inicio en la producción de bebidas alcohólicas como 

vino, cerveza, sake entre otras (Dufour et al., 2003; Estrada-Godina et al., 2001). Especies de 

Kluyveromyces han sido aisladas de suelos, insectos, frutas frescas, jamón, productos de panadería, 

vinos y cervezas lo que resulta en grandes niveles de diversidad metabólica y polimorfismos 

intraespecíficos, especies de este género como K. marxianus produce enzimas como la inulinasa, 
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dicha enzima tiene la habilidad de hidrolizar inulina, lo hidroliza a fructosa prácticamente pura 

(Barneti et al., 1990; Comi & Cantoni, 1983; Silva-Santisteban et al., 2006).  

 

Géneros observados en aguamiel y pulque 

Las levaduras Kazachstania y Dekkera sólo fueron observadas representativamente en aguamiel y 

pulque, ambas tienen la capacidad de fermentar y han sido descritos como microorganismos de 

descomposición (Imanishi et al., 2007; Vaughan-Martini et al., 2011). Especies de Kazachstania 

como lo es K. gamospora ha sido aislada de fuentes de comida, suelos de Japón, Sudáfrica y 

Tailandia, hojas caídas de árboles en Japón y alimentos fermentados en alimentos como el kefyr 

(Imanishi et al., 2007 ; Latorre-García et al., 2007). Especies del género de Dekkera como D. anomala 

han sido encontrado en bebidas suaves y bebidas alcohólicas como vinos y cervezas (Chatonnet et 

al., 1995; Henick–Kling et al., 2000;Put & Henriette, 1976; Smith & Grinsven, 1984; Wydes et al., 

1997). Se ha reportado que especies de este género tienen un efecto positivo para producir un sabor 

característico de la cerveza y de Geuze ya que estas y otras levaduras de este género producen 

olores descritos como ahumado, plástico quemado (Oevelen et al., 1977; Snowdon et al., 2006; 

Suárez et al., 2007). 

  

Géneros observados sólo en aguamiel 

Los hongos Penicillium, Torulaspora, Neophaeosphaeria, Cryptococcus y Pichia sólo fueron 

observados en el aguamiel. Penicillum y Torulaspora son microorganismos que han sido identificado 

como promotores de procesos de descomposición de vegetales, quesos y carnes (Bonestroo et al., 

1993; Frisvad & Samson, 2004; Fröhlich-Wyder, 2003; Pitt, 1979). Penicillium es usado en la industria 

alimenticia, especialmente para la producción de quesos como Camembert o Roquefort y salchichas 

fermentadas; además especies de este género han sido aislado de productos como crema agria, 

cerveza, aceitunas, margarina, comida de mar, jaleas y jugos de manzanas (Barkai-Golan, 1974; 

Giraud et al., 2010;Frisvad & Samson, 2004; Ismail & Zaky, 1999; Karahadian et al., 1985; Lopez-

Dıaz et al., 2001;Ludemann et al., 2010; Nelson, 1970; Ockerman et al., 2001; Pitt, 1979;Raper & 

Thom 1949; Snowdon, 1991;Thom, 1906). Especies de este género tiene la habilidad de utilizar 

creatina como fuente de carbono por lo que Frisvard y colaboradores sugieren que la habilidad de 

utilizar creatina indicativa que microorganismos de este género tienen habilidad de crecer en 

alimentos ricos en proteínas como lo es el pulque (Frisvad & Samson, 2004). Especies de 

Torulaspora han sido aisladas de suelo, uvas fermentadas, jugos de bayas, jugos de agave y cerveza 

(Lachance, 1995; Teoh et al., 2004). Pichia y Cryptococcus tienen una baja capacidad fermentativa 

y han sido aislados de ambientes en descomposición y productos fermentados. Especies de Pichia 

han sido aisladas de cladodios de cactus en descomposición, papayas podridas en la india, jugos de 

frutas, además de animales y humanos (Bhadra et al., 2007; Giobbe et al., 2007; Gonzalez et al., 
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1993; Henick–Kling et al., 2000; Heras‐Vázquez et al., 2003; Phaff et al., 1987). Especies del género 

Cryptococcus han sido aisladas de agua marina, suelos de la tundra y en la Antártida, superficies de 

uvas y aceitunas, involucradas en la pudrición de jamón  y  presentes sólo a principio de la 

fermentación de vinos y algunas especies han sido observadas en el proceso de fermentación de 

aceitunas (Fell, 1976; Fonseca et al., 1999; Fonseca et al., 2008; Gadanho et al., 2003; Janisiewicz 

& Korsten, 2002; Milanovic et al., 2013; Monte et al., 1986;Nagahama, 2006; Nunez et al., 1996; 

Valenčič et al., 2010; Simoncini et al., 2007; Shuang-Shi et al., 2010; Milanovic et al., 2013) 

  

 

Discusión 

 

Las técnicas con las que se ha explorado la diversidad de microorganismos presentes en el aguamiel 

y pulque han permitido observar a aquellos que pueden ser identificados mediante técnicas de 

microbiología clásica o por secuenciación de clonas. En este estudio, se muestra un panorama 

general de microorganismos cultivables y no cultivables en aguamiel, pulque y contrapunta, siendo 

la última la menos explorada hasta este estudio. Comparando el número de géneros microbianos 

observados en este trabajo con los reportados anteriormente se observó que nuestro estudio es tres 

órdenes de magnitud mayor para géneros bacterianos y cuatro para géneros de hongos, resultados 

de diversidad microbiana sin precedentes para el pulque. Los OTUs compartidos únicos en las 

muestras de aguamiel, contrapunta y pulque compartidos únicos y únicos como se muestran en el 

diagrama de Venn (Figura 42 y Figura 43) muestra que existen OTUs bacterianos y de hongos 

específicos de muestra y además que existen OTUS bacterianos y de hongos presentes en todo el 

proceso de fermentación. Para el caso de bacterias los OTUS más abundantes son los que se 

encuentran presentes en aguamiel, contrapunta y pulque, mientras que para los hongos no son los 

OTUS más abundantes los que están en todo el proceso de fermentación ya que estos presentan 

abundancias menores a 10 microorganismos observados. 

La dinámica observada de los microorganismos ha sido ligada a los cambios fisicoquímicos del 

sistema por algunos investigadores como Adelfo Escalante. Como él lo menciona en su trabajo del 

2016 estos cambios están íntimamente ligados a los recursos espacio-temporales y a las 

necesidades metabólicas de los microorganismos presentes, las características más observables 

dadas por estas dinámicas son incrementos o decrementos en las poblaciones de microorganismos. 

Cambios poblacionales de microorganismos se han observado en otros sistemas por ejemplo en los 

vinos, donde Cryptococcus sólo es observado al principio de la fermentación, pero no en etapas 

medias o finales de la fermentación (Milanovic et al., 2013). Los resultados aquí obtenidos muestran 

que la diversidad de bacterias fue mayor que la de hongos, que el número de OTUs compartidos 

entre aguamiel y pulque tanto en el grupo de bacterias y hongos es mayor el observado y que las 

bacterias se encuentran a lo largo del proceso de fermentación mientras los hongos no, se sugiere 
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que esto puede ser debido a que bacterias producen metabolitos con actividad quitinolítica las cuales 

pueden estar regulando la presencia de hongos en el ambiente, un ejemplo reportado que produce 

dichos metabolitos son especies del género Serratia. Debido a que distintos microorganismos están 

interactuando en un nicho como lo es el pulque, resulta interesante descifrar el tipo de interacciones 

que pueden presentar los microorganismos ya que eso a algunos los pone en ventaja o desventaja 

ante la actividad o presencia de otros microorganismos.  

A pesar que Zymomonas mobilis había sido definida como una especie esencial para el proceso de 

fermentación y debido a que en este estudio no se observó en ninguna muestra se sugiere que no 

es una especie esencial en el proceso de fermentación (Marroquín y colaboradores) . Gran parte de 

los géneros de los microorganismos observados en este estudio durante el proceso de fermentación 

del pulque han sido descritos como microorganismos presentes en bebidas fermentadas e 

involucrados en proceso de descomposición de algunos productos. A lo largo del proceso de 

fermentación se encuentran microorganismos que son probióticos como Lactobacillus, Leuconostoc 

y Lactococcus. Algunos de estos como Leuconostoc producen gomas, las cuales pueden brindarle 

la consistencia al pulque (Choi et al., 1999; Hechard et al., 1999; Hemme & Foucaud-Scheunemann, 

2004). Algunas especies de Leuconostoc producen bacteriocinas como mesentericina y leucina y 

especies del género Lactococcus producen bacteriocinas como la nisina las cuales inhiben el 

crecimiento de diversas bacterias Gram positivas. Otras especies como Saccharomyces y 

Kluyveromyces presentan actividad asesina contra especies del mismo género u otros como Candida 

y Kloeckera (Dufour et al., 2003; Estrada-Godina et al., 2001). Además, algunas especies de Serratia 

producen actividad quitinolítica y produce un agente biosurfactante como especies de Sphingomonas 

las cuales pueden actuar como un agente gelificante siendo otro componente que puede dar la 

consistencia viscosa al pulque (Fuchs et al., 1986; Joshi et al., 1989; Matsuyama et al., 1986). Otras 

características metabólicas importantes relacionadas a los microorganismos observados es la 

habilidad de especies como Penicillum los cuales tienen la habilidad de utilizar creatina como fuente 

de carbono por lo que Frisvard y colaboradores sugieren que tienen la habilidad de crecer en 

alimentos ricos en proteínas siendo el pulque un alimento rico en las mismas (Frisvad & Samson, 

2004). A su vez algunas especies del género Kluyveromyces producen enzimas como inulinasa, esta 

tiene la habilidad de hidrolizar inulina la cual está presente en el aguamiel (Estrada-Godina et al., 

2001; Silva-Santisteban et al., 2006), la hidroliza a fructosa y se ha reportado que microorganismos 

como Gluconacetobacter, Wisella, Leuconostoc, Serratia, Candida utilizan fructosa como fuente de 

carbono, por lo que la dinámica de la fermentación permite sobrevivir a microorganismos con base 

en las interacciones con otros y con base en la competencia de recursos.  
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Conclusiones 

 

La evidencia histórico-geográfica muestra que el pulque ha existido desde tiempos prehispánicos en 

la zona llamada altiplanicie pulque, la cual está conformada por diversos municipios, entre estos 

Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala.  

 

El pulque de Hidalgo representado por Epazoyucan, Tepeapulco y Zempoala es de alta calidad o 

tipo I con base en la clasificación de la norma del manejo a granel del pulque(NMX-V-037-1972). 

 

Las características organolépticas (apariencia, textura, olor, y sabor) del pulque obtenidas en este 

estudio fueron consistentes y al comparar los resultados con otros estudios organolépticos se 

obtuvieron 10 atributos compartidos los cuales aquí se sugiere que son los que definen al pulque. 

Dichos atributos son: apariencia burbujeante, brillante y viscosa, con textura burbujeante y viscosa, 

con olor a agave y nota fermentada sabor ácido, con notas alcohólicas y fermentadas 

 

Con las herramientas de secuenciación masiva de amplicones del gen 16S rRNA y de los ITS se 

logró observar 3 veces más géneros de bacterias y 4 veces más de géneros de hongos comparado 

con los descritos previamente en la literatura.  

 

Las curvas de rarefacción muestran que los OTUs bacterianos y fúngicos en aguamiel contienen la 

mayor diversidad observada en el muestreo pero a pesar de ello aún existe diversidad de OTUs 

observable si se amplía el tamaño de muestra. 

 

Los análisis de agrupamiento muestran que para el caso de los OTUs bacterianos si existe un claro 

agrupamiento entre muestras a diferencia de los OTUs fúngicos, los cuales se muestran dispersos 

en el espacio sin seguir un claro agrupamiento por muestra.  

 

La diversidad alfa (observada,índices de Chao1, Shannon y Simpson) para los OTUs fúngicos en la 

mayoría de los casos fue observada en las muestras de pulque, mientras que para los OTUs 

bacterianos la diversidad observada y el índice de Chao1 son mayores en las muestras de aguamiel 

y el índice de Shannon y Simpson son mayores en contrapunta.  

 

Las muestras de aguamiel fueron las que contenían el mayor número de OTUs bacterianos y 

fúngicos, seguidos de pulque y contrapunta con el menor número. Además se observó que el mayor 

número de OTUs bacterianos y fúngicos compartidos se observó entre las muestras de aguamiel y 

pulque. 
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Existen OTUs fúngicos y bacterianos que están presentes a lo largo del proceso de fermentación. 

Los OTUs bacterianos son algunos miembros de los más abundantes a diferencia de los OTUs 

fúngicos. Los OTUs bacterianos observados a lo largo del proceso de fermentación son : 

Acinetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Halomicronema, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Marivita, Serratia, Sphingomonas, Weissella y los OTUs fúngicos son: Aureobasidium, 

Candida, Clavispora, Epicoccum, Kazachstania, Kluyveromyces, Saccharomyces 

 

Además, existen OTUs únicos en las muestras en aguamiel, contrapunta y pulque tanto bacterianos 

y fúngicos.  

 

A pesar que especies como Zymomonas mobilis había sido reportado en la literatura como 

esenciales para la producción de pulque, en el presente estudio no se encontró el género 

Zymomonas por lo que se descarta su papel esencial en la producción del pulque. 
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Anexo 

 

Cuestionario empleado para obtener el perfil sensorial del pulque 

 

Figura A1- Formato del cuestionario empleado en Epazoyucan, Tepeapulco y 

Zempoala para obtener el perfil sensorial del pulque.  
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Figura A2- Glosario complementario al cuestionario empleado para tener 

homogeneidad en los distintos conceptos.  
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Tabla con los valores de los atributos del pulque obtenidos por municipio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sabor 

Ácido 1 0 0 1 2 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 2 0 2 

Nota alcohólica 0 0 1 0 0 0 0 1 7 2 6 5 4 5 1 0 0 0 0 1 

Amargo 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 2 1 2 0 0 0 1 0 0 0 

Astringente 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Nota fermentada 0 1 1 0 2 1 1 0 1 6 5 5 7 5 0 1 0 0 0 2 

Aguamiel 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 

Resabio amargo 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 0 3 0 0 0 0 0 0 0 

Notal fresco 5 3 2 2 2 9 0 4 3 9 9 9 9 8 2 2 5 4 5 8 

Olor 

Ácido 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 

Nota alcohólica 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 0 1 3 0 0 2 2 0 

Nota fermentada 9 8 8 7 8 9 9 8 1 3 2 2 0 3 8 7 8 6 8 8 

Agave 3 8 8 8 9 9 7 4 6 8 9 4 8 3 8 8 8 7 8 7 

Madera 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 3 0 1 0 0 0 0 0 0 

Amargo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 

Nota láctea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Atributos Epazoyucan Tepeapulco  Zempoala  

Apariencia 

Burbujeante  0 2 0 1 0 0 1 2 7 9 7 7 6 9 1 0 1 2 1 1 

Turbidez  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Viscoso  4 6 6 8 6 5 5 7 1 8 9 7 8 7 6 7 4 6 7 8 

Grumoso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

Precipitado 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 1 2 1 0 0 0 0 0 0 

Brillante  0 1 0 1 0 0 2 0 8 8 8 7 9 7 0 0 0 0 1 0 

Textura 

Viscoso  5 7 6 7 6 5 6 7 8 9 7 8 8 7 6 6 5 6 6 7 

Burbujeante  0 0 1 1 3 0 0 0 9 5 7 3 6 8 1 0 1 1 1 1 

Uniformidad 8 8 9 9 9 9 8 8 8 9 8 8 9 9 7 8 9 9 8 9 

Grumosidad 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
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Nota brócoli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Aceitoso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Atún 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Tabla A1- Resultados de la evaluación del perfil sensorial por municipio. 
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