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Introduccion

El pulque es una bebida fermentada alcohdlica que ha tenido gran relevancia para los
mexicanos a lo largo de su historia y cuyo primer registro se tiene desde la época
prehispanica [1]. Esta bebida se elabora a partir del aguamiel, de diferentes especies de
agaves, destacando: Agave atrovirens, A. americana, A. salmiana y A mapisaga. El proceso
de elaboracién del pulque inicia con la raspadura del cajete o cavidad central del maguey,
que induce el flujo de la savia como forma de cicatrizacion, acumulandose en la cavidad y
dejando los vasos abiertos [2]. El resultado del proceso sera la produccion del aguamiel,
que es un jugo con alto contenido de azucares, 61.31g/ 100g. La fermentacion se realiza
comunmente de manera espontanea y de acuerdo al proceso que se siga, existen 2 tipos
de pulque: el tipo 1(Figura 1) [3] y el tipo 2 (Figura 2) [4]. La transformacion del aguamiel en
pulque implica varias fermentaciones consecutivas (alcohdlica, lactica y acética), que dan
como resultado una bebida acida, blanca y aspecto viscoso, con un porcentaje de alcohol
de entre 5 y 10° GL. No se tiene estandarizado algun método que defina los estandares de
calidad en el pulque, sin embargo, en la region centro conformada por Hidalgo, Estado de
México, Cuidad de México y Tlaxcala, tanto productores como consumidores asocian una
bebida de buena calidad, ademas del sabor y el aroma; con la viscosidad. Sin embargo,
esta viscosidad, se ve influenciada por la estacionalidad del afo y no se tiene regulada o
estandarizada la produccion del pulqgue. Se sabe que la viscosidad es producida por
algunas especies de Leuconostoc una vez terminada la fermentacion lactica cuando existe
un exceso del sustrato natural (sacarosa). Leuconostoc secreta una enzima llamada
dextransacarasa, la cual se encarga sintetizar dextrano que le conferira textura a la bebida
[5]. El dextrano es un exopolisacarido complejo y ramificado formado por numerosas
moléculas de glucosa que se produce por fermentacion o de manera enzimatico, en el que
a-D glucosa, se une por enlaces glucosidicos en un 95% a 1,6 y un 5% puede variar de
acuerdo al tipo de dextrano en a 1,3 o0 a-1,4 [6]. Por lo que el objetivo del trabajo fue aislar,

identificar y seleccionar cepas de bacterias acido lacticas que intervienen en la fermentacion
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viscosa en el pulque; y con ello ofrecer una mejor comprensién y herramientas biologicas a

los productores para alcanzar una estandarizacién en el proceso y calidad de esta bebida.
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Figura 1. Elaboracién de pulque Tipo 1.
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Figura 2. Elaboracién de pulque tipo 2.

Materiales y Métodos

Muestreo
Se recolectaron 30 muestras de 300 ml de aguamiel, semilla y pulque de los productores
Grupo Pulmex (GP) y Asociacién de Productores de Pulque de Altzayanca (APPA) de Julio

2020 a febrero 2021. Cada muestra se transportoé en hieleras a 4°C.

1.Cuantificacion de BAL

A partir de alicuotas de cada muestra de aguamiel, semilla y pulque se realizaron diluciones
decimales seriadas y se cuantificaron las bacterias acido lacticas por extensién en
superficie en agar MRS adicionado con cicloheximida (0.1 gr/L). Las placas se incubaron a
30 °C durante 48 h y se aislaron aproximadamente el 5 % de colonias con morfologia
colonial diferenciable. A las colonias seleccionadas, se les realizé la prueba de catalasa,
tincion Gram y evaluacion de su morfologia celular para catalogarlas como BAL. Aquellas

con morfologia cocacea se purificaron por resiembras sucesivas [7].

2.ldentificacion de Leuconostoc spp
Para confirmar la identificacion de los aislamientos como pertenecientes al género

Leuconostoc, 1 ml de cultivos de las cepas en caldo MRS (35°C/48 h), se centrifugaron a
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12,000 rpm/ 1 min. El pellet se resuspendié en 300ul de buffer TNES y se coloco 10 min en
termo bloque a 95°C. La suspension se centrifugd 1 min a 12,000 rpm y se recupero el
sobrenadante, al que se le adicionaron 90yl de acetato de sodio y se almacend6 a -20°C/ 10
min. La solucién se centrifugé a 12,000 rpm durante 1 min, el sobrenadante se separé y se
le afiadieron 400yl de isopropanol, dejandolo reposar 10 min a -20°C. La suspension se
centrifugd 5 min a 12,000 rpm, el precipitado se resuspendié en 1 ml de etanol al 70% y se
mantuvo 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé 5 min a 12,000 rpm,
se elimind el sobrenadante y se dejo secar en termo bloque a 60°C durante 30 min.
Finalmente, el precipitado se resuspendié en 50ul de buffer TE. Una vez extraido el ADN,
se amplific6 mediante PCR empleando los iniciadores LeucA (5'- CAC TTT GTC TCC GAA
GAG-3) y LeucS (5-AAG CAG TGT TGT ATG GGA-3) y las condiciones consistieron en
una desnaturalizacion inicia de 5 min a 94°C con 35 ciclos de: 30s a 94° C, 45s a 72°C y

una elongacion final de 5 min a 72°C [8].
3. Tolerancia cepas Leuconostoc a medio fermentativo

Las cepas confirmadas por PCR como Leuconostoc spp, fueron inoculadas de manera
individual (5 logUFC/ml) y por triplicado en un medio selectivo (300 ul) que consistié en
caldo MRS con 9% de etanol, 2% de sacarosa, 3.5% de fructosa, 1.5% de glucosa y pH 4;
Los cultivos se incubaron a 35°C durante 48 hrs y posteriormente se midié la densidad

Optica a las 0, 4, 7 y 24 hrs mediante el equipo Varioskan™.
4. Evaluacion de la viscosidad generada por cepas de Leuconostoc seleccionadas.

Se elabord un medio con condiciones similares al aguamiel, en caldo MRS con 2% de
sacarosa, 3.5% de fructosa, 1.5% de glucosa y pH 4, donde se inocularon de manera
independiente tres cepas de Leuconostoc de diferentes capacidades de desarrollo en el
medio, con base en la DO alcanzada en el estudio previo. Los cultivos se incubaron a 35°C
durante 7 dias y al final del almacenamiento se medio la viscosidad generada mediante un
viscosimetro (Brookfield/DV2T).

Resultados y discusién
1.Cuantificaciéon de BAL y deteccion de Leuconostoc spp

Se obtuvieron 324 aislados a partir de los diferentes materiales y productores (Tablas 1y
2). Se decidio realizar mas muestreos con GP debido a que su pulque presenta mayor
viscosidad que el de APPA, por lo que se realizd6 muestreo de julio a febrero con GP
mientras que de APPA se llevé a cabo en septiembre, diciembre y febrero. Se observé que

en noviembre y diciembre se presentd una mayor concentracién en la poblacion de BAL, es
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posible que, a temperaturas templadas, como las que se presentan en julio, haya mayor
crecimiento de diversos tipos de bacterias que compiten por los nutrientes y espacio;
mientras que en temperaturas bajas se ven favorecidas las BAL por su capacidad para
desarrollar a bajas temperaturas (psicotrofas). Se realizé diferenciacion de morfologia con
tincién Gram y prueba de catalasa (Figura 3). Se obtuvo una mayor cantidad de cepas Gram

positivas y catalasa negativa, el cual fue el primer filtro para purificar las bacterias lacticas.

2.ldentificacion de Leuconostoc spp

Una vez diferenciadas por morfologia se realizé extraccion de ADN a partir de cultivos
activados y se confirmaron en PCR 122 cepas correspondieron al género Leuconostoc, 25
de APPA y 97 de GP.

GP APPA

G(+) C(-) G(+) C(-)
G(-) C(+) G(-) C(+)

Figura 3. Numero de cepas aisladas a partir de aguamiel, semilla y pulque de acuerdo a su

respuesta a la tincion Gram y la prueba de catalasa.

Tabla 1. Concentracion de BAL de aguamiel, semilla y pulque obtenidos de productores de
GP.

Muestra Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Febrero

Aguamiel 4.3 5.2 1.7 54 6.4 6.4 4.4
Semilla 5.4 4.4 4.3 54 6.4 6.3 4.1
Pulque 5.3 41 4.2 54 5.3 6.3 4.3

Tabla 2. Concentracion de BAL de aguamiel, semilla y pulque obtenidos de productores de
APPA

Muestra Septiembre Diciembre Febrero
Aguamiel 1.8 6.2 4.3
Semilla 4.1 6.2 4.0
Pulque 4.1 5.0 4.2
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3. Tolerancia cepas Leuconostoc a medio fermentativo

Una vez identificadas las bacterias, se inocularon en un medio selectivo con etanol y
azUucares. Se observo el crecimiento de 21 cepas de las 122 identificadas como
Leuconostoc spp. Los valores observados de DO a las 24 h entre las cepas que fueron
capaces de desarrollar se encontraron entre 0.19y 1.0. En la Figura 4 (GP) y 5 (APPA) se
muestran los niveles de DO alcanzados a las 24 h. Las cepas P1-123, P18210 y P81410
destacan de las obtenidas de los materiales de los productores de GP; mientras que para
lo correspondiente a los productores de APPA, se pueden sefalar a las cepas las cepas
16P1G, A11162 Y 16P2 como las que muestran mayor capacidad para tolerar las
condiciones evaluadas. La tolerancia al etanol es fundamental para que las cepas de
Leuconostoc puedan persistir en el medio y generar el dextrano que impartira la viscosidad
a la bebida. Se encontré una diferencia significativa (p<0.05) en la capacidad de desarrollo
de las bacterias que fueron aisladas de meses frios (noviembre-diciembre) con respecto al

resto de las cepas. Es posible que la temperatura genere una presion selectiva sobre la

microbiota.
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Figura 4. Densidad 6ptica alcanzada Figura 5. Densidad optica alcanzada
por cepas de Leuconostoc (GP) por cepas de Leuconostoc (APPA)

4. Evaluacion de la viscosidad generada por cepas de Leuconostoc seleccionadas.

Se inocularon de manera individual tres cepas: P1-123 con la DO promedio mas alta (0.86),
P813-12 que alcanz6 una DO promedio intermedia (0.58) y 6P1D2 con una DO promedio

2
1.5
1
0.5

0
control 6P1D2 P813-12 pl-123

Viscosidad D.O

baja (0.22) (Figura 6). Todas estas cepas aportaron viscosidad al medio cuando se
compard con el control. Los resultados indican que existe una relacion entre la densidad

Optica en el medio MRS vy la viscosidad generada en el medio modificado similar al pulque.
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Figura 6. Relacion de la densidad 6ptica alcanzada de tres cepas de Leuconostoc y la
viscosidad generada en un medio similar al pulque.

Conclusiones

Podemos concluir que la temperatura ambiente que ocurre durante la fermentacién es un
factor importante que influye sobre el tipo de bacterias que desarrollan y la viscosidad que
se genera en el pulque. La evaluacién del desarrollo de las bacterias lacticas mediante el
seguimiento de DO puede ser un parametro asociado a la viscosidad que se puede generar
en el medio de cultivo o en el pulque. El pulque es una fuente potencial de cepas de
Leuconostoc que permitan generar una viscosidad estandarizada en esta bebida.
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