XII Congreso Nacional
de Biotecnologia y Bioingenieria

ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA DURANTE LA FERMENTACION DEL
PULQUE, UNA APROXIMACION POLIFASICA.

Martha Giles-Goémez*, Georgina Hernandez, Marisol Cérdova, Agustin Lépez-Munguia, Guillermo Gosset,
Francisco Bolivar y Adelfo Escalante*. Instituto de Biotecnologia, UNAM. Av. Universidad 2001. Col. Chamilpa.
Cuernavaca. Mor. CP 62210. Tel/FAX (55)5622 7601. e-mail adelfo@ibt.unam.mx
*Departamento de Biologia, Facultad de Quimica, UNAM. Ciudad Universitaria, Coyoacan, México, D.F. 04510.

Palabras clave: Pulque, diversidad bacteriana, enfoque polifasico

Introduccion. El pulque es una bebida fermentada
alcohodlica tradicional que se obtiene a partir de la
fermentacidon de la savia o aguamiel extraida de varias
especies de maguey (Agave atrovensis, A. americana).
Durante su elaboracion se presentan tres tipos de
fermentacidn: alcohodlica, produccién de etanol; acida,
produccion de 4&cido lactico y acético; y viscosa,
produccion de un exopolisacarido (EPS) (1),
caracteristicas que hacen de esta bebida un ambiente
naturalmente enriquecido a partir del cual se han aislado
microorganismos de importancia industrial tales como
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis vy
Leuconostoc mesenteroides, productores de etanol (dos
primeros) y del EPS dextrana, respectivamente. Sin
embargo, a pesar de la importancia industrial, econémica y
biotecnoldgica de esta bebida no existen reportes sobre el
estudio de la dindmica microbiana durante la fermentacion.
El presente trabajo reporta el estudio de diversidad
bacteriana presente durante el desarrollo de una
fermentacion de pulque bajo condiciones de laboratorio
utilizando una aproximacion polifasica.

Metodologia. Para el desarrollo de la fermentacion se
colectd una muestra de aguamiel (AM) y pulque
previamente fermentado de la localidad de Huitzilac,
Morelos. Se desarroll6 una fermentacion en condiciones de
laboratorio a una temperatura de 25°C durante seis horas.
A partir de AM utilizado como sustrato para la
fermentacién, después de inocular con una muestra de
pulque previamente fermentado (T0) y en muestras a las 3
y 6 horas de fermentacion (T3 y T6, respectivamente), se
analiz6 en nimero de bacterias lacticas (BL) y mesdfilos
aerobios totales (MAT) presentes por técnicas de cultivo
tradicional; el analisis de la diversidad bacteriana a partir
del ADNr 16S amplificado del metagenoma de cada una
de las muestras; variaciones de pH, concentracién de
etanol, acido lactico y &cido acético, concentracion de
sacarosa, glucosa y fructosa; analisis por microscopia
electrénica de barrido (MEB), determinacion de viscosidad
y asi como también el tipo de azlcares componentes del
EPS producido al final de la fermentacion.

Resultados y discusion. Las cuentas totales de BL y MAT
en AM fueron de 3.2x10° y 1.3x10" UFC/ml,
respectivamente. Al final de la fermentacion (T6) las
cuentas observadas fueron 1.5x10° y 3.5x10" UFC/ml,
respectivamente. La identificacion de las BL y MAT
aisladas y de las secuencias de ADNr 16S identificadas en
cada una de las muestras indican que aunque las cuentas
totales bacterianas totales permanecen relativamente
constantes, se  presentaron  cambios en  los

microorganismos detectados en cada una de las muestras.
Asi, en AM se detectd principalmente a Leuconostoc
mesenteroides, L. citreum y L. kimchi, mientras que a
partir de TO se observé la presencia de varias especies de
lactobacilos homofermentativos (L. acidophilus) vy
heterofermetativos. La presencia de L. mesenteroides y L.
citrem en AM y en las muestras TO-T6, asi como de L.
acidophilus, sugiere que estos microorganismos juegan un
papel importante como posibles iniciadores bacterianos de
la fermentacion. Se detectaron también en AM y durante la
fermentacion varias especies de bacterias Gram-negativas,
dentro de las que destaca la presencia de algunas
enterobacterias, las cuales practicamente desaparecen, con
excepcidon Enterobacter agglomerans presente en la
muestra T6. El analisis por MEB de las muestras permitio
observar una diversidad morfolégica conformada por
cocos agrupados en pares y cadenas rugosas, diferentes
tipos de bacilos y muy pocas levaduras en AM, mientras
que a partir de TO y hasta T6, se observd un
enriquecimiento de cocos agrupados en cadenas con
superficie rugosa (posibles productores de EPS) y de
levaduras.

El analisis por hidrdlisis &cida y quimica del EPS en la
muestra T6 indicd la presencia de un polimero compuesto
por fructosa (posiblemente inulina o levana). Este
resultado es de gran relevancia ya que hasta el momento
solo se habia reportado la presencia del polimero dextrana
en diferentes muestras de pulque (2).

Conclusiones. El presente trabajo permitié determinar los
cambios en la poblaciéon bacteriana durante una
fermentacion de pulque bajo condiciones de laboratorio,
siendo L. mesenteroides, L. citreum y L. acidophilus,
microorganismos que pueden ser considerados como
iniciadores bacterianos de la fermentacion. Se determind
también por primera vez en el pulque la presencia de un
EPS constituido por fructosa.
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