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Resumen

El pulque es un producto de la fermentacion del aguamiel del agave; a partir de éste es
posible aislar levaduras y bacterias; en andlisis por ADNr 16s se identificaron cepas de Lac-
tobacillus, por lo que es posible aislar cepas de microorganismos con potencial probidtico a
partir de esta bebida fermentada. El andlisis bromatoldgico muestra un contenido pobre
en carbohidratos, proteinas, y alcohol. Se aislaron ocho microorganismos por técnicas micro-
biolégicas convencionales: seis fueron bacterias, cinco bacillos, un coco y dos levaduras. Una
levadura y un bacilo fueron resistentes a pH acido y a jugo gastrico artificial, por lo que estos
dos microorganismos pueden tener potencial probidtico.
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Abstract

Pulque is a fermentation product of mead agave; from this fermented beverage is possible
to isolate yeasts and bacteria; Results from 16s rDNA analysis were identified strains of
Lactobacillus, therefore it is possible to isolate strains of microorganisms with probiotic
potential from this fermented beverage. The chemical composition analysis shows a low
carbohydrate, protein and alcohol content. Eight organisms were isolated by conventional
microbiological techniques; six were bacteria, five bacilli a coccus and two yeasts. A yeast and
a bacilli were resistant to low pH and artificial gastric juice, therefore these two organisms
may have probiotic potential.
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Introduccion

El pulque es una bebida prehispanica mexicana, obte-
nida de la fermentacion del aguamiel, es una bebida
alcohdlica, blanca y espesa, que se obtiene haciendo
fermentar el aguamiel o jugo extraido de diferentes
especies de maguey como Agave americana, A. atrovi-
rens, A. ferox, A. mapisaga, A. salmiana. La fermenta-
cién de los azucares del aguamiel se inicia en el agave
gracias a los microorganismos que forman parte de la
microbiota del mismo maguey. Sin embargo el proceso
se acelera gracias a la adicion de la semilla (porcién
de pulque producido anteriormente), la fermentacion
dura desde unas horas hasta toda la noche, depen-
diendossi la savia se recoge al amanecer o al atardecer.
(Escalante, Giles-Gémez, Hernandez, Cérdova-Aguilar,
Loépez-Munguia, Gosset y Bolivar, 2008).

En la actualidad se pueden utilizar diversas formas de
identificacién de microorganismos, desde métodos
basicos de pruebas bioquimicas hasta la comparacién
de las secuencias de los ADNr 16S. Esta ultima, permi-
te establecer las relaciones filogenéticas existentes
entre los organismos procariotas al compararlas con
bibliotecas gendémicas (Rodicio y Mendoza, 2004).
Existen diferentes andlisis microbioldgicos que se han
hecho al pulque; Sanchez Marroquin (1967) fue de
los pioneros mexicanos en aislar levaduras y bacterias
a partir de esta bebida, al igual que Ulloa y Herrera
(1976). Recientemente Escalante y colaboradores
(2004), hicieron el analisis del ADNr 16s comparan-
do las secuencias de estos ADN con bibliotecas de
clones a partir de tres muestras de pulque, logrando
identificar a Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
cepa ASF360, L. kefir, L. acetotolerans, L. hilgardli,
L. plantarum, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Microbacterium arborescens, Flavobacterium jo-
hnsoniae, Acetobacter pomorium, Gluconobacter
oxydans, y Hafnia alvei; es importante hacer notar
que el 80.9% de los microorganismo identificados
correspondieron al género bacteriano Lactobacillus,
reconocido por su capacidad para funcionar como
probidtico gracias a (i) la inhibicién de patégenos y
la restauracion de la homeostasis microbiana a través
de interacciones microbio-microbio, (ii) el aumento
de la funcion de la barrera epitelial, y (iii) la modu-
lacién de la respuesta inmune, ya sea que las cepas
tengan una sola caracteristica o a varias de éstas.
(Escalante et.al,, 2004; LebeerS., Vanderleyden J.y
De Keermaecker S. C. J., 2008).

En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el
término de “probidtico”, para nombrar a los produc-

tos de la fermentacién gastrica (Lilly y Stillwell, 1965).
Probidtico deriva de dos vocablos, del latin “pro” que
significa “por” o “en favor de”, y del griego “bios”
que quiere decir “vida”, es decir probidtico significa
en pro de la vida o a favor de la vida, sin embargo
el término ha sufrido algunas modificaciones, por
lo que probiético también se ha definido como
microorganismos vivos y compuestos que participan
en el balance y desarrollo microbiano intestinal,
mediante diferentes mecanismos; estos probidticos
también han recibido el nombre de bioterapéuticos,
bioprotectores o bioprofilacticos, ya que se han
utilizado para prevenir infecciones entéricas y gas-
trointestinales. Algunas consideraciones para que un
microorganismo pueda cumplir con esta funcion de
probidtico son: ser habitante normal del intestino,
tener un tiempo corto de reproduccién, ser capaz de
producir compuestos antimicrobianos y ser estable
durante el proceso de produccion, comercializacion
y distribucién para que pueda estar vivo en el intes-
tino (Fuller, 1989; Penna, 1998; Pardio, Krzysatof,
Waliszewski y Robledo, 1994; Boyle, Robins-Browne
y Tang, 2006; Gotteland, Brunser y Cruchet, 2006; y
Cervantes-Contreras y Pedroza, 2008).

En este trabajo se define como probidtico a un
cultivo puro o mezcla de microorganismo vivo,
bacterias o levaduras asi como compuestos incluidos
en la dieta del ser humano como suplementos, los
cuales pueden tener alguna o varias de las siguientes
funciones: reducir la colonizacién de patégenos,
disminuir o suprimir la producciéon de factores de
virulencia, estimular la respuesta inmunolégica (pro-
duccién y secreciéon de factores antinflamatorios),
producir compuestos con actividad antimicrobianay
antiviral en el intestino, bronquios, aparato genital
urinario y glandulas mamarias, es decir que pueden
tener efectos sobre todo en mucosas (Boyle, et.al.,
2006; Gotteland, M., et.al.,, 2006; Maldonado y
Llancas, 2007; Cervantes-Contreras y Pedroza, 2008;
DuPont, Ericsson y Farthing, 2009; Eaton, Honkala,
Auchtung y Britton, 2010).

Objetivo

Caracterizar bromatolégicamente pulque de la zona
metropolitana y aislar a partir del mismo, micror-
ganismos que demuestren capacidad acidéfila para
determinar su potencial probidtico.
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Método

Toma de muestras

Las muestras de pulque se tomaron conforme a lo
establecido en el proyecto de Norma Oficial Mexi-
cana NOM-SSA1-109. Bienes y Servicios.

Procedimientos para la toma, manejo y
transporte de muestras de alimentos para su
analisis microbiolégico

Se puso el pulque desde el tradicional contenedor
de madera de las pulquerias, en un recipiente estéril
de un litroy etiquetado con la fecha, lugar, hora de
muestreo y observaciones que describen las carac-
teristicas en que se encontraba la muestra; se tapo
inmediatamente de forma hermética y se transporté
al laboratorio para su andlisis.

Analisis bromatolégico del pulque

Determinacion de azticares totales. Esta deter-
minacion se hizo por el método de antrona, descrito
por Witham et.al. (1971). La absorbencia se ley6 a
600 nm en un espectrofotometro Genesis. Cada
muestra se trabajo por triplicado y la concentracién
de azlcares se estim6 a partir de una curva patrén
que contenia de 20 a 200 pg de glucosa mL-1.

Determinacion de humedad y cenizas totales.
Esta determinacién se realizé por el método de
secado en charolas en estufa por triplicado. 5 mL
de muestra de pulque perfectamente mezclada, se
pusieron en charolas de aluminio a peso constan-
te, se pesé cada dos horas hasta obtener un peso
constante. La muestra seca se inciner6 en mufla a
800°C hasta obtener cenizas blancas.

Determinacion de nitrégeno total por método
de micro Kjeldahl. La determinacién se realiz6 por
triplicado. Se utilizé 0.5 mL de pulque, con 2 mL de
acido sulfurico concentrado y 0.1 g de sulfato de
potasio y sulfato de cobre pentahidratado.

Extraccion de grasa total. A 0.2 g de pulque
deshidratado se extrajeron las grasas totales utili-
zando un reflujo con éter de petréleo en soxhlet,
las muestras se realizaron por triplicado.

Extraccion de etanol. La determinacion se realizé
por triplicado. La fraccion etandlica contenida en
250 mL de pulque fue destilada mediante un rota-
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vapor (Yamato RE500) con vacio a 60°C. Al finalizar,
se utilizo un alcoholimetro para calcular el contenido
de alcohol en el extracto.

Aislamiento y seleccion de microorganismos
con potencial probiético

Aislamiento. Se realizaron diluciones 10" hasta
102 del pulque utilizando como diluyente agua
peptonada. Las tres diluciones se sembraron por
dispersién en placa usando varilla acodada en
cajas Petri con agar Yeast Peptone Glucose (YPG),
Macconkey, de Man, Rugosa y Sharpe (MRS) y agar
soya tripticaseina (AST). Todas las cajas se incubaron
a 30°C por 42 horas.

Se obtuvieron los cultivos puros de cada cepa por
resiembras sucesivas por estria cruzadas en el agar
en el que mejor presentaron crecimiento. Las ce-
pas puras se sembraron por estria cruzada en los
diferentes medios para observar el cambio de la
morfologia colonial.

Seleccion de cepas con propiedades probidticas.
La seleccién de las cepas se realizé de acuerdo con las
caracteristicas que definen a los probiéticos, como
sobrevivir al proceso de digestién principalmente
por el pH acido y la degradacién enzimatica del
estébmago, (Pardio-Sedas, et.al., 1994).

Resistencia y crecimiento en pH acido. Se evalué
la tolerancia a distintos valores de pH en tres matra-
ces de 250 mL con 90 mL de caldo YPG, formulado
con extracto de levadura (Bioxon) 1% (p/v), peptona
(Bioxon) 2% (p/ v) y glucosa (Reasol) 2% (p/ v) (Or-
tiz, Reuto, Fajardo, Sarmiento, Aguirre, Arbelaez,
Gémez y Quevedo-Hidalgo, 2008), y tres matraces
de MRS (Difco) con pH 2 con HCl concentrado y se
montaron controles para cada medio. Cada matraz,
se inoculd con una dilucion de 1073 del pulque diluido
con agua peptonada (Difco), al 10% (Ortiz, et.al.,
2008). Las muestras se incubaron a 28 + 2°C durante
24 horas. Finalizado el periodo de incubacién se
observé el crecimiento microbiano por turbiedad
y ademas se realizaron siembras por estria cruzada
en placa con agar YPG y agar MRS, para recuperar
las cepas resistentes a los pH probados.

Resistencia a jugos gastricos. En condiciones
de esterilidad, se prepard jugo gastrico artificial,
para el cual se adicioné NaCl (2 g/ L) y pepsina (3.2
g/ L), ajustando a pH final de 2 con HCl concentra-
do (Ortiz A., et.al., 2008). Como control, se ajustd
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jugo gastrico artificial a un pH de 6.5 - 7.0 con NaOH 5N. La esterilizacion se llevé a cabo por filtracion con
membrana de celulosa estéril de 0.22 pm con vacio. La resistencia al jugo gastrico artificial estéril se probé
en matraces de 250 mL con 90 mL del jugo, estos matraces se incubaron con una asada de los cultivos puros,
se incubaron a 28 + 2 °C, tomando una muestra para siembra por estria cruzada en placas con agar YPG y
MRS a las 24 horas. El experimento se realizé por triplicado. Las cepas resistentes se aislaron hasta obtener
el cultivo puro por resiembras por estria cruzada.

Todas las cepas aisladas del pulque, de las pruebas de resistencia a pH acido y jugo gastrico, se sembraron
en los diferentes medios de cultivo para descartar cepas que fueran la misma, mediante la observacion de
la morfologia colonial y microscopica.

Resultados
Analisis bromatolégico del pulque

Los resultados obtenidos de la determinacién bromatolégica del pulque se muestran en la tabla 1, donde
ademas se hace una comparacién entre el pulque y el producto comercial Yakult, asi como con los resultados
obtenidos de referencias bibliograficas. Como se puede apreciar el Yakult presenta mayor concentracién de
nitrégeno total y de carbohidratos, en comparacién con el pulque, ademas de que el pulque tiene etanol y
el Yakult no, y en cuanto a calorias el pulque brinda menos que el Yakult.

Aislamiento de cepas

Se aislaron en total ocho cepas diferentes, de las diluciones decimales de pulque y de los experimentos de
resistencia a pH acido y jugos gastricos en los diferentes medios de cultivo. De las cuales cinco son bacilos
Gram positivos, un coco Gram positivo y dos levaduras. En la figura 1 se muestran las morfologias coloniales
y microscépicas de cada cepa.

Tabla 1. Bromatologia del pulque, referencia bibliografica del pulque y producto comercial Yakult

Determinacién Muest(r:ns;::ea;’ulque B?:Ifii;ig‘f::i:a Yakulte
Humedad 98% 97% * 98%
Cenizas 0.5% = 0.1 03%f No reportado
Grasas 0g 0g 0.025 g/ 100 mL
'(\Liré:e‘?ngaf no total| 31 4/100 mL +0.05 0.14-0.37 g/100 mL>* | 1.25 g/100 mL
Fibra 0g/L 0g/L 0
Carbohidratos totales | 3.5g/ 100 mL =2 3.0-6.2g/100 mL+2°f | 17.5 g/ 100 mL
Etanol % (V/V) 6% + 2 5-10% *¢ 0
Calorias 40.8 Kcal/ 100 mL 42.5 Kcal/ 100 mL 73.7 Kcal/ 100 mL

Referencias: a) Sanchez-Marroquin., 1957, b) Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodriguez., 2007., c) Yakult., 2011.,
d) Escalante et al. 2008., e) Massieu, Guzman, Cravioto y Calvo, 1949, f) Trejo-Estrada., 2012.
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Discusion

Analisis Bromatolégico. La determinaciéon bromatolégica del pulque muestra una concentracién definida de
macroelementos comparable con aquellos pulques analizados por Massieu et.al. en 1949. El analisis bromato-
I6gico del pulque es comparado con el producto comercial con probiéticos mas popular en el mercado (Yakult,
2012), con el fin de evaluar los requerimientos nutricionales de macroelementos en el que se encuentran los
microorganismos con potencial probiético. Como puede observarse en la tabla 1, el Yakult tiene una mayor
concentracion de carbohidratos y de azlcares lo que otorga un mayor contenido calérico al producto.

La humedad del pulque es del 98% (ver tabla 1), concordando con lo reportado por diferentes autores (Mas-
sieu, et.al., 1949.; Sdnchez-Marroquin, 1957., y Richmond, et.al., 2009) y es comparable con la humedad que
tienen los productos comerciales tal como el Yakult en presentacién de 80 mL (Yakult, 2012).

Tabla 2. Cepas aisladas del pulque

H2 ,
I? . . Morfologia
Cepa y jugos Morfologia Colonial . .
< es Microscopica
gastricos
Levadura + Colonias grandes, color
Gram + blanco, opacas, circular con
YPG bordes regulares, elevacion

convexa en el centro y planas
en los extremos, lisas en
el centro y rugosas en los
extremos. Textura granulada.

Levadura - Colonias grandes, brillantes,
Gram + lisas, convexas, circulares con
YPG bordes redondeados.

Coco + Colonias pequenas,
Gram + transllcidas, opacas, circulares
AST con bordes lisos, elevacion

acuminada.

Bacilos - Colonias grandes viscosas,
Gram + plano convexas, pardas, lisas,
AST circulares,
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Bacilos - Colonias pequefias, pardas,
Gram + opacas, circulares con bordes
AST lisos, elevacién convexa.

Bacilos - Colonias muy pequenas,
Gram + translucidas, brillosas,
MRS circulares con bordes lisos,

elevacién convexa.

Bacilos - Colonias grandes, color beige,
Gram + brillantes, mucoides con
MRS bordes irregulares, elevacion

convexa, viscosas.

Bacilos + Colonias pequefas, color
Gram + blanco, brillantes, redondas,
MRS bordes lisos, convexas,

La Morfologia microscdpica que se presenta es un frotis de cada cepa tenida por la técnica de Gram y con un aumento de 100X con mi-
croscopio optico.

La Morfologia colonial que se presenta se observé con un estereoscopio a 1.6X en las cajas petri con el medio de cultivo en el que se
obtuvo el mejor crecimiento.

El simbolo (+) representa un resultado positivo. El (-) es un resultado negativo.

El contenido de cenizas es bajo (ver tabla 1) comparado con otras bebidas fermentadas mexicanas como el tesgtiino,
bebida obtenida de la fermentacion del grano de maiz, esto se debe a que en las bebidas fermentadas a base de
maiz, se utiliza la misma materia prima dentro del mismo proceso de fermentacion (Nava-Arenas, 2009), el pulque
proviene de la fermentacion del extracto de la pifia del agave pulquero (llamado aguamiel), por lo que en la ex-
traccién se separa una gran cantidad de sélidos con los minerales que estarian en forma de cenizas en el pulque.

La determinacién bromatolégica no mostré un contenido significativo de grasa, ya que la cantidad encontrada
(<0.01 g/ 100 mL) pudo deberse a errores de procedimiento. En ningun estudio bromatolégico del pulque muestran
concentraciones de grasas (Massieu, et.al, 1949; Sdnchez-Marroquin, 1957, y Richmond, Calvo, Serrano y Payne,
2009) esto es debido a que desde la pifia de los diferentes agaves la concentracion de grasas es de 1.82% base seca
(Vargas-Vazquez, 2009). El contenido graso de productos comerciales presenta cierta cantidad de grasas las cuales
son de origen animal, debido a que utilizan leche o sueros de leche de vaca para la elaboracién del producto.
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La determinacion de concentracién de nitrégeno
total (proteina) en las muestras de pulgque entra
dentro del intervalo de la concentracién de nitrége-
no total encontrada por Sanchez-Marroquin (1957)
y por Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodriguez
(2007), en otras muestras de pulque en el Distrito
Federal y Estados aledafos a la capital. El conteni-
do proteico en el pulque tiene un amplio intervalo
de concentracion, debido a la época de cosecha
de los agaves, las especies utilizadas de agave y
las condiciones climaticas en que se efectud la
cosecha (Sanchez-Marroquin, 1957). El contenido
proteico de la bebida comercial con probiéticos
(Yakult) presenta una relaciéon cuatro veces mayor
en la concentracién de proteina en comparacién
con la concentraciéon obtenida en el pulque. Como
anteriormente se menciond, el producto Yakult
tiene como base el uso de leche o suero de leche
de vaca, la cual tiene una concentracién apreciable
de proteina de 3.38% (Vera, Romero, Comerén y
Maciel, 2008). Sin embargo, el consumo de pulque
provee 50% del aporte proteico diario recomendado
en comunidades que no tienen acceso a productos
carnicos (Richmond, Calvo, Serranoy Payne, 2009), y
en algunas comunidades del Valle de México el pul-
que es consumido con moderacion en el embarazo
para que los nifios nazcan con buena salud y ganen
altura (Backstrand, Allen, Martinez y Pelto, 2001).

El contenido de carbohidratos totales determina-
dos en el pulque y el contenido de etanol estan
dentro del intervalo de carbohidratos totales y
etanol analizados por Massieu et.al. (1949) y Trejo-
Estrada (2010). Se encontré que existe una relacion
entre la concentracion de carbohidratos totalesy el
contenido de etanol en el pulque, debido a que los
microorganismos presentes en el pulque realizan
fermentacion alcohdlica a partir de los azucares
disponibles en el pulque como parte de metabo-
lismo, tal es el caso de géneros encontrados en el
pulgque como Zymomonas (Swings y De ley, 1977)
y Saccharomyces (Ortiz, et.al., 2008) por lo que en
pulgues con diferentes tiempos de fermentacién es
comun encontrar un contenido alto de etanol y una
disminucion de los aztcares, lo cual brinda un sabor
amargo y fuerte al pulque (Cervantes-Contreras,
2008; Pedroza-Rodriguez, 2007). El Yakult, al ser una
bebida fermentada no alcohdlica e industrializada,
mantiene estable el contenido de carbohidratos,
siendo la concentraciéon de carbohidratos totales
5 veces mayor que en el pulque, lo que afecta a su
vez el contenido calérico de ambas bebidas el cual
es casi el doble en comparacién con el pulque.
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Aislamiento y selecciéon de microorganismos
con potencial probiético

A partir del pulque se aislaron ocho cepas diferentes
y a partir de la prueba de resistencia a pH acido de
2 y de jugo gastrico artificial estéril s6lo dos cepas,
las cuales también se aislaron a partir de la muestra
original del pulque, por lo que de las ocho cepas ais-
ladas a partir del pulque sélo dos pueden presentar
potencial probidtico, ya que estas dos cepas una
levadura y un bacilo Gram positivo podran resistir
el pH acido del estémago (ver tabla 2).

Las levaduras ya se han aislado a partir del pulque
(Sdnchez-Marroquin, 1957; Cervantes-Contreras,
2008) asi como bacilos Gram positivos han sido
reportados por Escalante y colaboradores (2004),
quienes identifican por analisis de ADNr 16s doce
cepas, de las cuales seis corresponden al género de
Lactobacillus, bacterias acido resistentes y que en
el caso de algunas especies ya se ha demostrado
su capacidad probiético como es el caso de L.
reuteri (Eaton, et.al, 2011) L. plantarum WCFS1, L.
acidophilus NCFM, L. johnsonii NCC533, L. salivarius
UCC118, L. reuteri ATCC 55730 y L. rhamnosus
GG (Leeber, et.al, 2008), por lo que resulta muy
importante haber aislado una cepa de bacilos Gram
positivos resistente a pH de 2y jugo gastrico artificial,
ya que esta cepa pudiera corresponder al género
Lactobacillus con capacidad probiético bien conocida.
Por otra parte es conveniente hacer notar que no
fueron aisladas bacilos Gram negativos que pudieran
indicar alguna contaminacion de origen fecal.

Conclusion

La concentracién de macronutrientes en el pulque
es menor que en los productos comerciales con pro-
biéticos, lo que demuestra que los microorganismos
con potencial probiético obtenidos en el pulque
tienen menos requerimientos nutricionales que los
utilizados en bebidas comerciales de probiéticos.

Se aislaron un total de ocho cepas a partir de téc-
nicas convencionales de Microbiologia, de estas
ocho cepas, dos pueden tener potencial probié-
tico, un bacilo Gram positivo y una levadura, las
cuales presentaron resistencia a pH acido y a jugo
gastrico artificial.

La investigacion realizada permite conocer las
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caracteristicas nutricionales a nivel macroscépico
en que las cepas aisladas con potencial probidtico
pueden desarrollarse. &
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