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Resumen:

El pulque es una bebida alcohdlica fermentada tradicional de México, producida del
aguamiel de diferentes especies de Agave. Cada region productora tiene
variaciones en la elaboracion que impactan en sus caracteristicas. Se ha estudiado
al pulque en diferentes regiones, pero restringido a algunas localidades o dias de
produccion, limitando el entendimiento de la bebida, desde su origen artesanal y
complejo. En este estudio, se analizé pulque de cinco productores de El Marqués y
Cadereyta de Montes, Querétaro, muestreando en dos ocasiones durante el verano
y tres etapas del proceso: aguamiel (materia prima), iniciador de la fermentacién y
pulque joven (producto terminado). Se determinaron temperatura, viscosidad,
acidez titulable, pH, °Brix, contenido de levaduras, bacterias acido lacticas y
coliformes totales, secuencia de amplicones de regiones ribosomales V3-V4
(bacteriana) e ITS1-5F (fungica); y exclusivamente en matrices fermentadas:
carbohidratos reductores directos, etanol, acido acético y perfil de volatiles mediante
HS SPME-GC-MS. Para el al aguamiel, la heterogeneidad observada se puede
atribuir a la especie de Agave empleada en cada region (pH y viscosidad en el rango
de 4.38-8.15y 1.29-2.28 cP, respectivamente). Aunque existe cierta homogeneidad
en el pulque queretano, la etapa de fermentacion, especie de Agave empleada y la
localidad tienen la mayor influencia en las caracteristicas de la bebida (pH,
viscosidad y etanol en el rango de 3.51-4.25, 1.44-2.02 cP y 1.07-2.21% (v/v),
respectivamente para pulque joven y 3.51-4.14 y 1.40-1.89 cP para iniciador). El
perfil de volatiles del pulque joven es influenciado, principalmente, por la especie de
Agave y localidad productora; identificandose ademas trece compuestos siempre
presentes (“nucleo de aroma”) en el pulque joven de las regiones muestreadas,
principalmente, ésteres, alcoholes superiores y acidos organicos. Para la diversidad
microbiana, se encontraron grupos tanto en comun (lactobacilli, Saccharomyces,
Zymomonas y Leuconostoc, principalmente) como exclusivos (Fructobacillus,
Alkanindiges y Komagataeibacter) con otras regiones productoras. A pesar de que
cada muestra analizada se puede considerar como Unica con relacion a su
microbiota, fue posible proponer “nucleos microbianos regionales”. Esta informacién
constituye la base para esfuerzos futuros en la tarea de categorizar regionalmente
la bebida y estandarizarla, conservando su origen artesanal.

Palabras clave: agave, pulque, aguamiel, compuestos volatiles, microbiota.



Abstract:

Pulque is an alcoholic traditional fermented beverage from Mexico, produced from
aguamiel obtained from different Agave species. Each producing region has
variations on its elaboration that impact on the beverage’s characteristics. Pulque
has been studied in different producing regions but restraining the study to a few
localities or producing days, which could limit the beverage’s understanding given
its artisanal and complex origin. In the present study, pulque was analyzed directly
from five producers located in El Marqués and Cadereyta de Montes, Querétaro,
sampling twice during summer and collecting three process’ stages: aguamiel (raw
material), fermentation starter, and pulque joven (finished beverage). Temperature,
viscosity, titratable acidity, pH, °Brix, yeast, lactic acid bacteria and total coliform
bacteria content, amplicon sequencing for ribosomal regions V3-V4 (bacterial) and
ITS1-5F (fungal); and exclusively for the fermented samples: direct reducing sugars,
ethanol, acetic acid, and volatile profile using HS SPME-GC-MS were analyzed.
Regarding aguamiel, its heterogeneity could be attributed to the Agave species used
in each region (pH and viscosity in the range of 4.38-8.15 and 1.29-2.28 cP,
respectively). Although some homogeneity exists among fermented matrices,
fermentation stage, Agave species used, and the producing station mainly influence
pulque’s characteristics (pH, viscosity and ethanol in the range of 3.51-4.25, 1.44-
2.02 cP, and 1.07-2.21% (v/v), respectively and 3.51-4.14 and 1.40-1.89 cP for the
starter) Pulque joven’s volatile profile is mainly influenced by Agave species and
producing region; further identifying thirteen compounds present (aroma core) in all
pulque joven samples analyzed in the regio, being those mainly esters, superior
alcohols and organic acids. On microbial diversity, common (lactobacilli,
Saccharomyces, Zymomonas y Leuconostoc, mainly) and exclusive for Querétaro
(Fructobacillus, Alkanindiges y Komagataeibacter) microbial groups were found
comparing with other studies. Though each analyzed sample could be considered
as unique regarding its microbiota, regional microbial cores were identified. The
previous information stands the base for future efforts on the beverage’s
categorization and standardization, always preserving its artisanal origin.

Keywords: agave, pulque, aguamiel, volatile compounds, microbiota.



1. Introduccién.

El pulque es una bebida alcohdlica tradicional mexicana obtenida mediante
fermentacién espontanea de aguamiel de un conjunto de especies del género Agave
L. Actualmente, el consumo y producciéon de la bebida se encuentran en una
situacion diferente a la de bonanza de inicios del siglo XX, a pesar de su produccion
ancestral en la regidon central mexicana (Escalante et al., 2016; Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2021 a). Dadas las particularidades de la
bebida y su produccién exclusiva y ancestral en el centro de México, incluyendo
Querétaro, el pulque tiene el potencial de retomar su valor histérico como una
bebida tradicional popular (Castro-Mufoz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al.,
2012; Escalante et al., 2016; SIAP, 2021a).

Querétaro es parte de la region productora de agave o “maguey pulquero”,
ubicandose actualmente en el sexto lugar a nivel nacional en superficie de maguey
plantado, pero con una discreta produccion de la bebida. La participacion del sector
académico es ahora mas pertinente que nunca para impulsar la produccion y
consumo de esta en el estado, para el beneficio de los productores, la defensa de
sus tradiciones y de la bebida (SIAP, 2021a; SIAP, 2021b).

La produccién de la bebida se realiza tipicamente en lote, con la microbiota nativa
y a temperatura ambiente. Dado que la microbiota inicial de la fermentacion es
altamente dependiente del nicho geografico de produccion, surgen
cuestionamientos acerca de qué microorganismos comunes y especificos region
(tanto en beneficio de la bebida como en riesgos a su inocuidad) existen en el pulque
de Querétaro con respecto a las regiones pulqueras ya estudiadas (Castro-Mufioz
& Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012). Estudios acerca de la microbiota del
pulque producido en diferentes regiones de México, han encontrado tanto
microorganismos comunes (principalmente asociados al género Leuconostoc y

lactobacilli) como exclusivos (igualmente dentro de los géneros Leuconostoc,



lactobacilli, Gluconobacter, Acetobacter y Zymomonas). (Escalante et al., 2004;
Escalante et al., 2008; Escalante et al., 2016).

Es importante notar que la microbiota asociada a la bebida es determinante en las
caracteristicas quimicas y sensoriales de la misma (Astudillo-Melgar et al., 2023;
Chacén-Vargas et al., 2020; Escalante et al., 2008). Las principales caracteristicas
sensoriales de la bebida se han asociado a la presencia de etanol, acido acético,
acido lactico y diversos polisacaridos, por ello, se puede definir sensorialmente al
pulque como una bebida alcohdlica, acida y viscosa (Escalante et al., 2016); sin
embargo, existe un numero limitado de estudios relacionados con la evaluacion
tanto de las caracteristicas sensoriales como de los componentes mas relevantes
en el aroma del pulque producido en México, presentandose asi un area de
oportunidad para ampliar el conocimiento sobre el pulque (De Ledn-Rodriguez et
al., 2007; Medina-Mendoza, et al., 2022).

Adicionalmente, el pulque podria adquirir una denominacion de origen, en funcién
de que se produce de manera exclusiva en el centro de México, que emplea ciertas
especies de agaves, bajo un proceso de elaboracidn esencialmente comun en la
region, con una operacion de fermentacion que emplea mayoritariamente materias
locales y microorganismos naturalmente presentes en el ambiente y que es
heredera de una tradicibn milenaria. Para la consecucién futura de esta
denominacion, es necesario primero la generacion de informacion relativa a las
caracteristicas de la bebida en cada regién productora para, de esta forma, proponer
una legislacién actual que defina a la bebida con respecto a sus caracteristicas
microbiolégicas, fisicas y quimicas (Camara de Diputados del H. Congreso de la
Union, 2020).

El presente estudio busca caracterizar el pulque producido en Querétaro en cuanto
a su microbiota, las propiedades quimicas, fisicas y los compuestos asociados al

aroma. La informacion generada aportara elementos para la posible actualizacion



de la legislacion nacional y, en conjunto con informacién de otros estudios, contar
con evidencia suficiente para una futura denominacion de origen de la bebida, en

beneficio de los productores, en honor a la tradicion ancestral prehispanica y para

su revalorizacion social.



2. Antecedentes

2.1 El pulque como bebida ancestral.
El pulgue es una bebida alcohdlica, acida, de color blanco y textura viscosa
producida en México desde tiempos inmemoriales. La bebida es producida
mayoritariamente en la region central del pais, donde existen varias especies de
agave adecuadas para la obtencion y transformacion del aguamiel en pulque (Figura
1) (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021).

Figura 1. Principales estados de México asociados a la presencia de diversas
especies de agave y a la produccion de pulque (Castro-Mufoz & Garcia-Arce,
2021).

La evidencia existente remonta el inicio del aprovechamiento del agave hasta los
periodos donde los cazadores recolectores dominaban el continente americano
(miles de anos antes de la era comun), mientras que la producciéon y consumo del
pulque, se remonta a periodos en la historia tan distantes como el florecimiento de
la ciudad estado de Teotihuacan (200-550 e.c.) o el desarrollo de la cultura otomi
(2,000 a.e.c.) (Castro-Murioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2016).



Para varias civilizaciones prehispanicas mesoamericanas (como los aztecas,
toltecas u olmecas), el pulque suponia una bebida sagrada y beneficiosa y sus
efectos intoxicantes eran interpretados como una via de comunicaciéon con los
dioses. En el caso especifico de los aztecas, quienes desarrollaron ampliamente las
técnicas de produccién tanto de aguamiel como de pulque, su uso estaba limitado
para celebraciones religiosas y su abuso era condenado (incluso hasta con la
muerte); permitiéndose su consumo fuera de rituales unicamente a nifios, ancianos,
mujeres en periodo de lactancia y embarazadas (Castro-Mufioz & Garcia-Arce,
2021, Escalante et al., 2012).

El pulque tiene igualmente un lugar especial dentro de la mitologia prehispanica. En
este sentido, el pulque fue el causante del exilio de Quetzalcoatl, luego de que este
lo tomara y actuara de manera ridicula. Asi mismo, se relata la historia de Mayahuel
y Quetzalcdatl, quiénes escaparon del paraiso para venir a la tierra a cantar y bailar
bajo la apariencia de ramas de arboles hasta que, la abuela de Mayahuel (una
tzitzimitl, un ser oscuro) para castigarles, destruyé la rama de su nieta. Quetzalcoat/
enterré con gran tristeza esta rama, de la que mas tarde surgiria el primer agave
(Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2016).

Dentro de la concepcidén mistica prehispanica asociada al pulque, el conejo y la
zarigleya (o tlacuache) fueron animales comunmente empleados en diversos
codices prehispanicos para hacer referencia al pulque. El conejo estaba asociado
como el nahual o alter ego animal de la diosa Mayahuel y era considerado un
elemento dual que reflejaba intoxicacién, transformacién, menstruacion y embarazo.
En el caso del tlacuache, diversos codices hacen referencia a este marsupial y lo
relacionan con diversos significados como el fuego, la luna, el nacimiento o el pulque
(Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021).



Tras la caida del imperio azteca y el establecimiento del dominio espaiol, el pulque
perdid su valor religioso y se convirtid en una bebida alcohdlica popular, no exenta
de controversias asociadas a su consumo (asociado a clases indigenas y de clase
baja) y a las distintas prohibiciones derivadas de su abuso, como la ocurrida a mitad
del siglo dieciocho o las impuestas durante inicios del siglo veinte (Castro-Mufioz &
Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al., 2016).

Durante el periodo colonial (1521-1821), la produccion del pulque se consolido
como una actividad econdmica importante, dando origen a las “haciendas
pulqueras” en los estados centrales mexicanos de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla,
Morelos, Michoacan y Querétaro. Estas haciendas, pertenecientes al sector espariol
dominante, se especializaron en la produccién del agave, su transformacion en
pulque y la posterior distribucion de este (principalmente en la regién central del
pais), sin introducir practicamente cambios a la forma en que se producia el pulque
en la época prehispanica (Castro-Mufoz & Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al.,
2016).

Las haciendas pulqueras mantuvieron viva la produccién del pulque, la cual recibid
un impulso vital a mediados del siglo XIX con la introduccion del ferrocarril,
alcanzando una produccion anual de hasta 500 millones de litros provenientes de
140 millones de agaves para los inicios del siglo XX. Sin embargo, ya entrado el
siglo XX, comenzo un declive en la produccion y consumo del pulque asociado a la
introduccidn y creciente popularidad de la cerveza, a la implementacion de las
reformas distributivas de la tierra emanadas de la Revolucion Mexicana (lo que puso
fin a las Haciendas Pulqueras), a las constantes campafas para desincentivar su
consumo (asociadas a su abuso) y a una discreta inversion cientifica y tecnoldgica

en su produccién (Escalante et al., 2012; Escalante, et al., 2016).



2.1.1 Panorama actual del pulque en México y el estado de Querétaro

La situacion actual del pulque esta limitada a la produccidn artesanal
(principalmente, aunque con algunas excepciones) y a un consumo mayoritario en
zonas rurales y entre poblacién de mayor edad. Hidalgo, Tlaxcala y el Estado de
México lideran la produccion de pulque a nivel nacional (Cuadro 1) (Castro-Mufioz
& Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al., 2016; SIAP, 2023).

Cuadro 1. Superficie plantada de agave pulquero en México y la produccion de

pulque para el afo 2023.

Estado Superficie sembrada Produccion (miles de
(Ha) litros)
Hidalgo 4,958.10 106,155.66
Tlaxcala 1,030.00 44,391.33
México 1,744.00 26,045.81
Puebla 1,031.34 11,082.93
Veracruz 120.00 1,514.20
San Luis Potosi 58.00 1,279.92
Guanajuato 16.00 180.00
Guerrero 1.50 8.25
Michoacan 5.50 0.00

Fuente: (SIAP, 2023).

Querétaro es una regidn productora de agave o “maguey pulquero’,
concentrandose, principalmente, en los municipios de Cadereyta de Montes,
Ezequiel Montes, Colén, Toliman y Penamiller (Figura 2). Segun datos oficiales, en
la entidad para los anos 2021 y 2023 no se reporté produccion pulquera, mientras
que en 2022 fue de 613,000 litros. Existe un interés oficial renovado recientemente
para fomentar la revalorizacion del pulque en la entidad mexicana y posicionar a la
bebida como un referente del estado mexicano (Gobierno Municipal El Marqués,
2022; SIAP, 2021b; SIAP, 2022; SIAP, 2023).
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Figura 2. Principales municipios productores de agave pulquero y de pulque
marcados con un icono de agave o maguey pulquero (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, 2020; SIAP, 2021b; SIAP, 2022; SIAP, 2023).

En afos recientes, el pulque ha vuelto a aparecer como una bebida relevante y ha
despertado el interés de la comunidad cientifica para caracterizar a la bebida y el
proceso de produccion, asi como de conocer el potencial de los microorganismos

que contiene (Figura 3). Este esfuerzo es mas relevante que nunca, pues tanto la
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produccion de maguey pulquero como la produccion de pulque en la actualidad se
encuentran en una situacién completamente diferente a la que se tenia principios
del siglo XX, época en la que se reportaba una produccién de cerca de 500,000,000
L de pulque anuales, cifra que nunca se ha vuelto a alcanzar a lo largo del siglo XX
y XXI como se aprecia en la Figura 4 (Escalante et al., 2016; Moreno-Terrazas et
al., 2017).

Publicaciones relativas al pulque (1992-2022)
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Figura 3. Publicaciones relacionadas con pulque desde el afio 1992 hasta 2022

(elaboracion propia con datos de PubMed, 2023).
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Produccidn de pulque y maguey pulquero en México
desde 1986 hasta 2023
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Figura 4. Produccién de pulque y maguey pulquero en México desde 1986 hasta
2023. Elaboracion propia con datos de Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (2021a), SIAP (2022) y SIAP (2023).

2.2 Agave

La familia Agavaceae abarca cerca de 9 géneros y 300 especies, muchas presentes
en México. El género Agave L. pertenece al orden Asparagales y cerca del 75% de
las especies se encuentran en México y 55% son endémicas. Un numero limitado
de especies son empleadas para la produccion de pulque, entre las que destacan
A. atrovirens, A, americana, A. salmiana y A. mapisaga (Castro-Mufioz & Garcia-
Arce, 2021; Escalante, et al., 2016).

El agave es una planta sumamente adaptable, desarrolldndose en una amplia
variedad de condiciones ambientales como climas aridos, semi-aridos o templados,
con pocas e irregulares precipitaciones y en suelos pobres, arenosos y bien

drenados, lo que explicaria su amplia distribucién y abundancia en el territorio
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mexicano. A través del estudio de coprolitos y diversas herramientas halladas en
cuevas habitadas por los primeros pobladores del valle de México, ha sido posible
considerar al agave como una fuente importante de alimento, medicinas, materiales
y bebidas para el hombre desde tiempos previos a la era comun (Castro-Mufioz &
Garcia-Arce, 2021).

En cuanto a su propagacion, se puede realizar por medio del trasplante de mecuates
0 hijuelos (una planta adulta puede producir hasta 50) provenientes de una planta
adulta tras un periodo de 7 a 25 afios de crecimiento, o bien por medio de la
plantacién directa de las semillas del agave. Generalmente, se plantan en hileras

(metepantles) alejadas de arboles (Escalante, et al., 2016).

2.2.1 Condiciones climatolégicas y geograficas de las regiones productoras
de agave del estado de Querétaro

Querétaro presenta 9 tipos de suelo en su superficie: vertisol, umbrisol, regosol,
planosol, phaeozem, lluvisol, leptosol, cambisol y calcisol. En el Cuadro 2 se
presentan los tipos de suelos que se encuentran en las regiones productoras de

maguey pulquero del estado.

Cuadro 2. Tipos de suelo de las diferentes regiones productoras de maguey

pulguero en Querétaro.

Region productora Tipo de suelo
Cadereyta de Montes Vertisol, calcisol, leptosol, lluvisol y
phaeozem.
Colon Umbrisol, leptosol, phaeozem y vertisol.
El Marqués Phaeozem, vertisol y leptosol
Ezequiel Montes Caicisol, vertisol y phaeozem.
Pefamiller Leptosol, lluvisol, phaeozem y regosol.
Toliman Lluvisol, phaeozem y leptosol.

(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2021 b).
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A continuacion, se presentan las caracteristicas de cada tipo de suelo presente en
las regiones productoras:

e \Vertisol: Suelo pesado en condiciones de saturacién-sequia, con grietas
anchas cuando estan secos. Suelos fértiles con alta retencién de humedad y
estables frente a la erosion.

e Lluvisol: suelo fértil para la agricultura, Quinto tipo de suelo mas extendido
en México.

e Phaeozem: asociados a climas secos y subhumedos en regiones planas.
Fértiles en magnesio, potasio y carentes de carbonatos.

e Leptosol: suelos con menos de 25 cm de espesor, conformados
mayoritariamente de piedras o gravas. Muy susceptible a la erosion.

e Regosol: suelos pedregosos.

e Calcisol: suelos abundantes en carbonato de calcio. Ampliamente extendido
en México, con buen potencial agricola tras fertilizacion con nitrégeno, hierro,
fésforo y zinc.

e Umbrisol: suelos oscuros y acidos asociados a climas humedos o
subhumedos de ambientes montafiosos. Susceptibles a la erosion.

(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2021 b).

Con respecto a la precipitacién promedio total anual en las regiones productoras, El
Marqués, Cadereyta, Toliman, Pefamiller y ElI Colén presentan un promedio de
334.4 mm, mientras que Ezequiel Montes es de 538 mm (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, 2021 b). En el Cuadro 3 se presentan las distintas
temperaturas anuales promedio y por temporada de las regiones productoras de

agave.
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Cuadro 3. Temperatura media anual y por temporada de las regiones agaveras.

Municipio T media T media Tmedia | Tmedia | T media
annual | primavera | Verano otofio invierno
(°C) (°C) (°C) (°C) (°C)
Cadereyta 19.7 24.3 24.6 21.3 15.6
Colon 19.7 24.3 24.6 21.3 15.6
El Marqués 19.7 24.3 24.6 21.3 15.6
Ezequiel 17.6 23.2 23.3 21.1 19.1
Montes
Pefiamiller 19.7 24.3 24.6 21.3 15.6
Toliman 19.7 24.3 24.6 21.3 15.6

(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2021 b).

2.3 Proceso de obtencion del pulque

El pulque es una bebida fermentada alcohdlica producida y consumida
exclusivamente en México con una tradicién milenaria. El proceso de preparacion
de la bebida sigue siendo muy similar al originalmente empleado desde tiempos
inmemoriales, consistiendo en cuatro operaciones comunes en las diversas
regiones productoras: castracion, raspado y extraccion de aguamiel, preparacion de
la semilla y fermentacion (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al.,
2016).

2.3.1 Castracion

La obtencion del aguamiel comienza con el castrado (usualmente en primavera u
otofio) de agaves pulqueros maduros (de siete a diez afios). Es importante
mencionar que el aguamiel obtenido variara en funcién de la especie de agave
empleada. En la operacién, se destruye el pedunculo que dara origen al quiote o
brote floral la flor y las hojas centrales de la planta. La lesidon ocasionada en la planta
genera una cavidad circular al centro de esta (“cajete”), la cual permanece protegida
del ambiente por medio de piedras u hojas del mismo agave por hasta 12 meses

15



para permitir la “maduraciéon” del aguamiel en la planta (Castro-Mufioz & Garcia-
Arce, 2021; Escalante, et al., 2016).

La castracidn es responsabilidad del tlachiquero, quien debe elegir el momento
exacto para realizar la castracion, evitando el brote de las flores ya que, si esto
ocurre, el agave jamas producira aguamiel, o bien, evitando la castracion de un

agave joven, pues producira un bajo volumen de aguamiel (Escalante, et al., 2012).

2.3.2 Raspado y extraccion del aguamiel

Una vez realizado el castrado, se raspan las paredes del cajete con una herramienta
filosa para provocar la salida del aguamiel. Este aguamiel es recolectado
tipicamente con un sifon (“acocote”) que permite la succién oral del aguamiel y su
recoleccion, comunmente, al amanecer y al anochecer. Tras cada recoleccion, las
paredes del cajete son raspadas nuevamente para inducir la salida continua del

aguamiel (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al., 2016).

El aguamiel consiste en un liquido viscoso, ligeramente opaco, dulce y con sabor
herbaceo, con un pH practicamente neutro y con carbohidratos como el mayor
componente nutrimental (7-14% m/v, dependiendo del agave empleado y otras
particularidades), ademas de proteinas, aminoacidos libres, minerales y vitaminas.
La composicion especifica del aguamiel dependera de la variedad de agave
empleada, las condiciones del cultivo, la estacionalidad, la humedad relativa y las
propiedades del suelo (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012).
Es claro entonces apreciar al aguamiel como la materia prima que permitira el
desarrollo de diversos microorganismos los que, al fermentarle, generaran al
pulque. Una vez el aguamiel es recolectado, se almacena en contenedores
(generalmente de plastico) para después ser transportado e iniciar la fermentacion

para obtener el pulque (Escalante, et al., 2016).
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Un agave pulquero es capaz de generar de 6 a 8 L diarios de aguamiel por un
periodo de recoleccion de 3 a 6 meses, es decir, hasta 1,000 L de aguamiel pueden
obtenerse del agave pulquero durante su etapa de produccién. La cantidad de
aguamiel variara en funcion de la temporada: al inicio de la castracion, se esperan
rendimientos de 0.4 L/dia, seguido de una produccion de 4-6 L/dia durante 3 a 6
meses, retornando a 0.4 L/dia antes de que el agave muera (Castro-Mufioz &
Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012).

La NMX-V-022-1972 permite la clasificacion del aguamiel obtenido del agave o
“‘maguey pulquero” en dos tipos: | y Il. Esta clasificacion se realiza considerando
tanto caracteristicas organolépticas (sabor dulce caracteristico, apariencia

traslucida y color ambarino caracteristico) como fisicas y quimicas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacién del aguamiel con base en la NMX-V-022-1972

- Tipo | Tipo Il
Especificaciones : :
Minimo | Maximo Menor de:
pH 6.6 7.5 4.5
Densidad grados Baumé (Bé€) 5 7 4.5
indice de refraccion con el refractémetro de
_ _ 59 100 27
inmersién a 20 °C
Sdlidos totales g/100 mL 13 17 7
Azlcares reductores totales (en glucosa) 8 12 6
g/mL
Azucares reductores directos (en glucosa) 2 3 3
g/100 mL
Gomas (en glucosa) g /100 mL 2 6 0.20
Proteinas mg/100 mL 300 600 100
Cenizas mg/100 mL 300 430 180
No mayor de
Acidez mg/100 mL (como acido lactico) 0.90 1.03 4.00

(Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1972 a).

17




2.3.3 Preparacion de semilla
La fermentacion del pulque (ya sea para la preparacion de la semilla, puntas o
pulque comercial) se puede describir como una fermentacién en lote sin agitacién

en condiciones no asépticas (Escalante et al., 2016).

La semilla se puede definir como el cultivo iniciador de la fermentacion del pulque
comercial. Su preparacién puede darse de dos formas y cada una se distingue en
la NMX-V-037-1972. Estas abarcan la preparacion por medio de la fermentacion
natural con la microbiota propia del aguamiel (“semilla del pulque”) o bien,
empleando un indculo de pulque de calidad en aguamiel (“pulque de punta”). Ambos
tipos de pulque tienen las caracteristicas comunes de emplear aguamiel tipo | y de
poder servir como iniciadores de la fermentacién del pulque que sera comercializado
(Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al.,, 2016; Secretaria de
Comercio y Fomento Industrial, 1972 a; Secretaria de Comercio y Fomento
Industrial, 1972 b).

Para preparar la “semilla del pulque”, se coloca un volumen dado de aguamiel en
un contenedor, permitiendo su fermentacion hasta la adquisicidn de caracteristicas
sensoriales deseables. Esta fermentacion puede tomar de 8 a 30 dias, dependiendo
principalmente de las condiciones ambientales (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021;

Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1972 b).

En el caso del “pulque de punta”, la fermentacion inicia agregando
aproximadamente 2 L de pulque semilla fermentado de buena calidad en un
recipiente de 20 L (ya sea de vidrio, plastico, barro o madera), adicionando
posteriormente aguamiel hasta el volumen deseado (las proporciones pueden variar
en funcién del productor especifico). El aguamiel se deja fermentar a temperatura

ambiente de una a cuatro semanas, hasta que alcance un sabor alcohdlico-acético
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caracteristico o hasta que se forme una capa superficial llamada “zurrén”

(Escalante, et al., 2016; Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1972 b).

2.3.4 Fermentacion

La fermentacion del aguamiel para producir el pulque comercial ocurrira con
microorganismos provenientes de varias fuentes distintas: desde aquellos
asociados al agave, aquellos inoculados (provenientes de un pulque de buena
calidad, la llamada “semilla” o “pulque de punta”) hasta aquellos incorporados
durante la colecta, manipulacion y transporte del aguamiel (Castro-Muinoz & Garcia-
Arce, 2021).

Aguado-Santacruz et al. (2022) ejemplifica el origen endéfito que algunos
microorganismos involucrados en la fermentacion del aguamiel podrian tener. El
estudio se acotd a identificar la endomicrobiota asociada a A. salmiana en una
localidad del estado de Tlaxcala (especificamente asociada a las pencas de plantas
en desarrollo intermedio y sanas), mediante el aislamiento de microorganismos y la
subsecuente construccion de una biblioteca de clonas para secuenciar el gen
ribosomal 16S. Este estudio permitié identificar principalmente a bacterias del
género Bacillus, seguido de los géneros Enterobacter y Leclercia, todos con una

descripcion previa como posibles promotores de crecimiento en plantas.

Recientemente, dentro de las conclusiones encontradas por Astudillo-Melgar et al.
(2023) (que se discutiran mas adelante), es relevante en esta seccion mencionar la
deteccion mediante el empleo de secuenciacion de amplicones de un grupo o
“nucleo” (core en inglés) de microrganismos presentes en el residuo vegetal
producido tras el raspado del cajete del agave o “metzal”. Zymomonas, Weisella,
Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter, Obesumbacterium, Lactobacillus y
Gluconobacter; todos estos microorganismos fueron detectados a su vez en
aguamiel y en etapas mas avanzadas de fermentacidon, demostrando asi la

relevancia de los microorganismos endéfitos del agave en la produccién de pulque.
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El pulgue (ya sea semilla o de punta) sera ahora inoculado en un nuevo lote de
aguamiel (filtrado previamente) para su fermentacion “controlada” en envases de
piel, plastico o madera, ya sea en lugares cerrados o abiertos. La fermentacion
dependera, como se menciond previamente de los microorganismos enddfitos, pero
también de la microbiota de la semilla empleada, la temporada (con relacién a la
temperatura ambiental) y calidad del aguamiel, principalmente. Por ejemplo, en
épocas calidas, una regla empirica consiste en mezclar mas aguamiel que iniciador,
mientras que, en épocas frias, se recomienda mezclar mas iniciador que aguamiel.
La proporcion iniciador:aguamiel puede variar de productor a productor, aunque
estandares de produccion comunes son las mezclas 80:20 o 20:80, aunque el
proceso artesanal de elaboracién dificilmente respeta alguna proporcion, dada la
recoleccion y coleccion de aguamiel (por lo menos dos veces al dia) en los envases
donde ocurre la fermentacién (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al.,
2012; Escalante, et al., 2016; Gomez-Aldapa, et al., 2012).

Generalmente, el tiempo de fermentacion para el pulque comercial es de 3 a 6
horas, aunque puede extenderse hasta 12 dias. Al finalizar la fermentacion, se
habran desarrollado ya los microorganismos responsables de las diferentes
fermentaciones que ocurren, la alcohdlica (levaduras y Zymomonas mobilis), |la
acida (bacterias acido-lacticas y acéticas) y otros involucrados en la adquisicién de
la viscosidad de la bebida (bacterias acido-lacticas, principalmente del género
Leuconostoc y Z. mobilis); generando las principales caracteristicas del pulque
(Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante, et al., 2016).

Actualmente, se cuenta con una norma de calidad del pulque (NMX-V-037-1972)
que, aunque con algunas limitaciones, sirve como guia para la obtencion y
caracterizacion sensorial (color blanco y sabor caracteristico) y fisica y quimica del
producto (Cuadro 5) (Castro-Munoz & Garcia-Arce, 2021; Secretaria de Comercio
y Fomento Industrial, 1972 b).
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Empiricamente, se pueden distinguir dos tipos de calidad de pulque: excelente y
pobre. Un pulque excelente esta asociado a la fermentacion de aguamiel de calidad
(tipo I, con base en la NMX-V-022) obtenida de A. salmiana var. Salmiana, A.
mapisaga y A. atrovirens cutivadas en climas frios y terrenos secos; un pulque
pobre, por otro lado, se obtiene tras la fermentacion de un aguamiel producido en

regiones calidas y humedas (Escalante et al., 2012).

La fermentacion del pulque se realiza en condiciones no estériles, por lo que otros
microorganismos ajenos a la fermentacién y a la planta, podrian eventualmente
participar en la fermentacién La diversidad y cantidad de microorganismos que
participan en la fermentacién es sumamente compleja, aunque se ha reportado de
manera consistente bacterias acido-lacticas y levaduras (Castro-Munoz & Garcia-
Arce, 2021; Escalante et al., 2012). Una vez terminada la fermentacion, el pulque
puede consumirse directamente o se puede adicionar con frutas, nueces o especias
(“curado”) (Escalante et al., 2016).
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Cuadro 5. Clasificacién del pulque con base en la NMX-V-037-1972.

S Tipo | Tipo Il
Especificaciones

Minimo Maximo Minimo Maximo

Grado
refractomeétrico
(refractdmetro de 32 35 25
inmersion a 20
°C)

Indice de

_ 1.3390 1.3406 1.3365 1.3380
refraccion a 20 °C

pH Menor a 3.7 4.2 3.5 4.0

Acidez total

(acido lactico) 0.40 0.75 0.40 0.70
9/100 mL

Reductores

totales (glucosa) 0.10 0.80 0.20 0.50

g/100 mL
Grado alcohdlico
% (VIV)

(Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1972 b).

La bebida es tipicamente producida en pequena escala y de manera artesanal, lo
que limita su consumo al entorno local de produccién, con una vida de anaquel de

uno a tres dias (Castro-Munoz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012).
Por otra parte, la industrializacion del pulque, ademas de requerir un cambio radical

en la percepcion publica de la bebida, presenta multiples retos asociados,

principalmente:
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Optimizacion en la colecta del aguamiel. La composicion y cantidad de este
puede variar en funcion de la edad del agave, la época de recoleccion, la
region donde se encuentre la planta y la variedad de agave empleada.
Propagacion de variedades seleccionadas de agaves pulqueros.

Inocuidad del aguamiel. Una colecta higiénica, acompanada de una
pasteurizacion prefermentacion o de una refrigeracion postcolecta, serian
operaciones adecuadas para lograr este objetivo.

Control de la fermentacion. Una idea clara sobre la composicion 6ptima de
microorganismos iniciadores por inocular en el aguamiel permitiria tener un
mayor control sobre las caracteristicas sensoriales del pulque, ademas de
que se facilitaria su procesamiento (por ejemplo, reduciendo la produccion
de exopolisacaridos asociados a Z. mobilis o Leuconostoc spp.). La
produccion exitosa de pulque enlatado en el estado de Tlaxcala, como
ejemplo, conllevd justamente un control de la fermentacién para reducir
desviaciones sensoriales y la viscosidad del producto.

Estabilizacion de la bebida. A pesar de que el pulque contiene comunmente
microorganismos al consumirse, su escalamiento industrial implicaria
pasteurizar, filtrar o afiadir diferentes aditivos alimentarios al pulque previo su
envasado para alargar su vida de anaquel, perdiendo asi su contenido
probidtico y pudiendo modificar ademas sus caracteristicas sensoriales
tipicas. Algunas de estas operaciones son levadas a cabo en diversas casas

pulqueras, en las que la bebida se comercializa enlatada.

(Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012; Escalante et al., 2016).

En un esfuerzo por incorporar nuevos acercamientos a la producciéon, Alcantara-

Zavala et al. (2019) lograron extender la vida de anaquel del pulque hasta 22 dias

con la aplicacion de calentamiento 6hmico, conservando en buena medida sus

caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y microbiolégicas en comparaciéon con

una pasteurizacion convencional. En el mismo sentido, el pulque ha sido

caracterizado en sus caracteristicas dieléctricas, haciendo posible la evaluacion de
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microondas como una tecnologia alternativa para reducir el tiempo convencional de

pasteurizacion de la bebida (Kataria et al., 2019).

2.4 Propiedades nutritivas y posible funcionalidad del aguamiel y del pulque

El aguamiel estd compuesto principalmente por carbohidratos, en la forma de
sacarosa, glucosa, fructosa y diversos oligosacaridos (dextranos y fructanos,
principalmente). De igual forma, el aguamiel contiene diversos aminoacidos,
proteinas y minerales. Las concentraciones de cada uno de estos nutrimentos
dependen de varios factores como se ha mencionado, pero se muestran algunos
datos de la literatura en el Cuadro 6 (Alcantara-Zavala, et al., 2019; Castro-Mufioz
& Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012).

Cuadro 6. Principales nutrientes en el aguamiel y sus concentraciones.

Compuesto Concentracion
Sacarosa 1.0 g/200 mL
Fructosa 3.7-4.7 g/100 mL
Glucosa 2.3-3.0 g/100 mL

Fructooligosacéridos 1.17 g/100 mL
Sodio 25 mg/100 mL
Magnesio 9 mg/100 mL
Calcio 8.1-20.0 mg/100 mL
Fosforo 9.0-20.0 mg/100 mL
Hierro 0.1-1.1 mg/100 mL
Zinc 0.8 mg/100 mL
Cobre 0.3 mg/100 mL
Tiamina 0.02-0.1 mg/100 mL
Riboflavina 0.01-0.03 mg/100 mL
Niacina 0.4-0.5 mg/100 mL
Biotina 19,6 mg/100 mL
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Compuesto Concentracion
Acido pantoténico 65.17 mg/100 mL
Piridoxina 22.98 mg/100 mL
Acido ascorbico 9 mg/100 mL

Lisina 3.1 mg/100 mL
Triptofano 0.46 mg/100 mL
Histidina 0.69 mg/100 mL
Fenilalanina 2.64 mg/100 mL
Leucina 1.26 mg/100 mL
Treonina 1.84 mg/100 mL
Valina 1.26 mg/100 mL
Arginina 3.45 mg/100 mL
Tirosina 1.15 mg/100 mL

(Escalante et al., 2012; Moreno-Terrazas, et al., 2017).

El consumo de bebidas alcohdlicas es parte esencial dentro de la cultura mexicana.
En el caso del pulque, mas alla de su contenido alcohdlico, existen otras
particularidades que lo convierten también en una bebida nutritiva (Castro-Munoz &
Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2016).

El pulque puede proveer cantidades significativas de agua y varios micronutrientes
como acido ascorbico, hierro no hemo, niacina, tiamina y riboflavina, ademas de
algunos aminoacidos (aunque en menor cantidad que en diversos productos
carnicos) como isoleucina, leucina, lisina, triptéfano, histidina, treonina, fenilalanina,
valina, entre otros. Asimismo, el pulque contiene compuestos bioactivos como
saponinas, asociadas con propiedades antiinflamatorias, antibidticas e

hipocolesterolemiantes (Castro-Mufioz & Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2016).

En este sentido, se estudi6 el efecto del consumo de pulque sobre la salud de los
pobladores del Valle del Mezquital (centro de México) que emplean el pulque como
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parte cotidiana de su dieta, siendo uno de los tres principales alimentos consumidos
diariamente. Adicionalmente, el pulque supone una fuente importante de energia,
proteina, diferentes vitaminas (como vitamina C y tiamina) y de algunos minerales

como calcio y hierro. (Escalante et al., 2012).

Con respecto a poblaciones especificas como mujeres embarazadas y lactantes,
los resultados limitan el consumo de pulque (hasta de 20 g de etanol,
aproximadamente) durante este periodo para suplir deficiencias nutrimentales en la
poblacién rural estudiada (especialmente, hierro, acido ascérbico y vitaminas del
complejo B), al mismo tiempo que se reducen los efectos negativos asociados al
consumo de etanol. Es importante notar que los autores de estos estudios
concluyen que, si bien el pulque puede resultar benéfico durante el embarazo y
lactancia solo si se consume en cantidades bajas, no es recomendable su consumo
como una practica habitual durante estas etapas y se entiende su consumo en estos
periodos unicamente en el contexto de deficiencias nutrimentales ampliamente
distribuidas en algunas poblaciones rurales del centro de México (Backstrand, et al.,
2001). La recomendacion relativa al consumo de alcohol durante el embarazo de
diversas instituciones publicas continua siendo la de completa abstinencia para
evitar la aparicion de desoérdenes fetales relativos al consumo de etanol (Backstrand
et al., 2001; Centers for Disease Control and Prevention, 2022; National Health
Service, 2020).

De igual forma, el pulque es fuente de fitasa (producida ya sea por Lactobacillus
spp. o Saccharomyces cerevisiae), la cual ha sido empleada para aumentar la
biodisponibilidad de hierro y zinc en productos derivados del maiz (Escalante et al,
2016).

La presencia de prebioticos (sustancias no digeribles por el organismo humano que
pueden ser aprovechadas por determinados microorganismos del microbioma

intestinal) en el aguamiel y el pulque han significado un impulso importante en la
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investigacion de la bebida, principalmente provenientes del aguamiel (Castro-
Munoz & Garcia-Arce, 2023). Dentro de esos prebidticos, destacan las agavinas,
nombre genérico empleado para hacer referencia a fructanos y dextranos con

diversa ramificacion (Escalante et al., 2016).

2.5 Microorganismos asociados al pulque
En el proceso de elaboracion del pulque, existen una gran cantidad de fuentes de
microorganismos, los cuales pueden participar en la fermentacion: desde el cajete
hasta la manipulacién del aguamiel. Con base en estudios realizados en la década
pasada, fue posible identificar cuatro grupos microbianos que definen en gran
medida las caracteristicas alcohdlicas, acidas y viscosas del pulque:
A) Bacterias productoras de acido: principalmente, bacterias acido-lacticas y
acido-acéticas.
B) Microorganismos productores de etanol: S. cerevisiae y Zymomonas mobilis.
C) Bacterias productoras de dextranos: Leuconostoc mesenteroides vy
Zymomonas mobilis.
D) Microorganismos putrefactores: referente a microbiota asociada al ambiente,
sin una funcién especifica o claramente identificada dentro del producto
(Escalante et al., 2016).

Es importante notar que microorganismos pertenecientes a estos cuatro grupos
microbianos han sido aislados por medio de diversas técnicas en distintos
trabajos acerca de la bebida en varias regiones del pais (Cuadro 7).; sin
embargo, estudios recientes han actualizado esta lista de microorganismos, asi
como su funcidén en la bebida, los cudles se discutirdan mas adelante en esta

seccion.
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Cuadro 7. Diversidad microbiana estudiada en distintas regiones productoras de pulque.

Region y estudio respectivo

I\’;I“ 9u_|co,a Huitzilac, Tizayuca, Huitzilac, Clardpna_lll €
Microorganismos exico Morelos 2 Hidalgo @ Morelos b xmiquil-
identificados ¢ pan,
Hidalgo ©

Hafnia alvei

Lactobacillus acidophilus
(Ac)

Lentilactobacillus kefiri (Ac)

Lactobacillus acetotolerans
(Ac)

Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides (Ac,
Et, Visc)

Acetobacter pomorium (Ac)

Gluconobacter oxydans

Lentilactobacillus hilgardii
(Ac)




Regidén y estudio respectivo

Aculco, Huitzilac, Tizayuca, Huitzilac, | Cardonal e
Microorganismos México @ Morelos 2 Hidalgo @ Morelos P Ixmiquil-
identificados ¢ pan,
Hidalgo ¢

Flavobacterium johnsoniae

Z. mobilis (Ac, Et, Visc)

Lactiplantibacillus plantarum
(Ac, Et)

Microbacterium arborescens

Acetobacter spp. (Ac)

Bacillus licheniformis

Fructilactobacillus
sanfranciscencis (Ac, Et)

Lactobacillus spp. (Ac, Et)

Lactococcus lactis (Ac)

Leuconostoc
pseudomesenteroides (Ac,
Et, Visc)

Blastomonas spp.




Regidén y estudio respectivo

Aculco, Huitzilac, Tizayuca, Huitzilac, | Cardonal e
Microorganismos México @ Morelos 2 Hidalgo @ Morelos P Ixmiquil-
identificados ¢ pan,
Hidalgo °©

Secundilactobacillus
paracollinoides (Ac)

Lactibacillus delbrueckii
(Ac)

Lacticaseibacillus
rhamnosus (Ac)

Lactilactobacillus sakei (Ac)

Lentilactobacillus buchneri
(Ac)

Levilactobacillus brevis (Ac)

L. Gelidum (Ac, Et, Visc)

L. Carnosum (Ac, Et, Visc)

L. Citreum (Visc, Ac, Et)

L. Kimchii (Ac, Et, Visc)




Regidén y estudio respectivo

Aculco, Huitzilac, Tizayuca, Huitzilac, | Cardonal e
Microorganismos México @ Morelos 2 Hidalgo @ Morelos P Ixmiquil-
identificados ¢ pan,
Hidalgo °©

L. Mesenteroides (Ac, Et,
Visc)

Sphingobium spp.

Leuconostoc spp (Ac, Et,
Visc)

Acetobacter radioresistens
(Ac)

Citrobacter spp.

Enterobacter spp.

Erwinia rhapontici

Lactococcus spp. (Ac)

Serratia grimnesii

Streptococcus devrieseli




Regidén y estudio respectivo

Aculco, Huitzilac, Tizayuca, Huitzilac, | Cardonal e
Microorganismos México @ Morelos 2 Hidalgo @ Morelos P Ixmiquil-
identificados ¢ pan,
Hidalgo °©

Kluyvera ascorbata.

Saccharomyces cerevisiae
(Ac, Et)

Kluyveromyces spp. (Ac,
Et)

A: aguamiel; P: pulque. Presencia en azul; Ausencia; En blanco: no se analizé. a: Escalante et al.,
2004; b: Escalante et al., 2008; c: Medina-Mendoza et al., 2022. d: interpretacion de la funcion
asociada a cada microorganismo realizada con base en Chacon-Vargas et al. 2020, Escalante et al.,
2016 y Holzapfel & Wood, 2014. Estos estudios se analizan con mas detalle en secciones posteriores.

Ac: productor de acidos organicos; Et: productor de etanol; Visc: participante en la adquisicion de
viscosidad en la bebida.
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Escalante et al. (2004) buscaron especificamente evaluar y comparar la diversidad
microbiana asociada al pulque de diferentes localidades en estados de México con
una elevada produccion de pulque: Aculco, México; Huitzilac, Morelos y Tizayuca,
Hidalgo. La identificacion se realizé por medio de la amplificacion del gen ribosomal
16S y su incorporacion en E. coli electro competentes, seguido de una clasificacion
por analisis de restriccion e identificacidon por medio de la secuenciacién de estos
amplicones. Los autores lograron identificar especies pertenecientes a los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Zymomonas, Microbacterium, entre otras. Dentro de
estos géneros, incluso se detectaron especies no previamente reportadas,

suponiendo un hallazgo importante (Escalante et al., 2004).

Al analizar pulques de diferentes regiones (aunque algunos con diferentes tiempos
de fermentacion), se aprecia una amplia variabilidad y algunos géneros que
generalmente se encuentran en el proceso y que son relevantes en la obtencion de
la bebida, como los pertenecientes al grupo lactobacilli (homo fermentadores vy
hetero fermentadores), géneros Leuconostoc (hetero fermentador y uno de los
principales productores de exo polisacacaridos) y Zymomonas (productor de etanol

y de exo polisacaridos) (Escalante et al., 2004).

Dado que la produccion de pulque se da en condiciones no asépticas y que la
microbiota inicial de la fermentacién es altamente dependiente del nicho geografico
de produccioén, surgen diversos cuestionamientos:

e ;Los grupos microbianos comunes en otras regiones productoras del pulque
se encuentran también presentes en la region de Querétaro? Esta pregunta
se plantea en el sentido de definir grupos microbianos iniciadores de la
fermentacién del aguamiel (ya sean comunes en la region central de México
o0 con especificaciones geograficas), pensando en la propuesta de una
normativa actualizada para el pulque y la posible definicion de variedades
tipicas regionales de la bebida. De esta forma, ¢ podria demostrarse entonces

la asociacion en la zona productora, no sélo de una tradicion pulquera comun
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sino también de una microbiota general caracteristica en la region, o con
variaciones geograficas bien definidas?

e ,Qué particularidades microbianas existen en la region queretana en
contraste con otras regiones productoras? En el sentido de microorganismos
no previamente identificados en la matriz y su posible impacto en las

caracteristicas fisicas y quimicas de la bebida de la region, principalmente.

2.5.1 Dinamica poblacional microbiana durante la fermentacién del pulque

El estudio llevado a cabo por Escalante et al. (2008) acerca de la dinamica
poblacional microbiana durante la fermentacion del pulque, producido en la
localidad mexicana de Huitzilac, Morelos, empleando técnicas dependientes e
independientes de cultivo (como el Analisis de Restriccion de ADN ribosomal
amplificado o ARDRA, por sus siglas en inglés), ademas de demostrar la pertinencia
de emplear ambos acercamientos para obtener una panoramica completa de la
diversidad microbiana en distintos nichos o matrices, ha permitido llegar a diversas
conclusiones parciales acerca de la sucesion microbiana pre-, durante y post-

fermentacién (Escalante et al., 2008 Escalante et al., 2016).

Con respecto al aguamiel, se detect6 una amplia cantidad y diversidad de
microorganismos, principalmente, bacterias acido-lacticas (L. mesenteroides, L.
kimchi, L. citreum y Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis) y microorganismos
asociados a diversos nichos ambientales como Erwinia rhapontici, Acinetobacter
radioresistens y Enterobacter spp., cuya presencia se asocia a la acumulacion no
controlada del aguamiel en el cajete y a su recoleccion no aséptica. Con respecto a
la concentracion de microorganismos mesoéfilos aerobios y bacterias acido-lacticas,
se encontraron en el orden de 107 a 108 UFC/mL, respectivamente, en cambio, las
levaduras se encontraron en concentraciones de 10* UFC/mL (Escalante et al.,
2008).
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Tras la inoculacion del aguamiel con “pulque semilla” o “pulque de punta”,
incrementd considerablemente la presencia de levaduras en el aguamiel previo a la
fermentacion (hasta 106 UFC/mL), mientras que el grupo microbiano mas
abundante fueron las bacterias acido lacticas (principalmente, Lactobacillus
acidophilus, Lc. mesenteroides y Lc. citreum), seguido de bacterias que se podrian
considerar medio ambientales como Z. mobilis, Enterobacter aglomerans y
Acetobacter malorum, manteniéndose presentes de manera casi constante ya a lo
largo de la fermentacion. Con respecto a la concentracidon de microorganismos
mesofilos aerobios y bacterias acido-lacticas, se mantuvo practicamente sin
cambios tras la inoculacién. Asimismo, se disminuyé tanto el contenido de
carbohidratos y el pH en la mezcla (a 4.5 con respecto a 6.0 del aguamiel)
(Escalante et al., 2008).

Durante la fermentacion, la concentracion de levaduras se incrementé (hasta 107
UFC/mL) y se mantuvo constante hasta el final de la fermentacién. Con respecto a
las concentraciones de las bacterias acido-lacticas y las mesdéfilas aerobias, si bien
las especies cambiaron a lo largo de la fermentacién, estos grupos microbianos se
mantuvieron ya practicamente sin cambios cuantitativos con respecto al inicio de la

fermentacion (Escalante et al., 2008).

Al final de la fermentacion, el grupo microbiano dominante fue, de nueva cuenta, el
de bacterias acido lacticas, principalmente, L. acidophilus, Lc. mesenteroides, L.
delbrueckii subsp.lactis, la proteobacteria A. malorum, entre otras. Con respecto a
las caracteristicas fisicas y quimicas, el pH decrecié hasta 4.3 con un descenso
considerable de la concentracion de carbohidratos en el aguamiel, ademas de un
cambio en la viscosidad del aguamiel de un comportamiento dilatante a uno
pseudoplastico; de igual forma, los principales productos de la fermentacion fueron
etanol, 4cido acético y acido lactico (Escalante et al., 2008).

El grupo microbiano mas ampliamente detectado a lo largo de la fermentacién en el

estudio de Escalante et al. (2008), correspondio6 a las bacterias acido-lacticas. Los
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autores asocian esta prevalencia a la capacidad de este grupo microbiano para
tolerar condiciones acidas y concentraciones elevadas de etanol a lo largo de la

fermentacion.

De igual forma, Escalante et al. (2008) report6é la deteccién por primera vez en
aguamiel y/o pulque de diversos microorganismos como L. kimchi, L. acidophilus,

L. citreum, Enterobacter aglomerans y Lactococcus lactis.

Un acercamiento distinto (por medio de la secuenciacion masiva del gen ribosomal
16S y de ITS, amplificado previamente) fue empleado por Rocha-Arriaga et al., 2020
para evaluar la diversidad microbiana del aguamiel y del proceso de fermentacion
en un municipio del estado de Hidalgo (Tepeapulco). Este estudio permitié identificar
a los phyla Proteobacteria (principalmente asociado a a-proteobacteria y vy-
proteobacteria) y Firmicutes (principalmente asociados al grupo lactobacilli) como
los mas abundantes a lo largo de la fermentacion. Asimismo, se identificaron
bacterias asociadas al género Sphingomonas, Acetobactery Lactobacillus como los
microorganismos mas abundantes en aguamiel, a lo largo de la fermentacion y en

pulque terminado.

El estudio anterior permitié también estudiar la diversidad bacteriana del proceso,
reportando microorganismos (tanto comunes como exclusivos) asociados a los

siguientes géneros:

e Aguamiel:
o Microorganismos asociados a 30 géneros: Sphingomonas, grupo
lactobacilli, Acinetobacter, Campylobacter, Clostridium, Acetobacter,

Gluconobacter, Lactococcus, Leuconostoc, entre otros.
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e Muestra intermedia de la fermentacion o “contra punta”:

o Microorganismos asociados a 23 géneros: Acetobacter,
Sphingomonas, grupo lactobacill, Acinetobacter, Clostridium,
Lactococcus, Leuconostoc, entre otros.

e Pulque:

o Microorganismos asociados a 15 géneros: Sphingomonas,

Lactobacillus, Acefobacter, Leuconostoc, Lactoccocceus,

Gluconobacter, entre otros.

De igual forma, Rocha-Arriaga et al. (2020) identificaron la diversidad asociada a
hongos y levaduras en cada una de las muestras. Se detecté la mayor riqueza en
aguamiel, seguida de pulque y “contra punta”, siendo la especie mas abundante
durante la fermentacion Candida zemplinina, seguida de Clavispora lusitanieae y
Candida stellata. S. cerevisiae fue identificada como el noveno lugar en abundancia
dentro del proceso. Igualmente, se identificaron diversos microorganismos en las

tres etapas del proceso, tanto comunes como exclusivos:

e Aguamiel:

o Kluyveromyces marxianus, S. cerevisiae, Dekkera anomala,
Kazachstania gamospora, Penicillium spp., Pichia spp., Candida spp.,
Cryptococcus spp. y Clavispora spp.

e Muestra intermedia de la fermentacion o “contra punta”:

o Kluyveromyces marxianus, S. cerevisiae, Dekkera anomala,

Kazachstania gamospora, principalmente.
e Pulque:
o Kluyveromyces marxianus, S. cerevisiae, Dekkera andémala,

Kazachstania gamospora, principalmente.

Una conclusion de este estudio, que refuerza lo reportado por otros autores, es la

fluctuacién de la diversidad microbiana a lo largo de la fermentacién, aumentando
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considerablemente en la etapa intermedia de la fermentacion (“contra punta”),
asociandose esta variabilidad en mayor parte a cambios bacterianos que fungicos.
Asimismo, refuerza la observacion hecha por varios estudios acerca de la relacion
entre los microorganismos detectados con una zona de produccidn especifica
(Escalante et al., 2004; Escalante et al., 2008; Rocha-Arriaga et al., 2020).

De manera similar, Chacon-Vargas et al. (2020) estudio la diversidad bacteriana y
fungica por medio de secuenciacion metagenomica shotgun en diferentes etapas
de fermentacion del pulque producido en Huitzilac, Morelos: aguamiel, aguamiel

con inéculo, 3, 6 y 12 horas de fermentacion. De esta forma los autores pudieron

identificar distintos microorganismos implicados en cada etapa de la fermentacion,

como se muestra en Cuadro 8.Cuadro 8. Microorganismos detectados en distintas

etapas de la fermentacién de aguamiel para producir pulque.

Géneros Matriz o etapa de la fermentacion
dominantes A0 2T 0hde 3hde 6 h de 12 h de
miel | fermenta-| fermenta- fermenta- fermenta-
cion cion cion cion

Acinetobacter

Leuconostoc

Lactococcus

Zymomonas

Lactobacillus

Saccharomyces

Presencia: en azul; Ausencia o no detectado: en rojo.
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Asimismo, los autores evaluaron la correlacion entre la aparicion de un cierto grupo
microbiano con los principales componentes del pulque, encontrandose que hay
una asociacion de los cambios de ciertos grupos microbianos dominantes con
variaciones en la concentracién de los componentes del pulque, principalmente, con

respecto a etanol, sacarosa, acido lactico y fructosa.

Una observacion importante del estudio de Chacdn-Vargas et al. (2020) y que
refuerza la informacion ya conocida es la persistencia durante la fermentacion de
bacterias acido-lacticas y de la incorporacion de levaduras una vez que el aguamiel

es inoculado con pulque semilla.

Recientemente, Astudillo-Melgar et al. (2023) analizaron la diversidad bacteriana y
fungica asociada al material vegetal del cajete de una especie de agave (A.
salmiana producido en Huitzilac, Morelos), su transferencia al aguamiel obtenido de
esta planta y su permanencia y evolucion a lo largo de 6 horas de fermentacion
controlada en laboratorio, empleando ADN metagendémico de las muestras seguido
de la secuenciacion de amplicones de las regiones bacterianas V3-V4 y la region
fungica ITSR1. Asimismo, cuantificaron por medio de cromatografia de liquidos
(HPLC) la aparicidn de etanol, lactato, acetato y succinato, asi como el consumo de
glucosa, fructosa y sacarosa y, por medio de cromatografia de alto rendimiento de
intercambio anidnico acoplada a deteccion amperométrica pulsada (HPAEC-PAD)
se realizé un seguimiento de los fructooligosacaridos presentes en las muestras a
lo largo de la fermentacion. Este trabajo permitié identificar el “nucleo bacteriano”
de la fermentacion, es decir, géneros de bacterias presentes a lo largo de toda la
fermentacién: Zymomonas, Lactococcus, Weisella, Leuconostoc, Lactobacillus,
Acetobacter, Gluconobacter y Obesumbacterium, en orden descendente. De igual
manera, lograron definir el “nucleo fungico” de la bebida, asociado a los géneros
Kazachstania, Kluyveromyces, Saccharomyces, Hanseniaspora y al orden
Saccharomycetales. Estos grupos microbianos fueron identificados desde la planta

y a lo largo de toda la fermentacién. Asimismo, los autores concluyeron que la
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diversidad microbiana vari6 en abundancia en respuesta a variaciones en la

composicion del sustrato.

La definicion de un “nucleo microbiano” asociado a la bebida (microorganismos
constantemente identificados a lo largo de la fermentacion) por parte de Astudillo-
Melgar er al. (2023) supone un importante acercamiento hacia el disefio de un
iniciador estandar que permita la fermentacion controlada de la bebida,
contribuyendo a estandarizar su calidad. En este sentido, los autores sugieren
ampliar el estudio hacia mas especies del género Agave, diferentes localidades
productoras y en mas temporadas de produccién para poder definir con mayor

claridad un iniciador adecuado para la fermentacion.

Las caracteristicas sensoriales del pulque, como se ha mencionado, se veran
influenciadas por la microbiota presente al inicio de la fermentacion (Cuadro 9) y
esta estara influenciada por la regién geografica de produccion de la bebida, debido
a su produccion mayoritariamente artesanal altamente variable (Escalante et al.,
2016).

Cuadro 9. Principales productos de la fermentacion del aguamiel y grupos

microbianos asociados.

Grupo microbiano Productos asociados
Bacterias acido-lacticas (homo y Acido lactico, acido acético, etanol y
hetero fermentativas como CO2

Lactobacilus spp. y Leuconostoc sp.).

Z. mobilis y S. cerevisiae. Etanol y CO2
Z. mobilis, Leuconostoc Exopolisacaridos (dextranos y
mesenteroides y L. kimchi. fructanos).
Bacterias acido-acéticas (Acetobacter Acido acético y CO2

spp. y Gluconobacter spp.)
(Escalante et al., 2016).
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La produccion microbiana de aminoacidos, vitaminas y compuestos volatiles esta
asociada, principalmente, a las levaduras en la bebida, tanto Saccharomyces (S.
cerevisiae, S. bayanus y S. paradoxus) como no Saccharomyces (Kluyveromyces

marxianus, K. lactis, Hanseniaspora uvarum, entre otras) (Escalante et al., 2012).

Por lo anterior, es evidente que la diversidad microbiana asociada a la bebida es
variable y dependiente de la region en la que se produzca, lo que exalta la
pertinencia de un acercamiento a regiones poco estudiadas para esclarecer
particularidades o puntos en comun con otras regiones ya estudiadas, pensando
incluso en la generacion de informacion que, en un futuro, permita el establecimiento

de “variedades geograficas” para el pulque.

2.5.2 Microorganismos probiéticos

La presencia de microorganismos probidticos ha sido uno de los principales motores
de la investigacion realizada sobre la bebida, entendiendo como probidtico a
cualquier microorganismo vivo que, consumido en dosis adecuadas, resulta
benéfico para el organismo hospedero. Los beneficios asociados a estos
microorganismos contemplan la creacion de un balance benéfico del microbioma
entérico y la promocion de la respuesta inmune gastrointestinal (Castro-Mufioz &
Garcia-Arce, 2021), aunque el impacto de estos microorganismos se considera
mucho mas profundo. Asimismo, el relativamente reciente surgido término de
postbidtico supone una posible nueva rama de estudio con relacién al pulque. Un
postbiodtico puede definirse como una preparacion de microorganismos inanimados
y/o sus componentes y que confieren un beneficio a la salud del hospedero”
(Vinderola, et al., 2022).

La amplia diversidad y elevada cantidad de microorganismos en el tracto

gastrointestinal humano supone multiples beneficios, siempre y cuando esta
diversidad no implique la presencia preponderante de patdgenos. Recientemente,
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una microbiota gastrointestinal diversa se asoci6 a mejores capacidades de
aprendizaje, memoria y flexibilidad en el comportamiento. Ademas, una microbiota
“sana” supone otros beneficios para el hospedero, principalmente, en la regulacién
de la digestion, mediando la absorcion, extraccion y sintesis de metabolitos variados
y en la promocién de una primera respuesta inmune, compitiendo con patégenos,
produciendo compuestos antimicrobianos y promoviendo la integridad del epitelio
intestinal. En este sentido, este grupo diverso y abundante de microorganismos
producira metabolitos igualmente diversos y variados, algunos con capacidad de
interactuar con el sistema nervioso central, modulando asi la actividad cerebral, el

comportamiento y la cognicion (Gubert et al., 2020).

Provenientes del pulque, se han aislado diversos microorganismos sobre los que se
ha evaluado su capacidad probidtica, principalmente bacterias acido-lacticas como
Lc. mesenteroides, L. acidophilus y L. plantarum. Es importante mencionar también
a Z. mobilis, cuyo beneficio se asocia mas como un antagonista de patdgenos en la
bebida. Estos microorganismos, junto con muchos otros aislados del pulque,
podrian suponer la respuesta a las propiedades benéficas del pulque para prevenir
y tratar problemas gastrointestinales. Ademas, algunos microorganismos aislados
del pulque han mostrado ser tolerantes a las condiciones adversas del tracto
gastrointestinal y de ser capaces de inhibir bacterias patdégenas como E. coli,
Salmonella enterica serovar Typhi y Typhimurium y Listeria monocytogenes. Se ha
reportado que estas bacterias probidticas se adhieren a la mucosa intestinal,
presentan actividad antiinflamatoria y estimulan el sistema inmune (Castro-Mufioz
& Garcia-Arce, 2021; Escalante et al., 2012, Escalante et al., 2016; Rocha-Arriaga
et al., 2020).

Por otro lado, se han aislado algunos microorganismos productores de

exopolisacaridos (dextranos y fructanos con diversa ramificacion) del pulque como

L. mesenteroides y C. kimchii. Los productos de estos microorganismos son de
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interés, principalmente, como prebidticos y fuentes de fibra soluble (Escalante et al.,
2016).

2.5.3 Microorganismos patégenos
El pulque se reconoce como una bebida segura para su consumo, a pesar de su
produccion poco controlada y artesanal, debido esencialmente al proceso de

fermentacién que ocurre en su elaboracion.

Gbémez-Aldapa et al. (2011) estudiaron la sobrevivencia de Salmonella
Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes, Shigella flexneri y S. sonnei en
aguamiel, pulque semilla y durante el proceso de fermentacion hasta obtener pulque
comercial. Si bien los patdégenos pudieron desarrollarse tras ser inoculados en el
aguamiel y alcanzaron concentraciones en el rango de 102 a 103% UFC/mL, todos
tendieron a morir y fueron indetectables (<1 UFC/mL) después de 80 horas a
temperaturas de 16 °C 0 22 °C (asociadas a la temperatura ambiental de la zona de

produccion estudiada, en este caso, Hidalgo).

Con respecto al pulque semilla, todos los microorganismos inoculados fueron
rapidamente inactivados (en tiempos menores a 30 horas), lo que se asoci6 a la
competencia con la microbiota propia del pulque, la presencia de diferentes
compuestos antimicrobianos (bacteriocinas, acidos organicos y etanol) y a un pH
menor a 4.5. De igual forma, durante el proceso de fermentacién natural del
aguamiel (sin adicion de pulque semilla), las bacterias comenzaron a ser inhibidas
una vez que el aguamiel comenzo a reducir su pH a valores cercanos a 4.0-5.0 que
ocurre tras 24 horas a las temperaturas probadas por los autores (Goémez-Aldapa,
et al., 2011).

En cuanto al proceso de elaboracién comercial, los autores concluyeron que si el
aguamiel es contaminado apenas es obtenido del cajete, todos los patdégenos
tendieron a desarrollarse hasta que se adicion6 el pulque semilla; esta adicion
redujo drasticamente el numero de patdgenos en la bebida, garantizando su
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completa ausencia en la bebida terminada (en este caso, tras 36 horas de
fermentacién). Es importante mencionar, sin embargo, que concentraciones
elevadas de patogenos (superiores a 10* UFC/mL) podrian permitir la supervivencia
de estos en la bebida terminada en concentraciones riesgosas para el consumo,
aunque la probabilidad de que esto suceda se supone baja (Gémez-Aldapa, et al.,
2011).

De interés particular resulta el estudio Gomez-Aldapa et al. (2012), donde los
autores evaluaron la sobrevivencia de E. coli O157:H7 inoculada igualmente en
aguamiel, pulque semilla y durante el proceso de fermentacion comercial. Es
importante mencionar que se requeririan condiciones muy especificas para que esta
combinacion sucediera (contaminacién de aguamiel con excretas de ganado en la
zona de recoleccioén, por ejemplo), sin embargo, el estudio aporta un panorama
intrigante con respecto a la sobrevivencia de este microorganismo en la bebida, aun
mas considerando su alta virulencia (50 células o menos pueden causar
enfermedad en el ser humano). Los autores demostraron la capacidad de este
patdogeno para sobrevivir por mas de 72 horas tanto en aguamiel como en pulque
semilla. Si el patégeno contamina inicialmente el aguamiel, se desarrollara y
sobrevivira incluso tras la adicibn de pulque semilla y tras varios ciclos de

fermentacién. (Gémez-Aldapa, et al., 2012).

Giles-Gomez et al. (2016) evaluaron las caracteristicas probidticas in vivo e in vitro
de L. mesenteroides cepa 45, asilado de pulque. Este microorganismo no solo se
identific6 como resistente a lisozima, sales biliares (0.1-0.3% oxgall) y pH de 3.5,
sino que incluso mostré actividad antimicrobiana contra patégenos como L.
monocytogenes, E. coli, S. entérica serovar Typhi y S. entérica serovar
Typhimurium. Esta actividad antimicrobiana se asocio a la probable produccion de
bacteriocinas y de peptidoglucano hidrolasas; en el caso de S. entérica serovar

Typhimurium fue incluso posible demostrar una infectividad menor del patégeno en
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presencia de la cepa probidtica, evaluando su concentracidn en 6rganos diana como

higado y bazo.

2.6 Caracteristicas sensoriales del pulque

Como ha sido revisado, los principales caracteristicas sensoriales de la bebida se
pueden asociar a la presencia de etanol, acido acético, acido lactico y diversos
exopolisacaridos, productos de una compleja fermentaciéon del aguamiel por la
actividad de diversos microorganismos. Ademas, estos compuestos sirven como

una guia para caracterizar la bebida obtenida.

En cuanto a otras caracteristicas especificas de la bebida, De Ledn-Rodriguez et
al., 2007 detectaron y caracterizaron compuestos volatiles en diferentes bebidas
alcohdlicas obtenidas a partir de especies de agave, empleando cromatografia de
gases. En este estudio, se encontraron como principales componentes del pulque
al etanol, acido acético, alcoholes superiores (1-butanol, metil propanol y 2-
pentanol, principalmente), etil acetato y fenil etanol. Asimismo, se analizaron
diversos compuestos minoritarios, dentro de los cuales los autores encontraron al
3-metil-tio-1-propanol y al acido nonanoico como compuestos exclusivamente
asociados al pulque analizado. Una limitante del estudio, sin embargo, es que no

menciona la zona de origen de la bebida.
Medina-Mendoza et al. (2022) propusieron una lista de descriptores para la

evaluacion sensorial del pulque con base en sus resultados y los lineamientos

generales que brinda la NMX-V-037-1972, los que se listan en el Cuadro 10.
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Cuadro 10. Descriptores sensoriales propuestos para caracterizar al pulque.

Caracteristica

Indicador de buena

calidad

Indicador de defecto

Color y aspecto

Blanco espumoso y sin

impurezas.

Amarillento, aguanoso,

estiloso (viscoso),

presencia de impurezas.

Olor

Afrutado, almendrado a

maguey maduro.

Avinagrado o rezagado
(agrio), brincado
(putrido), presencia de
olores no

caracteristicos.

Sabor

Afrutado (meldn: poco
fermnetado; papaya:
bien fermentado),
agridulce, sabor a

maguey, alcohdlico.

Guixi (astringente a
penca tierna), Aanmfi
(penca vieja), agrio,
amargo, putrido,
apestoso, rezagado,

aguanoso.

Resabio

Dulce, sensacion a
frutas, con ausencia de
sabores fuertes y

persistentes.

Viscoso, rasposo,

rancio, putrefacto.

(Medina-Mendoza et al., 2022).

Como se ha discutido, el estudio sensorial del pulque ha sido limitado, por lo que un

acercamiento mas amplio, como la cromatografia de gases-MS, supone una

herramienta util para la caracterizacion sensorial mas detallada de la bebida.
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2.7 Denominacién de origen bajo el esquema legal mexicano
Bajo el esquema legal mexicano, la proteccion a denominaciones de origen es
competencia del Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial, el cual emplea como

instrumento legal a la Ley Federal de Proteccion a la Propiedad Industrial.

Con base en este instrumento legal, en su titulo quinto, se entiende a una

denominacion de origen como sigue:
“Producto vinculado a una zona geografica de la cual éste es originario,
siempre y cuando su calidad, caracteristicas o reputacion se deban exclusiva
o esencialmente al origen geografico de las materias primas, los procesos de
produccion, asi como los factores naturales y culturales que inciden en el
mismo” (Camara de Diputados del H. Congreso de la Unién, 2020; Gobierno
de México, 2023).

El producto, una vez protegido, debera contar con una Norma Oficial Mexicana
especifica y pasara a considerarse un bien nacional hasta que dejen de persistir las
condiciones que la motivaron (Camara de Diputados del H. Congreso de la Unioén,
2020; Gobierno de México, 2023).

La declaraciéon de origen puede ser solicitada, con base en el articulo 273 del
ordenamiento actualmente analizado, por diversos solicitantes como personas
fisicas o0 morales, camaras o0 asociaciones productoras, dependencias
gubernamentales federales o locales y por la Camara del Congreso de la Unién.
Dicha solicitud debera incluir, segun el articulo 274

e Datos del solicitante.

e Caracter, naturaleza juridica y actividades a las que se dedica.

e Nombre de la denominacion de origen.

e Estudio técnico emitido por una autoridad o institucidon que contenga los

siguientes aspectos:

o Descripcion detallada del producto.
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o Lugares de produccion del producto y la delimitacién geogréfica.

o SeAalamiento detallado de los vinculos nombre-producto-zona
geografica-factores naturales-factores humanos.

o Criterios que establezcan especificaciones y caracteristicas del
producto a lo largo de su produccion.

o Normas Oficiales Mexicanas que guiaran su extraccion y produccion.

o Comprobante de pago de la tarifa correspondiente (Camara de
Diputados del H. Congreso de la Unién, 2020).

Bajo lo expuesto hasta el momento, es posible apreciar que el pulque podria adquirir
una denominacién de origen, lo anterior podria traducirse en un reconocimiento a la
bebida con produccidén exclusiva en el centro de México, que emplea ciertas
materias primas de la regién (magueyes o agaves del género Agave L.), bajo un
proceso de elaboracién que implica una fermentacién que emplea microorganismos
presentes naturalmente en la region y que la bebida es heredera de una tradiciéon

milenaria del centro de México.

De esta forma, dado que Querétaro se encuentra entre las principales regiones
productoras de pulque y maguey pulquero, aunado a un discreto estudio de la region
desde multiples perspectivas (microbiologicas, fisicas y quimicas) y la influencia
propuesta que puede tener el nicho geografico (considerando las particularidades
regionales de produccién, entre otros factores) en las caracteristicas de la bebida,
se supone relevante no solo estudiar la region productora, sino aportar nuevas
herramientas para el estudio de esta matriz fermentada, tratando de representar su

produccion artesanal.

Lo anteriormente propuesta se plantea integrando tanto perspectivas de estudios
recientes, como proponiendo acercamientos novedosos que permitan aportar
herramientas para el estudio de la bebida. De esta forma, el estudio de las

caracteristicas fisicas, microbiolégicas y quimicas de la bebida, en conjunto con
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estudios de microbiota y analisis de volatiles, suponen herramientas (tanto en
comun como novedosas con respecto a otros estudios) que facilitaran tratar de
definir la bebida producida en la region, permitiran su comparacion con otras
regiones productoras y generaran informacién novedosa que podra servir de base
para ampliar el estudio de la bebida. El presenta trabajo permitira generar
informacion que, en conjunto con otros estudios, facilitaran la actualizacion de la
legislacién aplicable, aportaran elementos para una futura categorizacion de la
bebida (en la forma de una denominacidén de origen) y dara herramientas para

estandarizar la bebida en un futuro.
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3. Objetivos
3.1 General
Caracterizacion fisica, quimica, de la microbiota y compuestos asociados al aroma

del pulque y aguamiel.

3.2 Especificos

e Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del pulque joven, iniciador
de la fermentacion y aguamiel producido en Querétaro (viscosidad, pH,
acidez total, contenido de etanol y acido acético, azucares reductores y
compuestos volatiles).

e Determinar las caracteristicas microbioldgicas del aguamiel, iniciador de la
fermentacién y pulque joven mediante el analisis de los grupos indicadores
coliformes totales, levaduras y bacterias acido lacticas.

¢ |dentificar la microbiota presente en las distintas etapas de elaboracion del

pulque producido en Querétaro.
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4. Material y métodos

4.1 Recoleccioén de muestras

A través de muestreo homogéneo por conveniencia segun lo descrito por Jager et
al. (2017) y Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (1972 a; 1972 b), se
recolectaron directamente con productores pulque comercial o “joven” (PY),
iniciador de la fermentacién (pulque obtenido tras fermentacion de trasnoche, PS) y
aguamiel (A). Las muestras fueron recolectadas durante la temporada calida de
produccion de julio a septiembre de 2023, muestreando tres diferentes especies del
género Agave empleadas en cinco diferentes instalaciones productoras, todas
localizadas en los municipios de El Marqués y Cadereyta de Montes, en la region
del semi desierto del estado de Querétaro (Figura 5) (SIAP, 2021 b).

Cada estacion fue muestreada al mediodia, dos veces durante la temporada, de
acuerdo con la disponibilidad del productor. La localizacién, fecha de muestreo y
especie de Agave muestreadas se presentan en el Cuadro 11 tanto para aguamiel
como para pulque joven e iniciador de la fermentacién. En cada muestreo se registro
la temperatura de cada matriz y las caracteristicas de la fermentacion (proporcion
de mezcla de aguamiel con iniciador de fermentacion, tiempo y proceso de
fermentacién), esta ultima entrevistando directamente a cada productor o

tlachiquero.

Aproximadamente 300 mL de cada muestra fueron recolectados empleando las
herramientas de cada productor en cada visita (100 mL en tres bolsas plasticas
estériles) y almacenadas en una hielera con geles congelados hasta su llegada al
laboratorio. Una vez en el laboratorio, una bolsa fue inmediatamente almacenada a
-20 °C hasta los andlisis fisicos y quimicos, mientras que las otras dos fueron

inmediatamente procesadas para los analisis microbioldgicos y de microbiota.

Para el analisis de componentes volatiles, se recolecto por triplicado 5 mL de pulque
como reporta Arcanjo et al. (2015) con algunas modificaciones. Se recolectaron 5
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mL de pulque en viales HS crimp RB 20 mL clr cert 100 PK (Agilent, California, EE.
UU.) (emulando aproximadamente la proporcién de 1 mL de muestra por 3 mL de
capacidad de envase, como establecido en la referencia), para posteriormente
sellar, engargolar y congelar cada uno en hieleras con geles congelados. Después,
las muestras se trasladaron en una hielera y se almacenaron en congelacion

convencional (-20 °C) hasta su analisis.

San Luis
Potosi

Guanajuato

Hidalgo

Estado de México

Www.cuentame.ineglorg.mx

Fuente: INEGL Marco Geoestadistico, diciembre 2018.

Figura 5. Localizacion de Querétaro y las respectivas instalaciones
productoras, marcadas por simbolos de Agave (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, 2018; Instituto Nacional de Estadistica y Geografia,
2021 a).
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4.2 Analisis fisicos y quimicos del aguamiel y pulque recolectado

4.2.1 Acidez titulable

A 5 mL de cada matriz se le adicionaron 5 mL de agua destilada en un vaso de
precipitados y se agitdé vigorosamente. Posteriormente, se titulé cada dilucion con
NaOH 0.1 N, determinando el final de la titulacién con fenolftaleina 1% (p/v). Se

expresa como g acido lactico/100 mL de matriz. Se realiz6é por duplicado.

4.2.2 Contenido de carbohidratos

4.2.2.1 Contenido de carbohidratos reductores directos

Se llevo a cabo unicamente para las muestras de pulque (semilla o iniciador y joven)
por duplicado, empleando el método Fehling Causse Bonnans (FCB) con una
dilucion y clarificacién previa de acuerdo al método OIV-MA-AS311-01A
(International Organization of Vine and Wine, 2022) con algunas modificaciones
como sigue: 50 mL de una dilucién 1:2 (v/v) con agua destilada para cada matriz se
mezclé con 8 mL de acetato de plomo 25% (p/v) y 0.5 g de carbén activado, para

luego aforar a 100 mL con agua destilada y finalmente filtrar con papel filtro.

Un volumen de 10 mL de solucién FCB (previamente titulada con una solucion
estandar de glucosa 1 g/L), se mezclaron con 30 mL de agua destilada, se ebulleron
y titularon con las soluciones previamente preparadas con las muestras (clarificadas
y filtradas), siguiendo las indicaciones de De Angelis-Juanicd, n.d. para estimar el

contenido de dextrosa en cada matriz como g dextrosa/ 100 mL muestra.

4.2.3 Determinacioén de pH
Se empled un potencidmetro pH 211 (Hannah Instruments, Rhode Island, EE. UU.)

calibrado en dos puntos y se determiné por duplicado para cada matriz.
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4.2.4 Sélidos solubles totales
Se determinaron por duplicado en las tres matrices, empleando un refractometro de
mano (ARIANA).

4.2.5 Viscosidad

La viscosidad de todas las muestras se evalué con 15 mL de muestra en un
redmetro Brookfield DV3T dentro del rango de flujo laminar (menor a 60 rpm para el
adaptador UL empleado en el equipo) y con un % torque lo mas cercano a 10%. Se

realizo la determinacion por duplicado.
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Cuadro 11. Fecha de muestreo, precipitacion, tipo de suelo y especie de Agave asociada a cada estacion
muestreada para aguamiel, pulque joven e iniciador de la fermentacion.

Estacion | Codi- Ubicacion Especie Tipo de suelo Precipitacion | Fecha de
muestreo | go de Agave media anual ¥ | muestreo
d
1 1.1 | El Lobo, El Marqués, A Phaeozem, vertisol y 334.4 mm 11/07/2023
Querétaro @ ) leptosol
1.2 americana 19/09/2023
2 2.1 BOKAé’ fadeéeytabde A Vertisol, calcisol, leptosol, | 3344 mm | 18/07/2023
ontes, \ro. salmiana lluvisol y phaeozem
2.2 8/08/2023
3 3.1 Boyé, Cadereyta de A. Vertisol, calcisol, leptosol, 334.4 mm 25/07/2023
Montes, Qro. ° salmiana lluvisol y phaeozem
3.2 12/09/2023
4 4.1 El Lobo, El Marqués, A Phaeozem, vertisol y 334.4 mm 1/08/2023
Qro. @ mapisaga leptosol
4.2 ' 5/09/2023
5 5.1 Charco Frio, A. Vertisol, calcisol, leptosol, 334.4 mm 22/08/2023
Cadereyta de mapisaga lluvisol y phaeozem
5.2¢ Montes, Qro. ¢ 29/08/2023

a[20.7275 N 100.2013 W], 2.010 ms.n.m. (Google Earth, n.d. a); ® [20.6830 N 99.7347 W], 2,083 ms.n.m (Google Earth, n.d. b); ©[20.7906 N 99.7017 W], 2,130 ms.n.m. (Google
Earth, n.d. ¢). ¢ El aguamiel se muestre6 de plantas productoras maduras; estas reciben sélo agua de temporal. ¢ El iniciador de fermentacion de la estacion 5.2 fue vendido por

el productor y no fue posible por lo tanto analizarlo; f Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2021 b.
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4.2.6 Analisis de compuestos volatiles, etanol y acido acético

Los componentes volatiles presentes en las muestras de pulque joven fueron
identificados empleando micro extraccion en fase solida del espacio de cabeza (HS-
SPME, por sus siglas en inglés) acoplado a cromatografia de gases y
espectrometria de masas. Tras descongelar los viales, las muestras fueron
incubadas a 50 °C por una hora con agitacion de 200 rpm, para inyectar una fibra
SPME FiberDivinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) de
2 cm (Sigma Aldrich, Massachusetts, EE. UU.). La fibra fue des adsorbida a 250 °C

en modo splitless en el puerto de inyecciéon del cromatégrafo de gases.

El analisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas se llevo
a cabo en un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent Technologies, California, EE.
UU.) con una columna capilar Heavy Wax (60 m x 250 um de diametro, 0.25 ym de
grosor de fase; Agilent Technologies, California, EE. UU.), acoplado a un
espectrometro de masas cuadrupolar 5975C VL (Agilent Technologies, California,
EE. UU.). Las especificaciones del programa de temperatura fueron: 40°C/10 min,
seguidos primero por un incremento a 3 °C/min. hasta 140 °C mantenidos por 20
minutos, incrementando después a 3 °C/ min. hasta 220 °C y manteniendo por 5
minutos, finalizando con un incremento de 10 °C/min. hasta 260 °C y sosteniendo
por 15 minutos. Helio (99.99% (v/v)) fue empleado como gas acarreador a un flujo
de 1 mL/min.. El espectrometro de masas fue ajustado a 70 eV para el modo de
impacto electronico con un factor Gain de 1, temperatura de linea de transferencia
de 280 °C, fuente de ionizacién de 230 °C y cuadrupolo de 150 °C. Un modo de
escaneo de 33-600 u fue empleado. La identificacion tentativa de compuestos se
realizd comparando espectros contra la base de datos del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés; version 2017). Se emple6

un umbral de identidad de 70% para la identificacién de compuestos.

Se cuantificaron acido acético y etanol en pulque joven por triplicado (empleando
curvas de calibracion), siguiendo un método interno (metodologia de espacio de
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cabeza estatico), disponible para la cuantificacion de estos compuestos en el Centro
de Investigacién en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada-Querétaro. Instituto
Politécnico Nacional, donde se llevaron a cabo también los analisis de compuestos
volatiles. En breve, se recolectaron 10 uL de pulque por triplicado en viales HS
crimp RB 20 mL clr cert 100 PK (Agilent, California, EE. UU.), registrando el peso
de la muestra depositada en su interior (hasta cuatro cifras significativas).
Posteriormente, éstos fueron sellados, engargolados y mantenidos en congelacién
hasta su analisis (-20 °C). Las muestras fueron descongeladas previo a su analisis
a temperatura ambiente e incubadas a 50 °C por 1 hora con 200 rpm de agitacion,
para inyectar una fibra SPME FiberDivinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS) de 2 cm (Sigma Aldrich, Massachusetts, EE. UU.). La fibra se
des adsorbié a 250 °C en modo splitless en puerto de inyeccion del equipo de

cromatografia.

El analisis conjunto de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
se llevdo a cabo en un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent Technologies,
California, EE. UU.) con una columna capilar Heavy Wax (60 m x 250 um de
diametro, 0.25 ym de grosor de fase; Agilent Technologies, California, EE. UU.),
acoplado a un espectrometro de masas cuadrupolar 5975C VL (Agilent
Technologies, California, EE. UU.). Las especificaciones del programa de
temperatura fueron: 40 °C/ 10 min., seguidos de un incremento a 3 °C/min. hasta
140 °C mantenidos por 20 minutos, seguidos de un incremento a 3 °C/min. hasta
220 °C mantenidos por 5 minutos, concluyendo con un incremento de 10 °C/min
hasta 260 °C manteniendo por 15 minutos finales. Se empleo helio (99.99 % (v/v))
como gas acarreador a un flujo de 1 mL/min. El detector de masas fue ajustado a
70 eV para el modo de impacto electronico con un factor Gain de 1 y temperaturas
para la linea de transferencia de 280 °C, para la fuente de ionizacién de 230 °C y
para el cuadrupolo de 150 °C. Un modo de escaneo de 33-600 u fue empleado. La
identificacion tentativa de compuestos se realizé comparando el espectro obtenido

con espectros de referencia en la base de datos del Instituto Nacional de Estandares
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y Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés; version 2017). Se empled un umbral

de identidad del 70% para la identificacion de compuestos.

4.3 Analisis de la calidad microbiolégica de aguamiel, semilla y pulque
recolectados

En las diferentes matrices recolectadas (y el mismo dia de muestreo), se analizaron
bacterias acido lacticas, levaduras y bacterias coliformes totales. Para bacterias
acido lacticas y levaduras, 10 mL de cada muestra fueron diluidos en 90 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos salina (PBS, [1.0 M], pH=7.2) (Karal S.A. de
C.V., Guanajuato, México) y diluciones decimales seriadas se prepararon con
solucion salina estéril NaCl (0.85% (m/v)) (Karal S.A. de C.V., Guanajuato, México).
Para bacterias coliformes totales, sélo una dilucién 1:1 con PBS usando 5 mL de
muestra fue analizada para pulgue joven e iniciador de fermentacién; mientras que,
para aguamiel, una dilucion 1:1 (con 5 mL de aguamiel), dilucién 1:4 (con 1 mL de

aguamiel) y dilucién 10! se elaboraron con PBS.

4.3.1 Bacterias acido lacticas, coliformes totales y levaduras
En el Cuadro 12 se presentan el volumen de muestra empleado, rango cuantificable,
el medio y técnica de cultivo y las condiciones de incubacién para cada grupo

microbiano cuantificado.
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Cuadro 12. Técnica y medio de cultivo, volumen de muestra empleado, rango

cuantificable y condiciones de incubacion para la cuantificacién de bacterias acido

lacticas, coliformes totales y hongos y levaduras.

incubacion

Bacterias acido Coliformes Levaduras °
lacticas 2 totales ®
Volumen 0.1 1 1
cultivado de
una dilucién
dada (mL)
Medio de Man Rogosa Sharpe Rojo Violeta Agar papa
cultivo Agar (MRSA) Bilis Agar dextrosa
empleado adicionado con (RVBA) (Becton acidificado con
cicloheximida 100 ppm Dickinson, 1.4 % (v/v) de
(Neogen Corporation, Nueva Jersey, acido tartarico al
Michigan, EE. UU.) EE. UU.). 10 % (p/v)
Técnica de Extension superficial | Vertido en placa | Vertido en placa
cultivo con perlas de vidrio
Rango 25-250 UFC 15-150, 10-150
cuantificable contando sélo
(UFC) colonias tipicas
segun
Secretaria de
Salud (b), 1994.
Condicion de 30 °C, 48 h. 35 °C, 48 h. 30 °C, 3 dias.

En todos los casos se analizan también controles de esterilidad de diluyentes y
medio de cultivos empleados; a: Secretaria de Salud, 1994 c; b: Secretaria de
Salud, 1994 b; c: Secretaria de Salud, 1994 a.
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4.4 Analisis de la diversidad microbiana por medio de secuenciacién de
siguiente generacion de la regiéon ribosomal V3-V4 bacteriana e ITS1-5F
fungica

4.4.1 Obtencion de poblaciones microbianas del aguamiel y del pulque

En la misma fecha de muestreo, alicuotas de 1.5 mL de cada muestra fueron
centrifugados a 9,580 g por 20 minutos, segun Astudillo-Melgar et al., 2023, por
cuadruplicado. Posteriormente, el sobrenadante fue descartado y se afadieron a
cada tubo de micro centrifuga 1.5 mL de caldo Soya Tripticasa (TSB, por sus siglas
en inglés) frio (Beckton Dickinson, Nueva Jersey, EE. UU.) con 8% (v/v) de glicerol
para re suspender el pellet. Las muestras fueron después congeladas a -20 °C hasta

la extraccion de ADN.

4.4.2 Extraccion de ADN y secuenciacion de siguiente generacion de los
amplicones 16S/ITS

Unicamente se extrajo ADN para los muestreos 2.1, 3.1, 4.1 y 5.1 (referirse a Cuadro
11 para mas detalles). Para la extracciéon de ADN, se empled el kit Zymobiomics
DNA Miniprep (Zymo Research Corp., California , EE. UU.), de acuerdo a las
indicaciones del proveedor con menores consideraciones, como sigue: 4.5 mL de
caldo TSB con 8% (v/v) de glicerol (conteniendo 4.5 mL de muestra), se le afadio
lisozima A para lograr una concentracion de 0.8 mg/mL solucion, se incub6 a 37 °C
por 1 hora, previo a la extraccién del ADN siguiendo las indicaciones del kit (la lisis
fisica se realizé empleando un Vortex Genie 2 (Scientific Industries Inc., Nueva York,
EE. UU.) por 5 minutos como el kit recomienda). La integridad del ADN extraido se
evalud en gel de agarosa 1% (m/v) y se cuantific6 empleando tanto Nanodrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.) como el fluorometro Qubit 2.0
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.). Se resguard6 en congelacién

(-20 °C) el ADN obtenido de las extracciones realizadas.

Las muestras de ADN fueron secuenciadas por Novogene (Novogene Corporation

Inc., California, EE. UU.) en un secuenciador lllumina NovaSeq, generando lecturas
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pareadas (o0 paired-end, en inglés) de 250 pb. El proveedor prepard las librerias
para los amplicones V3-V4 e ITS1-5F, siguiendo protocolos lllumina. La region del
gen ribosomal bacteriano 16S V3-V4, fue amplificada empleando los primers 341F
(CCTAYGGGRBGCASCAG) y 806R (GGACTACNNGGGTATCTAAT), mientras que
para la region ribosomal fungica ITS1-5F se emplearon los primers 1737F
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) y 2043R (GCTGCGTTCTTCATCGATGC).
Ambas reacciones de PCR se llevaron a cabo por el proveedor. Las lecturas crudas
de cada muestra pueden consultarse en el BioProject PRINA1137936 del Centro
Nacional para Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) a partir
de febrero de 2025.

4.5 Analisis estadistico, bioinformatico y visualizacion de datos

Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés) acoplado a un
agrupamiento por K-medias fue realizado segun lo descrito por James et al., (2023)
en R Studio (v4.3.3; R Core Team, 2022). Tres diferentes PCA con su respectivo
analisis de agrupamiento se elaboraron para cada una de las matrices estudiadas,
usando parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos relevantes que permiten
definir a cada matriz: °Brix, pH, viscosidad (viscosity), acidez titulable (acidity),
bacterias acido lacticas (lacticbacteria) y levaduras (yeasts) para aguamiel;
viscosidad, carbohidratos reductores directos (reducingcarbs), acidez titulable,
pH, °Brix, bacterias acido lacticas y levaduras para el iniciador de la fermentacion;
mientras que para pulque joven se emplean los mismos parametros que el iniciador,
pero considerando ademas el contenido de etanol (etanol) y &acido acético

(aceticacid).

Para la visualizacion de datos, se empled el paquete de R ggplot2 (v3.5.0; Wickham,
2016). Para la creacion del mapa de calor para el analisis de compuestos volatiles,
se empled R con los siguientes paquetes: dbplyr (v2.5.0; Wickham, et al., 2023 b),
ggplot2 (v3.5.0; Wickham, et al., 2016), plyr (v1.8.9; Wickham, 2011), scales (v1.3.0;
Wickham, et al., 2023 a) y reshape?2 (v1.4.4; Wickham, 2020).
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Para el analisis de las lecturas de las secuencias asociadas a las regiones V3-V4 e
ITS1-5F, se empled QIIME2 (v2024.5; Bolyen et al., 2019) en Ubuntu 22.04.4 como
sigue: las lecturas crudas (lecturas tanto forward como reverse sin indices ni
primers) se importaron y convirtieron en artefactos de QIIME2 segun el formato
“Manifest”. Como se menciond, las lecturas fueron ya identificadas para cada
muestra por el proveedor (demultiplexed). El analisis de calidad de las lecturas se
efectud con FastQC (v0.11.9; Andrews, 2010) y QIIME2. Las lecturas fueron
filtradas, secuencias quiméricas removidas, recortadas (con base en el analisis
previo de calidad) y finalmente ensambladas con DADA2 en QIIME2 (Bolyen et al.,
2019; Callahan et al., 2016; McDonald et al., 2012). Las especificaciones de corte
tanto para las lecturas forward como reverse fueron: para ITS1-5F se removieron
las primeras 9 y ultimas 4 posiciones, mientras que para V3-V4 se removieron
unicamente las primeras 9 posiciones. Las secuencias ensambladas fueron de un
tamano de entre 270-390 pb para ITS1-5F y de aproximadamente 400 pb para V3-
V4. No se realizé ningun agrupamiento (clustering) y las secuencias procedieron a
su analisis como Variantes de Secuencia de Amplicon (ASV, por sus siglas en
inglés).

Para la identificacidn bacteriana, se entrend un clasificador tipo Aprendizaje
Automatico (Machine Learning Based) “classify-sklearn” Naive Bayes con la base
de datos SILVA (SILVA 132) con una referencia del rango de 99% de similitud y
extrayendo las lecturas de referencia a las regiones amplificadas usadas en este
estudio; mientras que para la identificacion fungica, también se entrend un
clasificador tipo Aprendizaje Automatico (Machine Learning Based) “classify-
sklearn” Naive Bayes con la base de datos UNITE (v10.0), usando el set “dinamico”
para una clasificacion de taxones con rango de similitud variable (en funcion del
taxdn) y sin extraer las lecturas de referencia a la region amplificada en este estudio
(Bolyen et al., 2019; Borkulich et al., 2018; Coordinators, 2017; Pedregosa et al.,
2011; McKinney, 2010). Aquellos microorganismos o secuencias que no les fue

posible una asignacion a nivel de género por alguna de las dos bases de datos
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empleadas, fueron individualmente analizadas empleando la Herramienta de

Busqueda de Alineamiento Local Basico (BLAST, por sus siglas en inglés) del NCBI.

La diversidad alfa fue evaluada en cada matriz usando los métricas de diversidad
Shannon-Wiener, Simpson y Chao1 (Bolyen et al.,, 2019; Callahan et al., 2016;
Kruskal & Wallis, 1952; McDonald, et al., 2012; McKinney, 2010; Shannon, 1948).
La diversidad beta fue evaluada por medio de la matriz del indicador Jaccard,
generando un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA, por sus siglas en inglés)
con QIIMEZ2 (Bolyen et al., 2019; Debelius, 2023; Halko et al., 2011; Jaccard, 1908;
Katoh & Standley, 2013; Lane, 1991; Legendre & Legendre, 2012; McDonald et al.,
2012; McKinney, 2010; Price et al., 2010; Vazquez-Baeza et al., 2013; Vazquez-
Baeza et al., 2017; Weiss et al., 2017). El analisis completo de las secuencias se
encuentra disponible en el repositorio GitHub
(https://github.com/marcovt28/Amplicon-Analysis-QIIME2-2024 .5/tree/main).
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5. Resultados y discusion

5.1 Caracteristicas de produccién en la regién de estudio

La region productora queretana de pulque, correspondiente a los municipios de
Cadereyta de Montes, Toliman, Colén, Ezequiel Montes y Pefamiller (segun datos
oficiales disponibles en SIAP, 2021 b; SIAP, 2022; SIAP, 2023), corresponde a una
region principalmente semi desértica, con una precipitacion promedio total anual de
entre 333.4 mm hasta 538 mm y con una temperatura ambiental promedio de

24.6 °C en verano (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2021 b).

La temperatura y las caracteristicas de la fermentacion se encuentran en el Cuadro
13 en cada estacion de muestreo. La temperatura promedio registrada en cada
matriz al momento de su recoleccion (llevada a cabo cerca del mediodia) fue de

23.1 °C £ 2.2 °C en las cinco estaciones de muestreo.

Con respecto a la fermentaciéon del aguamiel para producir pulque joven, todos los
productores mezclan aguamiel con pulque de trasnoche (iniciador de la
fermentacién) en una fermentacion en lote, en las proporciones listadas en el
Cuadro 13. Particular atencion merece el caso de Charco Frio (estacién productora
5), donde si bien se lleva a cabo una fermentacion en lote, esta muestra
particularidades: una proporcion definida de iniciador se afiade a aguamiel y se deja
fermentar por periodos prolongados de tiempo para producir pulque joven, el cual
se va retirando del contenedor. En este sentido, el pulque empleado como iniciador
de la fermentacién conlleva un periodo previo de fermentacién igualmente
prolongado para su elaboracion. Asimismo, esta region productora mostré la menor
temperatura registrada al momento del muestreo (Cuadro 13) en todas las
muestras. Como se tenia previsto, se registraron diferentes tiempos de fermentacién
al momento de los muestreos, derivado del itinerario particular de cada productor el

dia de su visita.
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Cuadro 13. Temperatura de muestreo para cada matriz y caracteristicas de

fermentacion registradas en cada estacion de muestreo.

Coédigo | Temperatura de muestreo Caracteristicas de fermentacion
3 (°C)
Aguamiel | Pulque | Iniciador Pulque joven Iniciador
joven de de
fermen- fermenta-
tacion cion
Proporcion | Tiempo | Tiempo
aguamiel- de de
iniciador de | fermen-| fermen-
fermen- tacion tacion
tacion
(aguamiel:ini-
ciador)
1.1 24.9 22.5 20.8 4:6 1.5h | Trasnoche
1.2 23.1 21.5 20.6 4:6 5h Trasnoche
21 25.5 251 24.6 No conocido 5h Trasnoche
por el
productor
2.2 26.1 25.3 25.3 1:2 0.5h | Trasnoche
3.1 25.0 25.0 24.9 4:7 6 h Trasnoche
3.2 21.3 26.1 25.5 4:7 1.5h | Trasnoche
4.1 23.0 24.5 221 1:1 5h Trasnoche
4.2 22.3 21.9 21.8 1:1 2h Trasnoche
b
5.1 19.8 19.9 19.6 1:2 3 sema- 1 mes
nas
5.2 20.7 21.3 No 1:2 4 sema- No
mues- nas muestrea-
treado do

a: para detalles, referirse a Cuadro 11; P: este iniciador fue adquirido por el productor
local al productor de la estacion de muestreo 2 y fue elaborado con A. salmiana.

Ninguna particularidad se registré con respecto al manejo de la planta en las

estaciones visitadas de la region en cuanto al corte del quiote de la planta, la
creacion de la cavidad central o cajete y la estrategia de raspado, es decir, en la
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region de estudio se castran agaves maduros previo a la salida del quiote, creando
un cajete en el centro de la planta y raspando inmediatamente para estimular la
salida de aguamiel. En cuanto a la recoleccion de aguamiel, solo un productor
(estacion productora 3, Boye, Cadereyta de Montes) emplea una herramienta
plastica para emular un acocote (fruto seco de Langenaria siceraria), el cual funge
como una pipeta para extraer el aguamiel del Agave, mientras que el resto de los
productores emplea herramientas plasticas para este fin para después resguardar
el aguamiel en contenedores plasticos hasta su empleo en la fermentacion (Alvarez-
Rios et al., 2020; Escalante et al., 2016; Medina-Mendoza, et al., 2022).

Con respecto a la fermentacion del aguamiel para crear pulque joven, algunas
diferencias fueron detectadas en la estrategia para la fermentacién, en cuanto al
tiempo y la forma en que esta inicia en comparacion con otras regiones productoras
de pulque. Con respecto al tiempo de fermentacion, este varia entre productores
dentro de la regién de estudio y resalta la complejidad inherente a la bebida,
asociado a su origen artesanal comun en regiones rurales, donde justamente la
bebida es principalmente producida (Garcia-Arce & Castro-Mufioz, 2021). Sélo un
productor (estacion de muestreo 5, Charco Frio, Cadereyta de Montes) fermenta
por periodos prolongados de tiempo. Para el resto de estaciones de muestreo
(estaciones de muestreo 1, 2, 3 y 4 ubicadas en El Lobo, El Marqués; y Boyé,
Cadereyta de Montes) fermentan por tiempos similares a los reportados en
Michoacan o Morelos (menos de 6 horas) (Alvarez-Rios et al., 2020; Astudillo-
Melgar et al., 2023; Chacén-Vargas et al., 2020), pero menores a los reportados en
la region del Alto Mezquital en Hidalgo por Medina-Mendoza et al. (2022). Con
respecto a la fermentacién, existen similitudes en su ejecucién con respecto a lo
reportado en Hidalgo y Morelos, aunque no con Michoacan donde el iniciador de la
fermentacién se afiade en forma “concentrada” (residuo semi sélido obtenido tras
las primeras fermentaciones) y que no emplea una proporcion de aguamiel:iniciador
definida. Con respecto a la proporciéon de aguamiel:iniciador/semilla mezclado en

otras regiones, Unicamente es comparable en proceso y proporciones con las
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reportadas en Morelos, reportdndose proporciones aguamiel:iniciador 2:3 v/v
(Astudillo-Melgar et al., 2023; Chacén-Vargas et al., 2020) El resto de las regiones
comparadas carecen de una proporcion reportada o el proceso para iniciar la
fermentacion del pulque joven es diferente, como en Alvarez-Rios et al. (2020). En
este sentido, el iniciador de la fermentacion presenta similitudes en su preparaciéon
(forma y tiempo) con lo reportado en Michoacan y Morelos, pero diferente a lo
reportado en Hidalgo con relacién a su tiempo de fermentacién (Alvarez-Rios et al.,
2020; Astudillo-Melgar et al., 2023; Chacodn-Vargas et al., 2020; Medina-Mendoza et
al., 2020).

Aunque existen evidentes diferencias entre las regiones productoras muestreadas,
el presente estudio provee un acercamiento integral para su entendimiento, en el
entendido de poder aportar herramientas para una definicion integral futura de la
bebida.

5.2. Descripcion de la produccion en la region
Los Cuadros 14, 15 y 16 muestran los valores promedio y limites legales para cada
parametro fisico, quimico y microbiolégico determinado en cada matriz y estacion

de muestreo. Los resultados con desviaciones estandar se muestran en el Anexo |.

Con respecto a los limites legales sugeridos para cada matriz por las normativas de
calidad respectivas, el aguamiel muestreado cumple con ellos excepto en acidez
titulable, donde ninguna muestra entré dentro del intervalo sugerido. También en
otros estudios, este parametro queda fuera de la recomendacion legal, por lo que
seria prudente hacer una revision de la norma de referencia (Alvarez-Rios et al.,
2020; Medina-Mendoza et al., 2022; Secretaria de Comercio y Fomento Industrial,
1972-a; Valadez-Blanco et al., 2012). Para el iniciador de la fermentacién, no todas
las muestras cumplen con las recomendaciones legales (Secretaria de Comercio y
Fomento Industrial, 1972-b) para pulque tipo |. Esto se podria atribuir a la inherente
heterogeneidad de esta matriz, descrita tan s6lo para nuestra region de estudio
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como “fermentacion de trasnoche”. Finalmente, para pulque joven, dentro de los
parametros que analiza la legislacion aplicable, unicamente el intervalo para acidez
titulable no resulta confiable para poder clasificar a la matriz como pulque tipo I,
situacion que se presenta incluso en pulque joven asociado a otras regiones
(AIvarez-Rios et al., 2020; Medina-Mendoza et al., 2022; Valadez-Blanco et al.,
2012).

68



Cuadro 14. Resultados y limites legales aplicables para parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos

para aguamiel muestreado en diferentes regiones productoras de Querétaro.

Estaciéon de Boyé, Cadereyta Boye, Charco Frio,
El Marqués El Marqués ' Cadereyta de Cadereyta de
muestreo de Montes.
Montes. Montes
Especie de
Agave A. mapisaga | A.americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreado
Cédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 51 5.2
V'SC(‘C);')dad 228 | 128 | 200 | 184 | 178 | 163 | 208 | 155 | 1.32 | 1.47
Acidez titulable
(g &cido 0.160 | 0.025 | 0.131 | 0.099 | 0.180 0.112 0.119 | 0.027 | 0.063 | 0.058
lactico/100 mL)
Limite legal de
acidez (g acido
l&ctico/100 mL) 0.0009-0.004
b
pH 4.90 8.15 6.40 4.84 4.38 5.86 4.70 6.44 7.41 6.70
Limite I;agal pH 4.50-7.50
°Brix (g solidos
solubles /100 | 11.00 | 12.50 | 15.50 | 13.50 | 14.00 14.00 15.00 | 15.00 | 12.00 | 12.00
mL)
Limite legal
solidos totales 7-17

(9/100 mL) P

69



Estacion de Boyé, Cadereyta Boye, Charco Frio,
El Marqués El Marqués ye y Cadereyta de Cadereyta de
muestreo de Montes
Montes Montes
Especie de
Agave A. mapisaga | A.americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreado
Cédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 51 5.2
Bacterias
acido lacticas 2 7.2
(10g10(UFC/mL 7.9 6.3 6.7 VE. 6.5 7.5 8.4 6.9 7.4 6.6
)
Coliformes
totales 2 1.32
(10g10(UFC/mL 2.3 2.3 2.00 2.2 1.2 1.7 1.7 1.8 VE. >2.5
)
Levaduras 2 50 37
(log10(UFC/mL 4.4 4.5 4.7 4.2 4.7 4.4 4.2 ) 4.0 )
) V.E. V.E.

a. Para los resultados microbiolégicos, V.E. indica valor estimado. b: con base en NMX-V-022-1972
(Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1972 a). Se expresa un Unico intervalo que abarca las
denominaciones tipo | y tipo Il de aguamiel.
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Cuadro 15. Resultados y limites legales aplicables para parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos para el
iniciador de la fermentacion muestreado en diferentes regiones productoras de Querétaro.

Boyé, Boyé, Charco Frio,
Estacion de muestreo El Marqués El Marqués Cadereytade | Cadereytade | Cadereytade
Montes Montes Montes
Especie de Agave A. mapisaga | A.americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreada
Cédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 5.1 5.2
Viscosidad (cP) 140 | 1.44 1.46 1.50 1.70 1.72 1.89 1.81 1.45
Acidez titulable (g acido | s 51 | 545 | 043 | 038 | 030 | 047 | 045 | 0.41 | 028
lactico/100 mL)
Limite legal de acidez (g i
acido lactico/100 mL) ¢ 0.40-0.75
Carbohidratos
reductores directos (g | 13| 509 |<0.12| <0.204 | 148 | 2.3 | 028 | 023 | 016 | &
equivalentes de S
dextrosa/100 mL) @ =
pH 414 | 3.51 3.91 3.58 3.83 3.80 3.90 3.62 3.88 §
Limite legal de pH © 3.70-4.20 =
°Brix (g solidos 2
solubles/100 mL) 400 | 5.00 | 5.00 5.00 6.00 7.00 8.00 6.50 | 4.00
Coliformes totales
(log10(UFC/mL)) <0.3| <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3
Bacterias acido lacticas
(10g10(UFC/mL)) ® 6.4 55 54 | 63V.E.| 6.8 7.6 7.4 7.3 6.7
Levaduras
(10g10(UFC/mL)) 7.5 7.0 7.4 6.3 7.2 5.7 7.4 7.5 5.5

a: Algunas determinaciones, por la naturaleza de la determinacion, no fue posible obtener suficiente muestra para
evaluar dos submuestras. Mas detalles en Anexo |. b: V.E. indica valor estimado. c: con base en NMX-V-037-
1972 (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 1972 b). Se expresa el intervalo para la denominacion tipo I.
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Cuadro 16. Resultados y limites legales aplicables para parametros fisicos, quimicos y microbiologicos para

el pulque joven muestreado en diferentes regiones productoras de Querétaro.

Estacion de Boyé, Boyé, Charco Frio,
El Marqués El Marqués Cadereytade | Cadereytade | Cadereytade
muestreo
Montes. Montes Montes
Especie de Agave A. mapisaga A. americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreada
Cédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 51 5.2
Viscosidad (cP) 1.50 1.44 1.46 1.56 1.56 1.64 | 2.02 1.78 1.44 1.49
Acidez titulable (g
acido lactico /100 | 0.36 0.36 0.32 0.24 0.30 0.26 | 0.47 0.34 0.26 0.37
mL)
Limite legal de
acidez (g acido 0.40-0.70
lactico/100 mL) @
Carbohidratos
reductores
directos (g 0.31 2.20 2.30 2.80 1.69 210 | 2.30 1.80 0.26 | <0.10
equivalentes de
dextrosa/100 mL) @
pH 4.25 3.72 4.15 3.96 3.85 410 |3.98 3.71 3.88 3.52
Limite Iegjal de pH 3.50-4.00
°Brix (g solidos
solubles/100 mL) 4.00 5.00 7.00 7.00 7.00 9.00 |9.00 7.50 4.00 4.00
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Estacion de Boyé, Boyé, Charco Frio,
El Marqués El Marqués Cadereytade | Cadereytade | Cadereytade
muestreo
Montes Montes Montes
Especie de Agave A. mapisaga | A.americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreada
Cédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 5.1 5.2
% Etanol (% (v/v)) | 1.63 1.90 2.21 1.71 1.10 1.07 | 212 1.87 1.76 1.40
Limite legal de
etanol (% (v/v)) @ 0.6-4.0
Acido acético
(Mg/100 mL) ® 0.01 0.01 0.01 0.01 0.67 0.01 |0.01 0.01 0.01 0.01
Coliformes totales 1.2
(10g10(UFC/mL)) © 1.0 1.0 <0.3 VE. <0.3 1.8 <0.3 0.8 <0.3 <0.3
Bacterias acido
lacticas 5.9 5.8 6.6 7.5 7.7 9.3 8.0 7.9 6.7 6.0
(log10(UFC/mL))
Levaduras 7.8 5.0
(10g10(UFC/mL)) © 6.5 6.9 6.20 6.8 VE. 7.1 7.0 5.1 5.0

a: Algunas determinaciones, por la naturaleza de la técnica Fehling Causse Bonnans, no fue posible obtener
suficiente muestra para evaluar dos submuestras. Mas detalles en Anexo I. b: 0.01 mg/100 mL, limite de
deteccion. c: V.E., valor estimado. d: con base en NMX-V-037-1972 (Secretaria de Comercio y Fomento
Industrial, 1972 b). Se expresa un Unico intervalo que abarca las denominaciones tipo Il.
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Todas las muestras recolectadas en la region cumplen con los intervalos propuestos
para etanol, mientras que para pH soélo tres muestras no entran dentro de las
recomendaciones legales. Con respecto a estos dos ultimos parametros, dentro de
la region muestreada, no se encontro una clara relacion entre un periodo extendido
de fermentacién y un mayor contenido de etanol o un menor pH, lo cual puede

indicar ya algunas diferencias a nivel de diversidad microbiana entre muestras.

En resumen, la viscosidad no necesariamente incrementa en las etapas mas
avanzadas de la fermentacion, probablemente relacionado con la dinamica
microbiana en las muestras, ya que un aumento en la viscosidad ha sido asociado
a una mayor presencia ya sea de Leuconostoc mesenteroides o Zymomonas mobilis
y se asocia tipicamente a un mayor tiempo de fermentacion (Escalante et al., 2008;
Escalante et al., 2016). Existe en general un incremento en la acidez en las matrices
mas fermentadas. Ortiz-Basurto et al. (2008) confirmé un correlacion directa
entre °Brix y el contenido de carbohidratos en aguamiel, siendo entonces °Brix una
manera valida de interpretar de manera indirecta el contenido de azucares en esta
matriz; sin embargo, para las muestras fermentadas, se deben tener en
consideracion la interferencia que el alcohol tiene en métodos refractométricos y la

probable sobre estimacidon que pueden provocar otros soélidos solubles en la matriz.

Para el analisis microbiolégico, un mayor tiempo de fermentacion se traduce
inequivocamente a una reduccién en el contenido de bacterias coliformes totales
(no se detecta su presencia ya en el iniciador de la fermentacion); el contenido de
levaduras y bacterias acido lacticas incrementa y se reduce o estabiliza en las
etapas mas avanzadas de la fermentacién, respectivamente. Este comportamiento

ha sido descrito ya previamente (Escalante et al., 2008; Valadez-Blanco et al., 2012).
Comparando el aguamiel de la regién con otras (Cuadro 17), los parametros son en

su mayoria similares a los reportados en Rocha-Arriaga et al. (2020) y Ortiz-Basurto

et al. (2008); para levaduras y bacterias acido lacticas se encontr6 una menor
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concentracion con respecto a lo reportado en Alvarez-Rios et al. (2020), de igual
forma Medina-Mendoza et al. (2022) reporta una mayor acidez titulable en
comparacién con nuestro estudio. Para el pulque joven (Cuadro 18), unicamente pH
y °Brix son similares con lo reportado en otras regiones productoras, mientras que
el pulque de la region muestra menor acidez titulable y etanol y, en algunos casos,
un menor contenido también de bacterias acido lacticas (Alvarez-Rios et al., 2022;
Astudillo-Melgar et al., 2023; Chacdén-Vargas et al., 2020; Escalante et al., 2008;
Medina-Mendoza et al., 2022; Valadez-Blanco et al., 2012). Para el iniciador de la
fermentacion (Cuadro 19), los parametros son similares a lo reportado por Alvarez-
Rios et al. (2020), excepto para la acidez titulable y viscosidad de la region
michoacana analizadas en ese estudio. De igual forma, Medina-Mendoza et al.
(2020) muestra valores similares con excepcion de una mayor acidez titulable en la
region hidalguense, comparados con los encontrados en nuestro estudio. Es
importante destacar que las diferencias entre nuestra regién de estudio y otras
reportadas son muy probables, dadas las diferencias en especies de Agave

empleadas y procesos de fermentacion.
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Cuadro 17. Comparacion de los resultados promedio de diversos parametros entre aguamiel muestreado en el
presente estudio y otras regiones productoras.

Regiones
productgras y Parametro analizado
estudios
asociados
© . b XS]
o €9 B | Acidez B’r!x (9 Coliformes Bacterias acido | S % _
3 :cgn S o = t|tuIIabIe (g/ :E_ sc;llglos/ totales lacticas 3 g’j
7 @ T @ T | 4c. lactico solubles S« £
w 4 g- S8 100 mL) 100 mL) (log10(UFC/mL)) | (log10(UFC/mL)) 3 g
(e 0] Tp]
Presen- z ; 11.00-
te Querétaro | & | 0.025-0.180 | & 1550 1.2-2.5 6.3-8.4 3.7-5.0
estudio N ™~ )
~ <t
Rocha- @
Arriaga : © 8.33-
ot al Hidalgo N.A. N.A. B 13.61 N.A. N.A. N.A.
(2020) %)
Ortiz- © | ~11.00-
Basurto Puebla N.A. 0.32-0.41 < 13'00 N.A. N.A. N.A.
l .
et al.
(2008)
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Regiones
productoras y

Parametro analizado

estudios
asociados
£ . ~ | Acidez *Brix ( XY
2 S 8 2% | fitulable (9 sélidog Coliformes Bacterias acido | 55 ~
2 o B @ =1 ac. lactico/ 5 solubles/ totales lacticas E: 37:"
7 0 . S =
. 23 | £8 | “oomL) 100 mt) | (0910(UFC/mL) | (log10(UFC/mL) | B
Alvarez ™ N
Rioset| Michoa- | =3 | 005053 | 1 |957-117 NA. 6.9-8.6 6.9-8.5
al. can - s
(2020) ~ <
Medina
-Men-
doza et | Hidalgo 1.26 0.85-1.60 £ 10 N.A. N.A. N.A.
al.
(2022)
Esca-
ente et Morelos | 14.2 | 0.42 2 | NA N.A. 8.5 45
(2008)
Vala-
dez- g
Blanco | Oaxaca | N.A. 0.68 & 4.0-5.3 N.A. 7.7-8.5 N.A.
etal. <
(2012)

parametros superiores a los reportados en la region queretana. En rojo: parametros inferiores a los
reportados en la region queretana. Sin color: dentro del rango cuantificado en la region queretana. N.A.: no

analizado.




Cuadro 18. Comparacion de los resultados promedio de diversos parametros entre pulque joven o listo para
consumo muestreado en el presente estudio y otras regiones productoras.

Regiones
proeilt‘s:j?;? y Parametro analizado
asociados
. ~ 2} ~ ~~ Carb. =
o Acidez . 0 Q 7 - o
e co |+& titulabl °Brix(g | ¢ E g2 E o (u'f o =| Reduct. o ET
5 0% | o ttulable | | ogjidos | E22 =5 £82= 525 £2 directos | © g E
= o3 | @2 (g ac 2| solubles/ ‘EESTEI %ESTEI gSTEI 3z (g eq '5§°
0 € o | S 8| lactico/ S8o" | 889 | 20 | o <52
s 100 mL) 100mL) | 8™ o m3 9 80 s~ —| Dextrosa o
= &= = /100 mL) | ©
Lo Querd S & o | N ©
o -
83 uere-1 ' 10.24-047 | ¥|4.00-900| 03-1.8 | 5893 iy Y 010280 | 2
O taro 3 o Q 5 S
~ Q0 . 4 Tp] . .
o ~ ™ ~ o
©
) 2 o « | S
2 . © ) : . ) .
£ o  |Michoa| - 10670821 ¥ 7 8850 | NA. 8385 | % | I N.A. <
o~ -can X 3 N Q pa
o _- AU 52! ') ©
g (4] ~ ™ o
<<




(w oo} /Bw)

. . . <
oopeoe opoy | 000SC | 0000L | v8'8Y9 | 3
1 [ o
Ea8 g _.0-d . . . .
S85aBTEE < < < <
= 83292 5%S z p z pd
(&) = T QA
((an) : . : :
.X.v joue}d 9, 0L°¢ 10°G ~ ey 7
((Qw /24n)oLb6ol) < < N <
seJnpeAa] pd yd N~ zZ
3
< ((w /24n)oLboj) . . .
= seanjoe| ANn. ANn. o ANn.
S oploe seuajoeq
o
£ | (u24n)oLboj) . . . .
‘® sa|ejo} < < < <
S SOWLI0JI|0D) < < < <
o0 -
~ Q . .
x85E 2 < < 3.
% ,w Iw m < zZ Z <
()
Hd ov 'V'N eV L0V
N2 33T
SESQE 3 S 8 <
g2°8g | 5 T | S | ¢
(d2) pep . < < Vel
-ISOJSIA V'N = = -0€°L
. eonpoid | b, | b | be | o
guq8 wwoew | 38| 58 58| £8
c o270
2% m S (ezoz) | (ozoz) | (8002) | (z2zZ02)
3% 3 lejo leyo ‘e lejoe
m © olpms3 JeBoN- | sebiep | o sjue| | zopuspy
O|IIpPNISY | -UQOBYD | -B0ST | -BUIPSIN
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Regiones

productoras y

Parametro analizado

estudios
asociados
@ ~ 0 = = Carbohi- ?En
= a 3
S | . | Acidez *Brix ( $§e | 5, E | 9E & rféﬂi"tir 9~
2 58 | ag] titulable X9 e w85 | S5 | 5= 83
S %S | 8= (gac T | solidos e ® O 3L |23 es Z E
T 25 |23 19 2| solubles/ £E2 T 02 2 | 8 3| directos =
w ¥ o S lactico/ i 0w S =) s ®© S
= T 100 mL) O+« i - ° (g eq. o
S 100 mL) £ o 8 o | ‘o | -
S O m O Is) Dextrosa S
o= = = /100 mL) | <
¥8_ g
— QN _ o - :
85Sg| 9% |NA | 132 || 300 N.A. 7.9 NA. | < | NA N.A.
I m © Q| xaca ™ 10.00 prd

parametros superiores a los reportados en la region queretana. En rojo: parametros inferiores a los
reportados en la region queretana. Sin color: dentro del rango cuantificado en la regiéon queretana. N.A.: no
analizado.
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Cuadro 19. Comparacion de los resultados promedio de diversos parametros entre pulque semilla o
iniciador de fermentacidn muestreado en el presente estudio y otras regiones productoras.

Regiones Parametro analizado
productoras y
estudios
asociados
Acidez °Brix (g | Coliform | Bacteria Carbohidrat
© | . _| titulable sélidos es sacido | 0 G os
.g S -g 9 | (gac solubles/ | totales | lacticas | 55 —| reductores
3 D 3 0 | lactico/ <| 100 mL) | (log10(U | (log10(U ° 25’75' directos (g
4 9 | £S| 100mL) FC/mL)) | FCImL)) | 2 O eq.
o 42 Dextrosal/
100 mL)
) (o)) <
R Queré- 2 5 ﬁ
33 o | 0.28-0.47 | Y| 4.00-8.00 <0.3 5.4-7.6 S <0.10-2.30
oI taro = B .
a o - o 10
" Michoa
oo -can. N N~
XS o o o
3 < o 077102 | &| 547 N.A. 8.6-8.7 - N.A.
© © N © e}
> o o o)
< O




Regiones
productt?ras y Parametro analizado
estudios
asociados
Acidez °Brix (g * Carbohidrato
o © | , | titulable solidos | 8 S | w80 | 20 | sreductores
= :g % 'g | (gac - solubles/ | £ § S= 2% S =| 53 = directos(g
3 3 | 0| lactico/ 100mL) | O 85 2| 285Jd| TS 2| eq.Dextrosal
7 QT 0T o Eo-E|l 0o E S« E 9
L xo |53 100mL) 5+ 2 S5 2 22 100 mL)
S o = CE
_ Hidalgo
o o
G O~ S
o — )
% N S © | 1.05-1.12 | 1| 5.4-6.0 N.A. N.A. N.A. N.A.
o 9 N ~ Lé.)
)
=

parametros superiores a los reportados en la region queretana. En rojo: parametros inferiores
a los reportados en la region queretana. Sin color: dentro del rango cuantificado en la regién queretana.

N.A.: no analizado.
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A partir de la figura 6, se comienzan a mostrar Analisis de Componentes Principales
asociados a cada matriz estudiada, los cuales fueron generados a partir de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas expuestas en la seccion 4.5. A
través de los Vectores Carga (Loading Vectors en inglés) asociados a cada
Componente Principal, es posible definir qué parametros se asocian o son descritos

por cada Componente.

-04 -02 00 02 04 06

o —
©
(=]
o M 3.2
3? 1.1 ‘g
o
N o 2.1
S k.
& 4.2 °
8 .
© Junditye— 22 3 N 8 s
3.1 S
- o
T I
a._-l_ chacter 5.2 :Dr
< | ]
]
T I ' ! l l
-2 -1 0 1 2 3
PC1 (49.5%)

Figura 6. PCA para aguamiel (PC1=49.5% de varianza explicada y PC2=27.2%
de varianza explicada). Los numeros representan las puntuaciones (scores) para
los dos primeros Componentes Principales; las flechas rojas indican los vectores
carga (Loading) de los dos primeros Componentes Principales. Para mas detalles,

referirse al Cuadro 11.

De esta forma, en aguamiel (Figura 6A), el Vector de Carga asociado al Primer
Componente Principal se asocia primordialmente a viscosidad, acidez titulable y pH
(viscosidad y acidez titulable inversamente relacionadas con pH). Con respecto al
Vector de Carga asociado al Segundo Componente Principal, este se asocia
primordialmente a levaduras, bacterias acido lacticas y °Brix (levaduras y °Brix

inversamente relacionadas con bacterias acido lacticas). La interpretacion de lo
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previamente expuesto permite catalogar de manera general a las muestras de
aguamiel de la siguiente manera: 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 4.1 (El Lobo,
El Marqués) como muestras con la mayor acidez titulable y viscosidad con el menor
pH, mientras que 3.2 (Boye, Cadereyta de Montes) y 1.1 (El Lobo, El Marqués) con
el mayor contenido de levaduras y °Brix y con el menor contenido de bacterias acido

lacticas.

Analizando los Vectores de Carga de la Figura 6 para aguamiel, existen algunas
asociaciones de interés: existe una relacion inversa entre el contenido de levaduras
y bacterias acido lacticas, lo que coincide con la desproporcionada elevada
concentracion de lacticas en comparacion con la de levaduras en aguamiel
reportada por Escalante et al. (2008) en Morelos, pero que dista de la aparente
proporcionalidad que existe entre ambos grupos Alvarez-Rios et al. (2020) en

Michoacan.

Para pulque joven (Figura 7), el Vector de Carga del Primer Componente Principal
se asocia primordialmente a viscosidad, carbohidratos reductores directos, °Brix y
bacterias acido lacticas (todos relacionados positivamente); mientras que el Vector
de Carga del Segundo Componente Principal se asocia primordialmente a
levaduras, contenido de etanol, acidez titulable, pH y contenido de acido acético
(solo acido acético inversamente relacionado con el resto de los parametros). En
este caso, el pH y la acidez titulable parecen relacionarse positivamente, hecho que
puede explicarse desde los datos originales, pues un bajo pH no necesariamente
se asocia con una mayor acidez titulable. De esta forma, las muestras 3.1 (Boyé,
Cadereyta de Montes) y 2.2 (Boyé, Cadereyta de Montes) se podrian catalogar
como las muestras con mayor viscosidad, contenido de bacterias acido
lacticas, °Brix y carbohidratos reductores directos, mientras que las muestras 1.1
(El Lobo, EI Marqués), 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes), 4.1 (El Lobo, El Marqués)
y 4.2 (El Lobo, El Marqués) corresponderian a muestras con el mayor contenido de

etanol, acidez titulable y levaduras, asi como al menor contenido de acido aceético.
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Figura 7. PCA para pulque joven (PC1=34.5% de varianza explicada y PC2=25.4%
de varianza explicada). Los numeros en la figura representan las puntuaciones
(scores) para los dos primeros Componentes Principales, mientras que las flechas
rojas indican los vectores carga (Loading) de los dos primeros Componentes

Principales. Para mas detalles, referirse al Cuadro 11.

De igual forma, interpretando los Vectores de Carga de la Figura 7, la viscosidad se
relaciona primordialmente con bacterias acido lacticas, grupo que incluye a diversos
géneros como Leuconostoc y Weissella, lo cual coincide con lo reportado en
Escalante et al. (2008) para el incremento en la viscosidad en la bebida y la probable
asociacion con estos géneros, particularmente con Leuconostoc. En este sentido,
una relacién positiva existe entre levaduras y el contenido de etanol, lo cual coincide
con la asociacién positiva reportada entre levaduras y alcohol reportada en Chacén-
Vargas et al. (2020) en pulque. De igual forma, una relacion negativa se aprecia
entre el contenido de acido acético y la acidez titulable en la bebida, lo que coincide
con lo observado en Astudillo-Melgar et al. (2023) y Chacoén-Vargas et al. (2020),
donde se encuentra que el acido acético es mas bien un acido de segunda

importancia en la fermentacion, después del lactico.
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Para el iniciador de la fermentacién (Figura 8), el Vector de Carga del Primer
Componente Principal se asocia primordialmente a viscosidad, °Brix y bacterias
acido lacticas (todos relacionados positivamente); mientras que el Vector de Carga
del Segundo Componente se asocia primordialmente a levaduras, pH, acidez
titulable y carbohidratos reductores directos (s6lo carbohidratos relacionados
inversamente con el resto de los parametros). También en este caso, pH y acidez
titulable parecen relacionarse de manera positiva e, igualmente, puede explicarse
desde los datos originales como en el caso del pulque joven. Asi, las muestras 3.1
(Boyé, Cadereyta de Montes) y 2.2 (Boyé, Cadereyta de Montes) se podrian asociar
con el mayor contenido de °Brix, viscosidad y contenido de bacterias acido lacticas,
mientras que las muestras 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 4.1 (El Lobo, El
Marqués) se asociarian con el mayor pH, acidez titulable, contenido de levaduras y

el menor contenido de carbohidratos reductores directos.
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Figura 8. PCA para iniciador de la fermentacion (PC1=38.3% de varianza explicada
y PC2=23.4% de varianza explicada). Los numeros en la figura representan las
puntuaciones (scores) para los dos primeros Componentes Principales, mientras
que las flechas rojas indican los vectores carga (Loading) de los dos primeros

Componentes Principales. Para mas detalles, referirse al Cuadro 11.
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Para el iniciador de la fermentacion (Figura 8), la viscosidad también se relaciona
positivamente con el contenido de bacterias acido lacticas (como ocurre en pulque
joven también). Igualmente, un incremento en la acidez se relaciona con un menor
contenido de carbohidratos reductores directos, como se esperaba para una matriz

con un periodo extendido de fermentacién (Astudillo-Melgar et al., 2023).

Con la intencidén de resumir las tendencias en composicion y caracteristicas en la
produccion de todas las muestras, tal que sea posible comparar con mayor facilidad
entre unidades de produccion, se empled el agrupamiento por K-medias, por medio

de las puntuaciones (scores) de los dos primeros Componentes Principales.

En la Figura 9, el aguamiel muestra un agrupamiento diverso, agrupandose
diferentes locaciones y Agaves (1.1 (El Lobo, EI Marqués)-3.2 (Boyé, Cadereyta de
Montes) en verde, 1.2 (El Lobo, El Marqués)-2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes)-2.2
(Boye, Cadereyta de Montes) en rojo y 3.1 (Boye, Cadereyta de Montes)-4.1 (El
Lobo, El Marqués) en morado), mismo Agave y locacion (1.2 (El Lobo, EI Marqués)-
2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes)-2.2 (Boyé, Cadereyta de Montes) en rojo y 5.1
(Charco Frio, Cadereyta de Montes)-5.2 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) en
azul claro) y marcando la muestra 4.2 (El Lobo, ElI Marqués) por separado (azul
oscuro). En la Figura 10, el pulque joven se agrupa por regién y Agave empleado
sin importar el tiempo de fermentacién (4.1-4.2 (correspondiendo ambas estaciones
a El Lobo, El Marqués) en azul claro, 5.1-5.2 (correspondiendo ambas estaciones a
Charco Frio, Cadereyta de Montes) en verde, 2.1-2.2 (correspondiendo ambas
estaciones a Boyé, Cadereyta de Montes) en morado y 1.1-1.2 (las primeras dos
asociadas a El lobo, El Marqués)-3.2 (Boyé, Cadereyta de Montes) en azul oscuro),
marcado solo de manera separada a la muestra 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes)
en rojo. Finalmente, en la Figura 11 el iniciador de la fermentacién muestra cierto
patrén, agrupandose por regién y Agave empleado (2.1-2.2 (ambas asociadas a
Boyé, Cadereyta de Montes) en azul claro y 3.1-3.2 (ambas asociadas a Boyé,

Cadereyta de Montes) en azul oscuro), por region sin importar el Agave empleado
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(1.1(El Lobo, ElI Marqués)-4.1 (El Lobo, EI Marqués) en verde y 1.2 (El Lobo, El
Marqués)-4.2 (El Lobo, EI Marqués) en rojo); por ultimo, se agrupa a 5.1 (Charco
Frio, Cadereyta de Montes) con el mismo Agave empleado, aunque en otra region
diferente (5.1-4.2 (El Lobo, El Marqués)-1.2 (El Lobo, El Marqués) en rojo).

Agrupamiento por K-medias con k=5
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Figura 9. PCA y agrupamiento por K-medias para aguamiel (Suma de Cuadrados
Intra Cluster (WCSS, en inglés) con 5 centroides=3.60) empleando las
Puntuaciones del PCA previo. Puntos de mismo color fueron asignados por el

algoritmo al mismo cluster. Para detalles, referirse al Cuadro 11.

En la Figura 9, el aguamiel muestra un agrupamiento diverso, agrupando sélo en
dos ocasiones muestras por misma especie de Agave y region de estudio. Esto
resalta la probable influencia que el ambiente inmediato a la planta abierta y las

practicas agricolas pueden tener sobre las caracteristicas del aguamiel y la
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relevancia de la especie de Agave que se emplea, explicando asi la variabilidad en

la matriz.

Nuestros resultados son similares a la variabilidad encontrada en el aguamiel
muestreado en dos diferentes localidades y de dos especies de Agave en una fecha
de muestreo realizado en Michoacan por Alvarez-Rios et al. (2020); al muestreo de
aguamiel (aunque de especie desconocida de Agave) en un periodo de 5 semanas
en una estacion productora en Oaxaca, México (Valadez-Blanco et al., 2012); y al
muestreo de aguamiel de A. salmiana en tres diferentes localidades de Hidalgo,
México en Rocha-Arriaga, et al. (2020). Nuestros resultados contrastan con la
imagen homogénea encontrada en la matriz en una sola estacion productora a partir
de una misma planta de A. mapisaga, estudiada a lo largo del periodo productivo de
la planta en Ortiz-Basurto et al. (2008).
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Figura 10. PCA y agrupamiento por K-medias para pulque joven (Suma de
Cuadrados Intra Cluster (WCSS) con 5 centroides= 3.51) empleando las
Puntuaciones del PCA previo. Puntos de mismo color fueron asignados por el

algoritmo al mismo cluster. Para detalles, referirse al Cuadro 11.
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Para las matrices fermentadas, se encuentran asociaciones hasta cierto punto
esperadas o logicas (por region, Agave, etc.) en comparacion con las halladas en
aguamiel, lo que podria asociarse a que, producto de la fermentacion, los grupos de
microorganismos mas capaces de desarrollarse y de tolerar los compuestos
antimicrobianos que se van sintetizando, produce cierta homogeneidad en las
matrices fermentadas. En la Figura 10, el pulque joven se agrupa principalmente
por region, proceso de elaboracion y Agave empleado, sin importar el tiempo de
fermentacion ni la fecha de muestreo. Unicamente la muestra 3.1 (Boyé, Cadereyta
de Montes) se marca como unica, probablemente debido a su elevada viscosidad y
acidez. Las asociaciones previas son similares a lo reportado en Michoacan por
Alvarez-Rios et al. (2020), donde no se encuentra diferencia significative entre
pulques elaborados en dos regiones diferentes, diferente tiempo y proceso de
fermentacién; ademas, es también similar a lo reportado Rocha-Arriaga et al. (2020)

para pulque joven producido en tres diferentes localidades en Hidalgo, México.
Agrupamiento por K-Medias con k=4
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Figura 11. PCA y agrupamiento por K-medias para el iniciador de fermentacion
(Suma de Cuadrados Intra Cluster (WCSS) con 4 centroides=2.86) empleando las

Puntuaciones del PCA previo. Puntos de mismo color fueron asignados por el
algoritmo al mismo cluster. Para detalles, referirse al Cuadro 11.
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Finalmente, en la Figura 11, el iniciador de la fermentacién se agrupa principalmente
por estacion, proceso de fermentacion y Agave empleado, pero también
exclusivamente por region o por region y Agave empleado (como en el grupo 1.2
(El Lobo, El Marqués)-4.2 (El Lobo, ElI Marqués)-5.1 (Charco Frio, Cadereyta de
Montes) marcado en rojo). Este comportamiento relativamente homogéneo coincide
con lo observado por Alvarez-Rios et al. (2020), donde los iniciadores de la
fermentacién analizados muestran similitudes incluso entre dos estaciones
productoras diferentes y dos especies diferentes de Agave empleadas en su

elaboracion.

Aunque los resultados muestran cierta homogeneidad dentro de la region
productora estudiada, es evidente sobre todo en las matrices fermentadas que la
etapa de fermentacion, la especie de Agave empleada y la localidad tienen la mayor
influencia en las caracteristicas de la bebida. Atencién principalmente a las
condiciones de fermentacion, podria suponer una herramienta util para favorecer
una calidad homogénea en la bebida, aun desde su produccion artesanal. Ademas,
los presentes resultados permiten expandir el conocimiento de la bebida y su
comportamiento dentro de una region productora con multiples estaciones de
produccion, distintas especies de Agave empleadas y procesos de elaboracién
también con particularidades, siempre considerando la perspectiva artesanal de la

elaboracion de la bebida.

5.3 Perfil de volatiles

El aroma asociado a diferentes productos alimenticios esta fuertemente
determinado por moléculas organicas volatiles, las cuales pueden provenir de la
maduracion de plantas, fermentaciones, entre otros. El estudio de estas moléculas

resulta relevante sobre todo en el pulque joven, ya que sera la bebida consumida
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en realidad, siendo esta la razon por la que soélo se analizan los compuestos volatiles

en esta matriz (Starowicz, 2021).

Originalmente, 111 compuestos fueron tentativamente identificados con una
identidad superior al 70% con respecto a la base de datos NIST. Dada la
complejidad del analisis, todos los compuestos con un valor menor a las
100,000,000 Unidades Arbitrarias (Arbitrary Units, en inglés) fueron descartados. De
esta forma, se conservaron unicamente 53 compuestos. A partir de estos
compuestos, se cred un mapa de calor (Figura 12), un PCA 'y un agrupamiento por
K-medias (Figura 13Ay 13B), empleando el pipeline previamente descrito (James
et al., 2023). Una de las tres submuestras del muestreo 2.1 (Boyé, Cadereyta de
Montes) se perdio digitalmente, por eso solo fue posible analizar dos submuestras

en este muestreo.

El PCA presentado en la Figura 13A y 13B presenta 53 de los 111 compuestos
originalmente detectados y el PCA represent6 el 45.5% de la variabilidad original, lo
que se puede explicar o entender desde dos perspectivas: primero, dada la elevada
cantidad de compuestos detectados y segundo y tal vez mas importante, es el
origen artesanal de la bebida con su inherente heterogeneidad. Es importante
reconocer que la aplicacion del umbral previamente mencionado conlleva
inevitablemente a la pérdida de algunos componentes minoritarios. Con respecto a
la deteccion de ftalatos, se reconocen como un grupo de moléculas ampliamente
distribuidas en el ambiente, con un efecto como quimicos disruptores endocrinos
para humanos y metabdlicos en otros organismos. Su amplia presencia se asocia
tipicamente a la produccién de plasticos, de ahi su ubiquidad (aunque algunos se
han reportado como naturalmente presentes) (Martinez-Ibarra, et al., 2021; Huang,
et al., 2021). Su presencia a lo largo de la regién muestreada puede atribuirse al
uso extendido de contenedores y herramientas de plastico en todas las estaciones

productoras.
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En la Figura 12, se muestra el mapa de calor de Unidades Arbitrarias Escaladas en
el que, de los 53 compuestos principales encontrados, ésteres, acidos, alcoholes y
otros compuestos fueron identificados en orden descendente con base en su
abundancia. Es importante mencionar que el etanol y diversos componentes
asociados a ftalatos fueron detectados a lo largo de la region de muestreo, pero no
se consideraron dentro de esta seccion. Dentro de los diversos compuestos
detectados, 13 fueron identificados en todas las muestras sin importar la regién de
produccion, Agave empleado y el proceso y tiempo de fermentacion: etil acetato ; 3-
metil-1-butanol; acido hexanoico, etil éster; 2-etilhexil (2S)-2-hidroxipropanoato;
acido acético; acido octanoico, etil éster; etil 9-decenoato; acido acético, 2-feniletil
éster; acido dodecanoico, etil éster; feniletil alcohol; acido octanoico; acido

decanoico y etil 9- hexadecenoato.

La deteccion de estos 13 compuestos en comun entre todas las muestras de pulque
joven (sin importar Agave, proceso de fermentacion y estacion productora) puede
ser nombrada como un “nucleo de aroma” asociado a la bebida. De estos 13
compuestos, el etil 9-decenoato y etil 9-hexadecenoato no han sido previamente
reportados en pulque. En cuanto a los restantes 40 compuestos detectados fuera
del nucleo de aroma, unicamente 7 han sido previamente reportados en la bebida:
2-metil-1-propanol; 3-metil-1-butanol, acetato; D-Limoneno; acido nonanoico, etil
éster; acido decanoico, metil éster; acido decanoico, etil éster y el &acido

bencenopropanoico, etil éster (De Ledn et al., 2007).

A través de los Vectores de Carga (Loading vectors) de los Componentes
Principales es posible definir qué parametros se asocian a cada Componente. En
este caso, en la Figura 13 A, el Vector de Carga del Primer Componente Principal
se asocia principalmente con 2-metil-1-propanol; 3-metil-1-butanol; acido octanoico,
etil éster; isopentil hexanoato; acido octanoico, isobutil éster; etil tridecanoato; acido
octanoico, 3-metilbutil éster; acido decanoico, 2 metilpropil éster; feniletil alcohol;

acido octanoico; acido hexadecanoico, etil éster; (E)-11 acido hexadecenoico, etil
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éster; acido decanoico; acido octanoico, 2-feniletil éster y 2-hidroxiciclopentadecan-
1-ona (todos relacionados positivamente, excepto el etil tridecanoato). Con respecto
al Vector de Carga del Segundo Componente, este se asocia principalmente a (Z,2)-
9,12 acido octadecadienoico; etil 9-hexadecenoato; acido heptadecanoico, etil

éster; (E)-9 acido octadecenoico, etil éster; acido pentadecanoico, ethil éster; acido
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Compuestos volatiles identificados en pulque joven de tres diferentes regiones productoras de pulque
del estado de Querétaro
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Figura 12. Mapa de calor para los compuestos volatiles del pulque joven. Se presentan Unidades Arbitrarias Escaladas
(desde 0 a 1). “PJ” hace referencia a “pulque joven” y el numero inmediato posterior hace referencia a la estacién de

muestreo (referirse a Cuadro 11 para detalles).
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tetradecanoico, etil éster; acido bencenopropanoico, etil éster; acido acético, 2-
feniletil éster; ciclodecano; acido decanoico, propil éster; etil 9-decenoato y acido
hexanoico, etil éster (acido tetradecanoico, etil éster y acido acético, 2-feniléster

inversamente relacionados con el resto de los compuestos).

En las Figuras 13A y 13B, los Vectores Carga de los Componentes Principales
suponen una herramienta util para dilucidar el aroma del pulque joven analizando
su valores (en este caso, se consideran unicamente aquellos compuestos con un
valor arbitrario igual o superior a 0.17 (valor absoluto) en ambos Componentes
Principales), permitiendo asociar notas especificas a cada muestra. Es importante
tomar en cuenta, sin embargo, que el presente analisis no considera la
concentracion de cada compuesto y, dado el umbral de deteccidén asociado a cada
compuesto, puede que la nota asociada a cada uno no sea detectable en el

producto.

Para el Primer Componente (PC1), 2-metil-1-propanol se asocia a notas a manzana,
cacao y vino (Flavor & Extract Manufacturers Association, 2024 a); 3-metil-1-butanol
para notas quemadas, cacao, florales y de malta (FEMA, 2024 b); acido octanoico,
etil éster para notas a durazno, brandy, florales, pifia y grasas u oleosas (FEMA,
2024 c); hexanoato de isopentio para notas de anis, frutales y especiadas (FEMA,
2024 d); acido octanoico, isobutil éster para notas florales, verdes y oleosas (Sun et
al., 2012); etil tridecanoato para notas a manzana horneada (Weiss et al., 2023);
acido octanoico, 3-metilbutil éster para notas frutales (Massenet et al., 2020); acido
decanoico, 2-metilpropil éster para notas fermentadas, brandy o cognac (Chemical
Book, 2023); feniletil alcohol para notas frutales, miel, rosas y vino (FEMA, 2024 e);
acido octanoico para notas a queso, grasas y verdes o vegetales (FEMA, 2024 f);
acido hexadecanoico, etil éster para notas cerosas (FEMA. 2024 g); (E)-11 acido
hexadecenoico, etil éster para notas grasas (Zhao et al., 2024); 4cido decanoico
para notas terrosas, vegetales o verdes y oleosas (FEMA, 2024 h); 4cido octanoico,

2-fenilestil éster para notas frutales (FEMA, 2024 i); y 2-hidroxi-

96



PC2 (16.05%)

Octanoic.acid..3.met

5 Butapp)
n.Cepyyl Héﬁﬁ%'ﬁ%&: e

12
X1.Butanphe mel

Hexadecanoic
X2.EviiEiteethyl.1.

B)

Agrupamiento por K-Medias con k=6

5Y &

Componente Principal 2 (16.05%)

T T T
-5 0 5

PC1(29.49%)

o
. 8
5
A
v —
52
N - 32
g
o - 129® B3
2.1
22
Y )
o~ 42
I
31 —“ﬂ‘
< 1 a3
) - WAX
I 1 1 I 1 1 1 K
-8 -4 0 2 4

Componente Principal 1 (29.49%)

0.2

0.1

-0.2

-0.3

-04

Figura 13. A) PCA para los
volatiles
pulgque joven (PC1=29.49%
de varianza explicada vy
PC2=16.05%

explicada). Los numeros en

detectados en

de varianza

la figura representan las
puntuaciones (scores) de los
dos primeros Componentes
Principales y las flechas rojas
indican los dos primeros

de Carga. B)

Agrupamiento por K-medias

Vectores

para los volatiles de pulque
joven (Suma de Cuadrados
Intra Cluster (WCSS) con 6
centroides=4.74), empleando
las puntuaciones generadas
en el PCA previo. Puntos de
mismo color implica una
asociacién al mismo cluster
por parte del algoritmo. Para
mas detalles, referirse al

Cuadro 11.

97



ciclopentadecano-1-ona sin una asociacion clara con ninguna nota especifica pero
asociado a plantas (Pubchem, 2024 a) (todos relacionados positivamente, excepto

por el etil tridecanoato).

Con respecto al Segundo Componente Principal (PC2), este se asocia
principalmente con (Z,Z)-9,12 acido octadadienoico para notas lacteas (FEMA, 2024
j); etil 9-hexadecenoato para notas oleosas (Zhao et al., 2024); acido
heptadecanoico, etil éster para notas terregosas (Zhao et al., 2024); (E)-9 acido
octadeneoico, etil éster sin asociacion con ninguna nota especifica; acido
pentadecanoico, etil éster para notas cremosas (Zhao et al.,, 2024); acido
tetradecanoico, etil éster para notas cerosas (FEMA, 2024 k); acido
bencenopropanoico, etil éster para notas florales y de miel (FEMA, 2024 |); acido
acético, 2-feniletil éster par anotas florales, miel y rosas (FEMA, 2024 m);
ciclodecano sin ningun aroma asociado, pero encontrado en matrices vegetales
(Kosma et al., 2020); acido decanoico, propil éster para notas verdes o vegetales,
maderosas y oleosas (Pubchem, 2024 b; Perflavory, 2021); etil 9-decenoato para
notas frutales (Morata et al., 2022); y acido hexanoico, etil éster para notas a
cascara de manzana, brandy, goma sabor fruta, uva sobre madurada y pina (FEMA,
2024 n) (acido tetradecanoico, etil éster y acido acético, 2-fenilester inversamente

relacionados con el restos de los compuestos).

De esta forma, las muestras pueden dividirse en general en cuatro categorias: notas
florales, miel, oleosas o cerosas, verdes o vegetales y frutales para la muestra 4.1
(El Lobo, ElI Marqués); notas florales, lacteas, oleosas o cerosas, miel, verdes o
vegetales y frutales para 5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes); notas a manzana
horneada, cerosas y miel para las muestras 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes), 4.2
(El Lobo, EI Marqués), 2.2 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 2.1 (Boyé, Cadereyta de
Montes); y notas a manzana horneada, frutales, oleosas y lacteas para 1.1 (El Lobo,
El Marqués), 1.2 (El Lobo, EI Marqués), 5.2 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) y
3.2 (Boyé, Cadereyta de Montes).
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La mayoria de los compuestos identificados en el aroma del pulque se pueden
clasificar como ésteres, acidos o alcoholes superiores, todos relacionados con el
metabolismo de levaduras (Wang et al., 2023). Esta pieza de informacion, en
conjunto con la presencia de levaduras (particularmente S. cerevisiae que se discute
en la seccion de clasificacion taxondmica) en frecuencias relativas superiores a
93.70% en el pulque joven, sefalan a las levaduras como un importante participante

en la consolidacion del aroma del pulque joven de la region.

Empleando las puntuaciones (scores) de los primeros Componentes Principales, es
posible agrupar a las diferentes muestras por medio del algoritmo K-medias. En la
Figura 13B, los volatiles del pulque joven permiten agrupar a las muestras por region
y Agave empleado (1.1-1.2 (ambas asociadas a El Lobo, El Marqués) en azul oscuro
y 2.1-2.2 (estas dos asociadas a Boyé, Cadereyta de Montes)-4.2 (El Lobo, El
Marqués) en rojo), pero también por Agave y regién (2.1-2.2 (estas dos asociadas
a Boyé, Cadereyta de Montes)-4.2 (El Lobo, ElI Marqués) en rojo y 3.2 (Boyé,
Cadereyta de Montes)-5.2 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) en verde), marcando
finalmente como unicos a 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) (amarillo), 4.1 (El Lobo,

El Marqués) (azul claro) y 5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) (morado).

En la Figura 13B, el agrupamiento de las muestras de pulque joven con base en los
volatiles detectados difiere tanto en asociacion como en numero de clusters
identificados con respecto a lo observado en la Figura 10, sefalando la probable
evolucion independiente del aroma de la bebida con respecto a las caracteristicas
fisicas, quimicas y microbioldgicas de la bebida. Mientras que algunas asociaciones
se conservan entre ambas Figuras o analisis como 3.1 (Boyé, Cadereyta de
Montes), 1.1-1.2 (ambas asociadas a El Lobo, EI Marqués) y 2.1-2.2 (Boyé,
Cadereyta de Montes), el resto cambia por completo. El agrupamiento basado en el
perfil de volatiles del pulque joven se da principalmente por regién y Agave

empleado, sin importar el proceso de fermentacion.
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De manera similar a lo observado en la Figura 10, se apunta principalmente a la
estacion productora y a la especie de Agave como los principales factores que
influyen en el aroma de la bebida. Interesantemente, el agrupamiento de algunas
muestras se da de manera no prevista, como en 3.2 (Boyé, Cadereyta de Montes)-
5.2 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) ambas con tiempos de fermentacion y

caracteristicas de elaboracion radicalmente diferentes.

5.4 Asignacién taxonémica

La diversidad microbiana del pulque ha sido estudiada ya previamente desde la
perspectiva metagendmica (Astudillo-Melgar et al., 2020; Chacén-Vargas et al.,
2020; Rocha-Arriaga et al., 2020), pero limitando el estudio a una estaciéon
productora y a unas cuantas fechas de muestreo. De acuerdo con nuestro
conocimiento, nuestro estudio es el primero en estudiar diferentes estaciones
productoras a lo largo de una region productora y una temporada de produccion
(verano). Es importante mencionar de nuevo que el presente estudio trata de
presentar un acercamiento integral para entender la bebida: desde una perspectiva

quimica, fisica y microbiolégica hasta metagendmica.

Con respecto a las bacterias (Figura 14), en aguamiel se detectaron 11 diferentes
grupos microbianos (9 géneros, una familia y un conglomerado de géneros) en
todas las muestras recolectadas en la region: Periweissella, Leuconostoc,
lactobacilli (empleando la nomenclatura actualizada sugerida por Zheng et al., 2020
para hacer referencia a distintos géneros nuevos previamente asociados al antiguo
género Lactobacillus), Acetobacter, Komagataeibacter, Lactococcus, Zymomonas,
Alkanindiges, Fructobacillus, Hafnia y la familia Moraxellaceae. En pulque joven, un
total de 9 grupos (7 géneros, una familia y un conglomerado de géneros) se
comparten entre todas las muestras recolectadas en la region: Acetobacter,
lactobacilli, Leuconostoc, Periweissella, Lactococcus, Zymomonas, Alkanindiges,
Fructobacillus y la familia Moraxellaceae. Finalmente, para el iniciador de
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fermentacién 10 grupos (8 géneros, una familia y un conglomerado de géneros)
estan presentes en todas las muestras recolectadas: Acetobacter,
Komagataeibacter, lactobacilli, Leuconostoc, Lactococcus, Zymomonas,

Alkanindiges, Fructobacillus, Hafnia y la familia Enterobacteriaceae.
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Figura 14. Asignacion taxondmica bacteriana de las diferentes matrices
muestreadas. Empleando base de datos SILVA 132: A) Frecuencia relativa (F.R.)
para bacterias en aguamiel. B) F.R. para bacterias en pulque joven. C) F.R.
para bacterias en iniciador de fermentacion. Sélo microorganismos con F.R. 20.10%
por fines de visualizacién.
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En el caso de hongos (Figura 15), en aguamiel uUnicamente tres grupos se
encuentran presentes en todas las muestras de la region (3 géneros):
Saccharomcyes, Kluyveromyces y Kazachstania. En el caso de las matrices
fermentadas (pulque joven e iniciador de la fermentacion), sélo un género se

encuentra presente en todas las muestras de la region: Saccharomyces.

Tanto para bacterias como para hongos, las lecturas asociadas a cada taxon se

encuentran disponibles en el BioProject por publicarse mencionado en la seccion 4.

Como se discute anteriormente, es posible proponer tanto un “ndcleo microbiano
regional” y un “nucleo regional microbiano por muestra”, conteniendo tanto
levaduras como bacterias. Esto se traduciria en el caso del primer nucleo propuesto
en la definicién de un pequefio numero de grupos microbianos presentes en todas
las etapas del proceso de elaboracion de pulque (desde aguamiel hasta el iniciador
de la fermentacion) a través de toda la regidn productora; mientras que para el
segundo nucleo implicaria identificar grupos microbianos presentes en una matriz

especifica en todas las muestras recolectadas.

En este sentido, el nucleo regional para aguamiel estaria conformado por 14 grupos:
Periweissella, Leuconostoc, lactobacill, Acetobacter, @~ Komagataeibacter,
Lactococcus, Zymomonas, Alkanindiges, Fructobacillus, Hafnia, Saccharomcyes,
Kluyveromyces, Kazachstania y la familia Moraxellaceae. Este nucleo representaria
mas del 98.15% y 88.15% de la frecuencia relativa total bacteriana y fungica,
respectivamente. Igualmente, el nucleo regional para pulque joven se conformaria
por 10 grupos: Acetobacter, lactobacilli, Leuconostoc, Periweissella, Lactococcus,
Zymomonas, Alkanindiges, Fructobacillus, Saccharomyces y la familia
Moraxellaceae. El nucleo representaria mas de 99.65% y 93.70% de la frecuencia
relativa total bacteriana y fungica, respectivamente. Por ultimo, el nucleo regional
para el iniciador de la fermentacibn comprenderia 11 grupos: Acetobacter,

Komagataeibacter, lactobacilli, Leuconostoc, Lactococcus, Zymomonas,
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Alkanindiges, Fructobacillus, Hafnia, Saccharomyces 'y la  familia
Enterobacteriaceae. Este nucleo representaria mas de 99.57% y 95.91% de la

frecuencia relativa total bacteriana y fungica, respectivamente.

Para toda la region muestreada, 8 grupos de microorganismos estan presentes en
todas las etapas de produccién (desde aguamiel, pasando por pulque joven hasta
el iniciador de la fermentacion): Saccharomyces, Leuconostoc, lactobacilli,
Acetobacter, Lactococcus, Zymomonas, Alkanindiges y Fructobacillus. Todos los
grupos en comun previamente presentados muestran un valor igual o superior a

0.01% de frecuencia relativa.

Entonces, el nucleo microbiano regional (todas las matrices y localidades) constaria
de 8 grupos: Saccharomyces, Leuconostoc, lactobacilli, Acetobacter, Lactococcus,

Zymomonas, Alkanindiges and Fructobacillus genera.

Analizando a detalle los grupos bacterianos en comun para aguamiel, los géneros
Lactococcus 'y Leuconostoc dominan en practicamente todas las muestras (26.0%-
80.8% frecuencia relativa y 4.3%-56.0% frecuencia relativa, respectivamente),
seguidos por Zymomonas (5.9%-31.9%), Alkanindiges (1.9%-16.1%), Periweissella
(0.3%-4.9%), lactobacilli (0.1%-6.1%), Fructobacillus (0.2%-0.4%), Moraxellaceae
sp. (0.1%-0.6%), Hafnia (0.0%-0.6%), Acetobacter (0.0%-0.2%) vy
Komagataeibacter (0.01%).

En el caso de pulque joven, el conglomerado bacteriano es principalmente
dominado por lactobacilli (31.6%-88.9%), seguido por Zymomonas (3.3%-50.4%),
Lactococcus (1.4%-14.7%), Alkanindiges (0.1%-7.1%), Leuconostoc (0.6%-5.0%),
Acetobacter (0.1%-0.4%), Fructobacillus (0.0%-0.5%), Moraxellaceae sp. (0.0%-
0.2%) y Periweissella (0.0%-0.1%).
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Finalmente, en el conglomerado asociado al iniciador de la fermentacién predomina
de igual manera lactobacilli (49.9%-92.7%), Zymomonas (3.2%-34.8%),
Lactococcus (1.7%-8.5%), Alkanindiges (0.9%-5.7%), Leuconostoc (0.5%-3.9%),
Acetobacter (0.3%-0.6%), Fructobacillus (0.0%-0.4%), Hafnia (0.0%-0.03%),
Komagataeibacter (0.0%-0.02%) y Enterobacteriaceae sp. (0.0%-0.02%).

De manera mas concisa para los grupos fungicos encontrados, en aguamiel
predomina Kluyveromyces (7.5%-93.0% frecuencia relativa), seguida por
Kazachstania (1.8%-79.8%) y Saccharomyces (0.0%-23.4%). En pulque joven y el
iniciador de la fermentacidon, existe un dominio evidente por parte de
Saccharomyces (93.7%-100% and 95.9%-100%, respectivamente).

Los grupos microbianos propuestos como integrantes de los distintos nucleos
muestran dinamicas diferentes en cada muestra y conforme las etapas del proceso
avanzan hacia mayor tiempo de fermentacion. Para bacterias, en aguamiel dominan
de manera evidente los géneros Lactococcus y Leuconostoc, tendencia que se
conserva solo parcialmente en muestras mas fermentadas. El género Zymomonas
(tercero en frecuencia relativa desde aguamiel) se convierte en el segundo grupo
dominante en las muestras fermentadas, seguido precisamente en estas matrices
por los géneros dominantes en el aguamiel (Lactococcus y Leuconostoc).
Interesantemente, el grupo lactobacilli apenas presente en el aguamiel, termina por
dominar en las matrices mas fermentadas (pulque joven e iniciador de la
fermentacién). La familia Moraxellaceae y los géneros Alkanindiges y Periweissella
muestran una tendencia a la baja en las muestras mas fermentadas, con respecto
a su presencia en aguamiel. El género Fructobacillus se mantiene practicamente
estable a lo largo de todo el proceso, mientras que el género Hafnia, presente en
aguamiel, reaparece en baja proporcion en el iniciador de la fermentacion, patron
compartido con el género Komagataeibacter. Por otra parte, el género Acetobacter
incrementa su presencia en las matrices mas fermentadas. Para la familia

Enterobacteriaceae, unicamente esta presente en todas las muestras de iniciador

106



de fermentacion y ningun patégeno fue detectado dentro de este grupo. Con
respecto a la dinamica fungica, mientras que los géneros Kazachstania y
Kluyveromyces dominan sobre Saccharomyces en aguamiel, esta tendencia es
completamente revertida en todas las muestras fermentadas, donde

Saccharomyces domina por completo sobre los otros dos géneros.

En cuanto a la probable funcion que desempefa cada microorganismo propuesto
en los diferentes nucleos, Lactococcus contribuye en la parcial acidificacion del
aguamiel hasta las condiciones acidas detectadas en las matrices fermentadas;
asimismo, algunas cepas pueden tener un impacto en el sabor del pulque mediante
el metabolismo del citrato (Holzapfel & Wood, 2014). Leuconostoc, como hetero
fermentador obligado, produce principalmente acido lactico, etanol y CO2. Este
género se cataloga como susceptible a condiciones acidas y su desarrollo a pH
menores a 4.0 no es usual, lo que podria explicar su descenso en matrices mas
fermentadas en comparacion con el aguamiel. Practicamente todas las especies de
este género producen dextrano a partir de sacarosa, lo que impacta en la viscosidad
y textura de la bebida. Zymomonas abarca esencialmente a la especie Z. mobilis,
resistente a etanol (hasta 10% (v/v)) que fermenta glucosa, fructosa y sacarosa para
producir etanol y CO2 (Paradh, 2015) y que puede ademas producir fructanos con
un impacto en la textura del pulque (Escalante et al., 2016). Periweissella, también
un género hetero fermentador, produce acido lactico, COz2, etanol y acido acético.
Algunas especies producen dextranos y bacteriocinas (Holzapfel & Wood, 2014). El
grupo lactobacilli es capaz de fermentar principalmente pentosas y hexosas para
producir acido lactico (en géneros homo fermentadores) y acido acético, etanol, CO2
y acido férmico (en géneros hetero fermentadores). Asimismo, tiene un impacto en
el sabor del pulque y algunas especies pueden ser consideradas probidticos
(Holzapfel & Wood, 2014). Fructobacillus abarca bacterias dependientes de fructosa
y que pueden clasificarse como hetero fermentadores que producen acido lactico,
acido acético, CO2 y etanol (Holzapfel & Wood, 2014). La familia Moraxellaceae es

generalmente reconocida como saprofita, incluyendo a los géneros Acinetobactery
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Alkanindiges encontrados en la regién de estudio (Fernandez-Garayzabal et al.,
2024). El género Hafnia ha sido asilado de diferentes alimentos fermentados y
entornos animales, incluidos el tracto gastrointestinal humano. Su patogenicidad no
ha sido del todo aclarada, pero se reconoce como un patdégeno no comun en
humanos (Janda & Abbott, 2006; Smith, 2014). Ambas Acetobacter y
Komagataeibacter son considerados como bacterias productoras de acido acético
(Chen, 2021; Yamada, 2016). Kluyveromyces y Kazachstania, reconocidas dentro
del grupo de levaduras no-Saccharomyces, se asocian como complemento de la
fermentaciéon alcohdlica llevada a cabo principalmente por Saccharomyces (y
también Zymomonas), contribuyendo en la formaciéon del aroma de la bebida con

esteres, alcoholes superiores y acidos grasos (Maicas, 2020; Wang et al., 2023).

Es importante mencionar que, aunque algunos patdégenos fueron detectados en
aguamiel (Shigella flexneri y un Campylobacter sp. no clasificado, ambos en la
estacion 4.1), estos presentan un frecuencia relativa menor a 0.005% en la muestra.
En esta misma muestra, Aspergillus flavus fue también detectado en las estaciones
2.1, 3.1y 5.1, pero con una frecuencia relativa menor a 0.08%. En pulque joven se
detectod otro patégeno (Listeria monocytogenes también en la estacion 4.1), pero
igualmente con una frecuencia relativa de 0.003%. En el iniciador de la fermentacion
unicamente se detecto A. flavus en la estacion 5.1 con una frecuencia relativa menor
a 0.003%. Estos resultados sefalan que los microorganismos patégenos podrian
ingresar a las matrices durante el proceso, pero por las condiciones adversas de las
matrices, no se favorece su desarrollo, ni supervivencia. Dado que el acercamiento
es molecular, no es posible asegurar que los patdbgenos se encontraran viables en
la bebida.

Varios de los grupos microbianos identificados en nuestro estudio (como parte de
los distintos nucleos identificados) han sido también detectados en otras regiones.
Por ejemplo, Astudillo-Melgar et al. (2023) propone un nucleo microbiano para la

fermentacién de pulque en Morelos, México, con el cual se comparten algunos
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microorganismos con excepcion de los géneros Gluconobacter, Hanseniaspora y
Obesumbacterium (aunque es importante mencionar que este género esta
cercanamente relacionado con el género Hafnia, Paradh, 2015) como exclusivos
para el nucleo de Morelos y los géneros Komagataeibacter, Alkanindiges,
Fructobacillus y las familias Moraxellaceae y Enterobacteriaceae como exclusivos
de los nucleos detectados en la region de nuestro estudio en Querétaro (Figura
16A).

En el estudio de la diversidad microbiana de Rocha-Arriaga et al. (2020) en la
localidad de Tepeapulco, Hidalgo se identifica un grupo de microorganismos
(microorganismos presentes en todas las etapas del proceso en la region: aguamiel,
pulque joven y un iniciador de la fermentacion denominado contrapunta). Existen
también microorganismos en comun entre los nucleos que identificamos en
Querétaro con este nucleo de referencia; los géneros bacterianos Gluconobacter,
Halomicronema, Marivitia, Serratia y los fungicos Dekkera y Westerdykella se
encuentran como exclusivos para Hidalgo. Hay algunas discrepancias con géneros
aparentemente exclusivos para Hidalgo: el género Sphingomonas, ya que es
probable que su asociacién se hiciera de manera erronea, dada la cercania que
existe con el género Zymomonas que también ha sido detectado en otras regiones
productoras (Paradh, 2015; White et al., 1996); el género Acinetobacter, pues
también se identifica en Querétaro, pero como miembro de la familia Moraxellaceae,
también identificada en Querétaro; y finalmente el género Enterobacter, que
también fue detectado pero como miembro de la familia Enterobacteriaceae en
Querétaro. Como estrictamente exclusivos para Querétaro se detectan los géneros

Komagataeibacter, Alkanindiges y Fructobacillus (Figura 16B).
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Hidalgo Morelos
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Figura 16. A) Numero de grupos microbianos exclusivos y comunes entre aquellos
detectados en Hidalgo (Rocha-Arriaga, et al., 2020) y la region queretana de este
estudio. B) Numero de grupos microbianos exclusivos y comunes entre aquellos
detectados en Morelos (Astudillo-Melgar et al., 2023) y la regiéon queretana de este

estudio.

Abarcando la discusion previa, se identifican exclusivamente para la regién de
Querétaro segun nuestro estudio a los géneros Komagataeibacter, Alkanindiges y
Fructobacillus. De igual forma, es posible apreciar un escenario en que el pulque
producido en ciertas regiones podria ser bien definido, por lo menos a nivel de la
diversidad microbiana en cuanto a nucleos. Estudios mas amplios y armonizados
entre regiones productoras y especies de Agave permitiran confirmar las hipétesis

en este estudio plasmadas.

5.5. Anadlisis de diversidad

Procediendo primero con diversidad alfa para bacterias (Cuadro 20), el indice
Chao1 muestra una mayor diversidad en las muestras fermentadas (pulque joveny
el iniciador de la fermentacion) en comparacion con aguamiel, excepto para la

estacion 5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes). En el caso del indice de
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uniformidad Simpson, en general, se asocial mayor diversidad en las muestras
fermentadas en comparacién con aguamiel (excepto en la estacion 3.1 (Boyeé,
Cadereyta de Montes)); finalmente, con respecto al indice Shannon-Wiener, se
marca mayor diversidad en aguamiel que las muestras fermentadas (excepto para
las estaciones 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes)

en este caso), contrario a lo hallado con los indices Chao1 y Simpson.

Con respecto a la diversidad alfa fungica (Cuadro 20), el indice Chao1 indica
(contrario a lo hallado en el analisis bacteriano) mayor diversidad en aguamiel con
respecto a las muestras fermentadas (excepto en la estacion 5.1 (Charco Frio,
Cadereyta de Montes)). El indice de Simpson no muestra un patron claro entre las
muestras: mayor diversidad en aguamiel para las estaciones 3.1 (Boyé, Cadereyta
de Montes) y 4.1 (El Lobo, ElI Marqués), mientras que el escenario opuesto ocurre
para el resto de las estaciones (mayor diversidad en muestras fermentadas). Para
el indice Shannon Wiener, se asocia mayor diversidad en aguamiel sobre las
muestras fermentadas (excepto en la estacion 4.1 (El Lobo, ElI Marqués)), lo que

coincide con lo observado en el indice Chao1 previamente discutido.

Con relacion a la diversidad beta, el indice de Jaccard es empleado en esta ocasiéon
dada su independencia con respecto a la uniformidad de los microorganismos en
una muestra dada, esto dado el cambio en la uniformidad para diferentes taxones a
diferentes tiempos en la fermentacion del pulque (demostrado en Rocha-Arriaga et
al., 2020 y Astudillo-Melgar et al., 2023). En nuestro estudio, se muestrearon
diferentes tiempos de fermentacién, por lo tanto, se busca descartar esta variable
en los analisis de diversidad beta y considerar unicamente la presencia o ausencia

de ciertos grupos microbianos entre las muestras.
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Cuadro 20. indices de diversidad alfa estimados.

Uniformidad

Codi- Muestra Chao1 Shannon-Wiener
Simpson

go analiza-

. da Bacte- | Levadu- Bacteria | Levadura Bacteria | Levadura
ria ra

Aguamiel  41.0 43 0.08 0.08 2.21 2.20

(A)
Iniciador  73.0 16 0.03 0.09 1.93 0.81

(Iil) (PS)
Pulque 70.0 49 0.04 0.05 2.35 1.55

joven

(PY)
Aguamiel 45.5 137 0.04 0.01 1.40 0.94

(A)
Iniciador  78.0 36 0.04 0.03 2.58 0.39

V) (PS)
Pulque 74.0 46 0.05 0.02 2.56 0.43

joven

(PY)
Aguamiel  81.0 18 0.06 0.06 2.96 0.52

(A)
Iniciador  102.2 10 0.02 0.14 2.02 0.72

4.1 (I) (PS)
Pulque 98.0 5 0.02 0.27 1.87 0.71

joven

(PY)
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Coédi- Muestra

Uniformidad

g0 analiza- Chao1 Simpson Shannon-Wiener
a da Bacte- | Levadu- Bacte- | Levadu- Bacte- | Levadu-
ria ra ria ra ria ra
Aguamiel 72.2 44 0.06 0.04 2.83 1.04
(A)
Iniciador  64.0 33 0.04 0.03 2.04 0.15
(VII) (PS)
Pulque 56.0 36 0.05 0.03 2.03 0.17
joven
(PY)

a: referirse a Cuadro 11 para mas detalles.

Procediendo entonces con el analisis de la diversidad beta bacteriana (Figura 17),
en aguamiel existe cierta similitud entre muestras de una misma region y que
emplean un mismo Agave (2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 3.1 (Boyé, Cadereyta
de Montes)), mientras que marca como unicas a las muestras 4.1 (El Lobo, El
Marqués) y 5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes). En el caso de pulque joven,
2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 4.1 (El Lobo, ElI Marqués) se agrupan como
similares aun al provenir de diferentes regiones y Agave empleado, marcando 3.1
(Boyeé, Cadereyta de Montes) y 5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) como
unicas. Finalmente, en el iniciador de fermentacion se retoma un patrén similar al
del aguamiel donde las muestras 2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 3.1 (Boyé,
Cadereyta de Montes) muestran cierta similitud (proviniendo ambas de la misma
region y Agave) y las muestras 4.1 (El Lobo, El Marqués) y 5.1 (Charco Frio,

Cadereyta de Montes) se marcan como unicas.

En el caso de la diversidad beta fungica (Figura 18), el aguamiel se agrupa aun

proviniendo de diferentes regiones y Agave empleado (2.1 (Boyé, Cadereyta de
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Montes) y 5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes)) y marcando 3.1 (Boyé,
Cadereyta de Montes) y 4.1 (El Lobo, El Marqués) como unicas. En pulque joven y
el iniciador de la fermentacion, igualmente se asocian muestras provenientes de
diferentes regiones y Agave empleado (aunque en un patron diferente al presentado
en aguamiel) para las muestras 3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) y 5.1 (Charco Frio,
Cadereyta de Montes), marcando en este caso a 2.1 (Boyé, Cadereyta de Montes)

y 4.1 (El Lobo, El Marqués) como unicas.

Como se apreci6 en los analisis de PCA-K-medias (Figuras 9, 10 y 11 y 13B), cada
matriz se puede clasificar practicamente como unica con base en el analisis de
diversidad beta (Figuras 17 y 18), con excepciones puntuales. En las Figuras 17Ay
17C para diversidad beta bacteriana, las muestras 2.1 (Boyé, Cadereyta de
Montes)-3.1 (Boyé, Cadereyta de Montes) se agrupan por region y Agave empleado;
en la Figura 18B y 18C para diversidad beta fungica, 3.1 (Boyé, Cadereyta de
Montes)-5.1 (Charco Frio, Cadereyta de Montes) se agrupan aun proviniendo de
regiones distintas y empleando distintas especies de Agave y procesos de
fermentacion. Esta pieza de informacion permite ahondar en la idea de que, aun
cuando cierta homogeneidad parece existir en las poblaciones microbianas o en
cuanto a los parametros fisicos y quimicos dentro de las asociaciones region-
especie de Agave-proceso de fermentacién, no es suficiente para poder considerar
al pulque producido en una region como del todo similar o igual. De cualquier forma,
la definicion de estas “sugerencias de homogeneidad” permiten orientar los
esfuerzos en la busqueda de un mejor entendimiento de la bebida y promover una

estandarizacion que respete la esencia tradicional o artesanal de la bebida.
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6. Conclusiones

El proceso de produccién de la bebida en la region de Querétaro es similar,
aunque existen diferencias en el proceso de fermentacién y los parametros
estudiados con respecto a otras regiones productoras, probablemente
asociado al uso de otras especies de Agave y otros procesos de fermentacion
presentes en dichas regiones.

Aunque cierta homogeneidad existe en el pulque producido en la region, el
proceso de fermentacion, la especie de Agave empleaday la localidad tienen
la mayor influencia en las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioloégicas
de las matrices fermentadas. Para el aguamiel, la especie de Agave puede
explicar la heterogeneidad observada en esta matriz.

El pulgue joven en la region presentd un “nucleo de aroma” conformado por
trece compuestos: etil acetato ; 3-metil-1-butanol; acido hexanoico, etil éster;
2-etilhexil (2S)-2-hidroxipropanoato; acido acético; acido octanoico, etil éster;
etil 9-decenoato; acido acético, 2-feniletil éster; acido dodecanoico, etil éster;
feniletil alcohol; acido octanoico; acido decanoico y etil 9- hexadecenoato.

El perfil de volatiles en el pulque joven se ve mayormente afectado por la
especie de Agave y la localidad o estacion productora.

La diversidad microbiana de las muestras permite la identificacion de un
“‘nucleo microbiano regional” (presentes en toda la region y todas las
matrices):  Saccharomyces, Leuconostoc, lactobacill, Acetobacter,
Lactococcus, Zymomonas, Alkanindiges y Fructobacillus.

Los géneros Alkanindiges y Fructobacillus constituyen microorganismos
detectados de manera exclusiva en el nucleo microbiano regional
evidenciado.

Cada muestra analizada se puede considerar como unica desde el punto de
vista fisico, quimico y microbioldgico, sin embargo, la identificacion de
nucleos microbianos y un nucleo de aroma, guian los esfuerzos hacia una
mayor comprension de la bebida y facilitan su definicién preservando su

origen artesanal.
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Anexo l. Cuadro 1. Parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos para aguamiel muestreado en diferentes regiones productoras de

Querétaro.
Estacién de . . Boyé, Cadereytade | Boyé, Cadereyta de Charco Frio,
El Marqués El Marqués ' ' Cadereyta de
muestreo Montes Montes
Montes
Especie de Agave A. mapisaga A. americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreado
Cdédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 5.1 5.2
Viscosidad (cP) 228 128+ 2.00 £ 1.84 + 1.78 + 1.63+ 2.08 £ 155+ 132+ 147 +
0.05 0.04 0.02 0.007 0.02 0.00 0.06 0.00 0.01 0.04
Aéliligizlgéltjilfg/lleog 0.160+ | 0.025+ | 0.131+ | 0.099+ | 0180+ | 0112+ | 0.119+ | 0.027+ | 0.063+ 0'358
0.032 0.006 0.006 0.000 0.000 0.006 0.003 0.013 0.000
mL) 0.006
pH 4,90 £ 8.15+ 6.40 4.84 £ 4.38 £ 5.86 £ 4,70 £ 6.44 + 7.41 + 6.70 £
0.01 0.06 0.06 0.01 0.07 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01
°Brix (g sélidos 11.00+ | 1250+ | 1550+ | 1350+ 14.00 £ 1400+ | 15.00 15.00 + 12.00 + 12.00
solubles /100 mL) 0.00 0.71 2.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 +0.00
Coliformes totales
2 (log10(UEC/mL)) 2.3 2.3 2.0 2.2 1.2 17 17 1.8 1.3 V.E. >2.5
Bacterias &cido
lacticas 2 7.9 6.3 6.7 7.2 V.E. 6.5 7.5 8.4 6.9 7.4 6.6
(log10(UFC/mL))

Levaduras * 4.4 45 4.7 4.2 4.7 4.4 42 | SO0VE 4.00 3.7
(log10(UFC/mL)) ' ) ' ' ' ' ' T ' V.E.
Promedio * desviacién estandar se presentan para cada parametro, excepto para los microbiol6gicos. En este Ultimo caso, los
métodos de cuantificacion aplicables no requieren el calculo de la desviacion estandar para expresar el resultado final. a: V.E. indica
valor estimado.
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Cuadro 2. Parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos para el iniciador de la fermentacion muestreado en diferentes regiones
productoras de Querétaro.

. ; , Charco Frio,
Estacion de El Marqués El Marqués Boyé, Cadereyta | Boyé, Cadereyta Cadereyta de
muestreo de Montes de Montes M
ontes
Especie de Agave A. mapisaga A. americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreada
Cédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 5.1 5.2
Viscosidad (cP) 1.40 + 1445+ | 146+ | 1.50+ 1.70 + 1.72 1.89 + 1.81+ 145+
0.01 0.01 0.04 0.01 0.17 0.05 0.02 0.01 0.00
Aéli'i‘éizlgé‘t‘i'fg/'fo(g 0.51 + 045+ | 043+ | 038+ | 030+ | 047+ | 045+ | 041+ | 028+
mL) 0.21 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01 0.01 0.00 0.04
Carbohidratos
reductores directos 2.00 = 148 23+ -
(g equivalentes de 0.13 0.00 <0.12 | <0.104 0.00 011 0.28 0.23 0.16 9
dextrosa/100 mL) 2 s
H 414 + 351+ | 391+ | 358+ | 3.83+ 3.80 + 390+ | 3.62+ | 3.88+ &
P 0.01 0.06 0.01 0.01 0.03 0.00 0.02 0.01 0.00 g
°Brix (g soélidos 4.00 + 5.00 + 5.00+ | 5.00 6.00 + 7.00 + 8.00 + 6.50 + 4.00 + g
solubles/100 mL) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 Z
Coliformes totales
(log10(UFC/mL)) <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3
Bacterias acido 6.30
lacticas 6.4 5.5 5.4 V E 6.8 7.6 7.4 7.3 6.7
(log10(UFC/mL)) ® T
Levaduras
(log10(UFC/mL)) 7.5 7.0 7.4 6.3 7.2 5.7 7.4 7.5 55

Promedio + desviacién estandar se presentan para cada parametro, excepto para los microbiolégicos. En este ultimo caso, los
métodos de cuantificacion aplicables no requieren el calculo de la desviacién estandar para expresar el resultado final. a: Algunos
valores carecen de desviacion estandar, ya que por la naturaleza de la determinaciéon Fehling Causse Bonnans no fue posible
obtener suficiente muestra para poder evaluar dos submuestras. b: V.E. indica valor estimado.
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Cuadro 3. Parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos para el pulque joven muestreado en diferentes regiones productoras de

Querétaro.
- . . Boyé, Cadereyta Boyé, Cadereyta Charco Frio,
Estacion de muestreo El Marqués El Marqués ' ' Cadereyta de
de Montes de Montes
Montes
Especie de Agave A. mapisaga A. americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreada
Cdédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 2.2 3.1 3.2 5.1 5.2
Viscosidad (cP) 150+ 144 + 1.46 + 156 + 1.56 + 1.64 + 2.02 + 1.78 + 144 + 149+
0.00 0.04 0.02 0.02 0.04 0.00 0.01 0.02 0.007 0.00
Acidez titulable (g 0.36 = 0.36 = 032+ | 024+ | 0.30% 0.26 £ 0.47 0.34 0.26 £ 0.37 %
acido lactico /100 mL) 0.06 0.01 0.01 0.01 0.00 0.02 0.08 0.00 0.01 0.01
Carbohidratos
reductores directos (g 0.31 220+ 230+ 280+ 1.69+ 210+ 230 1.80 + 0.26 = <0.10
equivalentes de ' 0.02 0.24 0.00 0.02 0.39 0.15 0.05 0.00 '
dextrosa/100 mL) @
H 4.25 + 3.72 % 415+ | 3.96+ | 3.85% 4.10 3.98 3.71+ 3.88 3.52 %
P 0.00 0.02 0.07 0.01 0.23 +0.00 0.02 0.00 0.01 0.02
°Brix (g sélidos 4.00 = 5.00 = 7.00 £ 7.00+ | 7.00 9.00 £ 9.00 £ 7.50 £ 4.00 + 4.00 +
solubles/100 mL) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
% Etanol (%v/v) 1.63 * 1.90 = 221 + 1.71 £ 1.10 1.07 = 212 + 1.87 1.76 £ 1.40 =
0.02 0.08 0.22 0.04 0.07 0.27 0.17 0.19 0.44 0.21
Acido acético (mg/100 0.01+ 0.01+ 0.01+ 0.01+ 0.67 + 0.01+ 0.01+ 0.01+ 0.01+ 0.01+
mL) P 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Coliformes totales 1.2
(10g10(UFC/mL)) © 1.0 1.0 <0.3 VE. <0.3 1.8 <0.3 0.8 <0.3 <0.3
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- . . Boyé, Cadereyta Boyé, Cadereyta Charco Frio,
Estacion de muestreo El Marqués El Marqués ' ' Cadereyta de
de Montes de Montes
Montes
Especie de Agave A. mapisaga A. americana A. salmiana A. salmiana A. mapisaga
muestreada
Cdédigo 4.1 4.2 1.1 1.2 2.1 Cdédigo 4.1 4.2 1.1 1.2
Bacterias acido
lacticas 5.9 5.8 6.6 7.5 7.7 9.3 8.0 7.9 6.7 6.0
(log10(UFC/mL))
Levaduras
(10g10(UFC/mL)) © 7.8 6.5 6.9 6.2 6.8 5.0 V.E. 7.1 7.0 5.1 5.0
Promedio * desviacién estandar se presentan para cada parametro, excepto para los microbiol6gicos. En este Ultimo caso, los
métodos de cuantificacion aplicables no requieren el calculo de la desviacién estandar para expresar el resultado final. a: Algunos
valores carecen de desviacion estandar, ya que por la naturaleza de la determinacion Fehling Causse Bonnans no fue posible obtener
suficiente muestra para poder evaluar dos submuestras. b: 0.01 mg/100 mL corresponde al limite de deteccién de la técnica. c: V.E.
indica valor estimado.
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