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RESUMEN

Se estudiaron 21 aislamientos de levaduras obtenidos de muestras de pulque (bebida alco-
hélica producida por fermentacién de la savia de Agave spp.) de cinco iocalidades de Méxi-
¢o. De ellos, tres de Jalatlaco, Méx., dos de Toluca, Méx., tres de Tulancingo, Hge., ¥
dos de Morelia, Mich., fueron identificados como Saccharomyces cerevisize; tres de Tolu-
ca, Méx., pertenecieron a Pichia membranaefaciens; uno de Huixquilucan, Méx,, y uno de
Tulancinge, Hgo., correspondieron a Candida valida; dos de Jalatlaco fueron Kluyveromy-
ces marxignus var, bulgaricus; tres de Jaiatlaco fueron Pichia carsonii, y uno de Tulancingo
fue Candida guilliermondii. Las Gltimas tres especies son registradas por primera vez para
el pulgue. S. cerevisiae resultd ser la especie més constante (cuatro de las cinco localida-
des) y abundante {10 de los 21 aislamientos), lo que indica su importancia en la fermenta-
cién alcohdlica de la bebida; el papel que tengan las otrag especies de levaduras sélo se
podra determinar hasta que se realicen estudios sobre la sucesion microbiana y los cambios
bioquimicos que se producen durante dicha sucesién en la fermentacién, como se ha he-
cho en otras bebidas fermentadas indigenas de México (pozol v tesgiiino). La microbiota
del pulque es semejante a la de los vinca de palma africanos y asiaticos.
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ABSTRACT

Twenty-one yeast isolates from pulqus samples (alcoholic fermented sap of Agava spp.)
obtained from five localities of Mexico were studied. Of them, three from Jalatlaco, Mex.,
two from Toluca, Mex., three from Tulancingo, Hgo., and two from Morelia, Mich., were
identified as Saccharomyces cerevisiae; three from Toluca, Mex., as Pichia membranaofa-
cigns; one from Huixquilucan, Mex, and one from Tulancingo, as Candida valids; two from
Jalatlaco as Kluyveromycas marxianus var. bulgaricus; three from Jalatlaco as Pichia car-
son#, and one from Tulancingo as Candida guillermondii, The last three species are herein
recorded for the first time for pulque. S. cerevisiae vas the most constant {four out of five
localities) and abundant {10 out of 21 isolates), which indicates its importance in the aico-
holic fermentation of the beverage; the role of other yeast species can only be determined
until studies on microbial succession and biochemical changes occurring during such a suc-
cession in the fermentation are carried out, as has been done for other fermented bevera-
ges indigenous to Mexico {pozol and tesgiiine). The microbiota of pulque is similar to that
of African and Asiatic palm wines.
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INTRODUCCION

En trabajos previos se han indicado antecedentes histéricos y diversos aspectos
étnicos, socioecondmicos, microbioldgicos, médicos, bioquimicos y biotecnolégi-
cos sobre el pulque, que es la bebida fermentada tradicional de mayor consumo en
México (Morton Gomez, 1925; Ruiz Oronoz, 1936; Herrera, 1953; Herrera et al., 1972,
1977: Goncalves de Lima, 1978; S&nchez-Marroquin, 1977; Ulloa y Herrera, 1976-1982;
Guerrero Guerrero, 1985; Godoy Patific, 1987; Ulloa et al., 1987). No obstante que
hay numerosos trabajos acerca de esta bebida todavia no se conoce bien su comple-
_ ja microbiota, la que puede variar segln los procedimientos y el lugar de elabora-
cién. Ademas, como lo indicaron Ulloa y Herrera (1976-1982), la identidad de algunas
especies de levaduras del puique descritas por otros autores (Ruiz-Oronoz, 1953; San-
chez Marroquin, 1962) deberia ser revisada de acuerdo con la metodelogia moderna
para el estudio taxonémico de estos microorganismos, porque ha habido cambios
en las delimitaciones y aceptacién de las especies originalmente registradas para el
pulque. Asi, Ruiz-Oronoz (1953) describié como especies nuevas a Saccharomyces
carbajalii, Pichia barraganii, Torulopsis hydromellitis, T. aquamellis y Rhodotorula
incarnata. Posteriormente las tres primeras fueron consideradas como Saccharomy-
ces ceravisiae, Pichia membranaefaciens y Candida parapsilosis {Sénchez-Marroquin,
1962): las dos Gltimas no fueron revisadas porque no se conservaron en ninguna co-
leccién de cultivos, aunque en el caso de que T. aguameliis pudiera ser estudiada
nuevamente, lo mas probable es que serfa incluida en el género Candida, puesto que
en la actualidad el género Turolopsis es considerado como sinénimo de Candida {Me-
yer et al., 1984). Por ello se realizé ia presente investigacion, con el objeto de contri-
buir al conocimiento mas detallado de las levaduras del pulque, y saber qué especies
son més constantes en el producto fermentado, procedente de varias localidades
de México.

MATERIALES Y METODOS

Los 21 aislamientos de las fevaduras estudiadas se obtuvieron de muestras de
pulque (de tiempo de fermentacion y proceso de elaboracién no precisados) proce-
dentes de las cinco localidades que se indican en la tabla 1, utilizando placas de me-
dio V8 agar (JV8 agar; jugo de B verduras, marca Campbell, 180 mi; carbonato de
calcio, 2qg; agar, 20g; agua destilada, 1 000 ml}, las cuales fueron inoculadas con
asa microbiolégica siguiendo el método de estrias muitiples. De las colonias puras
se hicieron resiembras a todos los medics de cultivo liguidos y sélidos necesarios
para determinar las caracteristicas de dichos aislamientos.

La identificacién de las especies se logré siguiendo los métodos de estudio de
van der Walt (1970} y de van der Wait y Yarrow {1984), las claves de Lodder (1970),
de Barnett et al. {1979) y de Kreger-van Rij {1984), y las descripciones de Kurtzman
{1984), Mever et al. (1984), van der Walt y Johansen (1984}, v Yarrow (1984},
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TABLA 1

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS DE PULQUE ESTUDIADAS
Y ESPECIES DE LEVADURAS IDENTIFICADAS

Localidades

Especies de levaduras y nimero de aislamientos
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se indican tanto la procedencia como el nimero de aislamientos
que correspondieron a cada una de las 5 especies identificadas, y que fueron las si-
guientes:

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen {Figs. 1-4). Es una especie de muy
amplia distribucién, que ya habia sido registrada para el pulque, ademas de otras
bebidas fermentadas indigenas de México, como tuba, tesgiino, coionche, pozol
y tepache, asi como los tibicos, con los que frecuentemente se prepara el tepache
y el vinagre de tibicos (Ulloa et al., 1987). A nivel mundial, ha sido aislada de muchas
otras fuentes, como vinos, cervezas de cebada, diversos mostos, sidras, quesos,
exudado de encino, jugos de frutas, mieles, diversos frutos y hojas, insectos, sue-
los, aceitunas y otras salmueras, refrescos gaseosos, piel humana sana y ulcerada,
cavidad oral y esputo, y otros muchos sustratos, incluyendo alimentos y bebidas fer-
mentados indigenas de Africa y Asia, como cerveza kaffir o Bantl, kefyr, ogi, punja-
bi, waries, jalebies, takju y naruk {van der Walt, 1956; Banigo, 1980; Kreger-van Rij,
1984; Batra, 1986; Mheen y Kwon, 1986).

Pichia membranaefaciens Hansen (Figs. b-7). Esta especie, y su estado asexual,
Candida valida {Leberle) van Uden et Buckley (Figs. 8-9), también ya habian sido
halladas en el pulque y en otras bebidas fermentadas que se consumen en México,
como tuba, tesgliino, pozol, colonche y tepache, incluyendo el tepache de tibicos (Ulloa
et al., 1987). Ha sido registrada en m 2sto de uva, vinos, suelos de vifiedos, cervezas,
malta de sorgo para hacer brandy, heces, desechos fermentados de maiz para ali-
mentar ganado, y otros sustratos, que comprenden salmueras y bebidas alcohdlicas
tradicionales africanas, como vino de palma y cerveza oyokpo (Rose y Harrison, 1969,
1970; Nyako, 1977; Nkanga, 1981; Kreger-van Rij, 1984}.

Kluyveromyces marxianus {Hansen) van der Wait var. buigaricus (Santa Maria)
Johansen et van der Wait (Figs. 10-12). En este trabajo, se registra por primera vez
para el pulque. Ha sido encontrada en yogurt, cerveza de sorgo, queso stracchino
y espalda de una vaca (Kreger-van Rij, 1984).

Pichia carsonii Phaff et Knapp {Figs. 13-16}. Se registra aqui por primera vez pa-
ra el pulque. Inicialmente, los aislamientos de esta levadura fueron identificados por
los autores de este trabajo como Pichia vini Phaff y P. vini (Zimmermann} Phaff
var. melibiosi Santa Maria; no obstante, ambas son ahora consideradas como sind-
nimos de P. carsonii, segtn lo indica Kurtzman (1984).

Anteriormente, habia sido aislada de vino descompuesto, suelo y Quercus kel-
loggi {Kreger-van Rij, 1984).

Candida guilliermondif { Castellani) Langeron et Guerra (Figs. 17-19). Debido a que
esta especie es heterotilica y a que sdlo se obtuvo un aislamiento del pulque, no
se desarrollé la fase sexual de esta especie, que corresponde a Pichia guillisrmondii
Wickerham. Candida guilliermondii, junto con K. marxianus var. bulgaricus y P. car-
sonii, corresponden a las tres especies de levaduras registradas por primera vez para
el pulque. Es una especie patdgena oportunista, que ha sido aislada de piel, Ulceras,
apéndice, pulmén, esputo, sangre, semen de toro, larvas de insectos Cossidae, ind-
culo iniciador para la elaboracién del sake, y solucién de tripsina (Kreger-van Rij,
1984}. En México ha sido hallada en pozol {Ulloa, 1974} y en tesglinc {Lappe, 1988),
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y en Africa en alimentos y bebidas fermentados aut6ctonos, como injera, cerveza
kaffir, cerveza pito y cerveza burukutu (van der Walt, 1956; Stewart y Getachew,
1962; Ekundayo, 1969; Faparusi et al., 1973).

Todas las especies de bacterias, levaduras y mohos que han sido hasta ahora
aisladas del pulgue se eniistan en la tabla 2, en la que también se hace una compara-
cién de la microbiota de éste con la de otras bebidas fermentadas similares, obteni-
das por fermentacién de savia de plantas. Como se puede ver en dicha tabla, la
microbiota del puilque es semejante a la de los vinos de palma de Africa y Asia, como
el emu u ogogoro de Nigeria, el nsafufuo de Ghana y el toddy de la india y Pakistén,
entre otros. El tipo de fermentacién que se lleva a cabo en este tipo de bebidas es
siempre lactica-alcohdlica-acética, e involucra bacterias lacticas homo y heterofermen-
tativas, levaduras y bacterias acéticas, asi como Zymomonas y Micrococcus. Leu-
conostoc y Lactobacillus spp. son de los primeros microorganismos gue habitan en
la savia (de maguey en el caso del pulque, o de palma en el de las otras bebidas
similares} y son las responsables de la produccién de 4cido lactico y dextranas, que
provocan la acidez, turbidez y viscosidad caracteristicas. Saccharomyces cerevisiae es
la levadura que generalmente realiza la fermentacion alcohélica, junto con la bacte-
ria Zymomonas mobifis. Los otros microorganismos que también se desarrollan en
la savia, como las bacterias acéticas y algunos mohos, son variables en tipo y nime-
ro pero indudablemente contribuyen a dar al producto algunas de sus caracteristi-
cas, como aroma y sabor {Sanchez-Marroquin, 1977; Okafor, 1977). En la tabla 2
se dan mas referencias de trabajos acerca de la microbiclogia de los vinos de palma
africanos, asigticos y americanos, trabajos a los que se puede remitir el lector intere-
sado en los cambios no s6lo microbianos, sino también bioquimicos y nutricionales
gue se suceden durante la fermentacidn, asl como otros aspectos relacionados con
la elaboracién de estas bebidas (4reas de produccion, modo de consumo e impor-
tancia en la dieta, métodos de preparacién, propiedades especiales, cambios nutri-
cionales, y otros aspectos). Para el caso del puigue, Sanchez-Marroguin (1977} y
Ulloa et al. (1987) registran informacién concerniente a todos estos aspectos, por
lo que no se repetiré aqui, y solamente cabe mencionar que, ademaés de la importan-
cia que el pulque tiene para los consumidores habituales, el estudio de los microor-
ganismos aislados de éste puede representar nuevas aplicaciones en la obtencién
de diversos productos industriales de relevancia econémica y médica, como protei-
nas, aminoacidos, alcoholes, acidos orgénicos, vitaminas y dextranas, entre otros.
Un ejemplo de lo anterior lo constituyen los trabajos scbre la utilizacion de levaduras
aisladas del pulgue, como Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranaefaciens y
Candida parapsilosis, cultivadas en sustratos organicos de desecho, procedentes de
la industria azucarera, para obtener proteina unicelular que pueda ser incorporada
en nuevos alimentos de animales domésticos {Lemoine Mendoza y Rodriguez, 1976;
Cruz y Ochoa, 1978; Enriquez Freire et al., 1985).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que aunque algunas es-
pecies de levaduras son constantes en el proceso de fermentacion del pulque, como
S. cersvisiae, P. membranagfaciens y C. valida, pueden presentarse otras debido
a las variaciones inherentes a la procedencia, tipo de sustrato y manejo que de
&l hagan los elaboradores de la bebida, ademés de las condiciones ambientales y
otros factores. Por ello, seria recomendable realizar estudios sobre la sucesién mi-
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crobiana que ocurre desde la materia prima hasta el producto final, y correlacionar
dicha sucesidn con los cambios bioquimicos y nutricionales, con objeto de conocer
mejor la proporcién relativa de los componentes de la microbiota esencial del pulque
y las posibles aplicaciones que de ella pusdan derivar, como ha sido investigado en
otras bebidas fermentadas autdctonas de México {Ulloa, 1974; Litzinger, 1983; Ra-
mirez, 1987, Lappe, 1988).
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rigs. 1-4. Saccharomyces cerevisiae. 1-2. Colonias gigantes, X 2. 3. Seudomicelio, X 750. 4. Ascas con
ascosporas (flechal, y células vegetativas, X 1 000. Figs. 5-6. Pichia membranaefaciens. 5. Colonia gi-
gante, X 1.5. 6. Seudomicelio, X 750.
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Fig. 7. Células vegetativas y ascas con ascosporas (flecha) de Pichia mambranaefaciens, X 1 000. Figs,

8-9, Candida valida. 8. Colonia gigante, X 2. 9. Seudomicelio, X 1 000. Figs. 10-12. Kfuyveromyces mar-

xianus var. bulgaricus. 10. Colonia gigante, X 1.5. 11. Seudomicelio, X 750. 12. Células vegetativas y
ascas coh ascosporas (flecha), X 1 000.
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Figs. 13-18. Pichia carsonii. 13. Colonia gigante, X 2.5. 14, Células vegetativas, X 750. 15. Seudomicelio,
X 750, 16. Asca con ascosporas (flecha), X 1 000, Figs. 17-12. Candida guilliermondii. 17. Colonia gigan-
te, X 3. 18. Céluias vegetativas, X 1 000. 19. Seudomicelic, X 750.





