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Resumen

El pulque es una bebida fermentada tradicional de la cual se han aislado principalmente lactobacilos y levaduras. Sin embargo,
en un estado de fermentacion avanzado se desarrollan las bacterias acido acéticas (BAA), las cuales son conocidas por la
capacidad de transformar el etanol a 4cido acético, y producir otros acidos organicos con diversas aplicaciones industriales. En
este estudio, se inocularon muestras de pulque (3-10 dias) en medio CARR modificado a 30 °C por 3 dias. Las colonias de BAA
obtenidas se analizaron e identificaron molecularmente. Las caracteristicas morfologicas, las micrografias de la microscopia
electronica de barrido (SEM), la oxidacién y sobreoxidacion observadas en el medio CARR, y la caracterizacion molecular
mostraron que las cepas recuperadas correspondieron a nuevos aislados de la especie Acetobacter malorum. Las cepas mostraron
una tolerancia al 10-12% de etanol, pero, se detectdé mayor produccion de acidos organicos con 8-10% de etanol, alcanzando
1.12 = 0.30 g/L. El analisis por HPLC indic6 que 4. malorum produjo principalmente acido butirico (37 mg/L). Con estos
resultados se observa que los microorganismos presentes en el pulque abren oportunidades para nuevas aplicaciones y/o el
desarrollo de tecnologias sustentables
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Abstract

Pulque is a traditional fermented beverage from which mainly lactobacilli and yeasts have been isolated. However, in an
advanced state of fermentation, acetic acid bacteria (AAB) develop. These bacteria are known for their ability to transform
ethanol into acetic acid and produce other organic acids with various industrial applications. In this study, pulque samples (3—10
days old) were inoculated in modified CARR medium at 30 °C for 3 days. The obtained AAB colonies were analyzed and
molecularly identified. Morphological characteristics, scanning electron microscopy (SEM) micrographs, oxidation and
overoxidation observed in the CARR medium, and molecular characterization showed that the recovered strains corresponded
to new isolates of the species Acetobacter malorum. The strains showed tolerance to 10-12% ethanol, but increased production
of organic acids was detected with 8-10% ethanol, reaching 1.12 + 0.30 g/L.. HPLC analysis indicated that A. malorum produced
mainly butyric acid (37 mg/L). These results show that the microorganisms present in pulque open up opportunities for new
applications and/or the development of sustainable technologies.
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1. Introduccion acético; sin embargo, durante el proceso de oxidacion, se

liberan otros productos adicionales como; aldehidos, cetonas y

Las bacterias acido acéticas (BAA), son microorganismos
Gram negativos, que se encuentran principalmente en medios
alcoholicos y acidos (Mamlouk & Gullo, 2013). Las BAA
tiene un metabolismo estrictamente aerobio y son reconocidas
principalmente por su capacidad de oxidar el etanol en acido
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acidos organicos (&cido lactico, acido isobutirico y acido
butirico; Crotti et al., 2016).

En los ultimos afos ha crecido el interés por el estudio de
los acidos organicos, ya que pueden ser producidos mediante
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procesos fermentativos, que comprometen minimamente al
ambiente, se obtienen a partir de materiales renovables, y
promueven la economia circular al reintegrarlos en la cadena
productiva, transformandolos en productos de valor agregado
como acidos organicos (Chukwudi et al., 2024; Gonzélez-
Guerra et al., 2025).

Los 4cidos organicos, tienen diversas aplicaciones
relevantes; por ejemplo, el acido lactico que se utiliza en la
industria farmacéutica, como electrolito y fuente de minerales;
en la industria cosmética, como antimicrobiano y
rejuvenecedor de la piel; asi como neutralizante, solvente y
agente limpiador en la industria quimica y en la industria
alimentaria como acidulante y preservante (Garcia et al.,
2010). Mientras que, el 4cido butirico es utilizado en la
produccion de diversos ésteres que se emplean como aditivos
en alimentos, perfumes, saborizantes, barnices, productos
farmacéuticos y desinfectantes, en la produccion de plasticos y
plastificantes (Sjoblom et al., 2016). Existen varias cepas
bacterianas productoras de acido butirico, pertenecientes a los
géneros Clostridium, Butyrivibrio, Butyribacterium, Sarcina,
Eubacterium, Fusobacterium y Megasphera de los cuales,
Clostridium, Butyrivibrio y Butyribacterium son los mas
utilizados (Xu & Jiang, 2011). En los ultimos afios ha existido
un gran interés por conocer la diversidad y caracterizacion
microbiana del pulque, una bebida fermentada tradicional que
usualmente se consume por los beneficios que se le atribuyen
por la cantidad de metabolitos presentes (vitaminas, azucares,
aminoacidos, proteinas, prebioticos, entre otros; Fernandez-
Galicia et al., 2024). En dicha bebida, se han identificado 2855
unidades taxondmicas operativas (UTO) de bacterias y 1494
especies de hongos filamentosos mediante la caracterizacion
molecular de los genes ARNr 16S para bacterias y las regiones
genéticas ITS1/5.8S/ITS2 para la identificacion de secuencias
de ADN de hongos (Rocha-Arriaga ef al., 2020), muchos de
los cuales han mostrado gran potencial en la produccion de
metabolitos de interés como el etanol (Silva-Lopez et al.,
2025). Por lo tanto, en este trabajo, se procedid a aislar
acetobacterias provenientes del pulque caracterizarlas
bioquimica y molecularmente, y determinar su capacidad para
la produccién de acidos organicos.

2. Materiales y métodos
2.1. Obtencion de la materia prima

Se obtuvieron muestras de 500 mL de pulque natural
maduro (3 a 10 dias) de tres corridas de una pulqueria con
relevo generacional (tres generaciones) ubicada en la localidad
de Apan (19°42'36" Latitud Norte y 98°27'07" Longitud Oeste,
con 2528 metros sobre el nivel del mar), Hidalgo, México.
Cada muestra se deposito en una botella de plastico limpia con
tapa de rosca para facilitar su transporte y posterior
manipulacion en el laboratorio.

2.2. Aislamiento de las BAA

El pulque fue sembrado directamente por estriado en cajas
de Petri con medio de cultivo CARR modificado (Expresado
en g/L: glucosa 3; extracto de levadura 10; azul de timol; agar
bacteriologico 20; CaCOs 10 y etanol 17.5 mL/L), dejandose

incubar a 30 °C durante 3 dias (Romero-Cortes ef al., 2012).
Posteriormente, se aislaron aquellas colonias que presentaron
un color amarillo y un halo de crecimiento colonial
transparente alrededor de las mismas, las cuales se incubaron
en medio CARR a 30 °C por 5 dias.

2.3. Caracteristicas morfologicas

Las bacterias acéticas aisladas se tifieron con tincion de
Gram y se observaron con un microscopio Optico (Marca
AmScope, Modelo 21021663) con el aumento de 100x y se
utilizo el filtro AmScope MD130, incluido en el microscopio
para la captura de las imagenes. Para las micrografias, las
células fueron fijadas con formaldehido al 10%, tamponadas
con buffer de fosfatos a un pH 7.0 (Bozzola, 2013) y acido
tanico al 3% durante 72 h, a temperatura ambiente.
Posteriormente, la suspension bacteriana se filtro a través de
un filtro Millipore con un tamafio de poro de 0.22 pum,
dejandose secar durante 5 dias a 28°C. Las imagenes fueron
tomadas con un microscopio electrénico (Marca JEOL JSM,
modelo IT 300) en las instalaciones de la Escuela Superior de
Apan de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

2.4. Cinética de crecimiento

Las cinéticas microbianas se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 250 mL, cada uno con 100 mL de caldo de papa
nutritivo (Expresado en g/L: glucosa 10; extracto de levadura
2 g/L; peptona de caseina 2 g; papa 100 g; glicerol 10 mL/L y
etanol 40 mL/L), mantenidos en agitacion constante a 120 rpm
a temperatura de 30 °C. Transcurridas 20 h de incubacion, se
tomo el 10% de cada matraz y se inocul6 en medios de cultivo
nuevos bajo las mismas condiciones. A partir de estas
muestras, se realizaron diluciones y se sembraron en caldo de
papa nutritivo adicionado con agar. Las placas se incubaron a
30 °C durante 48 h, tras lo cual se realizd el recuento de
colonias viables. Todo el procedimiento se efectué por
triplicado.

2.5. Caracterizacion molecular

Las BAA fueron sembradas por duplicado en cajas de Petri
con medio CARR vy rotuladas con los nimeros de cepa: TRC-
B6 y TRC-B7. Las cepas fueron enviadas al Laboratorio de
Servicios Genomicos (LabSerGen) del CINVESTAV
(Irapuato, Guanajuato, México) donde se realizd la
secuenciacion de los pares de nucleétidos mediante la técnica
de fluorescencia y desarrollo de oligonucledtidos de acuerdo al
procedimiento propuesto por Campion & Canul (2004). Las
secuencias de ADN obtenidas fueron comparadas mediante
alineamiento por pares de secuencias utilizando el programa
BLASTN, con secuencias del gen 16S ARNr de otras bacterias
disponibles en la base de datos del GenBank del NCBI (Zhang
et al., 2000).

Ademas, se realizo un alineamiento multiple de secuencias,
considerando secuencias filogenéticas relacionadas (Larkin et
al.,2007). A partir de este alineamiento, se construyd un arbol
filogenético empleando el método Neighbor-Joining (Saitou &
Nei, 1987) con soporte estadistico Bootstrap de 1000
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repeticiones, utilizando el software MEGA X (Kumar ef al.,
2018).

2.6. Determinacion indirecta de los dcidos organicos

Las BAA se inocularon en matraces Erlenmeyer de 250
mL que contenian 100 mL de caldo papa. Para determinar la
tolerancia al etanol (C;HsO) se evaluaron diferentes
concentraciones (2, 4, 6, 8, 10 y 12% v/v), a una temperatura
de 30°C durante 20 h y se tomaron muestras de 2 mL cada 2 h.
El contenido de acido se midi6 por titulacion con NaOH 0.1 N
y fenolftaleina como indicador (Romero-Cortes et al., 2012).
La concentracion de acidez (basado en acido acético) se obtuvo
mediante la siguiente formula (Nufio-Pimienta, 1996).

mL gastados de NaOH x N x 60.052
mL de muestra ’

Acido acético (g/L) = (1)
Donde 60.052 representa el peso molecular del acido
acético.

2.7. Cuantificacion de dcidos organicos por HPLC

La cuantificacion de acidos organicos se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC; modelo
Thermo Scientific Finnigan Surveyor), compuesto por una
bomba Surveryor (LC Plus), un automuestrador y un detector
de indice de refraccion (RI Surveyor Plus). Para la separacion
de la muestra se utilizé una columna cromatografia (modelo
Phenomenex ROA Organic Acid 00H-0138-K0; 150 x 7.8
mm) y como fase movil una soluciéon de acido sulftirico (0.005
N) a un flujo constante de 0.6 mL/min. La columna se mantuvo
a 60 °Cy el detector a 40 °C. Las muestras fueron diluidas en
una proporcion 1:10 y posteriormente filtradas utilizando
filtros de membrana de PTFE (Phenex, 25 mm, poro de 0.45
um) antes de su inyeccion al equipo. Las concentraciones de
acidos organicos se calcularon a partir de curvas de calibracion
generadas con mezclas estandar (Sigma-Aldrich) de acido
lactico, acido acético y acido isobutirico, con soluciones en un
rango de concentracion de 2,000 a 8,000 ppm y para el acido
isobutirico, con un intervalo de 250 a 3,000 ppm.

2.8. Conservacion por congelacion

Las cepas de BAA fueron cultivadas en matraces
Erlenmeyer con 100 mL de caldo de papa a 120 rpm e
incubadas a 30 °C durante 22 h. Posteriormente, se
transfirieron 10 mL del cultivo a un nuevo medio fresco y se
mantuvieron a las mismas condiciones. Tras 72 h de
incubacion, las muestras fueron centrifugadas a 5,000 rpm
durante 20 min en tubos falcon de 50 mL. Este procedimiento
se repitio hasta obtener el pellet celular. El sobrenadante se
decant6, mientras que al pellet se le adicionaron 44 mL de
caldo de papa con glicerol al 10% (v/v) como crioprotector. La
mezcla fue homogeneizada mediante agitaciéon con vortex
durante algunos minutos. Finalmente, se distribuyeron
alicuotas de 700 puL en tubos Eppendorf, los cuales fueron
almacenados a -20 °C (Thermo Fisher Scientific, modelo
HFUG600A63), hasta su uso posterior.

3. Resultados y discusion

3.1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las
BAA

Las colonias de las acetobacterias (Fig. 1A) fueron
reconocidas debido a la solubilidad de CaCOs en el medio
CARR modificado formando un halo transparente alrededor de
las colonias y un cambio de color pasando de azul a amarillo
por la oxidacion del etanol al 4cido después de 96 horas (Fig.
1B), y posteriormente retorn6 al color azul (Fig. 1C) por la
oxidacion del acido acético. Lee ef al. (2024) aislaron 42 cepas
puras segun el tamafio de las zonas claras formadas alrededor
de la colonia y observaron que las caracteristicas morfologicas
de las cepas puras identificadas para el género Acetobacter
fueron bacilos Gram-negativos, aerobios obligados y con la
capacidad de formacion de biopeliculas.

Sahoo et al. (2020) aislaron cepas de acetobacterias
provenientes de residuos de manzana y grana empleando
medio CARR. Estos cultivos mostraron un cambio de color de
verde a amarillo en las primeras 24 h, retornando al color verde
después de las 72 h como resultado de una sobreoxidacion del
acido acético a CO, y H»0, identificando que las caracteristicas
observadas son propias de las cepas del género Acetobacter.

Las caracteristicas morfologicas observadas bajo
microscopio Optico y tincion de Gram mostraron que las
colonias aisladas fueron bacilos Gram negativos (Fig. 2A).
Mientras que, las micrografias obtenidas por microscopia
electronica de barrido (SEM) permiti6 identificar que las BAA
muestran una morfologia elipsoidal, aisladas o en pares, sin la
presencia de flagelos, lo cual indica que carecen de movilidad
(Fig. 2B). Las dimensiones promedio fueron de 0.63 pm de
ancho por 1.38 pm de largo, valores ligeramente diferentes a
los previamente reportados (0.9 x 1.1-1.3 um) por Cleenwerck
et al (2002).

-

——

Figura 1: Colonias de BAA en medio CARR modificado (A), solubilizacion
del CaCO; por la produccion de acidos a las 72 h (B), oxidacién de los acidos
alas 168 h (C).

: .3 -4 _
S e e U5
Figura 2: BAA Gram negativa (A). Micrografia de BAA a 10,000x (B).

De acuerdo con las caracteristicas morfologicas descritas,
la tincion de Gram, la oxidaciébn y la sobreoxidacion
observadas en el medio CARR modificado permitieron
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determinar que las colonias aisladas corresponden al género de
Acetobacter sp.

3.2. Cinética de crecimiento de las BAA aisladas

Para identificar el comportamiento en las diferentes etapas
de crecimiento a lo largo del tiempo (latencia, exponencial,
estacionaria y de muerte), se construyo la curva de crecimiento
de las colonias aisladas de acetobacterias mediante el recuento
de colonias viables en placa utilizando caldo de papa. Tal como
se muestra en la Fig.3, durante las primeras 6 horas se observo
un crecimiento lento y constante, con un promedio de 1.45 x
10* UFC/mL, lo que indica la presencia de una fase de latencia.
Este comportamiento podria atribuirse a la transferencia del
cultivo desde un medio nutricionalmente rico (caldo de papa
nutritivo) hacia un medio mas pobre (PDA), generando un
retraso en el inicio del crecimiento (Madigan ef al., 2015). A
las 10 horas, el conteo celular alcanzé un valor de 2.42 x 103
UFC/mL.

3.00E+03

2.50E+03

2.00E+03

1.50E+03

UFC/mL

q
1.00E+03

5.00E+02

0'00E+00 L L L L L J
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (h)

Figura 3: Cinética de crecimiento de A. malorum.

El calculo de la velocidad especifica de crecimiento arrojo
un valor de 0.0879 + 0.0095 h! a 30 °C (Fig. 4). La velocidad
de crecimiento esta directamente relacionada con la velocidad
de acetificacion (Davies, 2015). Este resultado es congruente
con los datos reportados por De Ory ef al. (1998), quienes
documentaron valores de 0.0584 + 0.01 h'' a 25 °C y 0.0944 +
0.04 h'! a 30 °C, lo cual indica que el valor obtenido en este
estudio se encuentra dentro del intervalo previamente descrito.

7.90
7.80
7.70
7.60
7.50
7.40
7.30
7.20
7.10
7.00

Ln UFC/mL

y=0.0879x + 6.9398
R>=0.9703

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (h)

Figura 4: Velocidad especifica de crecimiento acumulado de 4. malorum.

3.3. Caracterizacion molecular de las BAA aisladas

Se caracterizaron dos secuencias nuevas de nucleotidos de
BAA (TRC-B6 y TRC-B7) aisladas de pulque. La
amplificacion se realizo utilizando los cebadores 27F y1525R
(Menasria et al., 2024). Los fragmentos amplificados tuvieron
longitudes de 1,472 y 1,478 pb, y fueron depositados en la base
de datos del GenBank con los niimeros de accesion PP377884
y PP377885, respectivamente. Las secuencias obtenidas se
compararon mediante el programa BLAST (v2.15.0) con
secuencias de Acefobacter depositadas en el GenBank (Zhang
et al., 2000), mostrando una similitud del 99.86% y 99.87%
con la cepa A. malorum EW-m con el numero de accesion
EU096228 aislada de Drosophila (Ryu et al., 2008).

Posteriormente, se realizd un andlisis filogenético
generando un arbol por el método Neighbor-Joining (Saitou &
Nei, 1987) con el programa MEGA X (Kumar et al., 2018) con
el soporte del método estadistico bootstrap, usando 1000
repeticiones, incluyendo 19 secuencias representativas del
género Acetobacter y usando la secuencia de Bacillus subtilis
(KM659218) como grupo externo. El arbol filogenético (Fig.
5) reveld tres clados principales (I, II, III). Las secuencias
TRC-B6 y TRC-B7 se agruparon en el clado I junto con cepas
de A. malorum (EU096228, JN004205 y DQ523495)
provenientes de Drosophila (Ryu et al., 2008; Barata et al.,
2011), y de cacao fermentado (Nielsen et al., 2007).
Confirmando la identificacion morfologica previa de las cepas
como nuevos aislamientos de A. malorum para México.

75 4. malorum TRC-B6 (Mexico)

A. malorum TRC-B7 (Mexico)

100 4. malorwn EU096228 (Korea)

A. malorum JN004205 (Portugal)

Bl 4 malorum DQ523495 (Ghana)

4. orleanensis NR_113548 (Japan)

100! 4. orleanensis NR_114846 (Belgium)

A. sicerae KT147511 (Belgium)

2L 4. aceti NR_113673 (USA)

A. indonesiensis KU976968 (Germany)

%l 4. indonesiensis KJ469780 (Korea)

A. tropicalis KI469772 (Korea)

33. 4. senegalensis MH464993 (India)

A. oeni AB682244 (Japan)

10! 4. oeni HQ398213 (Spain)

100 | A. thailandicus NR_146030 (Thailand)

A thailandicus ON459613 (Korea)

54 cibinongensis ABS06405 (Thailand)
85L 4. cibinongensis NR_113851 (Japan)

B. subtilis KM659218 (China)

55

0.0z

Figura 5: Andlisis filogenético realizado para las cepas de 4. malorum
mediante el método Neighbor-Joining basado en la alineacion del ARNr 16S.

3.4. Tolerancia de A. malorum al etanol

Las cepas de 4. malorum fueron capaces de crecer cuando
la concentraciéon de etanol superd el 10-12% (v/v). Sin
embargo, se observd una mayor producciéon de acido con 8 y
10% de etanol (1.12 + 0.30 g/L), a diferencia del 12%
(0.97+0.30 g/L) que mostrd una disminucién en la produccion
de acido (Fig. 6). Lee et al. (2024), observaron tasas de
crecimiento superior al 100% en concentraciones de etanol de
8-10% en cepas de A. pasteurianus (SFT-2, 13, 14y 17), A.
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orientalis (SFT-10), A. cibinongensis (SFT-12), A. pomorum
(SFT-32) y Gluconobacter oxydans (SFT-26 y 27), lo que
indic6 una alta tolerancia al alcohol. En otro trabajo, Es-sbata
et al. (2021) reportan que A. malorum mostrd tolerancia a la
mayor concentracion de etanol (12%) pero una baja
produccion de acido acético.

14 r

1.2 F

Produccién de acido (g/L)

0 2 4 6 10 12 14 16 18 20
Tiempo (h)

Figura 6: Produccion de acido a diferentes concentraciones de etanol. 2%
(9).4% (9),6% ().8% (), 10% (M) y 12% ().

3.5. Cuantificacion de acidos organicos por HPLC

El analisis de los sobrenadantes de las muestras
provenientes de fermentaciones con distintos porcentajes de
etanol (6, 8 y 10%), realizado mediante HPLC y con la
inclusion de controles internos, evidencid que las cepas
caracterizadas de 4. malorum poseen la capacidad de producir

otros acidos diferentes al acido acético (Fig. 7).
I
I I |
Acido butirico

Acidos organicos
totales

Concentracion (mg/L)
— [\ (%) B W
s S & & S

S

Acido lactico

Figura 7. Produccion de 4cidos organicos por A. malorum a diferentes
concentraciones de etanol, Testigo (M), 6% (M), 8% (™), 10% (=).

Es-sbata et al. (2022) reportaron que el vinagre producido
por A. malorum presentd una mayor concentracion de acido
butirico y de otros compuestos volatiles en comparacion con el
producido por Gluconobacter oxydans.

3.6. Viabilidad de A. malorum

La conservacion por congelacion de A. malorum se realizod
empleando glicerol al 10% como agente crioprotector. Las

cepas TRC-B6 y TRC-B7 fueron almacenadas en tubos
Eppendorf a una temperatura de -20 °C y posteriormente a -
86°C, y su viabilidad fue evaluada transcurridos los 90 dias.
Posteriormente, las cepas recuperadas conservaron su
capacidad para crecer en medio CARR modificado y pudieron
solubilizar CaCOs. Sin embargo, no realizaron una irisacion
completa del medio (Fig. 7). De acuerdo con Gherna (2010),
no se recomienda la congelacion lenta a -20 °C para preservar
células, ya que esta temperatura puede causar dafios
estructurales que afecten su viabilidad. Ademas, sugiere
emplear glicerol al 15% para células en general.

Figura 7: Crecimiento de A. malorum en medio CARR después de ser
conservada por congelada y almacenada a -20°C.

4. Conclusiones

El pulque es una bebida fermentada tradicional que usualmente
se consume por los beneficios que se les atribuye a los diversos
microorganismos presentes. En este estudio se resalta la
identificacion bioquimica y molecular de Acetobacter
malorum, asi como su capacidad para producir &acidos
organicos (&cido lactico, acidos isobutirico y acido butirico)
diferentes al acido acético, incluso en presencia de altas
concentraciones de etanol. Sin embargo, se requiere
profundizar en las vias metabolicas y ajustar variables durante
el crecimiento de A. malorum para determinar si la produccion
de estos acidos organicos es la optima. Los resultados aqui
descritos muestran la importancia de conocer la diversidad
microbiana de dicha bebida para darle un aprovechamiento
racional y la apertura para el desarrollo de nuevos metabolitos
y/o desarrollo de tecnologias sustentables.
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