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Resumen 

El pulque es una bebida fermentada tradicional de origen prehispánico, elaborada a base 

de aguamiel de agaves pulqueros como Agave salmiana, A. mapisaga, A. americana y A. 

atrovirens, característicos del Valle de México. Debido a la actividad microbiana que se presenta 

durante la fermentación y a la corta vida de anaquel que tiene esta bebida, ha llevado a que los 

productores empleen diversos métodos para su conservación, como la pasteurización, la 

ultrafiltración o la adicción de conservadores. No obstante, estos procesos modifican las 

características sensoriales y funcionales distintivas y aceptadas por los consumidores habituales 

de pulque. Una de las técnicas tradicionales empleadas para conservar el pulque es la adicción de 

la cáscara de tomate verde (Physalis spp.) permitiendo comercializar esta bebida por más tiempo 

y poder trasladarla a localidades lejanas. Al no existir estudios, que aborden las implicaciones 

microbiológicas de agregar la cáscara de tomate verde (Physalis spp.), ni que documenten los 

cambios en los parámetros fisicoquímicos que esta práctica pueda generar en la conservación del 

pulque. Esta investigación consistió en analizar los cambios que se presentan en la comunidad de 

levaduras en el pulque al agregar la cáscara de Physalis spp. de tres muestras de pulque 

comercializado en diferentes pulquerías de la Ciudad de México. A partir de los resultados 

obtenidos se puede afirmar que la adición de cáscara de Physalis spp. a las diferentes muestras de 

pulque tuvo un efecto sobre el pH, el cual disminuyo en todas las muestras, para las UFC/mL se 

observó una disminución en las muestras experimentales de Singuilucan y San Isidro, y en lo que 

a la diversidad macro-morfológica refiere después del tratamiento de Physalis spp. esta diversidad 

se redujo. Por lo que, la adición de la cáscara de Physalis spp. al pulque provoca una restricción 

en el crecimiento de cierto grupo de levaduras, además que el uso empírico de la cáscara de 

Physalis spp. como método de conservación si tiene una base de conocimiento ecológico 

tradicional. 

 

Palabras clave: Pulque, cáscara de Physalis spp., método de conservación, restricción en el 

crecimiento, uso empírico. 
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1. Introducción 

Dentro de las bebidas más importantes en la cultura mexicana, se encuentran aquellas que 

son elaboradas con plantas del género Agave. Las especies Agave salmiana, A. mapisaga, A. 

americana y A. atrovirens, características del Valle de México conocidas como agaves pulqueros 

(Alfaro-Rojas et al., 2007; Nieto-Aquino et al., 2016; García-Mendoza et al., 2019; Cortazar-

Martínez et al., 2021), son empleados para la producción de una bebida alcohólica fermentada 

tradicional, de origen prehispánico, llamada pulque u octli (Vino en Nahuatl). Esta bebida tiene 

un característico color blanco, consistencia viscosa, espesa, olor fuerte, ligeramente ácido, y con 

alto valor nutricional. En México el pulque es considerado la bebida fermentada más antigua y 

tradicional; anteriormente consumida sólo por sacerdotes, gobernantes y dioses, y utilizada 

religiosamente para rituales o de forma medicinal (Torres-Nieto, 2013). 

 

La elaboración del pulque es realizada por los tlachiqueros, la mayoría de ellos, son los 

responsables de seleccionar el agave, obtener el aguamiel o savia y llevar el proceso de 

fermentación. El aguamiel presenta diversos microorganismos, los cuales prevalecen durante su 

recolección, transporte, inoculación y manipulación, confiriéndole sus propiedades características 

(Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodríguez, 2007; Martínez-Madrid, 2015; Ballesteros-Rodríguez 

y Sánchez-Teyer, 2021; Medina-Mendoza et al., 2023; Flores-Rodríguez y Miranda-López, 2023). 

En el proceso de fermentación, el tlachiquero realiza diversas acciones que tienen implicaciones 

en los aspectos sensoriales del producto final. Además, ellos realizan distintas prácticas para 

mantener esta bebida estable, incluso después de completar la fermentación alcohólica y no 

permitir la transición a una fermentación acética. Una de las prácticas que realizan los productores 

para extender el tiempo de vida del pulque es el uso de la cáscara del tomate verde (Physalis spp.) 

(Campos-Pastelin et al., 2019). 

 

En años recientes los productores han empleado la pasteurización, la filtración y adición 

de aditivos como, agentes preservativos, texturizantes, antioxidantes y colorantes para extender la 

vida de anaquel del pulque, permitiendo así que el pulque se distribuya a grandes distancias, 

inclusive a mercados foráneos como a Estados Unidos y Europa, envasado en latas. No obstante, 

estos procesos reducen el contenido prebiótico y probiótico. Algo semejante ocurre cuando se 

agrega aguardiente de caña al 85%, esto permite conservar el pulque en barricas durante un año 
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(Herrera en 1879; Arroyo-Cruz y Reynoso-Ocampo, 2016; Cortazar-Martínez et al., 2021). 

Además, diferentes estudios sugieren que, mantener el pulque a bajas temperaturas (-3°C), es una 

forma de conservación, ya que, detiene el crecimiento bacteriano y reduciendo las reacciones 

bioquímicas, permitiendo incrementar la vida útil, sin afectar las características fisicoquímicas más 

importantes del pulque (Arroyo-Cruz y Reynoso-Ocampo, 2016; Cortazar-Martínez et al., 2021), 

no obstante, es un método más caro para volúmenes pequeños. 

 

En general, diversas especies vegetales se utilizan como métodos de preservación posterior 

a la fermentación, como el ajenjo en distintas bebidas fermentadas o el lúpulo en la cerveza. No 

obstante, a la fecha, existen escasos estudios que aborden las implicaciones microbiológicas de 

usar estas plantas como preservadores en diversos alimentos fermentados, tal es el caso del uso de 

la cáscara del tomate verde para conservar de manera óptima bebidas tradicionales como el pulque. 

En este sentido, el presente estudio aborda las implicaciones de usar la cáscara del tomate verde 

como un método de preservación del pulque. 

 

2. Planteamiento del problema y Justificación 

Las estrategias de conservación son cruciales para mantener la calidad, seguridad y vida 

útil de diversos productos alimenticios y el cómo se emplean para prevenir el deterioro, la 

contaminación bacteriana y la degradación química, garantizando a los consumidores productos 

con características sensoriales atractivas y seguras para su consumo. En el caso de las bebidas 

fermentadas, al contar con microorganismos metabólicamente activos como bacterias y levaduras, 

es probable que cambios externos o incluso diferentes procesos de sucesión, de la microbiota en 

las bebidas, pueden provocar su deterioro. En líquidos, se emplean distintos métodos de 

conservación tales como la pasteurización, la filtración o el uso de agentes conservadores que 

ayudan a controlar el crecimiento microbiano, garantizando la seguridad y longevidad de las 

bebidas, permitiendo mantener la calidad del producto. 

 

Así mismo, las bebidas que son transportadas a largas distancias y bajo diferentes 

condiciones ambientales pueden afectar su estabilidad por ello, los métodos de conservación 

ayudan a mantener la integridad del producto durante su transporte y almacenamiento, permitiendo 

una distribución y conservación del producto. En el caso del pulque, el metabolismo activo de la 
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microbiota puede transitar de una bebida alcohólica a un vinagre, debido a la proliferación de 

bacterias con un metabolismo acético, haciendo de esta bebida no apta para su consumo. No 

obstante, los productores emplean estrategias para evitar su deterioro como es el caso de agregar 

cáscara de tomate verde para garantizar que el pulque se mantenga en óptimo estado y sea seguro 

para su consumo. A pesar de que esta práctica es común entre los productores de pulque, a la fecha 

existen pocos estudios que permita entender, los cambios en la dinámica microbiológica que se 

generan al agregar la cáscara de tomate verde y sobre la importancia de los compuestos de esta 

cáscara como agente de conservación. 

 

3. Objetivos 

3.1. Objetivo General 

Analizar los cambios que se presentan en la comunidad de levaduras en el pulque al agregar 

cáscaras de tomate verde (Physalis spp.) como conservador. 

 

3.2. Objetivos Específicos  

● Cuantificar el número de levaduras presentes en tres muestras de pulque de diferentes 

pulquerías de la Ciudad de México. 

● Determinar si la cáscara de Physalis spp. influye en la comunidad de levaduras presentes 

en el pulque. 

● Comparar los cambios fisicoquímicos (pH, °Bx y densidad) que se presentan en el pulque 

al agregar la cáscara de Physalis spp. 

 

4. Antecedentes 

La fermentación es un proceso complejo, debido a que, es el resultado de la interacción de 

tres componentes: 1) La materia prima, esta puede ser de origen vegetal (plantas, granos, frutas) o 

de origen animal (lácteos, carnes); 2) los microorganismos del ambiente o aquellos que son 

agregados deliberadamente y que, metabólicamente realizan la fermentación y 3) los grupos 

humanos que realizan la fermentación; estos últimos, impulsan el proceso y valoran los productos 
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finales que se obtienen a través de la fermentación (Carbonero-Zalduegui, 1975; Puerta-Quintero, 

2013; Wacher-Rodarte, 2014; Ojeda-Linares et al., 2021). 

 

La fermentación es un proceso metabólico mediante el cual microorganismos como 

bacterias, levaduras (hongos) descomponen sustancias orgánicas complejas, generalmente 

carbohidratos, en compuestos más simples como ácidos orgánicos, gases o alcohol, a menudo en 

ausencia de oxígeno. La fermentación es crucial para crear una variedad de productos y también 

puede aprovecharse para conservar los alimentos y mejorar su valor nutricional (Tamang y 

Kailasapathy, 2010). Las bacterias lácticas tales como Lactobacillus spp. y Streptococcus spp. 

predominan en fermentaciones lácticas, generalmente aquellas que involucran como materia prima 

sustratos vegetales o lácteos. También un grupo constante en fermentaciones alcohólicas son las 

levaduras, particularmente Saccharomyces cerevisiae, asociada a la producción de bebidas como 

los vinos, cervezas, pero también a otros productos como el pan (Vázquez y Dacosta, 2007; Puerta-

Quintero, 2013; Rivera-Yunga, 2022; Martín y Manuel-Ayuso, 2023). 

 

La presencia de los diversos grupos microbianos en combinación con diferentes sustratos 

que se pueden emplear para la fermentación, permiten la diversificación de más de 3,500 alimentos 

fermentados que se encuentran alrededor del mundo, reflejándose en productos como: el yogurt, 

queso, pan, salsa de soja, kimchi; o bebidas como: cerveza, vino, sidra, kvass, entre otros (Ferrari 

et al., 2020; Ojeda-Linares et al., 2021). Estos productos alimenticios, además de integrar un papel 

importante, han incrementado su valor nutricional, proporcionando diferentes beneficios a la salud 

como: mejora en la digestibilidad de proteínas, alivio a la intolerancia a la lactosa, reducción de 

niveles de antinutrientes y alérgenos o el incremento en componentes fenólicos y vitaminas 

(Ojeda-Linares et al., 2021; Martín y Manuel-Ayuso, 2023). 

 

Las bebidas fermentadas, son ampliamente estudiadas, particularmente las que involucran 

la fermentación alcohólica (Quintero-Salazar et al., 2012; Martín y Manuel-Ayuso, 2023). 

Mundialmente en pequeñas localidades se realizan diferentes “bebidas fermentadas tradicionales” 

o artesanales (Quintero-Salazar et al., 2012). En México, no existe un registro exacto de las bebidas 

fermentadas, por ello, se estima que existe una producción entre 172 a 200 bebidas fermentadas, 
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destacando: el colonche, tuba, pulque, tepache, entre otras (Villalobos, 2007; Quintero-Salazar et 

al., 2012; Ojeda-Linares et al., 2021; Navarrete-Torres y García Muñoz-Aparicio, 2021). 

 

Dentro de las bebidas más importantes en la cultura mexicana, son aquellas elaboradas con 

las plantas del género Agave, también conocido como maguey. Este es endémico de América, con 

un total de 210 especies, de las cuales, en México, hay 159 (Nieto-Aquino et al., 2016; García-

Mendoza et al., 2019). Estas especies al ser plantas xerófitas crecen en el altiplano central de 

México, de clima semiárido, árido y frío; adaptándose a largos periodos de sequía y a las altas 

temperaturas, evitan la erosión del suelo, promueven la recuperación de suelos degradados y la 

retención de humedad; hospederos de gusanos blancos y rojos (chinicuiles o tecol) y de larvas de 

hormigas o escamoles (Colunga-García Marín et al., 2007; Flores-Morales et al., 2009; 

CONABIO, 2021). 

 

Una bebida tradicional fermentada de origen prehispánico en México es el octli (del náhuatl 

vino), o pulque; considerada sagrada, debido a que era utilizada de manera religiosa, para rituales 

o de forma medicinal, y solo era consumida por sacerdotes, gobernantes y dioses, por ello era 

llamada “bebida de los dioses” (Torres-Nieto, 2013). Su origen se asocia a la diosa Mayahuel, 

quien habría creado el primer maguey con sus huesos para después enseñar el proceso para la 

obtención del aguamiel. 

 

El pulque, a lo largo del tiempo ha tenido diferentes nombres proporcionados por los 

pueblos, ya sea: “intoxicante ritual, bebida medicinal, líquido sacrificial, vino blanco o sagrado, el 

teometl (agave divino o planta de Dios), leche de Mayahuel”. Por lo anterior es considerada la más 

antigua y tradicional bebida del pueblo mexicano (Villalobos, 2007; Martínez-Madrid, 2015; 

Nieto-Aquino et al., 2016; Navarrete-Torres y García Muñoz-Aparicio, 2021). 

 

El pulque se obtiene del agave o maguey pulquero, principalmente de las especies Agave 

salmiana, A. mapisaga, A. americana y A. atrovirens, características del Valle de México, Estado 

de México y los estados de Tlaxcala, Hidalgo y Puebla, aunque también se les puede encontrar en 

San Luis Potosí, Michoacán, Querétaro, Morelos, Guanajuato, Veracruz y Oaxaca (Alfaro-Rojas 

et al., 2007; Cortazar-Martínez et al., 2021). Estas especies, se caracterizan por medir dos o más 
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metros de altura, poseer las hojas más grandes del género, de coloración verde a glauco grisáceo; 

alcanzando la madurez fisiológica entre ocho a 15 años. Al llegar esta, al agave se le quita el quiote 

o tallo floral, creando una cavidad en el interior de la piña o mezontete, dejándola añejar durante 

seis meses, y extrayéndose antes de la floración, para que el agave produzca aguamiel o savia, 

necutli (miel), de buena calidad; caracterizada por ser un líquido dulce o ácido, ligeramente 

alcalino, incoloro y con ligero olor herbáceo, rico en minerales y carbohidratos digeribles, 

proteínas y fructosa. Con ayuda de un “acocote” (calabaza larga y seca, con orificios en ambos 

extremos, Lagenaria spp.), se extrae el aguamiel fresco; para filtrar y verter en recipientes con 

aguamiel ya fermentado, conocido como “semilla”, esto sirve como inóculo acelerando el proceso 

de fermentación, de 20 o 25 días a 36 horas, aproximadamente (Flores-Morales et al., 2009; 

Martínez-Madrid, 2015; Nieto-Aquino et al., 2016; Ballesteros-Rodríguez y Sánchez-Teyer, 2021; 

Cortazar-Martínez et al., 2021; Medina-Mendoza et al., 2023). 

 

El pulque es una bebida alcohólica, de característico color blanco, consistencia viscosa y 

espesa, de olor fuerte y ligeramente ácido, con un grado de alcohol entre 4 y 7° GL, rango de pH 

aproximado de 3.5 a 4.2, y componentes principales como, sacarosa, ácido pantoténico, proteína, 

aminoácidos, entre otros. Proporcionando beneficios nutricionales como, aporte en vitaminas B y 

C, proteínas, minerales y aminoácidos esenciales, calcio, hierro y antioxidantes; considerándolo 

como un alimento de alto valor nutricional. Además, que su consumo es efectivo para el 

tratamiento de enfermedades gastrointestinales e inflamatorias, además de prevenir la constipación 

y la diarrea (Martínez-Madrid, 2015; Ballesteros-Rodríguez y Sánchez-Teyer, 2021; Cortazar-

Martínez et al., 2021; Medina-Mendoza et al., 2023; Flores-Rodríguez y Mrianda-López en 2023). 

 

Diversos estudios, indican que, mientras esta bebida se encuentra en el agave, como 

aguamiel, presenta diversos microorganismos autóctonos, los cuales prevalecen durante su 

recolección, transporte, inoculación y manipulación, así mismo estos fluctúan transformando y 

confiriendo una mayor cantidad de propiedades fisicoquímicas, sensoriales y nutricionales, 

características de esta bebida (Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodríguez, 2007; Martínez-Madrid, 

2015; Matías-Luis et al., 2019; Ballesteros-Rodríguez y Sánchez-Teyer, 2021; Medina-Mendoza 

et al., 2023; Flores-Rodríguez y Mrianda-López, 2023). 
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Al existir una escasa información documentada del proceso de elaboración del pulque, los 

tlachiqueros, continúan realizando esta práctica de forma tradicional de acuerdo con las diferentes 

regiones de procedencia, obteniendo variaciones en sus propiedades características (Ballesteros-

Rodríguez y Sánchez-Teyer, 2021). Así mismo, los tlachiqueros continúan buscando y realizando 

distintas prácticas para mantener y conservar sin refrigeración, comercializar o trasladar esta 

bebida a diferentes lugares más allá del lugar de producción, inclusive después de completar la 

fermentación alcohólica y no permitir la transición a una fermentación acética. No obstante, poca 

información se ha recopilado para identificar qué actividades realizan los tlachiqueros y las 

repercusiones que estas acciones tienen en la comunidad microbiana. Particularmente, en campo 

se ha observado el uso de la cáscara del tomate verde (Physalis spp.) como un método de 

preservación posterior a la fermentación.  

 

Campos-Pastelin et al. (2019) señalan que en la región de la Cañada Oaxaqueña se cuenta 

con conocimiento empírico acerca del uso del cáliz acrescente del tomate de cáscara (Physalis 

ixocarpa) para evitar la fermentación del pulque y así poder transportarlo de un lugar a otro 

(Campos-Pastelin et al., 2019). 

 

Identificar las implicaciones del uso de la cáscara del tomate como método de preservación 

del pulque es importante en términos prácticos, pues puede sugerir que las cáscaras de tomate 

tienen propiedades antimicrobianas que permitan mantener estable la fermentación del pulque. Así 

mismo, en términos teóricos aporta nuevas perspectivas al manejo microbiano por parte de los 

productores, así como a procesos de selección inconsciente de comunidades microbianas. 

 

5. Materiales y métodos 

5.1. Área de estudio y colecta de muestras 

Se obtuvieron tres muestras de 1.0 L de pulque de diferentes establecimientos (pulquerías) 

de la Ciudad de México, a) Singuilucan para la Pulquería “Santa Patrona”, b) San Isidro para la 

Pulquería “Los Primos del Valle”, y c) Tlaxcala para la Pulquería “La Tlaxcalteca” (Fig. 1). En la 

Tabla 1, se muestra la ubicación, el lugar en donde se elaboró el pulque, las horas de fermentación 

y el conservante, sustancia que se le adiciona al pulque para prolongar su comercialización, las 
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cuales fueron compradas el mismo día. Posteriormente, estas fueron llevadas al Laboratorio de 

Micromicetos, en el Instituto de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(IBUNAM), Ciudad de México, para posteriormente realizar los análisis. 

 

 

Figura 1. Mapa del área de estudio en México, los puntos rojos y verdes son los sitios en 

donde se elabora el pulque que se recolecto en la Ciudad de México. 

 

Tabla 1. Procedencia de las muestras de pulque. 

Muestra de 

pulque 
Pulquería 

Ubicación 

(Alcaldía) 

Origen del 

pulque 

(muestra) 

Horas de 

fermentación 
Conservante 

a) Singuilucan 
“Santa 

Patrona” 

Gustavo A. 

Madero 

Singuilucan, 

estado de 

Hidalgo 

72 h 
2 tazas 

de azúcar 

b) San Isidro 
“Los Primos 

del Valle” 

Benito 

Juárez 

San Isidro, 

estado de 

Tlaxcala 

72 h 
Se 

desconoce 

c) Tlaxcala 
“La 

Tlaxcalteca” 
Cuauhtémoc 

Estado de 

Tlaxcala 
72 h 

Se 

desconoce 
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5.2. Diseño experimental 

Una vez en el laboratorio, se colocaron 35 mL de cada muestra de pulque con 72 h de 

fermentación en tubos Falcon estériles de 50 mL, por duplicado. Con la finalidad de evaluar la 

influencia que tiene el cáliz de Physalis spp., en el crecimiento de las levaduras del pulque (Fig. 

2), las muestras se clasificaron como a) control (muestras con pulque solo) y b) experimentales 

(muestras con pulque adicionadas con 0.4 g del cáliz de Physalis spp.). Esto se realizó, debido a 

lo observado en campo, ya que, a 1 L de pulque se le agrega una cáscara entera de Physalis spp., 

debido a esto se realizaron las proporciones para el experimento. Una vez adicionada la cáscara a 

los tubos Falcón (muestras experimentales) se dejaron en reposo por 3 h a temperatura ambiente. 

 

5.2.1. Obtención de cálices de Physalis spp. 

Los cálices de Physalis spp., se adquirieron mediante la compra de tomate verde con 

cáscara, en el Mercado de Cuautepec en la Alcaldía Gustavo A. Madero, Ciudad de México. Las 

cáscaras fueron separadas de los frutos y conservadas en refrigeración, debido a que fueron 

utilizadas un día después de la separación. 

 

 

Figura 2. Diseño experimental de la influencia de la cáscara de Physalis spp. en el cambio 

de las comunidades de levaduras en el pulque. 
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5.2.2. Esterilización superficial de los cálices de Physalis spp. 

La esterilización superficial de los cálices de Physalis spp. se realizó en el laboratorio, 

siguiendo el procedimiento que se indica en la figura 3 descrito por Rodrigues, (1994), con el 

propósito de erradicar la mayor cantidad de microorganismos. 

 

 

Figura 3. Esterilización superficial. Se tomaron los cálices de Physalis spp., se pesaron a 

tubos Falcon estériles de 50 mL se prepararon soluciones de NaClO al 3.4%, (con 1.7 mL de 

Hipoclorito de sodio, marca Cloralex, y 48.3 mL de H2O agua destilada, Etanol al 75%, (37.5 mL 

de etanol y 12.5 mL de H2O), agua destilada estéril y agua del grifo o de la red de agua potable, 

posteriormente cada tubo fue rotulado. 

 

Para corroborar la esterilización correcta de los cálices de Physalis spp., se inoculó 100 𝜇L 

del último tubo de agua de enjuague que se empleó para la esterilización de los cálices en placas 

WL Agar más 0.3% de Cloranfenicol (w/v) por método de extensión de placa. La inoculación de 

las placas se realizó por triplicado, y se incubaron durante cinco días a 27 °C. 

 

5.2.3. Cambios fisicoquímicos 

Se realizó el registro de los cambios fisicoquímicos en las muestras control y 

experimentales. Para medir el pH se empleó un potenciómetro modelo PH-TDS METER (marca 

PH Y TDS-3, China), se realizó la medición del pH de cada una de las muestras. La concentración 

total de azúcares disueltos en cada una de las muestras fue obtenida por medio de un refractómetro 

portátil marca ATC, China, y medida en grados Brix (°Bx); así mismo, para calcular la densidad 

de cada una de las muestras, se utilizó la siguiente ecuación: 

 

Ecuación:    ρ = m / v 

ρ = m / v = (3.07 g - 1.96 g) / (1.0 mL) = (1.11 g) / (1.0 mL) = 1.11 g/mL 
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Con la finalidad de obtener la densidad de las muestras (control y experimentales), se 

utilizó el peso de un criovial (1.96 g), al cual se le agregó 1.0 mL de las muestras, posteriormente 

se pesó, obteniendo la masa en conjunto de las muestras y el criovial (3.07 g). Obtener el peso de 

las muestras de pulque los datos 3.07 g y 1.96 g se restaron, por último, el peso de las muestras de 

pulque (1.11 g) se dividen entre el volumen del pulque (1.0 mL) obtenido así la densidad de las 

muestras (1.11 g/mL). 

 

5.2.4. Estudio microbiológico y caracterización de la carga microbiana de levaduras 

del pulque 

Diluciones decimales seriadas 

El contraste de las comunidades de levaduras presentes en las muestras control y 

experimental, se realizó a partir de diluciones decimales seriadas. Se agregó 1.0 mL de cada 

muestra a un tubo Falcon con 9.0 mL de solución Peptonada estéril (0.5 g de Peptona, 4.25 g de 

NaCl y 500 mL de H2O), obteniendo la dilución 1/10¹ con un volumen final de 10 mL, ejerciendo 

una agitación final, homogeneizando la muestra. Posteriormente, se realizó la segunda dilución 

(1/102) con 1.0 mL de la muestra previa. Así sucesivamente se prepararon hasta llegar a la dilución 

1/105. 

 

Cuantificación de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) 

Con el propósito de caracterizar la carga microbiana en la comunidad de levaduras 

proveniente de las muestras (control y experimental), se realizó la cuantificación de las unidades 

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), está evaluación permitió determinar el número de 

células microbianas involucradas en la fermentación. 

 

Con el objetivo de aislar las colonias de levaduras presentes en el pulque se hicieron 

aislamientos al azar, estas fueron sembradas por método de extensión en placa con alícuotas de 

100 μL de las diluciones 1/104 y 1/105 (previamente agitadas) en placas Petri (con 40.1 g de Medio 

Nutritivo WL Agar (Alpha BioSciences, MD, EUA), 500 mL de H2O d), adicionado con 0.3% 

(w/v) de Cloranfenicol (Sigma México). El Cloranfenicol es un antibiótico el cual restringe el 
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crecimiento de bacterias, mientras que el WL permite observar el crecimiento y la macro 

morfología de las levaduras presentes del pulque. 

 

La inoculación de las placas se realizó por triplicado, y fueron incubadas a 27 °C 

(temperatura óptima para el crecimiento de las levaduras) durante cinco días, observando estas 

diariamente para realizar la cuantificación de las UFC/mL de forma manual y con el programa 

Image J (Wayne Rasband, 2023). 

 

Cultivos axénicos 

A partir la identificación fenotípica de las colonias (color, forma, elevación, borde, 

opacidad y textura) de cada uno de los triplicados, fueron seleccionadas aquellas colonias que 

presentaron una macro-morfología diferente, las cuales se observaron en el microscopio óptico, 

modelo Wetzlar 21, Helmut Hund GmbH, Alemania. Con la finalidad de revisar que estas no 

tuvieran contaminación, para así ser aisladas y resembradas por la técnica de estriado en el mismo 

medio de cultivo en el cual se aislaron, este proceso se repitó con cada una de las colonias 

seleccionadas, e incubadas a 27 °C durante cuatro días. 

 

Los cultivos axénicos de levaduras se resembraron por la técnica de estriado en GELP Agar 

(con 10 g de Glucosa, 5 g de Peptona, 2.5 g de Extracto de Levadura, 10 g de Agar, y 500 mL H2O 

d) y se incubaron a 27 °C durante tres días. 

 

Conservación de los cultivos axénicos 

Se realizó la conservación a mediano y largo plazo de los aislados de levaduras: 

 

a) Conservación a mediano plazo. 

Este proceso se realizó a partir de los cultivos axénicos sembrados en el medio GELP 

Agar, los cuales, con un asa bacteriológica esterilizada, se recolectaron las células para 

traspasarlas a crioviales de 5 mL con agua destilada estéril, hasta la obtención de una 

suspensión cargada, por duplicado. Los crioviales se etiquetaron y conservaron en 

refrigeración a 4 °C. 
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b) Conservación a largo plazo. 

Este proceso se realizó a partir de los cultivos axénicos sembrados en medio GELP 

Agar, los cuales, con un asa bacteriológica esterilizada, se recolectaron las células para 

traspasarlas a crioviales de 1.8 mL con 1.7 mL de GELP (con 2.6 g de Glucosa, 0.65 g 

de Extracto de Levadura, 1.3 g de Peptona, 130 mL de H2O d) adicionado con 25% de 

Glicerol, es decir, 32.5 mL; realizado por duplicado. Los crioviales se etiquetaron y 

colocaron en una criocaja etiquetada, la cual se colocó en refrigeración a 4 °C por 10 

min, para posteriormente ser trasladada a un congelador a -20 °C durante 10 min y por 

último se transfirieron a un ultracongelador a -80°C para su conservación. 

 

5.2.5. Análisis estadísticos 

Se realizó una prueba de t de Student utilizando Microsoft Excel 2010, a los valores de las 

UFC/mL obtenidas de la cuantificación entre las muestras control y experimental de las diluciones 

1/105 con el fin de determinar si existía una diferencia significativa en estas. 

 

6. Resultados 

Esterilización superficial de los cálices de Physalis spp. 

Los resultados obtenidos de las placas inoculadas con 100 𝜇L del agua de enjuague de las 

cáscaras de tomate esterilizadas superficialmente corroboran que no se desarrolló ninguna 

UFC/mL. Es decir, la esterilización de Physalis spp. fue correcta. (Fig. 4). 

 

 

Figura 4. Placas de esterilización superficial de Physalis spp. 
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Evaluación de parámetros fisicoquímicos 

Los datos obtenidos de los parámetros fisicoquímicos del pH, la densidad y la 

concentración total de azúcares disueltos (°Bx), en las diferentes muestras fueron registrados en la 

Tabla 2. 

 

Tabla 2. Parámetros fisicoquímicos de las muestras de pulque. 

Pulque 
Control Experimental 

pH °Bx Densidad pH °Bx Densidad 

Singuilucan 3.36 10 1.13 3.26 10 1.16 

San Isidro 3.66 15 1.16 3.56 15 1.17 

Tlaxcala 4.06 15 1.11 3.96 15 1.14 

 

Como se puede observar en la tabla 2, el pH disminuyó a 0.1 en las muestras 

experimentales. La concentración total de azúcares disueltos (°Bx) en las muestras control y 

experimentales no presentaron diferencias. En la densidad se observó un ligero incrementó, de 

0.01 a 0.03 g/mL en las muestras experimentales. 

 

Influencia de las cáscaras de Physalis spp. en las UFC/mL de levaduras en las 

muestras experimentales 

La cáscara de Physalis spp. tuvo un efecto en el valor promedio de las UFC/mL en 

diluciones 1/105 de las muestras control y experimentales de levaduras presentes en las muestras 

de pulque. Por lo que, el estadístico de t al mostrar valores de 2.18 y un p valor de 0.09, 

demostrando que sí hay un cambio en el número de levaduras en las muestras experimentales en 

relación a las muestras control (Fig. 5). 
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Figura 5. Valor promedio de las UFC/mL de las muestras control y experimentales de las 

diferentes muestras de pulque. 

 

En la figura 4, se observa que en las muestras experimentales de Singuilucan y San Isidro 

el valor promedio de UFC/mL disminuyó en comparación con el valor reportado para las muestras 

control, mientras que, en el caso de las muestras Tlaxcala se observó un incremento significativo 

en el valor promedio de las UFC/mL en comparación con el control, con una dominancia de 

levaduras del género Rhodotorula. Con base en esta información se realizó un esquema 

comparativo de las UFC de las levaduras en placas de las muestras control y experimentales con 

la cáscara de Physalis spp. esterilizada superficialmente (Fig. 6). 

 

 

Figura 6. UFC de levaduras en medio Nutritivo WL Agar + 0.3% (w/v) Cloranfenicol 

inoculadas por extensión en placa, muestras de cáscara de Physalis spp. esterilizada, control y 

experimentales de pulque. 
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Identificación de la diversidad macro-morfológica de las colonias de levaduras 

aisladas de las diferentes muestras de pulque 

A partir del aislamiento de colonias por sus características macro-morfológica se elaboró 

la tabla 3, además de realizar una gráfica comparativa (figura 7), en la cual se muestra la diversidad 

macro-morfológica de las diferentes levaduras en las muestras de pulque, tanto control como 

experimentales. Donde se observaron que las muestras control de Singuilucan tuvieron siete 

macro-morfologías diferentes y cinco en experimentales, mientras que para San Isidro contaron 

cinco en el control y dos en las experimentales y para Tlaxcala se observaron cuatro en el control 

y tres en las experimentales. 

 

Tabla 3. Diversidad macro-morfológica de las diferentes muestras de pulque. 

Pulque 
Diversidad macro-morfológica 

Control Experimental 

Singuilucan 8 5 

San Isidro 6 3 

Tlaxcala 4 4 
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Figura 7. Diversidad macro-morfológica de las diferentes colonias de levaduras de las 

muestras de pulque. 

 

De acuerdo con la tabla 3, se realizó una gráfica comparativa (Fig. 8) en la cual se muestra 

la diversidad macro-morfológica de las diferentes colonias de levaduras aisladas en las diferentes 

muestras de pulque, tanto control como experimental, observado una mayor diversidad de macro-

morfológica en las muestras control, con un total de 13 colonias, mientras que las experimentales 

se obtuvieron ocho colonias. 
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Figura 8. Diversidad macro-morfológica de las colonias de levaduras aisladas en medio 

Nutritivo WL Agar, aisladas de las muestras de pulque control y experimentales de las tres 

diferentes localidades. 

 

7. Discusión 

El pH disminuyó a 0.1 en todas las muestras experimentales, lo que puede explicarse, ya 

que en la literatura se ha registrado que las diferentes estructuras de Physalis spp. (hojas, cáscara, 

fruto, etc.) pueden acidificar diversos sustratos. Esto debido a que el género Physalis tiene 

importantes compuestos fitoquímicos como fenólicos, carotenoides, esteroles, monoterpenos, 

además de compuestos antioxidantes, ácidos flavonoides, polifenoles, glicósidos, taninos, 

alcaloides, saponinas y aminoácidos (Dostert et al., 2012; Khan et al., 2017; Campos-Pastelin et 

al., 2019; Pérez-Herrera et al., 2019; Filippi et al., 2020; Uriol y Espinoza 2021; González-Pérez 

y Guerrero-Beltrán, 2021; Alcaciega-Farinango y Pazmiño-Salazar, 2022; Piña-Dumoulín et al., 

2023). 

 

De ahí que, las distintas especies de Physalis spp. producen compuestos antibacterianos, 

fungicidas o fungistáticos, así como antioxidantes, los cuales pueden limitar el crecimiento de 

algunos microorganismos, como son las levaduras, principalmente en grupos Saccharomyces, 

como lo observado en las UFC/mL las cuales disminuyeron en las muestras experimentales de 

Singuilucan y San Isidro (Göztok y Zengin, 2013; Torabzadeh y Panahi, 2013; Khan et al., 2017; 

Campos-Pastelin et al., 2019; Campos-Pastelin et al., 2019; Filippi et al., 2020). 
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Se ha registrado que Physalis ixocarpa es una buena alternativa para el control de levaduras 

modificadoras de alimentos, o levaduras indeseables en la producción de bebidas alcohólicas 

(Campos-Pastelin et al., 2019). Del mismo modo, Filippi et al., 2020, mencionan que la acción 

antifúngica a partir de los ácidos cafeico, clorogénico y ferúlico y el flavonoide quercetina, 

dependerá de la composición química de la matriz vegetal de la que se obtuvo el extracto, así como 

la composición química del fruto al que se aplicó el extracto, influyen en la acción antifúngica 

ejercida por el extracto, que puede ser fungicida y/o fungistática. Igual que, Torabzadeh y Panahi 

en 2013, demostraron que los extractos de Physalis alkekegensis tiene capacidad fúngica y 

fungistática contra levaduras y hongos filamentosos. Así mismo, el extracto metanólico presenta 

un buen potencial de acción contra las bacterias Gram positivas (Helvacı et al., 2010). Además, 

Göztok y Zengin en 2013, encontraron que el jugo de fruta de P. peruviana presentó actividad 

antimicrobiana contra la mayoría de bacterias, levaduras y dermatofitos. Sugiriendo que los 

extractos pueden poseer compuestos con propiedades antibacterianas y antifúngicas. 

 

La diversidad macro-morfológica con el tratamiento de Physalis spp. se redujo, como se 

observa en la tabla 3. No obstante, las levaduras del género Rhodotorula persisten en las tres 

muestras experimentales y fue la levadura dominante en las muestras de pulque de Tlaxcala, donde 

las UFC/mL se incrementaron notablemente. Esto puede deberse al antagonismo que este género 

tiene contra otros géneros de levaduras (Akhtyamova y Sattarova, 2013; Nunes et al., 2013; Diya 

et al., 2019; Gharaghani et al., 2020). 

 

El género Rhodotorula pertenece al grupo de basidiomicetos con pigmentos microbianos, 

como los carotenoides de colores rosados, incluye un grupo heterogéneo de hongos con diversas 

características, como la resistencia a metales pesados, al estrés oxidativo, la producción de enzimas 

y carotenoides (Nunes et al., 2013; Gharaghani et al., 2020; Oreamuno-Fonseca y Umaña-Rojas, 

2023; Idris et al., 2023; Zavala-Aranda, 2023). Idris et al., 2023, demostraron que la pigmentación 

de Rhodotorula mucilaginosa es importante para su supervivencia y la resistencia, ya que, al haber 

una inhibición reversible de la pigmentación y despigmentación por Naftifina (agente antifúngico 

de alilamina sintética), R. mucilaginosa mostró una menor supervivencia y crecimiento ante 

condiciones adversas, como la resistencia al calor y ciertos químicos. Se consideraban 

tradicionalmente saprófitos no virulentos y microorganismos contaminantes comunes. No 
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obstante, en las últimas dos décadas, estas levaduras han surgido como patógenos oportunistas 

(Nunes et al., 2013; Gharaghani et al., 2020; Idris et al., 2023). Esta especie de levaduras, entre 

otras, pueden erradicarse por calor o mediante tratamientos de alta presión y baja temperatura que 

tienen aplicaciones como alternativa al calor en la esterilización de alimentos; también pueden 

prevenirse utilizando conservadores químicos como los ácidos débiles y el dióxido de azufre 

(Walker y Van-Dijck, 2006). 

 

8. Conclusiones 

La adicción de la cáscara de Physalis spp. al pulque inhibe el crecimiento de cierto grupo 

de levaduras. A partir de los resultados obtenidos del actual estudio, se puede confirmar que la 

adición de la cáscara de Physalis spp. a las diferentes muestras de pulque tiene un efecto sobre los 

parámetros fisicoquímicos, en las UFC/mL y en la diversidad macro-morfológica. El presente 

estudio es una aportación para sentar las bases científicas del uso empírico, tradicional de la cáscara 

de Physalis spp. como método de preservación, lo que permite prolongar la vida de anaquel y 

conservar la calidad del pulque por un mayor tiempo. 
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