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1. Resumen  

 

El pulque es una bebida tradicional de gran valor nutricional, estas 

aportaciones se deben a los microorganismos que lo componen, algunos de 

ellos pueden  actuar como organismos probióticos, por lo que en este estudio 

se  obtuvo una cepa de  levaduras a partir de una muestra de pulque de la 

región de Tlapacoya, Hidalgo, México, la cual presentó características para 

considerarse probiótico.  Una vez purificada la cepa  y con la finalidad de  

determinar la capacidad probiótica de las  levaduras aisladas  se realizaron 

pruebas in vitro e in vivo.  Se demostró que las levaduras se mantienen viables 

y continúan creciendo en medio ácido, en sales biliares y en jugo gástrico, lo 

que demuestra  tres de los criterios principales  para la consideración de un 

microorganismo como probiótico, igualmente se demostró la presencia de la 

levadura en el intestino de ratones después de 72 horas  de la inoculación lo 

que demuestra su capacidad para colonizar el epitelio intestinal, requisito 

fundamental de un microorganismo probiótico. Se utilizó el sistema de 

identificación de levaduras Api 20 AUX, los resultados muestran que las 

levaduras son capaces de utilizar gran cantidad de substratos para su 

crecimiento demostrando que se trata de Kluyverpmyces marxianus  con un 

99% de probabilidad en su identificación. 
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2. Introducción 

 

El pulque es una bebida tradicional mexicana obtenida  por fermentación de 

la savia azucarada, conocida como “aguamiel”, obtenida de diferentes especies 

de maguey; esta bebida es consumida por poblaciones indígenas y mestizas 

en muchas regiones del país. Las principales características físicas del pulque 

son su color blanco, fuerte olor y su viscosidad (Peña-Álvarez  et al., 2004). 

El proceso de fermentación del pulque inicia en el maguey donde se 

encuentran microorganismos como levaduras, bacterias productoras de etanol, 

bacterias lácticas, entre otras, que transforman de manera natural los azúcares 

disponibles en el aguamiel. El producto terminado es una bebida alcohólica con 

diversos grupos microbianos, entre los que se ha  reportado Zymomonas sp. 

Lactobacillus sp. y Saccharomyces sp, (Maldonado et al., 2001). 

Estos consorcios microbianos pueden actuar en los consumidores a  

diferentes niveles al ser ingeridos por vía oral; por ejemplo, en la reducción de 

enzimas asociadas al cáncer gástrico, efecto antimicrobiano y competencia de 

nutrientes con bacterias patógenas. Por estas razones, dichos consorcios 

microbianos se pueden encontrar en diversas bebidas fermentadas como la 

leche, el yogurt  y otros alimentos como la carne, algunos vegetales, el queso, 

entre otros; pero además, se pueden encontrar en el pulque (Fuller, 1989). Si 

algunos de estos alimentos causan efectos benéficos al ser humano pueden 

ser considerados como probióticos lo cual hace interesante el estudio de 

microorganismos del pulque  con posible actividad probiótica.   
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3. Marco teórico  

3.1 El pulque  

 

El pulque es una bebida tradicional mexicana de bajo contenido alcohólico, 

esta bebida tiene  un carácter religioso debido a la carga emocional y cultural 

en torno al maguey, su origen se remonta a la época prehispánica, el enema a 

base de pulque más antiguo conocido en Mesoamérica, procede de Xochipala, 

Guerrero, México, y  data de 1200 a 900 a.C., aproximadamente. El uso de 

enemas contra enfermedades y dolencias del tracto digestivo en las culturas 

prehispánicas se registra por evidencias arqueológicas y por recopilaciones 

coloniales (Lemus-Fuentes, 2006). 

El pulque fue considerado  como el néctar de los dioses; durante mucho 

tiempo formó parte importante de la dieta de básica de los mexicanos y ha sido 

elogiado por su gran valor alimenticio en conjunto con otros alimentos como el 

maíz y el frijol (Corcuera, 1991). 

En México los principales estados productores de pulque son Puebla, 

Hidalgo y Tlaxcala, donde la extracción del aguamiel prevalece como una 

actividad económica de la región, llegando así a usar tecnología para mejorar 

el proceso de fermentación, envasarlo y poderlo comercializar (Granados, 

1993). 
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3.1.1 Características del pulque  

3.1.1.1  Características físicas  

El pulque es un líquido no clarificado el cual  presenta un aspecto viscoso, 

es de color blanco y ligeramente turbio debido a los microorganismos que 

participan en el proceso de fermentación; es ácido, con un olor y sabor 

característico. El proceso de elaboración y producción de esta bebida requiere 

de medidas controladas para evitar la alteración de sus propiedades y su 

calidad. Se dice entonces que un buen  pulque o pulque de calidad es 

reconocido sensorialmente por su olor y sabor (Anderson et al., 1946). 

3.1.1.2 Características químicas  

 

Tanto el pulque como el aguamiel son consideradas  bebidas con 

propiedades alimenticias. Estudios realizados a partir del pulque han 

demostrado que esta bebida contiene elementos importantes para la nutrición  

tales como  azúcares, proteínas, hierro y vitaminas hidrosolubles (Backstrand  

et al., 2002, Marvan et al., 2001). Además de una gran cantidad de  

aminoácidos esenciales (Massieu et al., 1948) los principales aminoácidos 

presentes en el pulque se pueden observar en el siguiente cuadro  (Tabla  1). 
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Tabla 1. Aminoácidos esenciales 
presentes  en el pulque (tomado de 

Massieu et al.,1948) 

Aminoácido  mg/100 mL 

Lysina  16.2 

Tryptófano  2.7 

Histidina  4.7 

Fenilalanina  11.2 

Leucina  10.5 

Tyrosina  6.4 

Metionina  0.7 

Valina  6.6 

Arginina  10.9 

 

De igual manera el agua miel contiene agua, fructuosa, ciertos minerales 

como el hierro y el zinc así como Vitamina C (Loyola, 1966; Cravioto et al., 

1953). 

3.2  Maguey pulquero  

 

El Agave salmiana, mejor conocido como agave pulquero es una de las 

especies que más se utilizan en la producción de pulque en nuestro país, 

aproximadamente el 75% del pulque producido en México proviene de esta 

especie (Gentry, 1982); es una planta productora de savia azucarada, aguamiel 

que posteriormente se fermenta para obtener  el pulque.  

El Agave salmiana ha sido cultivado por más de 5000 años y muchas de sus 

características probablemente han sido moldeadas debido a la asociación con 

el hombre durante muchos años (Martínez del Río y Eguiarte, 1987  
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Esta planta pertenece a la clase de las monocotiledóneas de la familia 

Amarilidacea, subgénero Agave y se encuentra dentro del grupo Salmianae, 

que cuenta con cinco especies de las cuales dos son endémicas de  México 

(García-Mendoza y Galván, 1995) entre estas se encuentra Agave salmiana 

Otto la cual es la especie más abundante de maguey en nuestro país, se 

encuentra en los estados de Puebla, Tlaxcala y las planicies de Apan en el 

estado de Hidalgo; Agave atrovirens Karw que se distribuye principalmente en 

la sierra madre oriental en los estados de Puebla, Veracruz e incluso en 

algunas zonas de Oaxaca (Gentry, 1982). 

Esta planta suculenta mide hasta tres metros de altura, crece en zonas 

áridas o semiáridas donde el suelo es arenoso, con temperaturas que oscilan 

entre los 13.6 y los 17.8 ºC. Debido a las condiciones áridas donde crece, la 

planta presenta hojas anchas de gran tamaño, color verde oscuro su longitud 

varía de 1 a 2.5 m; los bordes de las hojas están provistos de espinas y en la 

parte terminal una fuerte púa de color oscuro; su tallo es corto y macizo en 

forma de roseta con el fin de almacenar agua (Abundis, 2007). 

3.2.1 Proceso de elaboración del pulque  

 

El proceso inicia con el capado¹, seguido de un reposo de seis meses; al 

término del cual, el tlachiquero²  raspa el “corazón” de la planta para hacer un 

cajete³  donde se acumula el aguamiel. El tlachiquero raspa el maguey de dos 

a tres veces al día con la finalidad de  eliminar tejidos muertos y  así dejar salir 

más aguamiel, de esta manera se pueden obtener hasta seis litros diarios 

durante tres a ocho meses tiempo de vida productiva de los magueyes 

pulqueros (Cervantes, 2008). 
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 El aguamiel se retira con un acocote⁴, se deposita en el tinacal⁵ y de ahí es 

depositado en barricas de cuero, roble, o encino. En la actualidad esto se ha 

modificado y se utilizan mayormente recipientes de plástico, en estos 

recipientes se deja por un lapso aproximado de 40 días, tiempo en el cual se 

lleva a cabo la fermentación natural inducida por la flora bacteriana del 

aguamiel. Una vez cumplido este tiempo, se comienza  a agregar aguamiel 

poco a poco, aumentando la cantidad diariamente hasta llegar los 60 días 

tiempo en el cual ya se puede percibir el olor característico; una vez que 

cumple con estos requisitos se puede llamar pulque; éste se pasará a otro 

recipiente limpio, se le quitará pulque y se le agregará  más aguamiel con el fin 

de  llevar a cabo una mejor fermentación, los recipientes que contienen el 

aguamiel deben estar a una temperatura ambiente de 20°C, sin importar la 

época del año, ya que si hay un aumento en  la temperatura el pulque toma un 

sabor desagradable y si ésta desciende se dice entonces que el pulque no 

tiene cuerpo (Abundis, 2007; Anderson et al., 1946). 

 

 
¹  Corte del conjunto de las pencas más tiernas del maguey. 
²  Persona encargada de raspar el corazón del maguey para extraer el 

aguamiel. 

³Hueco u hoyo en la tierra, que se utiliza para plantar. En este caso el cajete se 
hace en la propia    planta. 

⁴Calabaza larga agujereada por ambos extremos que se usa para extraer por 

succión el aguamiel del maguey. 

⁵Instalación en donde el "mayordomo" o encargado lo vacía en tinas de 

madera. 
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3.3 Proceso de fermentación  
 

La  fermentación es un proceso mediante el cual  habrá una  obtención de 

energía en ausencia de oxígeno; en otras palabras la transformación de 

sustancias orgánicas por diversos  microorganismos como bacterias y hongos  

en condiciones  anaeróbicas (sin oxígeno) o por complejos enzimáticos los 

cuales pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano. Este tipo de  

fermentaciones tienen lugar cuando las condiciones ambientales permiten la 

interacción de microorganismos y los sustratos orgánicos susceptibles en la 

descomposición de materiales naturales (Steinkraus, 1997). 

Gran cantidad de productos alimenticios que son denominados productos 

fermentados deben sus características y su producción a grupos de 

microorganismos fermentadores, los cuales les confieren el sabor y olor que los 

distinguen. Cuando el alimento es de tipo ácido y contiene azúcares, serán las 

levaduras las que crecerán con mayor facilidad y el alcohol que estas producen 

durante el proceso de fermentación alcohólica inhibe  la actividad de otros 

microorganismos contaminantes. 

 El proceso de fermentación del pulque  inicia  en el maguey, debido a  los 

microorganismos naturales presentes en el aguamiel fermentan la parte de los 

carbohidratos disponibles; este proceso de fermentación se acelera por la 

adición de la “semilla” que es una porción de pulque previamente producido 

(Bolívar  et al., 2004). 
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3.4. Alimentos Funcionales  

 

Los alimentos funcionales son  considerados como aquellos que además de 

aportar los nutrientes recomendados, ejercen efectos benéficos sobre una o 

más funciones del organismo, fomentando así la salud y reduciendo el riesgo 

de enfermedades (Sanz et al., 2003).  Dichos beneficios se obtienen cuando se 

consume el alimento en las cantidades habitualmente presentes en la dieta. 

Ejemplos de alimentos funcionales pueden ser los que están enriquecidos con 

vitaminas y minerales como cereales y lácteos. Entre los alimentos funcionales 

más importantes se encuentran los probióticos,  productos que contienen 

microorganismos definidos y viables en grado suficiente para poder modificar la 

microbiota de un huésped, ejerciendo así un efecto benéfico sobre la salud del 

mismo (Schrenmeir y Vrese, 2001). 

3.4.1 Probióticos  

 

La definición de probiótico fue determinada por la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura y la Organización 

Mundial de la Salud  (FAO/WHO), las cuales en el 2001 hicieron un consenso. 

El comité formado por expertos en la materia llegó a la conclusión de que los 

probióticos son microorganismos vivos, los cuales al ser administrados en 

cantidades adecuadas confieren efectos benéficos en la salud del hospedador 

que los consuma  (Mennickent y Green, 2009). 

Como ya se mencionó anteriormente, los probióticos forman parte de uno de 

los grupos más importantes dentro de los alimentos funcionales; aunque han 

sido consumidos desde hace muchos años en productos fermentados como el 
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yogurt, no fue sino hasta los años noventa que Metchnikoff  notó que existía un 

vínculo entre el consumo del yogurt y la longevidad de las personas, en sus 

estudios realizados en el Instituto Pasteur (Nagendra, 2007). 

3.4.1.1 Probióticos naturales y comerciales  

 

Los probióticos naturales son aquellos que se encuentran en lácteos 

fermentados, como yogurt, leche y quesos, vegetales como aceitunas y 

chucrut, soya, cereales, carnes, pescados  y bebidas alcohólicas artesanales. 

Los probióticos comercializados son probióticos naturales pero incorporados 

en algún producto alimenticio, por ejemplo, yogurt en formato comercial, 

obtenido a partir de diferentes cepas de microorganismos, y algunas leches de 

origen materno  (Mennickent y Green, 2009). 

3.4.1.2 Agentes bioterapéuticos  

 

Son probióticos con efecto terapéutico comprobado. Se consideran 

medicamentos. Deben tener efectos terapéuticos inmediatos, ser resistentes a 

los antibióticos de uso común, impedir la adhesión de patógenos, presentar 

efectos de inmunomodulación, competencia con las toxinas por los receptores 

de éstas y competencia por los nutrientes. Los ejemplos mejor conocidos son 

una levadura, Saccharomyces boulardii y una bacteria, el Lactobacillus casei 

cepa GG, suministrados vía oral. (Mennickent y Green, 2009). 
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3.5 Beneficios de los probióticos  

 

En los últimos años el interés por el papel que juegan los probióticos en la 

salud del ser humano ha ido creciendo (Desmazeaud, 1996; Guarner y 

Schaafsma, 1998).Los beneficios de los probióticos son numerosos entre ellos 

la actividad antimicrobiana que presentan, la prevención de infecciones 

gastrointestinales, propiedades anticancerígenas, ayudan al metabolismo de la 

lactosa, son antidiarreicos, modifican la flora intestinal estimulando el desarrollo 

de la misma, reducen el colesterol y estimulan el sistema inmune (Simmering y 

Blaut, 2001).  

3.6 Microorganismos probióticos  

 

La asociación más conocida entre derivados de productos lácteos y 

probióticos es la correspondiente a Lactobacillus delbrueckii subespecie 

bulgaricus y Streptococcus thermophilus, la cual es utilizada de manera 

tradicional en la producción del yogurt. Se han encontrado varias cepas de 

organismos que forman parte de la microbiota intestinal aumentando así la 

diversidad de microorganismos considerados como probióticos; entre estos se 

encuentran otras especies de Lactobacillus, especies de Bifidobacterium, 

Saccharomyces, cepas de Escherichia coli  e incluso especies de Enterococcus 

(Domínguez-Bello y Blaser, 2008). 

Los  probióticos son microorganismos vivos los cuales se caracterizan por 

tener una mínima o nula capacidad patógena; dichos microorganismos ya sean 

autóctonos u obtenidos mediante la alimentación, pueden inhibir el desarrollo 

de microorganismos patógenos (Hilton et al., 1995). 
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3.7 Microorganismos  en el pulque 

 

Los consorcios microbianos con frecuencia son encontrados en gran 

diversidad de bebidas fermentadas; debido a esta característica  se considera 

que esta interacción es un mecanismo evolutivo positivo, ya que favorece a 

todas las poblaciones microbianas involucradas, de tal  manera que  les 

permite captar nutrientes, eliminar metabolitos que pueden llegar a ser tóxicos 

si se acumulan en la bebida, y controlar la biota microbiana que pueda alterar 

el proceso de fermentación (Chepalladian et al.,1988). 

Los estudios realizados para identificar el contenido microbiano en el pulque  

reportan  que a partir de esta bebida se pueden recuperar diversos grupos de 

microorganismos, los cuales han sido  clasificados como: subdivisión Bacillus-

Lactobacillus-Streptococcus (Lactobacillus cepa ASF360 AF157050, 

Lactobacillus acidophilus M99740,L. hilgardii M58521, L. plantarum D79210 y 

Leuconostoc mesenteroides spp. mesenteroides), subdivisión proteobacteria 

(Acetobacter pomorium AJ001632, Zymomonas mobilis AF281034) y 

subdivisión hongos levaduriformes, pertenecientes al género Saccharomyces, 

como  Saccharomyces cerevisiae (Escalante  et al., 2001). El producto final  es 

una bebida fermentada con propiedades  alcohólicas que, además, puede  

presentar ciertas propiedades probióticas debido a que  contiene un consorcio 

microbiano similar al que se presenta en el tracto digestivo.  

Dentro de los microorganismos que presentan actividad probiótica y  que se 

recuperan a partir del pulque, destacan los géneros Zymomonas sp, 

Lactobacillus sp y en algunos casos Saccharomyces sp. (Cervantes y Pedroza, 

2007). No obstante, es importante señalar que debido a las diferentes formas 
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de elaboración de pulque y el lugar de origen, se pueden identificar otros 

microorganismos que presenten las mismas características en cuanto a 

capacidad probiótica. 

3.8 Criterios para la determinación de microorganismos probióticos  

 

Existen ciertos criterios para que un microorganismo se considere probiótico; 

dicho microorganismos debe cumplir con características importantes entre las 

que destacan las siguientes:  no ser patógeno, ni toxigénico, sobrevivir al medio 

ácido del estómago y al efecto de la sales biliares en el duodeno, tener 

capacidad de adhesión a células epiteliales, adaptarse a la microbiota 

intestinal, pero sin desplazar la microbiota nativa ya existente, producir 

sustancias antimicrobianas y aumentar de modo positivo las funciones inmunes 

y las actividades metabólicas del hospedador  (Young y Huffman, 2003; Dunne, 

2001). De igual manera el microorganismo puede ser de origen humano, es 

decir, que ya se encuentre presente de manera natural en el intestino humano. 

3.8.1 Viabilidad en medio ácido 

 

El organismo candidato a ser probiótico debe ser capaz de resistir el nivel de 

acidez  del estómago humano el cual presenta un pH de 2.5 y, además, el 

tiempo medio de digestión que va desde que un alimento entra hasta que sale 

del estómago; este tiempo es aproximadamente de 90 minutos (Smet, 1995). 

En general las células eucariontes mantienen el pH intracelular a pesar de 

las variaciones del pH extracelular, permitiéndole soportar varios rangos de 

acidez (Rose, 1987). La prueba de resistencia se realiza virando hacia la 

acidez el medio donde crece el microorganismo utilizando HCl para obtener 
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valores de 1.0 a 5.0, incubando por periodos de 24 horas, y realizando la 

determinación de viabilidad (Thomas et al., 2002). 

3.8.2 Viabilidad en sales biliares  

 

Otra característica importante que debe cumplir un microorganismo para 

poder ser considerado como probiótico es la capacidad de sobrevivir a las 

concentraciones de sales biliares que normalmente se encuentran en el 

intestino. La bilis es una sustancia excretada por la vesícula biliar, presenta un 

color verde y una consistencia acuosa, está compuesta principalmente de  

ácidos biliares, colesterol, fosfolípidos y algunos pigmentos que le dan el color 

verde característico (Begley et al., 2006). 

Para evaluar la resistencia de los microorganismos aislados  a sales biliares, 

se suplementa el medio de cultivo utilizado con diferentes concentraciones de 

sales biliares, que van  desde 0.1% a 3.5% (p/v), y se incuba por periodos de 

24 horas, posteriormente se realizan las determinaciones de viabilidad ya sea  

mediante la presencia de  turbidez  o el recuento de las Unidades Formadoras 

de Colonias UFC (Gilliand et al., 1984).  

3.8.3 Viabilidad en jugo gástrico 

 

El jugo gástrico es un compuesto producido en el estómago; presenta un  pH 

muy ácido y tiene la función principal de degradar el alimento.  

Está compuesto por agua mayoritariamente en un 98%, sales, ácido 

clorhídrico (HCl), mucoproteínas, enzimas proteolíticas, factor intrínseco, 

secreciones endócrinas e inmunoglobulinas. De todos estos compuestos, el 
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HCl, secretado por  células gástricas parietales, es el encargado de mantener 

la acidez necesaria para llevar a cabo el proceso de  digestión, ya que éste 

ablanda la fibrina y el colágeno, estimula la secreción pancreática y biliar y 

controla el paso de las bacterias al intestino(Lesson et al., 1990). La evaluación 

in vitro se realiza elaborando un jugo gástrico artificial e incubando los  

microorganismos de interés para posteriormente realizar la determinación de 

viabilidad (O´sullivan, 1992). 

3.8.4 Adhesión a las células epiteliales del tracto gastrointestinal  

 

Cuando los microorganismos han llegado a su destino tienen que tener la 

capacidad  de adherirse a las células de la mucosa intestinal, de esta manera 

evitan ser eliminados por las secreciones y los movimientos peristálticos  

propios del intestino.  

 Exopolisacáridos, proteínas y ácidos lipoteicoicos de la superficie celular 

bacteriana son algunos de los factores que podrían participar en la adhesión 

(Granato et al., 1999; Roos y Jonsson, 2002; Pridmore et al., 2004). 

3.8.5 Inhibición de microorganismos patógenos  

 

Los probióticos pueden ejercer una actividad antimicrobiana específica sobre 

un microorganismo o un grupo de microorganismos. Esta actividad puede 

deberse a la competencia por nutrientes, por sitios de unión al epitelio intestinal 

o bien a la producción de sustancias antimicrobianas (Fuller, 1989). Numerosos 

metabolitos producidos por microorganismos probióticos poseen actividad 

antimicrobiana, tales como los ácidos orgánicos, los ácidos grasos y el 

peróxido de hidrógeno (Mishra y Lambert, 1996; Ouwehand, 1998); Pero son  
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las bacteriocinas los compuestos que han sido más estudiados  (Yildirim et al., 

1999; Boris et al., 2001; Flynn et al., 2002). Las bacteriocinas son péptidos 

antimicrobianos activos frente a microorganismos estrechamente relacionados 

con la especie productora (Jack et al., 1995; Cleveland et al., 2001). 

4. Antecedentes  

 

La utilización de los probióticos se remonta a miles de años. La 

transformación de la leche en queso por medio de la acción de bacterias fue 

registrada hace 6,000 años atrás en las tablas sumerias (Mennickent y Green, 

2009). 

En 1908, el científico ruso Elie Metchnikoff recibió el premio Nobel por sus 

estudios en inmunidad celular;  Metchnikoff descubrió cualidades benéficas en 

la fermentación de la leche, observó que los lactobacilos transformaban la 

lactosa en ácido láctico y dicha acidez confería un ambiente hostil para las 

bacterias patógenas (Gibson y Fuller, 2000). 

Henry Tissier, un científico francés contemporáneo de Metchnikoff, observó 

que los niños que presentaban diarrea tenían una baja cantidad de 

bifidobacterias en sus heces, por el contrario en los niños sanos estas bacterias 

eran abundantes (Mennickent y Green, 2009). 

En 1965, Lilly y Stiwell utilizaron por primera vez el término probiótico para 

denominar a sustancias secretadas por un organismo y capaces de estimular el 

crecimiento de otro. A esta definición le siguieron muchas más al paso de los 

años, y a medida del progreso de la investigación  la Organización Mundial de 

la Salud y las Naciones Unidas para la alimentación y la Agricultura formaron 
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un consenso para definir a los probióticos de la siguiente manera: 

“microorganismos vivos, los cuales al ser administrados en cantidades 

adecuadas, confieren efectos benéficos en la salud del huésped” (Mennickent y 

Green, 2009). 

En México, las bebidas alcohólicas tradicionales han tenido gran relevancia 

en la vida cotidiana de las comunidades indígenas. Desde la época 

prehispánica, las civilizaciones mesoamericanas fermentan una gran variedad 

de plantas nativas para la elaboración de bebidas alcohólicas y su consumo 

juega un papel importante en las regiones donde se producen debido a su 

utilización  la curación (Bruman, 2000). 

En las últimas décadas se han descubierto nuevos productos alimenticios 

cuyas propiedades nutricionales contienen probióticos que confieren beneficios 

a la salud humana. Estudios recientes señalan que  también en el pulque se 

han encontrado microorganismos con capacidades probióticas (Lemus-

Fuentes, 2006). 

Estudios microbianos en pulque se han llevado a cabo desde finales del 

siglo XIX. En la actualidad en  la microbiota reportada se encuentran bacterias 

como Acetobacter aceti, A. aceti. xylinus, Bacillus simplex, Bacillus subtilis, 

Cellulomonas sp. Escherichia sp. Kokuria rosea, Lactobacillus spp. 

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus vermiforme, Leuconostoc spp. 

Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum, L. mesenteroides ssp. 

mesenteroides, caseolyticus Macrococcus, Micrococcus luteus, Sarcina spp. 

Zymomonas mobilis ssp. mobilis (Herrera 1953; Gonçalves de Lima, 1990), y 

levaduras como Cryptococcus spp, Candida parapsilosis, Clavispora lusitaniae, 
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Debaryomyces carsonii, Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces lactis, 

Kluyveromyces marxianus, Geotrichum candidum, Pichia spp, Guilliermondii 

pichia, membranifaciens pichia, Rhodotorula sp, Mucilaginosa rhodotorula, 

Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces 

pastorianus y Torulaspora delbrueckii (Ruiz Oronoz 1953; Lappe y Ulloa, 1993)  

 Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodríguez (2007) evaluaron las 

características microbianas y alcohólicas del pulque; a partir de cuatro 

muestras de pulque en diferentes etapas de fermentación denominadas 

aguamiel, semilla, contrapunta y corrida; se aislaron e identificaron los 

siguientes microorganismos: una cepa de  hongo levaduriforme, una cepa de  

cocobacilo Gram negativo y una de bacilo Gram positivo pertenecientes a 

Saccharomyces sp., Zymomonas sp., y Lactobacillus sp., respectivamente. En 

este estudio se determinó en el pulque un elevado número de proteínas, 

azúcares reductores y poblaciones microbianas. 

Lappe-Oliveras et al., (2008) reportan en su estudio que en el pulque se 

encuentra gran diversidad bacteriana encontrando especies como Lactobacillus 

spp., L. brevis, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum, L. 

mesenteroides ssp. mesenteroides, Zymomonas mobilis ssp. Mobilis y 

levaduras entre las que se encuentran Saccharomyces Candida spp., 

Clavispora lusitaniae, C. parapsilosis, Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces 

marxianus, Kluyveromyces lactis, Pichia membranifaciens, Pichia spp., 

Torulaspora delbrueckii, S. bayanus, S. cerevisiae y S. paradoxus. Además 

reportaron los productos obtenidos en el proceso de fermentación de estos 
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microorganismos encontrando etanol, ácidos orgánicos, dextranos, vitaminas, 

aminoácidos, ésteres y aldehídos como los productos principales.  

 Ramírez-Higuera (2009) evaluó el efecto prebiótico del aguamiel con 

Lactobacillus, determinándose así gran cantidad de azucares, proteínas y 

aminoácidos esenciales. 

5. Planteamiento del problema  

 

Los microorganismos con capacidad probiótica son  una buena opción ya 

que confieren beneficios nutricionales e inhibirían la colonización de bacterias 

patógenas. Estudios recientes han reportando propiedades nutricionales en el 

pulque; si se demostrara que dichas propiedades son conferidas por los 

microorganismos presentes en el pulque, si se lograra aislar estos 

microorganismos y comprobar su  capacidad probiótica se obtendría una fuente 

de alimento óptima que además de proveer elementos esenciales para la 

nutrición, fuera una alternativa para la inhibición de bacterias patógenas 

causantes de enfermedades gastrointestinales. 

6. Hipótesis 

 

En el pulque existen microorganismos con capacidad probiótica que 

proporcionan beneficios saludables a quienes los ingieren.  

7. Justificación  

 

En los últimos años el estudio de los probióticos se ha incrementado debido 

a que son considerados como microorganismos bioterapéuticos por los 

diversos beneficios que éstos aportan a la salud humana, entre los que se 
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destacan la prevención de enfermedades gastrointestinales, del tracto urinario, 

respiratorio, enfermedades dermatológicas, prevención del cáncer de colon, 

además de equilibrar el sistema inmune. 

Por todo, esto se han buscado nuevas alternativas que puedan ser utilizadas 

como probióticos ya que como sabemos los lactobacilos y bifidobacterias son 

los más importantes en la actualidad, pero no los únicos; el descubrimiento de 

nuevos alimentos enriquecidos con microorganismos probióticos ha ido 

aumentando el interés en la comunidad científica.  

El pulque es una bebida importante por su valor nutricional. Podrían aislarse 

microorganismos que participan en la fermentación y que pueden considerarse 

como probióticos colocando al pulque como un alimento funcional, ya que 

además de aportar los nutrientes recomendados, ejercen efectos benéficos 

sobre una o más funciones del organismo (Saenz  et al., 2003). 

La desnutrición es a menudo un factor que contribuye a la aparición de 

enfermedades comunes en la niñez; además que se asocia a muchas causas 

de muerte en menores de cinco años, en México la desnutrición ha sido 

considerada como  uno de los principales problemas de salud pública durante 

varias décadas. 

Al comprobar la capacidad probiótica de estos microorganismos aislados del 

pulque, se obtendrá un componente que pueda ser utilizado como un 

suplemento alimenticio, que pueda proveer elementos benéficos necesarios 

para la nutrición pero además que sea una alternativa  para  la inhibición de 

bacterias patógenas, ello conducirá a disminuir las tasas de desnutrición y 

evitar enfermedades gastrointestinales. 
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8. Objetivo general 

Aislar, identificar y evaluar  microorganismos del pulque para determinar su 

capacidad probiótica. 

8.1 Objetivos particulares   

 Aislar microorganismos del pulque  

 Determinar la resistencia de los organismos aislados del pulque a 

medio ácido, jugo gástrico y sales biliares mediante pruebas “in vitro”, 

para determinar su capacidad probiótica.  

 Comprobar la adherencia a células epiteliales del intestino de ratones.  

 Identificar mediante pruebas bioquímicas los microorganismos 

aislados.  

9. Material y método  

 

9.1 Aislamiento de microorganismos 

 

     Se trabajó con una muestra de 500 mL de pulque de la región de 

Tlapacoya, Hidalgo la cual se obtuvo de un tinacal de dicho municipio dedicado 

a la comercialización de esta bebida. El muestreo se realizó en un recipiente de 

plástico limpio y estéril y transportado en una hielera hasta su utilización en 

laboratorio donde  se sembró un inóculo  mediante la técnica de vertido en 

placa en medio de cultivo agar tripticaseína de soya, incubándose a 28º C 

durante 24 horas, posteriormente se realizaron diversas resiembras en agar 

tripticaseína, una vez que aparecieron las primeras colonias se realizó tinción 
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de Gram para observar el tipo de microorganismos presentes en la muestra.  

(Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema general de aislamiento de los microorganismos de estudio 

 

9.2 Obtención del cultivo axénico  

 

     Se determinó aislar levaduras debido a la abundancia que presentaban 

en la muestra, considerándose relevantes para la finalidad del estudio por lo 

que se procedió a  obtener cultivos donde solamente hubiera crecimiento de las 

mismas administrando  a los medios de cultivo utilizados(agar tripticaseína de 

soya y caldo tripticaseína de soya),antibióticos, se utilizó Estreptomicina (100 

mg/mL) en proporción de 1 mL del antibiótico por cada 100 mL de medio de 

cultivo, con la finalidad de evitar crecimiento bacteriano; se realizaron siembras 

con tres réplicas, de esta manera se obtuvieron cultivos de las levaduras tanto 

en medio sólido como en medio líquido. 
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9.3 Tinción de Gram  

 

Para la observación de las levaduras se realizaron tinciones de Gram  a 

pesar de que esta es una tinción para bacterias se empleó como método 

porque las levaduras se teñían perfectamente para su observación y se podía 

identificar si existía contaminación bacteriana en los cultivos y si era así 

determinar la posible fuente de contaminación. La técnica desarrollada en 1884 

por el patólogo danés Hans Christian Gram se trata de una tinción diferencial  

que permite dividir a las bacterias en dos grupos principales de acuerdo a las 

propiedades de su pared celular; Gram positivas, las cuales retienen el  

colorante primario  violeta de genciana o cristal violeta y las Gram negativas, 

las cuales se decoloran primero y se tiñen con safranina que es el colorante de 

contraste, las células se aprecian de un color rojo-rosa (Arciniega et al., 2004). 

La técnica se basa en extender una colonia de levaduras sobre un 

portaobjetos con una gota de agua corriente y fijarlo a la flama de un mechero. 

Se realiza la tinción con el colorante primario cristal violeta y se deja en 

contacto con la muestra durante un minuto, se lava con agua para eliminar el 

exceso de colorante, se agrega lugol y se deja en contacto durante un minuto, 

pasado este tiempo se retira el lugol y se agregan  unas gotas de alcohol-

acetona, se retira este compuesto y se agrega safranina, dejando este 

colorante en contacto con la muestra durante un minuto. Transcurrido este 

tiempo se lava nuevamente con agua para eliminar exceso de colorante y se 

deja secar la muestra, finalmente se procede a la observación bajo microscopio 

óptico (Arciniega et al., 2004). 
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9.4  Evaluación de la viabilidad a diferentes pH  

 

    Para determinar la viabilidad de las levaduras en un medio ácido se 

realizaron pruebas cualitativas y cuantitativas. Para las primeras a partir de un 

cultivo líquido de levaduras se tomó un inóculo de 100 µL y se sembró en tubos 

que contenían 5 mL de caldo tripticaseína cuyo pH iba de ácido a básico con 

valores de uno a nueve, éste se ajustó utilizando ácido clorhídrico (HCl) sin 

diluir e hidróxido de sodio (NaOH), obteniendo así un tubo para cada valor de 

pH. Se utilizó, además, un control con pH constante de 7.5.Una vez inoculado 

cada tubo se incubaron durante 24 horas a 28º C, posterior al tiempo de 

incubación de cada uno de los tubos se tomó una alícuota de 10 µL y se 

sembró por agotamiento en placas que contenían agar tripticaseína de soya, 

dichas placas fueron incubadas durante 24 horas a 28º C, para observar la 

presencia de colonias de levaduras; el  ensayo se realizó con tres réplicas 

(Thomas et al., 2002).  

Para las pruebas cuantitativas a partir de un cultivo líquido de levaduras se 

tomó una alícuota de 90 µL y se agregaron 10 µL de azul de tripano 

obteniéndose una dilución 1/10, de ésta se tomaron 10 µL para hacer un 

conteo de levaduras en cámara de Neubauer. 

Un inóculo de 1x10⁶ (100 µL) de  levaduras se sembró en tubos Ependorff 

que contenían 900 µL de caldo tripticaseína a diferentes pH variando de uno a 

nueve, ajustando con HCl  concentrado  y NaOH.  

Los tubos fueron incubados durante 4 horas a 37º C; posteriormente se 

tomaron alícuotas de 10 µL para sembrarse por agotamiento en placas con 
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agar tripticaseína de soya las cuales se incubaron durante 24 horas a 37º C, 

después de la incubación se contó el número de unidades formadoras de 

colonias (UFC)/mL. El ensayo se realizó con tres réplicas.  

9.5 Evaluación de la viabilidad en sales biliares  

 

 Con la finalidad de determinar la viabilidad de las levaduras al estar en 

contacto con sales biliares a partir de una solución stock que contenía 0.3 g de 

bilis bovina (Marca Sigma) y 10 mL de caldo tripticaseína de soya, se 

prepararon soluciones a concentraciones del 0.05 %, 0,15 % y 0.30 %;en cada 

una de estas soluciones se sembró un inóculo de 1.512 x 10⁶ levaduras 

provenientes del aislado en cultivo líquido; se incubaron durante dos y cuatro 

horas respectivamente a una temperatura de 37º C, tomando alícuotas de 10 

µL después de cada tiempo de incubación para sembrarse por agotamiento en 

placas agar tripticaseína de soya, las cuales fueron incubadas durante 24 horas 

a 37º C posterior a esto se realizó el conteo de las UFC/mL. El ensayo se 

realizó con tres réplicas.  

9.6 Evaluación de la  viabilidad en jugo gástrico 

 

Para determinar la viabilidad de las levaduras aisladas al estar en contacto 

con jugo gástrico se preparó jugo gástrico artificial adicionando 0.9 g de cloruro 

de sodio (NaCl) y 0.32 g de pepsina en 100 mL de agua destilada esterilizada, 

se ajustó el pH a cuatro, tres y dos utilizando NaOH y HCl concentrados, 

posteriormente se esterilizó por filtración con ayuda de filtro membranas de 

0.32 µm de diámetro del poro. 
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Se tomaron 900 µL de jugo gástrico a pH de dos, tres y cuatro 

respectivamente y se inoculó en cada uno 100 µL del aislado de levaduras, se 

incubaron durante 2 y 4 horas a 37º C tomando alícuotas de 10 µL después de 

cada tiempo de incubación para sembrarse en placas con medio de cultivo agar 

tripticaseína de soya, las cuales fueron incubadas durante 24 horas a 37º C, 

finalmente se realizó el conteo de las UFC/mL. El ensayo se realizó con tres 

réplicas.  

9.7 Adhesión celular  

 

Inoculación en intestino de ratones CD1  

Para determinar si las levaduras son capaces de sobrevivir y seguir 

creciendo en condiciones lo más parecidas a las naturales, se utilizó intestino 

delgado e intestino grueso de ratones CD1. 

Para la extracción de los intestinos se sacrificó el ratón y se desinfectó con 

alcohol al 70 %; posteriormente en un gabinete de bioseguridad se realizó una 

disección y se procedió a la extracción de los intestinos grueso y delgado, 

cortando un aproximado de 5 cm de cada uno, se realizaron enjuagues para 

eliminar residuos con buffer fosfato salino (PBS) solución fisiológica a la cual se 

le administró un mL de estreptomicina por cada 100 mL de solución y se 

colocaron en cajas Petri; posteriormente, se colocó un inóculo de 2x10⁶  

levaduras sobre cada intestino y se dejaron en contacto durante dos horas y 

enseguida se realizó un enjuague con PBS. Se colocaron los intestinos en 

otras cajas Petri estériles, se agregó solución PBS para evitar la desecación de 
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los intestinos y se incubaron a 37º C durante 72 horas con el fin de propiciar la 

colonización de las levaduras en el tejido intestinal.  

Transcurrido el tiempo de incubación se realizó un enjuague más y se 

realizó un raspado de cada intestino para obtener una mezcla homogénea la 

cual se sembró en cajas Petri que contenían medio de cultivo agar tripticaseína 

de soya y estaba adicionado con estreptomicina, ambas cajas cuyo inóculo 

provenía de intestino grueso e intestino delgado se dejaron incubar por un 

lapso de 72 horas a 37º C, después del tiempo de incubación se tomaron 

muestras de diversas colonias para realizar tinciones de Gram y determinar  la 

presencia de levaduras. 

9.8 Sistema de identificación de levaduras API 20 AUX  

 

Se utilizó el sistema de identificación API 20 AUX, para determinar la 

especie de levaduras aislada. El sistema está constituido por 20 cúpulas que 

contienen substratos deshidratados. Se efectuaron 19 ensayos de asimilación. 

Para la preparación de la galería se reunió fondo y tapa de una cámara de 

incubación y se colocaron aproximadamente 5 mL de agua destilada en los 

alveolos de la cámara, con la finalidad de crear una atmósfera húmeda, se 

retiró la galería del envase individual y se colocó en la cámara de incubación. 

Para la preparación del inóculo con ayuda de un asa bacteriológica se 

extrajo una fracción de la colonia de un cultivo de levaduras para realizar una 

suspensión de turbidez igual a la del patrón 2 de McFarland en ampolla de API 

medio de suspensión de 2 mL. Posteriormente, se transfirieron 100 µL de esta 
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suspensión a una ampolla de medio API C homogenizando con pipeta para 

evitar la formación de burbujas (Figura 2). 

Se llenó cada una de las cúpulas de la galería con la suspensión obtenida 

en el  medio API C, se cerró la cámara de incubación y se incubó de 48-72 

horas  a 29º C, realizando la lectura de los resultados después de cada tiempo 

de incubación. Todo el proceso se realizó bajo condiciones de esterilidad en un 

gabinete de bioseguridad. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema general para la preparación de la galería AUX 
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10. Resultados  

10.1 Aislamiento de microorganismos  

 

Se aislaron levaduras a partir de la muestra de pulque de la región de 

Tlapacoya, Hidalgo, se logró tener un cultivo axénico de levaduras tanto en 

medio de cultivo líquido y sólido (Figura 4). La presencia de las levaduras se 

determinó mediante la técnica de tinción de Gram, no se observó la presencia 

de bacterias (Figura 3). 

  

 

 

Figura 3.Levaduras aisladas a partir de muestra de pulque, teñidas 
bajo la técnica de tinción de Gram y observadas al microscopio óptico 
a 100X 

┴ 
2 µm 
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10.2 Viabilidad a diferentes pH 

 

En cuanto a las pruebas cualitativas se observó crecimiento en los cultivos 

cuyo pH era de 2- 8. El crecimiento se determinó por turbidez en el cultivo y se 

comprobó la presencia de levaduras al realizar tinción de Gram; en los medios 

de cultivo a pH 1 y 9 no hubo crecimiento de levaduras, ya que no se observó 

turbidez en el medio y al realizar tinción de Gram no hubo registro de las 

mismas (Figura 5). 

 

 

 A B 

 

Figura 4. Cultivos axénicos de levaduras aisladas de una muestra de pulque. 

Obtenidos a partir de resiembras del cultivo inicial sembrado por vertido. A) 

Cultivo axénico de levaduras en medio líquido caldo tripticaseína de soya, B) 

cultivo axénico de levaduras en medio sólido agar tripticaseína de soya. 
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El crecimiento de levaduras se determinó por la turbidez en cada tubo y se 

verificó mediante tinción de Gram. 

Estos resultados también se vieron reflejados al momento de realizar la 

siembra en medio de cultivo agar tripticaseína de soya, ya que aparecieron 

UFC de levaduras en las placas cuyo inóculo provenía de los medios de cultivo 

a pH 2 a 8 al contrario de las placas cuyo inóculo provenía de un medio de 

cultivo a pH 1 y 9 (Figura 6). 

 

 

 

Figura 5. Pruebas de viabilidad en medio de cultivo líquido a distintos pH 
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Se observan colonias de levaduras  en las placas  cuyo inóculo  provenía de un 

cultivo líquido con  variación en su pH  entre 2 y 8. 

En cuanto a las pruebas cuantitativas al realizar el conteo de las UFC se 

observó que hubo un número considerable de sobrevivencia a pesar de 

encontrarse en un medio ácido, los resultados del conteo de UFC se muestran 

en el cuadro 2, que indica que al disminuir el pH existe menor sobrevivencia o 

resistencia al pH ácido, no obstante  se puede afirmar que existe crecimiento 

de microorganismos en un pH ácido de 2, tal como se observa en la figura 7.  

 

 

 

Figura  6.Cultivos de levaduras en agar tripticaseína soya a 
diferentes pH. El número indica el valor del pH del medio. 
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Figura 7. Curva de crecimiento de las Unidades Formadoras de Colonias 
presentes a diferentes pH 

 

Se aprecia en general que el número de UFC aumenta conforme el pH del 

medio aumenta también, sin embargo, hay un número considerable de UFC a 

pH ácido, de 2. 
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Tabla 1. Número de UFC/mL a diversos pH 

pH UFC 

2 5.28x10 ⁴ 

3 25.6x10 ⁴ 

4 12.72x10 ⁴ 

5 7.69x10 ⁴ 

6 18.2x10 ⁴ 

7 14.78x10 ⁴ 

8 26.69x10 ⁴ 

9 16.89x10 ⁴ 

control  39.78x10 ⁴ 
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10.3 Viabilidad en  presencia de sales biliares   

 

Se observó crecimiento de colonias  de levaduras en las placas sembradas 

con inóculo de levaduras en contacto con sales biliares a todas las 

concentraciones utilizadas (Figura 8). 

Determinando así que las levaduras son capaces de sobrevivir y continuar 

su crecimiento a pesar de encontrarse en un medio de sales biliares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El crecimiento se presentó para ambos tiempos de incubación dos y 24 

horas; aunque el número de UFC fue mayor en las placas  donde el inóculo 

estuvo a 24 horas de incubación y que contenía un porcentaje del 0.05% de 

sales biliares, aún así, el número de UFC en las otras concentraciones de sales 

biliares fue alto tal como se observa en la tabla número 3 y en la figura 9. 

 

Figura 8. Colonias de levaduras a diferentes concentraciones  de sales 
biliares 
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Figura 9. Número de UFC/mL en presencia de bilis. 

Los resultados muestran que a menor concentración de bilis hay mayor 

número de UFC; de igual manera éstas aumentan a medida que avanza el 

tiempo de incubación. 
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Tabla 2. Número de UFC/mL en presencia de Bilis 

Concentración UFC 4 h  UFC 24 h  

0.05% 4.8x10⁴ 43.34x10⁴ 

0.15% 3.25x10⁴ 39.33x10⁴ 

0.30% 2.27x10⁴ 27.36x10⁴ 
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10.4 Viabilidad en jugo gástrico  

 

De acuerdo a esta prueba se puede observar claramente  que  las levaduras 

sometidas a concentraciones ácidas y alcalinas de jugo gástrico sobreviven y 

continúan creciendo hasta las cuatro horas posteriores de su incubación 

(Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Al realizar el conteo de UFC se observó que había un número mayor de 

éstas en  cultivo donde el inóculo estuvo en contacto con jugo gástrico a pH 4 y 

conforme el pH del jugo gástrico era más ácido el número de UFC disminuyó, 

no obstante, el decremento no fue drástico y hubo crecimiento  de 

microorganismos en un pH de jugo gástrico ácido (Tabla  4, Figura 11). 

Tabla 3. Número de UFC/mL en presencia de jugo gástrico 

pH 2 h de incubación  4 h de incubación  

4 30.15x10 ⁴ 28.11x10 ⁴ 

3 20.1x10 ⁴ 18.54x10 ⁴ 

2 10.1x10 ⁴ 9.4x10 ⁴ 

 

Figura 10. Colonias de levaduras en presencia de jugo gástrico pH 4-2 
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Figura 11. Número de UFC/mL en presencia de jugo gástrico. 

 

Los resultados muestran que el número de UFC disminuye a medida que 

transcurre el tiempo de incubación; de igual manera se presenta mayor número 

de éstas en jugo gástrico de pH 4, sin embargo, hay un número considerable 

de UFC en jugo gástrico con pH 2.  

10.5 Adhesión celular en intestinos de Ratones CD1 

 

Se observaron levaduras aún después de 72 horas, tanto para el medio de 

cultivo que fue sembrado con intestino delgado, como para el que fue 

sembrado con intestino grueso, lo que denota que las levaduras fueron 

capaces de colonizar el tejido epitelial y sobrevivir durante las siguientes horas 

(Figura 12).  
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10.6 Sistema de identificación de levaduras API 20 AUX  

 

Se determinó que la levadura es capaz de utilizar una gran cantidad de 

substratos para crecer siendo en su mayoría carbohidratos; el perfil numérico 

se obtiene de la siguiente manera: los substratos se separan en grupos de tres, 

para cada uno de los substratos se tiene un valor asignado, el cual ya está 

determinado y puede ser 1, 2 ó 4, para obtener el perfil numérico se suman los 

valores de los substratos que presentaron un resultado positivo.  

Para el caso de las levaduras aisladas el perfil numérico obtenido al sumar 

el valor de las reacciones positivas fue  6-4-4-2-4-2-2; los resultados se 

muestran en la figura10,así como los substratos donde hubo un crecimiento de 

levaduras (reacciones positivas) en ambos tiempos de incubación, 24 y 72 

horas. 

A B 

 

Figura 12. Levaduras en intestino delgado (A) e intestino grueso (B), teñidas 
mediante la técnica de Gram y observadas al microscopio óptico a 100X 
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Los substratos de la galería se agrupan en tres con un valor asignado para 

cada uno; las reacciones positivas en cada substrato donde hubo crecimiento 

de levaduras se observan con signo + en color rojo mientras que las reacciones 

negativas donde no se observó  crecimiento en los substratos se denotan con 

signo – en color azul. 

Una vez obtenido el perfil numérico se procesó mediante el programa Api 

Web, un catálogo de especies de levaduras ya identificadas mediante este tipo 

de ensayo, el resultado obtenido respecto a la identificación es que la especie 

de levadura aislada pertenece a Kluyveromyces maexianus con un porcentaje 

de identificación del 99 %. 

 

24 h 

72 h 

Figura 13. Resultados de la prueba  API 20 AUX y perfil numérico obtenido 
para la posterior identificación  
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11. Discusión de Resultados  

 

Se  aislaron  unas levaduras similares a las obtenidas por Cervantes-

Contreras y Pedraza-Rodríguez  (2007) quienes identificaron bioquímicamente 

las levaduras  que  lograron aislar como Saccharomyces sp.  Escalante  et al  

(2004) señalan que hay una gran diversidad microbiológica en el pulque, tanto 

bacterias, como levaduras; mientras que Galindo (2009) afirma que de esta 

bebida se pueden obtener más de 50 diferentes géneros de microorganismos. 

Esto depende en gran medida del  agave que se utilice  y el medio de cultivo 

que se emplee para realizar el aislamiento. 

Para evaluar la factibilidad del microorganismo aislado y para considerarlo  

como posible  probiótico se  consideraron cuatro criterios; como es la tolerancia 

a pH, viabilidad en  sales biliares, la resistencia a jugo gástrico y la adhesión a 

células epiteliales del intestino de ratones.  

Al someter a la cepa de levaduras aisladas  a diferentes concentraciones de 

pH que iban  desde valores de 1 a 9, se observó  que existe crecimiento en la 

mayoría de las concentraciones empleadas, siendo la excepción la 

concentración de pH 1 y 9,  aún  así hubo crecimiento en medio ácido de pH 2 

que  reportó valores de  5.28x10 ⁴ UFC/mL, reflejando lo esperado para esta 

prueba, que la levadura fuera capaz de crecer en medio ácido, ya que debe ser 

capaz de resistir el pH ácido de 2.5 del estómago humano. Cuando el pH 

incrementó se reportó un aumento de crecimiento optimizando su crecimiento. 

Fujimori (2007) en su estudio afirma que la tolerancia a diferentes 

concentraciones de pH puede deberse a los antiportadores de Na+/H+ que 
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poseen las levaduras; estos antiportadores son de origen proteico y están 

situados  en la membrana plasmática, de igual manera se encuentran  en el 

sistema endomembranal de las mismas. La función de los antiportadores es  

catalizar el intercambio de cationes monovalentes (Na+ o K+)  e  H+ a través 

de la membrana, regulando así  las concentraciones de cationes y pH a nivel 

citoplasmático y organelos. Es posible que  la resistencia de la levadura a las 

diferentes concentraciones de pH se deba precisamente a estos antiportadores 

aunque existe otro posible mecanismo para la regular los cambios de  pH y la 

concentración de iones; éste es la presencia de una ATPasa, la cual es  

codificada por el gen pma1 y que también se localiza en la membrana 

citoplasmática, esta enzima  crea un gradiente electroquímico de protones que 

conduce al transporte secundario de solutos; este tipo de transporte está 

implicado en el mantenimiento del pH cercano a la neutralidad y además de ser 

un componente de suma importancia para que la levadura pueda  adaptarse a 

un medio ácido,  es útil para otras  funciones fisiológicas en la levadura dentro 

de las cuales se encuentra la regulación intracelular de cationes y aniones y  la 

toma de nutrientes (Viegas  et al., 1998; Sychrova et al., 1999, y Thomas et al., 

2002). 

Para el aislamiento de la levadura se utilizó caldo de soya y tripticaseína 

según  Narendranath et al., (2001) reportaron que la levadura S. cerevisiae es 

más resistente cuando se adiciona al medio de cultivo empleado algunos 

compuestos ácidos. El medio de cultivo utilizado en este estudio como ya se 

mencionó es caldo tripticaseína de soya el cual contiene en su fórmula peptona 

de caseína, peptona de soya que provee nitrógeno, vitaminas y minerales,  y 
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cloruro de sodio, elementos que pudieron conferirle protección a la levadura 

haciendo que mantuviera el balance osmótico del medio.  

En cuanto a la tolerancia a las sales biliares, se puede decir que al someter 

al microorganismo a diferentes concentraciones de sales biliares se  observó 

que las levaduras son capaces de de crecer en todas las concentraciones de 

una manera estable a una temperatura de incubación de 37º C. Gilliland et al. 

(1984) Señalan en su estudio que la concentración óptima  que debe resistir un 

microorganismo probiótico es de 0.3% (p/v); la mayoría de las especies de 

levaduras pueden  crecer  inclusive  en presencia de 0.75% (p/v) de sales 

biliares; no obstante, en este trabajo se encontró que hubo crecimiento del 

microorganismo en la mayor concentración empleada de sales biliares posterior 

a la incubación. Concluyendo así que está es una especie de microorganismo 

capaz de tolerar concentraciones de sales biliares desde 0.05% (p/v) hasta 

0.3% (p/v), sin que esto altere su actividad metabólica; así cumple con una 

característica importante  para  considerarse microorganismo probiótico. 

Para evaluar la viabilidad y resistencia de las levaduras aisladas en jugo 

gástrico se emplearon diversas concentraciones; el jugo gástrico que es 

secretado  diariamente  en el estómago humano presenta  un pH  de 1.5 a 2 

aproximadamente  (Thomas et al., 2002). Además de esta característica el jugo 

gástrico presenta una concentración de sales de 0.5% (p/v), que generan la 

activación de mecanismos de resistencia, debido a proteínas de membrana que 

internalizan estas sales y a vacuolas que participan en su posterior 

degradación. Esta secreción presenta a su vez una barrera enzimática  

compuesta  básicamente  por enzimas proteolíticas; en conjunto  estos factores 
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forman una barrera  que resulta letal para la mayoría de los microorganismos 

ya que son degradados al momento de estar en contacto con el jugo gástrico, 

(Martins et al., 2005). Debido a esto, si un microorganismo es capaz de 

sobrevivir a estas condiciones y librar la barrera  puede entonces ser 

considerado como un buen candidato  probiótico. En este trabajo los resultados 

muestran que los microorganismos se mantienen estables al estar en contacto 

con el jugo gástrico, presentando valores de 9.4x10 ⁴ UFC/mL  en 

concentraciones de pH  de 2 y  mantienen  un crecimiento estable durante las 4 

horas de incubación posteriores. Concluyendo que las levaduras cumplen con 

este criterio para la determinación de su capacidad probiótica.  

La prueba de de inoculación en intestino grueso y delgado de ratones 

muestra que estas levaduras son capaces de colonizar el tejido intestinal hasta 

por un periodo de 72 horas, la adhesión de las células en la mucosa y en el 

tejido es un proceso realmente complejo el cual implica el contacto de las 

células con la superficie del tejido; esto puede verse afectado por la estructura 

y por la composición de las células que se encuentran en el tejido y que 

interactúan con el medio, la capacidad que tengan las levaduras para adherirse 

a la mucosa y tejido intestinal es una característica muy importante para ser 

considerado un microorganismo probiótico. Boris et al. (1997) y Del Re et al. 

(2001) aseguran que la capacidad de agregación de algunas especies de 

levaduras depende en gran medida de las propiedades de adhesión que 

presenten las células, es importante mencionar que son pocos los trabajos 

realizados respecto a la adhesión de células en la mucosa de intestinos que 

han sido extraídos, sin embargo, Collado (2005) reportó que existe adhesión de 

probióticos como Lactobacillus rhamnosus, siguiendo el mismo procedimiento 
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que se empleó en este estudio, con la diferencia que el medio de cultivo 

empleado fue MRS el cual es un medio específico para el crecimiento de 

lactobacilos. Aún así los resultados en el presente estudio muestran que las 

levaduras permanecen viables hasta en un periodo de 72 horas  y se adhieren 

al tejido intestinal de los ratones aunque este  fue extraído e incubado en 

condiciones in vitro.  

En cuanto a la identificación de la levadura, realizada mediante el sistema de 

identificación de levaduras API 20 AUX, el resultado muestra que las levaduras 

aisladas corresponde a la especie Kluyveromyces marxianus.   

Esta levadura también conocida como Saccharomyces kefyr o 

Kluyveromyces marxianus pertenece al género Kluyveromyces descrito por 

primera vez en 1888 por (E.C. Hansen) Van der Walt. Su aislamiento ha sido a 

partir del jugo de uva, de algunos productos lácteos como el queso, la leche o 

el yogurt así como de bebidas fermentadas tales como el pulque y el kéfir 

(Fonseca et al., 2008).Diversos estudios se han realizado para conocer los 

aspectos bioquímicos y metabólicos de esta levadura, encontrando que crece 

en gran variedad de sustratos, tal como se muestra en la galería API 20 AUX 

donde se observó que utilizaba para su crecimiento sustratos como la glucosa, 

galactosa, lactosa y sacarosa, entre otros. De igual manera, se ha encontrado 

que crece a temperaturas que van desde los 20º C hasta los 39º C (Roostita y 

Fleet, 1996) dato que coincide con el presente estudio ya que para su 

crecimiento la levadura fue incubada a 37º C. En cuanto a su utilización en la 

industria se ha empleado para la producción de proteína unicelular a partir del 
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lactosuero y por sus propiedades en la fermentación de diversos sustratos 

(Fonseca et al., 2008). 

El consumo de pulque en México es una actividad que ha ido perdiendo 

auge debido a la introducción de otras bebidas como la cerveza y el vino, sin 

embargo, tiene un gran valor cultural, siendo una de las principales bebidas 

consumidas en regiones urbanas del país. Como se manifiesta en este trabajo 

el pulque aporta elementos nutritivos que han sido reportados desde hace 

muchos años; los microorganismos implicados en el proceso de fermentación 

constituyen un punto importante de estudio debido a dichos aportes 

nutricionales. 

La levadura Kluyveromyces marxianus tiene sin duda gran potencial 

biotecnológico, en campos como la industria se ha empleado  para el 

procesamiento de lactosuero, además fermenta una gran cantidad de 

carbohidratos como galactosa, sacarosa, rafinosa y lactosa; se ha utilizado en 

la producción de etanol  y en la producción de compuestos aromáticos como 

esteres, ácidos carboxílicos y alcoholes (Fonseca et al., 2008; Jakobsen  y 

Narvhus, 1996).  Este organismo cuenta con las principales características para 

considerarse un probiótico por lo que representa además un microorganismo 

de importante potencial para usarse en el ámbito de la salud humana, pudiendo 

ser utilizado como un suplemento alimenticio que confiera elementos benéficos 

y que además sea capaz de mantener en equilibrio la microbiota intestinal de 

las personas que lo consuman.  
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12. Conclusiones  

  

 Se aisló una cepa de levaduras provenientes de una muestra de pulque 

de la región de Santiago Tlapacoya, Hidalgo, México.  

 Se determinó que las levaduras aisladas son capaces de resistir a 

condiciones similares a las del tracto gastrointestinal como son pH ácido, 

concentraciones de sales biliares desde 0.05% hasta 0.30% y  jugo 

gástrico artificial hasta en un periodo de 24 horas. 

  Se comprobó que las levaduras se adhieren a células epiteliales del 

tracto gastrointestinal de ratones, colonizando intestino grueso e 

intestino delgado hasta por un periodo de 72 horas.  

 Se identificó el microorganismo aislado mediante una serie de pruebas 

bioquímicas encontrando que la levadura es capaz de utilizar gran 

cantidad de sustratos para crecer, de acuerdo a las pruebas de 

asimilación del sistema de identificación de levaduras Api 20 AUX la 

especie de levaduras aisladas en este estudio es Kluyveromyces 

marxianus, un microorganismo fermentativo.  

 De acuerdo con las pruebas realizadas en el presente estudio 

Kluyveromyces marxianus cumple con cuatro de los principales criterios 

establecidos para ser considerado un microorganismo probiótico. 
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