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ESTUDIO DE CINCO ESPECIES DE LEVADURAS DEL PULQUE, 
Y COMPARACIÓN DE LA MICROBIOTA DE ESTA BEBIDA 

CON LA DE OTRAS SEMEJANTES DEL MUNDO 

RESUMEN 

PATRICIA lAPPE* 

MIGUEL ULLOA * 
T EóFILO HERRERA* 

Se estudiaron 21 aislamientos de levaduras obtenidos de muestras de pulque (bebida aleo· 
hólica producida por fermentación de la savia de Agave spp.) de cinco localidades de Méxi· 
co. De ellos, tres de Jalatlaco, Méx., dos de Toluca, Méx., tres de Tulancingo, Hgo., y 
dos de Morelia, Mich., fueron identificados como Saccharomyces cerevisiae; tres de Tolu· 
ca, Méx., pertenecieron a Pichia membranaefacíens; uno de Huixquilucan, Méx., y uno de 
Tulancir,go, Hgo., correspondieron a Candida valida; dos de Jalatlaco fueron Kluyveromy· 
ces marxianus var. bu/garicus; tres de Jalatlaco fueron Pichis carsonii, y uno de Tulancingo 
fue Candida guilliermondii. Las últimas tres especies son registradas por primera vez para 
el pulque. S. cerevisiae resultó ser la especie ,r.ás constante {cuatro de las cinco localida· 
des) y abundante (10 de los 21 aislamientos), lo que indica su importancia en la fermenta· 
ción alcohólica de la bebida; el papel que tengan las otras especies de levaduras sólo se 
podrá determinar hasta que se realicen estudios sobre la sucesión microbiana y los cambios 
bioquímicos que se producen durante dicha sucesión en la fermentación, como se ha he
cho en otras bebidas fermentadas indígenas de México {pozal y tesgüinol. La microbiota 
del pulque es semejante a la de los vinos de palma africanos y asiáticos. 
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ABSTRACT 

Twenty·one yeast isolates from pulqus samples (alcoholic fermentad sap of Agave spp.) 
obtained from five localities of Mexico were studied. Of them, three from Jalatlaco, Mex., 
two from Toluca, Mex., three from Tulancingo, Hgo., and two from Morelia, Mich., were 
identified as Saccharomyces cerevisiae; three from Toluca, Mex., as Pichis membranaefa
ciens; one from Huixquilucan, Mex, and one from Tulancingo, as Candida valida; two from 
Jalatlaco as Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus¡ three from Jalatlaco as Pichis car· 
sonii, and one from Tulancingo as Candida guillermondii. The last three species are herein 
recorded for the first time for pulque. S. cerevisiae vas the most constant {four out of five 
localities) and abundant (10 out of 21 isolates), which indicates its importance in the alco
holic fermentation of the beverage; the role of other yeast species can only be determined 
until studies on microbial succession and biochemical changas occurring during such a suc
cession in the fermentation are carried out, as has been done for other fermented bevera· 
ges indigenous to Mexico {pozal and tesgüino). The microbiota of pulque is similar to that 
of African and Asiatic palm wines. 
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INTRODUCCIÓN 

En trabajos previos se han indicado antecedentes históricos y diversos aspectos 
étnicos, socioeconómicos, microbiológicos, médicos, bioquímicos y biotecnológi
cos sobre el pulque, que es la bebida fermentada tradicional de mayor consumo en 
México (Morton Gómez, 1925; Ruiz Oronoz, 1936; Herrera, 1953; Herrera et al., 1972, 
1977; Goncalves de Lima, 1978; Sánchez-Marroquín, 1977; Ulloa y Herrera, 1976-1982; 
Guerrero Guerrero, 1985; Godoy Patiño, 1987; Ulloa et al., 1987). No obstante que 
hay numerosos trabajos acerca de esta bebida todavía no se conoce bien su comple
ja microbiota, la que puede variar según los procedimientos y el lugar de elabora
ción. Además, como lo indicaron Ulloa y Herrera (1976-1982), la identidad de algunas 
especies de levaduras del pulque descritas por otros autores (Ruiz-Oronoz, 1953; Sán
chez Marroquín, 1962) debería ser revisada de acuerdo con la metodología moderna 
para el estudio taxonómico de estos microorganismos, porque ha habido cambios 
en las delimitaciones y aceptación de las especies originalmente registradas para el 
pulque. Así, Ruiz-Oronoz (1953) describió como especies nuevas a Saccharomyces 
carbajalii, Pichia barraganii, Torulopsis hydromellitis, T. aquamellis y Rhodotorula 
incarnata. Posteriormente las tres primeras fueron consideradas como Saccharomy
ces cerevisiae, Pichia membranaefaciens y Gandida parapsilosis (Sánchez-Marroquin, 
1962); las dos últimas no fueron revisadas porque no se conservaron en ninguna co
lección de cultivos, aunque en el caso de que T. aquamellis pudiera ser estudiada 
nuevamente, lo más probable es que sería incluida en el género Gandida, puesto que 
en la actualidad el género Turolopsis es considerado como sinónimo de Gandida (Me
yer et al., 1984). Por ello se realizó la presente investigación, con el objeto de contri
buir al conocimiento más detallado de las levaduras del pulque, y saber qué especies 
son más constantes en el producto fermentado, procedente de varias localidades 
de México. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Los 21 aislamientos de las levaduras estudiadas se obtuvieron de muestras de 
pulque {de tiempo de fermentación y proceso de elaboración no precisados) proce
dentes de las cinco localidades que se indican en la tabla 1, utilizando placas de me
dio V8 agar (JV8 agar; jugo de 8 verduras, marca Campbell, 180 mi; carbonato de 
calcio, 2g; agar, 20g; agua destilada, 1 000 mi), las cuales fueron inoculadas con 
asa microbiológica siguiendo el método de estrías múltiples. De las colonias puras 
se hicieron resiembras a todos los medios de cultivo líquidos y sólidos necesarios 
para determinar las características de dichos aislamientos. 

La identificación de las especies se logró siguiendo los métodos de estudio de 
van der Walt (1970) y de van der Walt y Yarrow (1984), las claves de Lodder (1970), 
de Barnett et al. (1979) y de Kreger-van Rij (1984), y las descripciones de Kurtzman 
(1984), Meyer et al. (1984), van der Walt y Johansen (1984), y Yarrow (1984). 
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TABLA 1 

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

Localidades Especies de levaduras y número de aislamientos 

Jalatlaco, Méx. 3 2 3 
Huixquilucan, Méx. 1 
Toluca, Méx. 2 3 
Morelia, Mich. 3 
Tulancingo, Hgo. 2 1 1 

33 

10 3 2 2 3 1 Total 21¡ 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

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

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

Pichia membranaefaciens Hansen (Figs. 5-7). Esta especie, y su estado asexual, 
Gandida valida (Leberle) van Uden et Buckley (Figs. 8-9), también ya habían sido 
halladas en el pulque y en otras bebidas fermentadas que se consumen en México, 
como tuba, tesgüino, pozal, colonche y tepache, incluyendo el tepache de tibicos (Ulloa 
et al., 1987). Ha sido registrada en rr )Sto de uva, vinos, suelos de viñedos, cervezas, 
malta de sorgo para hacer brandy, heces, desechos fermentados de maíz para ali
mentar ganado, y otros sustratos, que comprenden salmueras y bebidas alcohólicas 
tradicionales africanas, como vino de palma y cerveza oyokpo (Rose y Harrison, 1969, 
1970; Nyako, 1977; Nkanga, 1981; Kreger-van Rij, 1984). 

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

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

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

Gandida guilliermondii (Castellani) Langeron et Guerra (Figs. 17-19). Debido a que 
esta especie es heterotálica y a que sólo se obtuvo un aislamiento del pulque, no 
se desarrolló la fase sexual de esta especie, que corresponde a Pichia guilliermondii 
Wickerham. Gandida guilliermondii, junto con K. marxianus var. bulgaricus y P. car
sonii, corresponden a las tres especies de levaduras registradas por primera vez para 
el pulque. Es una especie patógena oportunista, que ha sido aislada de piel, úlceras, 
apéndice, pulmón, esputo, sangre, semen de toro, larvas de insectos Cossidae, inó
culo iniciador para la elaboración del sake, y solución de tripsina (Kreger-van Rij, 
1984). En México ha sido hallada en pozol (Ulloa, 1974) y en tesgüino (Lappe, 1988), 
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y en África en alimentos y bebidas fermentados autóctonos, como injera, cerveza 
kaffir, cerveza pito y cerveza burukutu (van der Walt, 1956; Stewart y Getachew, 
1962; Ekundayo, 1969; Faparusi et al., 1973). 

Todas las especies de bacterias, levaduras y mohos que han sido hasta ahora 
aisladas del pulque se enlistan en la tabla 2, en la que también se hace una compara
ción de la microbiota de éste con la de otras bebidas fermentadas similares, obteni
das por fermentación de savia de plantas. Como se puede ver en dicha tabla, la 
microbiota del pulque es semejante a la de los vinos de palma de África y Asia, como 
el emu u ogogoro de Nigeria, el nsafufuo de Ghana y el toddy de la India y Pakistán, 
entre otros. El tipo de fermentación que se lleva a cabo en este tipo de bebidas es 
siempre láctica-alcohólica-acética, e involucra bacterias lácticas horno y heterofermen
tativas, levaduras y bacterias acéticas, así como Zymomonas y Micrococcus. Leu
conostoc y Lactobacil/us spp. son de los primeros microorganismos que habitan en 
la savia (de maguey en el caso del pulque, o de palma en el de las otras bebidas 
similares) y son las responsables de la producción de ácido láctico y dextranas, que 
provocan la acidez, turbidez y viscosidad características. Saccharomyces cerevisiae es 
la levadura que generalmente realiza la fermentación alcohólica, junto con la bacte
ria Zymomonas mobilis. Los otros microorganismos que también se desarrollan en 
la savia, como las bacterias acéticas y algunos mohos, son variables en tipo y núme
ro pero indudablemente contribuyen a dar al producto algunas de sus característi
cas, como aroma y sabor (Sánchez-Marroquín, 1977; Okafor, 1977). En la tabla 2 
se dan más referencias de trabajos acerca de la microbiología de los vinos de palma 
africanos, asiáticos y americanos, trabajos a los que se puede remitir el lector intere
sado en los cambios no sólo microbianos, sino también bioquímicos y nutricionales 
que se suceden durante la fermentación, así como otros aspectos relacionados con 
la elaboración de estas bebidas (áreas de producción, modo de consumo e impor
tancia en la dieta, métodos de preparación, propiedades especiales, cambios nutri
cionales, y otros aspectos). Para el caso del pulque, Sánchez-Marroquín (1977) y 
Ulloa et al. (1987) registran información concerniente a todos estos aspectos, por 
lo que no se repetirá aquí, y solamente cabe mencionar que, además de la importan
cia que el pulque tiene para los consumidores habituales, el estudio de los microor
ganismos aislados de éste puede representar nuevas aplicaciones en la obtención 
de diversos productos industriales de relevancia económica y médica, como proteí
nas, aminoácidos, alcoholes, ácidos orgánicos, vitaminas y dextranas, entre otros. 
Un ejemplo de lo anterior lo constituyen los trabajos sobre la utilización de levaduras 
aisladas del pulque, como Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranaefaciens y 
Gandida parapsilosis, cultivadas en sustratos orgánicos de desecho, proéedentes de 
la industria azucarera, para obtener proteína unicelular que pueda ser incorporada 
en nuevos alimentos de animales domésticos (Lemoine Mendoza y Rodríguez, 1976; 
Cruz y Ochoa, 1978; Enríquez Freira et al., 1985). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que aunque algunas es
pecies de levaduras son constantes en el proceso de fermentación del pulque, como 
S. cerevisiae, P. membranaefaciens y C. valida, pueden presentarse otras debido 
a las variaciones inherentes a la procedencia, tipo de sustrato y manejo que de 
él hagan los elaboradores de la bebida, además de las condiciones ambientales y 
otros factores. Por ello, sería recomendable realizar estudios sobre la sucesión mi-
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crobiana que ocurre desde la materia prima hasta el producto final, y correlacionar 
dicha sucesión con los cambios bioquímicos y nutricionales, con objeto de conocer 
mejor la proporción relativa de los componentes de la microbiota esencial del pulque 
y las posibles aplicaciones que de ella puedan derivar, como ha sido investigado en 
otras bebidas fermentadas autóctonas de México (Ulloa, 1974; Litzinger, 1983; Ra
mírez, 1987; Lappe, 1988). 
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1-1gs. 1-4. Saccharomyces cerevisiae. 1-2. Colonias gigantes, X 2. 3. Seudomicelio, X 750. 4. Ascas con 

ascosporas (flecha), y células vegetativas, X 1 000. Figs. 5-6. Pichia membranaefaciens. 5. Colonia gi

gante, X 1.5. 6. Seudomicelio, X 750. 
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Fig. 7. Células vegetativas y ascas con ascosporas (flecha} de Pichia membranaefaciens, X 1 000. Figs. 

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

xianus var. bulgaricus. 10. Colonia gigante, X 1.5. 11 . Seudomicelio, X 750. 12. Células vegetativas y 

ascas con ascosporas (flecha), X 1 000. 
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Figs. 13-16. Pichia carsonii. 13. Colonia gigante, X 2.5. 14. Células vegetativas, X 750. 15. Seudomicelio, 

X 750. 16. Asca con ascosporas (f lecha), X 1 000, Figs. 17-19. Gandida guilliermondii. 17. Colonia gigan

te, X 3. 18. Células vegetativas, X 1 000. 19. Seudomicelio, X 750. 




