‘e 1| UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

ADICION DE EXTRACTO DE CALIZ ACRESCENTE DE
Physalis ixocarpa PARA AUMENTAR LA VIDA DE ANAQUEL
DEL PULQUE

TESIS INDIVIDUAL

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA

DANIEL DURAN SEGURA

DIRIGIDA POR

Dra. MONSERRAT ESCAMILLA GARCIA

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO, 2024.



REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

@OSE

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiary redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

“ADICION DE EXTRACTO DE CALIZ ACRESCENTE DE
Physalis ixocarpa PARA AUMENTAR LA VIDA DE ANAQUEL
DEL PULQUE”

TESIS INDIVIDUAL
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA

DANIEL DURAN SEGURA

DIRIGIDA POR
Dra. MONSERRAT ESCAMILLA GARCIA

SINODALES

Dra. MONSERRAT ESCAMILLA GARCIA
DIRECTOR

Dr. CARLOS REGALADO GONZALEZ
SINODAL

Dr. ALDO AMARO REYES
SINODAL

Dra. ELVIA HERNANDEZ HERNANDEZ
SINODAL




INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ......cotvvtmiirmeiteeineiiseesse st st sssse sttt sttt esssenes i
INDICE DE FIGURAS ..ottt ses s ses s s sas s ses s s s iii
INDICE DE CUADROS.........ooeieeeieieteeee e tee e ses s ses s ss s ses s ses s sen s ss s s s ss s s s iv
RESUMEN ...ttt bbbt b b e bbbt e b et ebe e ebenea 1
INEFOTUCCION ...ttt b ettt b bbb ene e 2
1. ANTECEABNTES ... e 1
1.1 PUIQUE ..ttt sttt e st s e e ae et e e seesse e seesse e seenseenteensenns 1
1.1.1 Bacterias acido IACtiCas (BAL) .......coveoiiiiieiieeeeee ettt 3
1.1.2 ZYMOMONAS MODINS .........oocveeeieeeieesee ettt et re e s te e st e s be e sateesbeeenreeen 4
1.1.3 SACChArOMYCES CEIEVISIAEC. .........cccueeuieiieiieie e ete e see st eesteesteesreeseesseenseens 5
1.1.4 Métodos de conservacion de PUIQUE .........cccvvireiiiieiie ettt 6
I I 1= 11 = T SRR 9
1.2.2 Microencapsulacion de antimicrobianos............cccvevvvicii e 11

[ [T L0 (=T £ TP PRSP 12

3. ODJEEIVOS ..ottt et b e bt e 13
B Tt 7= o T= T = Y USSR 13
3.2 ESPECITICOS. ...ctiitiiiieteee ettt ettt ettt sttt e te e be e be e be e beenbeeabeeareeaaeeaaesraans 13

v N \V 11 (o Yo o] (o I - RS 14
4. MAEIIAIES. ... 14
AV =1 (oo [ 1 OSSO USROS PSPPSR 14
4.2.1 Acondicionamiento de materia prima..........cccocvveiieiieecie e 14
4.2.2 Extraccion de fiSaliNas ..o 14
4.2.3 Microencapsulacion de fiSalinas..........cccecveviieiieciicciece e 15
4.2.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de fisalinas............c.ccccecvvininiiccnincnenne. 15
4.2.6 Caracterizacion del PUIQUE ..........cooieiiieee e 16
4.2.6.1 Adicidn de fisalinas €N PUIQUE .......c.eoouieiieiiciicece et 16
4.2.8.2 ACIEZ ...ttt bbbt 16
4.2.6.3 VISCOSIAAU ......oouiiiiiiiciiiiieieteee ettt e 17
4.2.6.4 Espectroscopia INfrarroja ........ccoceereeiieceeeeeeeee e e 17



C N o b= [ E =] =0 1153 (0] o JER TR 17

5. Resultados y Discusion de resultados...........cccceveeveeiieiienieieee e 18
5.1 Caracterizacion de fiSaliNas..........cccocueririiiiiineee e 18
5.1.1 Identificacion de fiSalinas...........cccoeveiiininiee e 18
5.1.2  Actividad antimicrobiana fisalinas libres y encapsuladas............ccccccoeevvinveninnnnnn, 19
5.2 Actividad antimiCrobiana ..............cccoviiiiiiiiiiin s 20
5.3  Caracterizacion del PUIQUE ...........ooeieiiiiecieeeece ettt ae e 24

5.3 T ACIHEZ ... ettt b e ne e 24

5.3.2 VISCOSIAAA ..ottt st 25

5.3.3 ESpPECtrosCopia iNfrarmOja........ccceecviiiiiiiciecee ettt 27

6. CONCIUSIONES.......eiiiiiiiiiecee et ettt 29

7. REEIEINCIAS ..ottt b e 30



iNDICE DE FIGURAS

Figura

1

o O b~ W

10

11

12

13

Maguey pulquero (Agave salmiana). A) con brote floral, B) sin
brote floral

Via Entner-Duodoroff para el catabolismo anaerdbico y aerdbico
de glucosa de bacterias Gram-negativas.

Partes anatomicas del tomate verde

Estructura quimica de las fisalinas tipo 1 (a) y tipo 2 (b)

HPLC de extracto de fisalinas

Actividad antimicrobiana de fisalinas libres (L) y fisalinas
encapsuladas (E) ante Zymomonas mobilis, Saccharomyces
cerevisiae, y Leuconostoc mesenteroides

Cinéticas de crecimiento. A) Zymomonas mobilis, B)
Saccharomyces cerevisiae, C) Leuconostoc mesenteroides
Parametros cinéticos de Zymomonas mobilis. A) Velocidad
especifica de crecimiento (u) B) Tiempo de duplicacion (TD).
Parametros cinéticos de Saccharomyces cerevisiae. A) Velocidad

especifica de crecimiento (u) B) Tiempo de duplicacién (TD)

Parametros cinéticos de Leuconostoc mesenteroides. A) Velocidad

especifica de crecimiento (u) B) Tiempo de duplicacion (TD)
Acidez de muestras de pulque a diferente tiempo de
almacenamiento

Viscosidad de muestras de pulque a diferente tiempo de
almacenamiento

Espectrograma IR de muestras de pulque con Fisalinas y sin

Fisalinas (Control) a diferentes tiempos de almacenamiento

Pagina

18
19

21

21

23

24

26

28



iNDICE DE CUADROS

Cuadro

1 Comparacién de los métodos de conservacion
utilizados en pulque

2 Actividad antimicrobiana de fisalinas

Pagina

10



RESUMEN

El pulque es una bebida fermentada tradicional mexicana que se obtiene a través de
la planta Agave salmiana; con caracteristicas como el color blanco y textura viscosa
esta bebida ha sido de gran interés debido a la cantidad de microorganismos
responsables de la fermentacion y sabor. La produccion de pulque consta de 4 etapas
principales, castracién, raspado de aguamiel, colocacién del indculo y fermentacion.
Este proceso no se lleva bajo un control riguroso por lo que el tiempo de vida de
anaquel del pulque es alrededor de 3 dias. Aunque se han estudiado diferentes
meétodos para lograr extender el tiempo de vida de anaquel del pulque, estos siempre
afectan algunas propiedades organolépticas. Las fisalinas extraidas de Physalis
ixocarpa (tomate verde) han demostrado tener la capacidad de inhibir el crecimiento
de algunas bacterias y levaduras. El objetivo del presente trabajo fue obtener
fisalinas de Physalis ixocarpa mediante un extracto etandlico y adicionarlas al pulque
para aumentar su vida de anaquel. Se hicieron pruebas microbiolégicas para
determinar la concentracion minima inhibitoria de fisalinas para disminuir el
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides, Zymomonas mobilis y Saccharomyces
cerevisiae. Se adicionaron fisalinas en el pulque para aumentar su vida de anaquel,
los parametros a evaluar fueron la viscosidad la cual se determiné usando redbmetro,
asi como la actividad antimicrobiana de las fisalinas en pulque, encontrando que la
concentracion oOptima de microencapsulado para lograr el efecto bacteriostatico
adecuado fue 3.5% actuando alrededor de 15 dias y comportamiento de la
concentracion de alcohol determinado por HPLC.



Introduccioén

El pulque, una bebida tradicional mexicana obtenida de la fermentacion del aguamiel
de diversas especies de agave (Agave atrovirens, Agave mapisaga y Agave
salmiana), destaca por sus cualidades nutricionales y su rol en la cultura mexicana.
No obstante, el pulque enfrenta desafios significativos en términos de conservacion
y vida de anaquel debido a su alta carga microbiana, la cual afecta rapidamente su

sabor, acidez y estabilidad, lo que limita su tiempo de consumo a menos de tres dias.

Los intentos de conservar el pulque han incluido métodos térmicos como la
pasteurizacion, la termosonicacién, asi como la aplicacién de antioxidantes y
conservadores; sin embargo, estas técnicas a menudo afectan las propiedades
organolépticas y probidticas de la bebida. En este contexto, surge el interés por
explorar compuestos naturales, como las fisalinas, que podrian ofrecer una
alternativa innovadora para extender su vida de anaquel sin comprometer su calidad

sensorial.

Las fisalinas son compuestos con un nucleo esteroide, lo que les confiere una
estructura que permite ajustes en el perfil de polaridad mediante modificaciones en
sus grupos funcionales. Estos atributos las convierten en candidatos prometedores
como conservadores naturales. Se ha demostrado que las fisalinas poseen
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, lo cual sugiere que podrian inhibir la
proliferacion de bacterias y levaduras no deseadas en el pulque, contribuyendo a
mantener sus caracteristicas sensoriales y microbiolégicas durante mas tiempo.
Ademas, su aplicacion podria preservar las propiedades probidticas del pulque, ya
que no implica procesos de alta temperatura que afecten la viabilidad de

microorganismos benéficos.



Las fisalinas como conservador natural en el pulque representan una estrategia
viable para prolongar su frescura y estabilidad. Esto no solo beneficiaria la
conservacion de una bebida tradicional, sino que también brindara nuevas
oportunidades para su comercializacidn en mercados mas amplios y con mayor

tiempo de almacenamiento.

Una de las fuentes mas importantes de fisalinas es caliz acrescente de Physalis
ixocarpa, por lo que los residuos del consumo de tomate verde como fuente de
fisalinas para aplicaciones en la conservacion de alimentos, como el pulque,

representa una alternativa natural y sostenible.



1. Antecedentes
1.1 Pulque

El pulque, denominado asi por su término en Nahuatl poliuhqui que significa
‘corromperse o destruirse” es una bebida alcohdlica tradicional y emblematica
mexicana, obtenida de la fermentacion del aguamiel (Contreras y Rodriguez, 2007;
de la Rosay col., 2019). El aguamiel se obtiene de plantas sexualmente maduras de
especies especificas de Agave como Agave atrovirens, Agave mapisaga y Agave
salmiana (Rocha-Arriaga y col.,, 2020). En Meéxico, los principales estados
productores de agave para pulque son Hidalgo (60 %), Estado México (19 %) y
Puebla (12 %) (Figueredo-Urbina y col., 2021).

El pulque es una bebida que presenta una graduacion alcohdlica entre 4y 7 % viv
no destilada, esta bebida se caracteriza por poseer un aroma herbal, consistencia
liquida viscosa de color blanco, con un valor de pH entre 3.5 y 4.2 (Garcia-Arce y
Castro-Mufoz, 2021). Se ha reportado que es una fuente importante de proteinas (6
%), vitaminas (riboflavina 24 %; tiamina 10 %, niacina 23 %; y vitamina C 48 %),
minerales como hierro no asociado con hemoglobina (51 %) y calcio (8 %) (Alcantara-
Zavala y col., 2021).

En la actualidad, la produccién de agave se ha reducido significativamente, esto a
causa de restricciones econdémicas y sociales de las regiones pulqueras, el cambio
de uso de tierra, la longevidad del ciclo biolégico del agave (mas de 5 afos) y la
disminucién del consumo de pulque (Alvarez-Duarte y col., 2018). La produccién de
pulque mostré dos picos maximos de produccion en 1987 con aproximadamente 550
millones de litros, producidos en el Estado de México y en el 2013 con una produccién
aproximada de 504 millones de litros, producidos en Hidalgo. En el 2019 se report6
una produccién de 171 millones litros, lo cual representa una disminucion del 66 %
de los picos maximos de produccion presentados en 1987 y 2013 (Valdivieso Solis y
col., 2021).



Aunado a la situacién socioecondémica, el pulque al ser elaborado mediante un
proceso no controlado tiene una vida de anaquel no mayor a tres dias, esto debido a
que la alta carga microbiana presente en la bebida, después de este tiempo genera
una modificacion en pH, contenido alcohol y acidez del producto generando cambios
en sabor, olor y color del producto final, siendo estos rechazados por el consumidor
(Alcantara-Zavala y col., 2019).

El proceso de elaboracion de pulque consiste en cuatro etapas, castracion, raspado
y extraccion de aguamiel, preparacién de inéculo y fermentacion. El principal objetivo
de la castracion es evitar el brote floral (Figura 1), ya que, si esto sucede, la planta
nunca producira aguamiel, sin embargo, si esta se realiza a una temprana edad del
maguey se obtendra bajo volumen de produccién y mala calidad de aguamiel. En la
segunda etapa, se raspa la pared del cajete, ubicado en el corazén de la planta, para
inducir la salida de la savia, este proceso se lleva a cabo durante 3-6 meses,
realizando el raspado de la planta dos veces al dia, con la finalidad de evitar
contaminacion y brindar un ambiente aséptico, posteriormente la cavidad se sella con

hojas de maguey (Escalante y col.,2016; Villarreal-Morales y col.,2019).

Figura 1. Maguey pulquero (Agave salmiana). A) con brote floral, B) sin brote floral.

La preparacién de inoculo consiste en la adicién de una proporcién de pulque ya

fermentado al aguamiel, lo cual dara paso a una fermentacion, dicho proceso se lleva



a cabo aproximadamente de 1 a 4 semanas. El proceso de fermentacion del pulque
inicia con la degradacion de azucares (sacarosa, fructosa, glucosa vy
fructooligosacaridos) presentes en el aguamiel, el cual tiene un pH inicial de 6. El
aguamiel se coloca en un tinacal que contiene una pequefia cantidad de pulque
fermentado (in6culo) disminuyendo asi el pH a 4.5 (Escalante y col., 2012). La
fermentacion del pulque es un proceso no controlado y sin destilacion posterior

(Escalante y col., 2016; Villarreal-Morales y col., 2018).

Estudios han reportado que la fermentacién del pulque se lleva a cabo por
microorganismos autéctonos de la savia de agave, siendo estos principalmente
Zymomonas mobilis, Lactobacillus spp., Leuconostoc mesenteroides 'y

Saccharomyces cerevisiae (Kuligowski y col., 2019; Rocha-Arriaga y col., 2020).

1.1.1 Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias acido lacticas (BAL) son bacterias Gram positivas reconocidas como
las principales productoras de acido lactico a nivel industrial. ElI rendimiento y
produccion de acido lactico producido, depende de condiciones como pH,

temperatura, nutrientes y la cepa bacteriana que se utilice (Abedi y Hashemi, 2020).

Son indispensables en la fermentacion del pulque, es por ello que a nivel industrial
se utilizan para mejorar sabor, textura, asi como modificar la acidez en el pulque
(Parra-Huertas, 2015). Estas bacterias juegan roles claves en el proceso de
fermentacion de los alimentos, algunas con capacidad de inhibir a otros
microorganismos para evitar descomposicion o cambio de propiedades del producto

(Ramos Gorbefia y Agurto Saenz, 2017).

Algunos estudios reportan que la principal BAL presente en el pulque es Leuconostoc
mesenteroides (Escalante y col., 2004). Es una bacteria heterofermentativa obligada,
es decir, utiliza unicamente la ruta metabdlica dependiente de fosfocetolasa para
procesar azucares y acido lactico y producir acido acético y etanol. L. mesenteriodes

se caracteriza por no presentar la enzima fructosa 1,6- difosfato aldolasa, la cual
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participa en la oxidacion de glucosa para obtener acido lactico mediante la via
Embden-Meyerhof-Parna (EMP), ademas, en medios con sacarosa como fuente de
carbono produce dextrano (Gorbefia y Saenz, 2008; Soetaert y col., 1995). El género
Leuconostoc spp se caracteriza por ser Gram positivo, anaerobio facultativo, catalasa
negativo y heterofermentativo, con una temperatura 6ptima de crecimiento de entre
20 a 35 °C (Diaz-Montes, 2023). Ademas, se ha demostrado la propiedad probidtica
de las BAL extraidas de muestras de pulque, indicando un gran beneficio para la
salud, demostrando ser de gran ayuda en enfermedades inflamatorias en intestino y

diarrea (Pérez-Armendariz y Cardoso-Ugarte, 2020).

Durante la fermentacion del pulque, L. mesenteroides confiere la viscosidad
caracteristica, ya que durante el proceso metabdlico acidifica la savia utilizando
sacarosa, produciendo CO:2 polisacaridos extracelulares responsables de la

viscosidad, como los dextranos (Alvarez-Rios y col., 2020).

1.1.2 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis es una bacteria etanolégena Gram negativa, anaerobia
facultativa y no esporulante que metaboliza el azucar a través de la via Entner-
Doudoroff (ED) junto con las enzimas clave piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa para la produccion de etanol, fermenta un mol de glucosa en 2 moles
de etanol, 2 mol de CO2y algunos acidos organicos (Xia y col., 2019). En medios
ricos en glucosa, Z. mobilis ademas de etanol, produce glicerol, succinato, acetato,
lactato, acetoina y butanodiol (Baratti y Bu’lock, 1986). Por otra parte, es capaz de
producir varios acidos organicos utilizando como sustrato mezclas de fructosa y

algunas aldosas, siendo una alternativa a la glucosa (Valle, 2013).

La via de ED (Figura 2) utiliza un 50 % de ATP menos en relacion con la via EMP en
la fermentacion, ademas en comparacion a otros microorganismos tales como
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis tiene un area de superficie celular
especifica alta y consume glucosa mas rapido, lo que lleva a una mayor produccion

de etanol (Yang y col., 2016).
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Figura 2. Via Entner-Duodoroff para el catabolismo anaerdbico y aerdbico de
glucosa de bacterias Gram-negativas (Elbeshbishy, 2014).

1.1.3 Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras realizan el proceso de fermentacion para obtener energia convirtiendo
el azucar en alcohol. Las levaduras son microorganismos eucariotas; su
reproduccion es principalmente por gemacion y se caracterizan por su alta capacidad
de fermentar un alto espectro de azucares. Muchos de los procesos fermentativos
como es el caso de vinos, cervezas o sidras se realzan con S. cerevisiae, por ser la

mas disponible a nivel comercial (Maicas, 2020).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura unica, facil de cultivar, con un tiempo de
duplicacién entre 1.25 y 2 h a 30 °C, lo cual permite una rapida produccién vy
mantenimiento a bajo costo, es por esto que S. cerevisiae es considerada la mas
utilizada por el hombre para la produccion de etanol a través de la fermentacién de
glucosa (Stewart, 2014; Suéarez-Machin y col., 2016). La resistencia a la
concentracion de alcohol etilico de S. cerevisiae varia de un 8 a 12 % (v/v) y sobrevive

a concentraciones de alrededor del 15 %, esto es de suma importancia debido a que



la mayoria de las fermentaciones llegan a alcanzar concentraciones de
aproximadamente 12 % de etanol (Stewart, 2014). S. cerevisiae es altamente
utiizada ya que aprovecha una gran variedad de sustratos para fermentar,
produciendo altos niveles de alcohol, sustancias no toxicas y compuestos

importantes para el sabor, como ésteres y fenoles (Alvarez-Rios y col., 2020).

1.1.4 Métodos de conservaciéon de pulque

Debido a la carga microbiana contenida en el pulque, este tiene una vida de anaquel
de menos de 3 dias, estudios han demostrado, que transcurrido este tiempo la bebida
se vuelve muy acida, amarga y no recomendada para consumo (Alcantara-Zavala y
col., 2019).

Se han realizado varios estudios con la finalidad de aumentar la vida de anaquel del
pulque (Cuadro 1). Los tratamientos térmicos han sido de los métodos mas utilizados
en la conservacion de alimentos, ya que proporcionan un producto seguro para el
consumo y con una alta eficiencia en la eliminacién de microorganismos patégenos
(Rodriguez-Salinas y col., 2021). Sin embargo, en la conservacion de pulque este
tipo de tratamientos al alcanzar temperaturas mayores a 80 °C afecta las

propiedades organolépticas del producto.

Otros métodos tales como la pasteurizacidon y la aplicacion de sustancias como
antioxidantes o conservadores se han utilizado para extender la vida de anaquel del
pulque, pero este tipo de procesos afectan de manera directa a la produccion de
acido lactico, afectando en gran medida el sabor y la calidad del producto (Alcantara-
Zavala y col., 2019).

Rodriguez-Salinas y col., (2021) han aplicado la termosonicacién como método de
conservacion del pulque, esta técnica combina ultrasonido con calor, afectando la
pared celular de las bacterias y favoreciendo la inactivacion de enzimas. Este
proceso ha logrado aumentar la vida de anaquel de esta bebida durante 24 dias (T=

4° C), conservando gran parte de las propiedades organolépticas. Otro método
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utilizado en la conservacion de este producto es la filtracion y esterilizacion, las
cuales han brindado estabilidad y una mayor vida de anaquel. Sin embargo, reduce

de manera significativa su caracter probiotico (Escalante y col., 2012).

La congelacion es otro método aplicado para conservar el pulque, el cual ha
mostrado una disminucién de velocidad de crecimiento de bacterias. Sin embargo,
microorganismos psicrofilos y algunos otros logran adaptarse a estas condiciones

(Arroyo Cruz y Reynoso Ocampo, 2017).

Cuadro 1. Comparacion de los métodos de conservacion utilizados en pulque

Método Vida de anaquel Referencias

Pasteurizacion 12 dias (Alcantara-Zavala y col.,
2019b)

Termosonicacion 24 dias (4°C) (Alcantara-Zavala y col.,
2021)

1.2 Tomate (Physalis ixocarpa)

El tomate verde (Physalis ixocarpa) es un fruto originario de México y Guatemala, su
nombre proviene del nahuatl tomatl que significa “objeto gordo". El tomate se
caracteriza por su forma redonda, color verde, textura suave, ademas de poseer un
caliz que sirve como cubierta del fruto (Figura 3) llamado caliz acrescente (Gonzalez-

Pérez y Guerrero-Beltran, 2021).

El tomate verde contiene 54.22 % de azucares (reductores 25.26 % y no reductores
28.96 %), 12.75 % de proteina bruta, 1.29 % de pectina, 5.98 % de cenizas, ademas
de minerales tales como Ca (113.58 ppm), Mg (317.04 ppm), Na (1106.62 ppm), y K

(6034.01 ppm). Debido a su alto contenido de humedad se considera un alimento
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perecedero, se caracteriza por poseer un sabor dulce de caracter acido y alto valor

nutritivo (Abou-Farrag y col., 2013).

Tomate verde

Angulos
prominentes
A Placenta
; Y
Epicarpio $
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carnosos
Caliz acrescente Fruto

Figura 3. Partes anatémicas del tomate verde

Es una fuente de vitaminas (tiamina, riboflavina, vitamina B3, entre otras)
antioxidantes (antocianinas, compuestos fendlicos, flavonoides y taninos), PB-
caroteno y luteina en bajas concentraciones (Gonzalez-Pérez y Guerrero-Beltran,
2021a). Por otra parte, la planta contiene una gran cantidad de compuestos volatiles,
tales como, B-pineno, decanal, alcohol bencilico, B-elemeno, linolenato de etilo
salicilato de metilo, B-cariofileno, germacreno D, linolenato de metilo y acido

hexadecanoico (Calyecac-Cortero y col., 2007).

Estudios (Silva y col., 2005, Helvaci y col., 2010) han demostrado que las especies
de Physalis tienen actividad antibacteriana, antitumorales, inmunomoduladoras y
antipiréticas. El fruto del tomate verde crece dentro de un caliz que protege al fruto,

este caliz es capaz de sintetizar compuestos repelentes y antioxidantes, a pesar de



que los compuestos presentes en el caliz son considerados fitoquimicos, este es

considerado un desecho agroalimentario (Guerrero-Romero y col., 2021).

1.2.1 Fisalinas

Uno de los metabolitos secundarios principales presentes en el tomate verde es el
16,24-ciclo-13,14 secoesteroide llamado fisalina (Helvaci y col.,, 2010). Un
secoesteroide que posee una estructura similar a los esteroides excepto que 2
atomos pertenecientes al anillo B, en especifico los atomos de carbono C-9 y C-10

no estan unidos (Figura 4) (Stites y col., 2018).

Las fisalinas son pseudo-esteroides aislados de Physalis spp., poseen actividad
inmunosupresora, inhiben el crecimiento de células, tienen actividad citotoxica ante
ciertas células patégenas como Hep G2 (Hepatoma humano), K562 (leucemia
mieloide crénica) (Zavala y col., 2013). De igual manera se conoce que las fisalinas
J y B tienen actividad citotdéxica contra células HL-60 (células de leucemia
promielocitica humana) y ciertas lineas celulares tumorales (Wu y col., 2021). Tienen
un potente supresor para inhibir la proliferacién de linfocito e inhiben la produccién
de citocinas proinflamatorias (Puente y col., 2011). Se ha reportado que el extracto
crudo del caliz acrescente del tomate verde contiene fisalinas, la cual posee actividad
antimicrobiana ante Staphylococcus aureus, Escherichia coli, bacterias acido lacticas
entre otras (Cuadro 2) (Helvaci y col., 2010; Silva y col., 2005).

O
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Figura 4. Diferencia entre las fisalinas tipo 1 (a) y tipo 2 (b). (Meira et al., 2022)



Existe una amplia cantidad de tipos de fisalinas, las diferencias radican en las

diferentes posiciones de grupos hidroxilo y puentes formados. Estos secosterides

tienen una desconexién del C-13 y C-14 dando origen a un anillo de ocho o nueve

carbonos. Por lo general poseen un puente de oxigeno acoplado al C-14 y C-27. De

acuerdo a los enlaces formados en torno al C-14 las fisalinas pueden ser divididas

en fisalinas de tipo | (C-14 unido a C-17 mediante un puente de oxigeno) y tipo Il (C-

14 unido a C-16, mientras que la esterificacién de C-15 con C-18 forma lactona) (Wu

y col., 2021). Un ejemplo de similitud esta en la fisalina D, la cual contiene una

estructura similar a la B, teniendo los 2 un puente de oxigeno C-14/C-25 y dobles

enlaces en los C-2 y C-3, ambas tienen actividad citotdxica, pero actuan de manera

diferente dependiendo a la concentracion que se coloque (Januario y col., 2002).

Cuadro 2. Actividad antimicrobiana de fisalinas

Microorganismo Tipo de Concentracion minima Referencia
fisalina inhibitoria (ug/mL)
Staphylococcus D 32 Helvaci y col., (2010)
aureus
Escherichia coli 256
Pseudomonas 512
aeruginosa
Candida albicans 512
Staphylococcus. B 200 Silva y col., (2005)
aureus
Mycobacterium 32 Januario y col., (2002)
tuberculosis 32
32
Leishmaniasis Guimardes y col.,
amazonensis 2 (2009)
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1.2.2 Microencapsulacién de antimicrobianos

La microencapsulacién es el proceso por el cual diminutas particulas de algun
material de interés son recubiertas con una pelicula polimérica. Un importante paso
en el proceso de microencapsulacion es la seleccion del material adecuado, ya que
debe ser quimicamente compatible, no reactivos con el componente a
microencapsular y proporcionar caracteristicas de recubrimiento e impermeabilidad
(Bansode y col., 2010). Algunos de los materiales utilizados son lipidos, polisacaridos
(almiddn), algunos extractos de plantas y proteinas, ya que estos poseen la facilidad
de formar macroparticulas (Rodriguez y col., 2016). El almidon modificado ha sido
ampliamente utilizado para la microencapsulacion gracias a sus grandes
propiedades fisico quimicas, tales como la reduccion de tension superficial,
estabilizacion molecular y prevencion de fenémenos como la floculacion o

coalescencia (Thanh Blicharz y col., 2012).

La descomposicion de los alimentos siempre ha presentado un problema a nivel
financiero en las industrias alimenticias. La preservacién de estos es un gran reto
para este tipo de industrias, algunas han optado por preservantes de origen quimico
pero algunos consumidores presentan reacciones alérgicas por lo que se ha
generado un incremento en la demanda de alimentos libres de preservantes
quimicos (Castro-Rosas y col, 2017). La microencapsulacion de antimicrobianos de
origen natural ha sido un método ampliamente utilizado por las industrias cosméticas,
farmacéuticas y de alimentos, ya que protege compuestos bioactivos de interés de
la inactivacién provocada por el entorno (Maresca y col., 2016). Se ha
microencapsulado diferentes compuestos extraidos del género Physalis, como la
Physalis peruviana con propoésitos de evaluar y caracterizar las microcapsulas

obtenidas y aplicarlas sobre diferentes bacterias (Espinoza, 2018)
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2. Hipotesis
La adicion de microencapsulado de extracto del caliz acrescente de Physalis
ixocarpa, debido a la liberacion controlada de compuestos bioactivos como las
fisalinas, ejerce un efecto bacteriostatico sobre los principales microorganismos
fermentadores en el pulque (Leuconostoc mesenteroides, Saccharomyces cerevisiae
y Zymomonas mobilis). Estas intervienen en los procesos metabdlicos y de
replicacion de las bacterias y levaduras, permitiendo asi la conservacién de las
propiedades fisico-quimicas del pulque y mejorando la estabilidad del producto
durante su almacenamiento. Esto beneficiaria tanto a los productores, al reducir
pérdidas por deterioro, como a los consumidores, al ofrecer un producto de calidad

durante un periodo de tiempo mas prolongado.
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3. Objetivos

3.1 General

Evaluar el efecto de la adicion de extracto proveniente del caliz acrescente de

Physalis ixocarpa en el pulque para aumentar su vida de anaquel.

3.2 Especificos

Extraer fisalinas provenientes del caliz acrescente de Physalis ixocarpa
para su uso como agente antimicrobiano.

Evaluar la concentracion minima inhibitoria de las fisalinas libres vy
microencapsuladas ante Leuconostoc mesenteroides, Saccharomyces
cerevisiae 'y Zymomonas mobilis para determinar la concentracion
funcional de microencapsulado.

Evaluar la efectividad de la actividad antimicrobiana de Ila
microencapsulacién del extracto de Physalis ixocarpa proveniente del caliz
acrescente.

Determinar la viscosidad del pulgque con y sin efecto de la adicion de
fisalinas.

Determinar la vida de anaquel del pulque mediante la evaluacién de la
actividad antimicrobiana y cambios en la viscosidad del pulque, con la

adicion de fisalinas.
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4. Metodologia
4.1 Materiales

Cédliz acrescente de tomate (Physalis ixocarpa) proporcionado por locatarios del
mercado de Aculco de Espinoza, Estado de México observando textura firme y
coloracién brillosa. AiImidon modificado (octenil succionato sédico E1450, Ingredion,
San Juan del Rio, Querétaro), glucosa (Meyer, Ciudad de México, México), extracto
de levadura, peptona de caseina, citrato de sodio (todos de Merk, San Luis Misuri,
EUA), sacarosa cristal (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA) y agar bacteriologico (Becton
Dickinson, New Jersey, EUA). L. mesenteroides MCDO523 y S. cerevisiae P530
proporcionados por el Laboratorio de Biotecnologia en Alimentos de la Universidad
Auténoma de Querétaro; Z. mobilis donado por el Dr. José Adelfo Escalante Lozada
del Instituto de Biotecnologia UNAM, Cuernavaca, Morelos. Todos almacenados en
solucion leche en polvo entera-glicerol 1:1 al -70 °C. El pulque fue proporcionado por

la comunidad de Texcatepec, Chilcuautla, Hidalgo.

4.2 Métodos

4.2.1 Acondicionamiento de materia prima

El caliz acrescente de tomate se sec6 en un horno (Felisa FE-293) durante 48 h a 4
°C. Una vez seco el material, se realiz6 una molienda utilizando un molino de café
(Krups Epices GX4100, Alemania) y se redujo el tamafio de particula a través de un
tamiz #40 (Advantech, Taipéi, Taiwan) para lograr un tamafio de particula de 0.420

mm.

4.2.2 Extraccion de fisalinas

La extraccion de fisalinas se realiz6 de acuerdo con Huang y col. (2014) con
modificaciones. Se coloc6 8 g del céliz de tomate pulverizado y se adicioné 200 mL
de etanol 96° % (v/v), se mezclé en un plato caliente (Yellow MAG HS7, Staufen,
Alemania) con agitador durante 1 hy se distribuyd en tubos conicos de centrifuga
con 40 mL cada uno, se sonicé (Ultrasonicador Br ansonic 5510R-DTH, San Luis,

Misuri, EUA) durante 45 minutos a temperatura ambiente. La solucion se centrifugo
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(Eppendorf 5810R, Hamburgo, Alemania) a 10,000 rpm durante 10 minutos. Se
decantd el sobrenadante, posteriormente se eliminé el etanol utilizando un
evaporador rotatorio (Buchi, Flawil, Suiza) a condiciones de vacio y 39 °C. La
caracterizacion de las fisalinas se realizé mediante HPLC (HPLC1260, Agilent, Santa
Clara, California, EUA), con una columna de 150 mm x 4.6 mm x 5 um (ECLIPSEXDB
C18, Agilent, Santa Clara, California, EUA), una fase estacionaria C18 no polar, como
fase movil se utilizé acetonitrilo y acido fosférico 0.2% en agua. Gradiente de 20-23%
de acetonitrilo de 0-13 min, 23-31% de acetonitrilo de 13-37 min, luego 31-23% de
37-42 min y finalmente 23-20% de 42-45 min. Se utilizé un flujo de 1 mL min flujo y

un volumen de inyeccion de 20 pL.

4.2.3 Microencapsulacion de fisalinas

La microencapsulacion de las fisalinas se realiz6 siguiendo lo propuesto por
Hernandez-Hernandez y col. (2014) con algunas modificaciones. Se elabor6 una
solucién de almidén (28.6 % p/p) y se calenté a 50 °C con agitacion toda la noche.
Se adiciond las fisalinas en la solucién de almidon en una proporcion (10 % v/v). Se
realizo un secado por aspersion (Buchi B290, Flawil, Suiza) con una temperatura de
entrada de 190 °C y una temperatura de salida de 100 °C. El producto se recolecto

en un envase hermético y se almacend a temperatura ambiente.

4.2.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de fisalinas

La actividad antimicrobiana de fisalinas libres y microencapsulado al 3.5% se evalué
ante Saccharomyces cerevisiae, Leuconostoc mesenteroides y Zymomonas mobilis
utilizando como medios de cultivo Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) (20 g L' de
peptona, 20 g L' de glucosa y 10 g L' de levadura), Mayeux (10 g L' de peptona, 5
g L' de extracto de levadura , 100 g L-1 de sacarosa, 1 g L' de citrato de sodio y 5
g L' de glucosa) y medio para Zymomonas (20 g L' de glucosa,10 g L' de peptona
y 10 g L' de extracto de levadura) respectivamente, para las pruebas en cultivo sélido
se utilizé 1.5 % de agar bacteriologico. Para la identificaciéon de las fases de
crecimiento de cada uno de los microorganismos, se realizé curvas de crecimiento

midiendo la densidad o6ptica a 600 nm utilizando un espectrofotdmetro UV-Vis
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(Thermoscientific genesys 10s UV-Vis, EUA), para ello se coloco indculos con 106
UFC/mL y se registré la absorbancia a 600 nm cada hora, se utilizé el medio de cada
microorganismo sin inéculo como blanco, las lecturas se realizaron cada hora hasta
la fase estacionaria (Abdollahzadeh y col., 2021). Utilizando in6culos en fase
logaritmica (108 UFC/mL) se determiné la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria)
determinando crecimiento celular mediante densidad éptica a 600 nm, al igual que el
tiempo de duplicacion (Td) y velocidad especifica de crecimiento (u), aplicando el
modelo de Monod (Olivares-Marin y col., 2018), utilizando el software GraphPad
Prism 5.0 (San Diego, California, EUA). Las concentraciones de fisalina libre y
microencapsulado que evaluaron en la actividad antimicrobiana fueron de 2.5 ,3 y
3.5 %.

4.2.6 Caracterizacion del pulque
La caracterizacion se realizé6 en muestras de pulque a las 24, 48 y 72 h de

fermentacion con y sin la adicion de las fisalinas libres y encapsuladas.

4.2.6.1 Adicion de fisalinas en pulque

Las fisalinas se adicionaron de acuerdo con la concentracion minima inhibitoria
obtenida en las pruebas de actividad antimicrobiana. Para ello se obtuvieron 2
muestras, en la primera, la adicion de fisalinas se realiz6 una vez extraido el
aguamiel, para la segunda muestra, las fisalinas se agregaron después del segundo
dia de fermentacién. La vida de anaquel se evalud a los 2, 5,10, 15 y 24 dias,

reportando unicamente los dias 5, 10 y 15 los cuales presentaron mayor diferencia.

4.2.6.2 Acidez

La acidez del pulque se determind por el método AOAC 942.15. Se pesaron 20 g de
pulque y se llevé a un volumen de 100 mL con agua destilada y se adicion6 2 gotas
de fenolftaleina como indicador. La muestra se titulé6 con NaOH 0.1 M, la acidez se

calculé mediante la Ecuacion 1.

16



. gr . , . V *N*PeQ’ i 3 .
% ACldeZ acido lactico — NaOH acido lactico (1 )
100 ml A

donde VnaoH es el gasto utilizado de NaOH, N es la normalidad del NaOH, Peq es el

miliequivalente del acido lactico (0.090) y A es la alicuota tomada de la muestra.

4.2.6.3 Viscosidad

La viscosidad se determind utilizando un viscosimetro rotatorio analogo NDJ-4
Luzeren (EUA). Las mediciones se realizarén depositando 45 mL de la muestra en
un tubo conico de 50 mL. Se utilizé una aguja #1 a 60 RPM, se dejo 1 min en rotacion

y se registraron los resultados tomando un coeficiente de 1.

Se determind la velocidad de corte, el esfuerzo de corte y la viscosidad aparente, con
el software TRIOS 4 ajustando las curvas de flujo al modelo de Casson (TA

instruments, Delaware, EUA) (Ecuacion 2):

012 = 0g1/2 + N1/2Y1/2 (2)

donde o es el esfuerzo cortante (Pa), oo es el limite elastico (Pa), y es la velocidad de

corte (s') y n es la viscosidad aparente del fluido.

4.2.6.4 Espectroscopia Infrarroja

Las muestras de pulque se evaluaron mediante espectroscopia IR
(espectrofotometro UV-Vis Thermoscientific genesys1 10 s, EUA) con la finalidad de
evaluar los cambios en las muestras tratadas con fisalinas y las muestras sin
tratamiento a diferentes tiempos de almacenamiento. Los espectros IR se realizaron

entre 600 y 4000 cm a una resolucion de 1 cm™' Zeinalipour-Yazdi y Loizidou, 2021).

4.3 Analisis estadistico
Los resultados se presentaron como el promedio de las mediciones + la desviacién

estandar. Para ello todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado. La diferencia
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significativa se determiné mediante analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
utilizando el software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California, EUA). Las
diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de Tukey (p <0.01).
Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se reportaron con + desviacion
estandar.

5. Resultados y Discusién de resultados
5.1 Caracterizacion de fisalinas

5.1.1 Identificacion de fisalinas
En la Figura 5 se presenta el cromatograma obtenido del extracto obtenido de la
extraccion del caliz acrescente de Physalis ixocarpa, donde se observan picos
representativos de fisalinas en los tiempos de retencion a 20.649 min (Fisalina A),
25.535 min (Fisalina D), 28.442 min (Fisalina H) y 32.611 min (Fisalina O) (Baoli,
2012; Zheng et al., 2012).

mAU

10 15 20 30 40
t (min)

Figura 5. HPLC de extracto de fisalinas
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5.1.2 Actividad antimicrobiana fisalinas libres y encapsuladas
En la Figura 6 se muestra el comparativo de la actividad antimicrobiana de las
fisalinas libres y encapsuladas ante Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiae,
y Leuconostoc mesenteroides. Se puede observar que las fisalinas encapsuladas
mostraron una mayor actividad antimicrobiana ante los tres microorganismos. En el

caso de las fisalinas libres, se presenté una menor inhibicién en S. cerevisiae.

-
o
1

Abs 600nm
e
T

-—@ L 4 L ®
0.0 o——o\./k’—

T T T T T T
N S T <o 6 '\ ® 9 0
Tiempo (h)

—— 7 mobilis (L) =« S. cerevisae (L) ¥~ L.mesenteroides (L)
Z. mobilis (E) =~ S. cerevisae (E) - L.mesenteroides (E)

Figura 6. Actividad antimicrobiana de fisalinas libres (L) y fisalinas encapsuladas (E)
ante Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiae, y Leuconostoc
mesenteroides

La encapsulacion de las fisalinas mejora su actividad antimicrobiana en comparacion
con las fisalinas libres, ya que la capa protectora las aisla de factores ambientales
que podrian degradarlas, como la luz y el oxigeno. Esto permite una liberacion
controlada y prolongada, lo que extiende su efecto contra los microorganismos.

Ademas, la encapsulacibn enmascara posibles caracteristicas sensoriales
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indeseables, permitiendo una integracion mas neutral en los alimentos. En conjunto,
estas propiedades aumentan la estabilidad y eficacia antimicrobiana de las fisalinas,

optimizando su uso en la preservacion de alimentos (Eghbal et al., 2022).

5.2 Actividad antimicrobiana
Se evaluo la actividad antimicrobiana de las fisalinas microencapsuladas a diferentes

concentraciones (2%, 3% y 3.5%) ante Zymomonas mobilis, Saccharomyces
cerevisiae, y Leuconostoc mesenteroides (Figura 7). Se puede observar que la
presencia de fisalinas disminuye el crecimiento de los tres microorganismos,
presentando el mayor efecto bacteriostatico en L. mesenteroides (Figura 7C) y las
mas resistente Z. mobilis (Figura 7A), mientras que con S. cerevisiae se presenta un

efecto bacteriostatico (Figura 7B).
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento. A) Zymomonas mobilis, B) Saccharomyces
cerevisiae, C) Leuconostoc mesenteroides

Helvaci y col. (2010b) reportaron resultados similares al evaluar la actividad
antimicrobiana de la fisalina D, encontrando una mayor eficacia contra bacterias
Gram positivas en comparacion con las Gram negativas. Esta diferencia podria
deberse a la membrana externa de las bacterias Gram negativas, compuesta por
lipoproteinas, porinas y lipopolisacaridos, lo que las hace mas resistentes a la accion

de los antimicrobianos (MacDermott-Opeskin y col. , 2022).

En la Figura 8 se muestran los parametros cinéticos de Z. mobilis en presencia de
las fisalinas a tres concentraciones diferentes. Se puede observar que en presencia
de fisalinas disminuye significativamente la velocidad especifica de crecimiento (n)
(Figura 8A) en comparacion al medio sin fisalinas, sin embargo, no se presenta

diferencias significativas entre las diferentes concentraciones.

0104 A) B)
8-
0.08 2
’ b b b
5
a
<
o 47
b F
2
I 0 T
Control 2.5% 3% 3.5% control 2.5% 3% 3.5%
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Figura 8. Parametros cinéticos de Zymomonas mobilis. A) Velocidad especifica de
crecimiento (u) B) Tiempo de duplicacion (TD).
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El tiempo de duplicacion (TD) de Z. mobilis aumento significativamente en presencia
de las fisalinas (Figura 8B). Este efecto sobre los parametros cinéticos de la bacteria
podria deberse a la estructura lipdfila y polioxifuncional de las fisalinas. Su naturaleza
lipofilica podria permitirles integrarse en la membrana de Z. mobilis, alterando asi la
estructura de la membrana celular y afectando el crecimiento de la bacteria (Januario
y col., 2002b).

En la Figura 9, se puede observar el efecto de las fisalinas en los parametros
cinéticos de S. cerevisiae. La velocidad especifica de crecimiento disminuyé
significativamente en presencia de las fisalinas, sin embargo, no presenta diferencia
a las diferentes de fisalinas utilizadas (Figura 9A). En cuanto el tiempo de duplicacion
se observa que este se duplicé con la concentracion de 2.5 % y llego a triplicar el
tiempo con la concentracién de 3.5%, mostrando diferencia significativa entre las

diferentes concentraciones (Figura 9 B).
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Figura 9. Parametros cinéticos de Saccharomyces cerevisiae. A) Velocidad
especifica de crecimiento (i) B) Tiempo de duplicacion (TD).
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Torabzadeh y Panahi, (2013) reportaron que las fisalinas tienen un efecto antifungico
de espectro limitado. En su estudio, observaron que se requieren concentraciones
mayores para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras. A las concentraciones
que inhibian el crecimiento bacteriano, se observd un efecto fungistatico, con los

hongos mostrando una mayor resistencia.

En la Figura 10 se presentan los parametros cinéticos de L. mesenteroides. Se
observa que, en presencia de las fisalinas, la velocidad especifica disminuye
significativamente (Figura 10A) y el tiempo de duplicacion aumenta (Figura 10B).
Este efecto es mas pronunciado en L. mesenteroides en comparacion con Z. mobilis
y S. cerevisiae. Segun lo reportado por Wu y col. , (2021), el impacto antimicrobiano
de las fisalinas varia segun su estructura y tipo. Por lo tanto, para futuros estudios
sera crucial identificar el tipo especifico de fisalina utilizada y evaluar de manera mas

precisa su efecto sobre los diferentes microorganismos
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Figura 10. Parametros cinéticos de Leuconostoc mesenteroides. A) Velocidad
especifica de crecimiento (u) B) Tiempo de duplicacion (TD).
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5.3 Caracterizacion del pulque
La caracterizacién del pulque se llevé a cabo en muestras con fisalinas al 3.5% y
muestras sin fisalinas (control) a diferentes tiempos de almacenamiento (0, 5, 10 y

15 dias), todas las muestras se obtuvieron de tres diferentes magueyes.

5.3.1 Acidez

Se evalu6 el efecto de las fisalinas microencapsuladas en el pulque durante
diferentes tiempos de almacenamiento, utilizando como control pulque sin fisalinas.
En la Figura 11 se puede observar que la acidez del pulque aumenta a medida que
transcurre el tiempo de almacenamiento. La adicion de fisalinas resulta en una
disminucién significativa de la acidez en comparacién con la muestra de pulque sin

fisalinas.
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Figura 11. Acidez de muestras de pulque a diferente tiempo de almacenamiento.
Columnas con letras iguales no presentan diferencia significativa p <0.05

El aumento de la acidez del pulque durante el almacenamiento se debe a la actividad
de las bacterias acido lacticas, las cuales al consumir la glucosa generan acido lactico
(Alvarez-Rios y col. , 2020). Las fisalinas reducen el crecimiento de los
microorganismos principales responsables de la fermentacion del pulque, por lo que

la acidez del pulque en las muestras tratadas con fisalinas es menor. Sin embargo,
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al no inhibir completamente el crecimiento microbiano, el pulque tratado también
llega a acidificarse, esto puede deberse a la resistencia y crecimiento presentado por
cierto tipo de lactobacillus con caracteristicas diferentes a L. mesenteroides
presentes en el pulque, tal como Lactobacillus acidophilus, siendo este uno de los
microorganismos esenciales para la fermentaciéon del pulque. Siendo la principal
diferencia que mientras los Lactobacillus son bacterias probidticas y Leuconostoc son
un género encargada unicamente de la produccion de acido lactico(Ballesteros-
Rodriguez & Sanchez-Teyer, 2021), ya que al ser las dos bacterias gran positivas no

poseen diferencia significativa en las paredes celulares.

De acuerdo con el Reglamento para el Control Sanitario del Pulque (DOF - Diario
Oficial de la Federacion, s/f), para que un pulque sea considerado apto para el
consumo publico, debe tener una acidez total (en acido lactico) de 400-700 mg/100
mL. Se puede observar que el pulque sin fisalinas, a los 15 dias de almacenamiento,
ya no cumple con esta regulacion, mientras que el pulque con fisalinas presenta una
acidez de 450 mg/100 mL, siendo apto para el consumo publico segun este

parametro.

5.3.2 Viscosidad

En la Figura 12 se presentan los resultados de la viscosidad de las muestras de
pulgue cony sin fisalinas a diferentes tiempos de almacenamiento. Generalmente, la
viscosidad del pulque estad asociada con la actividad de L. mesenteroides. Sin
embargo, las cinéticas de crecimiento muestran que las fisalinas tienen una mayor
actividad antimicrobiana frente a L. mesenteroides. Por lo tanto, se esperaria que las
muestras con fisalinas tuvieran una menor viscosidad en comparacion con las
muestras control. No obstante, se observa que las muestras con fisalinas presentan
una mayor viscosidad. Durante el almacenamiento, la viscosidad disminuyd en

comparacion con la muestra inicial del dia cero.

Este aumento en la viscosidad de las muestras con fisalinas podria estar relacionado

con la estructura de las fisalinas y su interaccién con los microorganismos presentes.
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Aunque las fisalinas afectan el crecimiento de L. mesenteroides, su impacto en Z.
mobilis es menos pronunciado. Z. mobilis es conocido por contribuir a la viscosidad
del pulque mediante la produccion de levansacarasa, una enzima que sintetiza
levano, un polimero de fructosa de alto peso molecular que incrementa la viscosidad
(Escalante y col. , 2012). La presencia y actividad de Z. mobilis en las muestras con
fisalinas podrian estar favorecidas por la estructura Unica de estas moléculas. Las
fisalinas, con su nucleo esteroide grande y rigido combinado con grupos funcionales
derivatizables, podrian interactuar de manera que potencien la produccién de levano
o modifiquen la viscosidad de manera diferente. Esta interaccidn entre la estructura
de las fisalinas microencapsuladas y los componentes microbianos podria explicar el
aumento observado en la viscosidad de las muestras con fisalinas, a pesar de su
efecto antimicrobiano sobre L. mesenteroides (Svobodova y col. , 2012). Otro factor
a considerar en el aumento de la viscosidad es el almidén modificado utilizado para
la microencapsulacion, el cual tiene la capacidad de enlazar moléculas de agua y

aumentar la organizacion estructural (Vega-Mejia, 2024).
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Figura 12. Viscosidad de muestras de pulque a diferente tiempo de
almacenamiento. Columnas con letras iguales no presentan diferencia significativa
p <0.05
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5.3.3 Espectroscopia infrarroja

En la Figura 13 se muestra el espectrograma de las muestras de pulque tratadas con
fisalinas microencapsuladas y sin tratamiento. Se puede observar que, a los 5 dias,
la muestra tratada con fisalinas presenta un espectro diferente en comparacion con
el resto de las muestras. La muestra tratada con fisalinas a los 5 dias presenta
sefales a 1702, 1570 y 1042 cm™. La sefial a 1042 cm™ podria atribuirse a grupos
C-O-C, caracteristicos de azucares. Las senales a 1702 cm™ y 1570 cm™ son
caracteristicas de grupos carbonilo, o que podria indicar la presencia de acido
lactico. En el resto de las muestras se observa una banda a 1637 cm™, una region
también caracteristica de acidos organicos, lo que sugiere la produccidon de acido

lactico en el resto de las muestras (Silverstein y col., 2005).

Los espectrogramas muestran sefiales a 3388.3 cm™ y 3211 cm™, las cuales son
caracteristicas de los alcoholes y corresponden especificamente a vibraciones de
estiramiento del enlace O-H. Cabe destacar que en esta regidn se observa una mayor
formacion de puentes de hidrégeno, lo que indica la presencia de alcoholes mas
concentrados. En la Figura 13, se observa que los picos de las muestras de pulque
sin fisalinas a los 5 dias presentan una intensidad similar a la de las muestras con
mayor tiempo de almacenamiento. Por el contrario, en la muestra de 5 dias tratada
con fisalinas, estos picos tienen una intensidad menor, lo que indica un retraso en la
produccién de alcohol en comparacion con el resto de las muestras. A pesar de que
las fisalinas retardaron la fermentacién, al finalizar el tiempo de almacenamiento, la
intensidad de estos picos es similar en las muestras tratadas con fisalinas y en las

muestras sin tratamiento (Ponce Pefa y col., 2023).

27



1.2
14 L — Fisalinas 5 dias
A7 in83 — Control 5 dias
1 ‘}633 — Fisalinas 10 dias] 1042
— Control 10 dias
0.9 — Control 15 dias
— Fisalinas 15 dias
© 0.8 — Fisalinas 5 dias
V— — Control 5 dias
0 0.7] — Fisalinas 10 dias
% 0.6 — Control 10 dias
— Control 15 dias
'8 0.5 — Fisalinas 15 dias
O 04 1043
. 1444
o]
0.3 1044
< oy (42 gy 1o
02 42 |
- 1702
0.4 24% 2214 | k03 196% _ [ | i
0.1 I'
™1

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Longitud de onda cm!

Figura 13. Espectrograma IR de muestras de pulque con Fisalinas y sin Fisalinas (Control) a diferentes tiempos de
almacenamiento
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5 Conclusiones

Las fisalinas encapsuladas mostraron una mayor actividad antimicrobiana en
comparacion con las fisalinas libres, lo que motivd su evaluacion en la vida de
anaquel del pulque. En funcion de los valores de acidez y porcentaje de alcohol, se
observé que las muestras tratadas con fisalinas encapsuladas mantuvieron una
estabilidad significativa hasta los 10 dias de almacenamiento, mientras que la

muestra control (sin fisalinas) mostré6 cambios considerables desde el dia 5.

Estos resultados sugieren que las fisalinas tienen un efecto relevante en el
crecimiento de microorganismos, la viscosidad y la vida de anaquel del pulque. Las
fisalinas demostraron una eficaz accidn antimicrobiana, especialmente contra
Leuconostoc mesenteroides, y un menor efecto sobre Zymomonas mobilis y
Saccharomyces cerevisiae. Su capacidad para reducir la acidez se debe a la
inhibicion de microorganismos responsables de la fermentacién, mientras que su
estructura lipofilica y habilidad para interactuar con otros compuestos contribuyen a
una mayor viscosidad en las muestras tratadas, lo que podria beneficiar la textura y

consistencia del pulque durante el almacenamiento.

La reduccidén de la acidez y el incremento en la viscosidad favorecen la estabilidad
del pulque, sugiriendo que las fisalinas podrian prolongar su vida de anaquel al
mejorar su estabilidad y reducir la tasa de deterioro. La capacidad de las fisalinas
para modificar la actividad microbiana, incrementar la viscosidad y estabilizar el
producto durante el almacenamiento las posiciona como aditivos potencialmente
valiosos para la industria del pulque, optimizando el proceso de fermentacion y

mejorando la durabilidad del producto final.
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