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RESUMEN

El tepache es una bebida fermentada tradicional mexicana que se vende de
manera artesanal en diversos lugares a lo largo de la mayor parte del territorio
nacional, es una bebida que se elabora con frutas, principalmente con piia.
Existen pocos estudios que permitan saber acerca de las caracteristicas de esta
bebida, y sélo hay referencias acerca del aislamiento de levaduras del producto de
venta. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue establecer las caracteristicas
microbiolégicas, bioquimicas, fisicoquimicas y sensoriales como base para
estandarizar el proceso de elaboracion de tepache.

Inicialmente se realizé una encuesta en 4 establecimientos localizados en el norte
de la Ciudad de México en donde se prepara el tepache de manera artesanal, con
el fin de determinar de forma precisa el proceso de elaboracion de la bebida y asi
tener las bases para la estandarizacion del proceso. Se observaron dos procesos
de elaboracion de la bebida, uno con tres pasos de elaboracion (Ay B) y otro con
dos (C y D). De las muestras A y D los productores permitieron llevar a cabo el
muestreo a las 48 h'y 60 h y de las otras dos sélo a las 60 h. Se realizaron
cuentas de los principales grupos de microorganismos presentes en el tepache,
asi como la identificacion morfo-fisiologica de los microorganismos mas
abundantes. En aquellos aislados de levaduras que tuvieron problemas en su
identificacion esta se corroboré mediante la secuenciacion del dominio D1/D2 del
ADNr y las secuencias obtenidas se analizaron y compararon con las depositadas
en el GenBank. Se determiné la presencia de acidos lactico y acético y etanol y
compuestos volatiles mediante cromatografias de liquidos (HPLC) y de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Se realiz6 también una evaluacion
sensorial con consumidores, se desarrollaron descriptores, se validaron y se llevo
a cabo un andlisis cuantitativo descriptivo de la bebida con un grupo de jueces
entrenados. Se observd que los grupos mas abundantes fueron las bacterias
lacticas, las bacterias acéticas y las levaduras, encontrandose todos estos grupos
en niveles mayores a 10° ufc/ml en producto de venta y en niveles mayores a 10’
ufc/ml en las muestras de fermentacion intermedia. Los microorganismos
presentes en todas las muestras fueron diferentes variedades de Leuconostoc
mesenteroides, especies de Lactobacillus, bacterias acéticas del género
Acetobacter, la enterobacteria E. aerogenes, Saccharomyces cerevisiae, especies
de Hanseniaspora/Kloeckera y especies de Candida, El resto de los parametros
determinados se realizaron en muestras de 60 h de fermentacion. En promedio, el
etanol se encontr6 en cantidades menores al 1%, el acido lactico fue menor al
0.4% y el acético menor a 0.04%. Los compuestos volatiles que se encontraron en
mayor proporcion fueron: acidos orgénicos, alcoholes, furanos, terpenos, cetonas,
ésteres, derivados de aminoacidos, fenoles y lactonas, siendo los mas abundantes
el feniletanol, seguido del butanol-3-metil y el (+)-a-terpineol. En el estudio
sensorial se observé que la bebida es aceptada por un grupo muy amplio de la
poblacion con una gran variacion etarea. Mas del 55% de los consumidores
entrevistados consume actualmente la bebida cuando menos una vez cada 15
dias. Se encontré una alta correlacién entre los atributos de apariencia, olor,
sabor, primera impresion y gusto global. La intensidad del sabor resultd



significativamente diferente en muestras pareadas. Con los jueces entrenados se
desarrollaron 32 descriptores de la bebida que fueron divididos en descriptores de
los atributos de apariencia, olor, sabor-aroma y sabor residual. Finalmente como
resultado del andlisis cuantitativo descriptivo se detectaron diferencias en la mayor
parte de los descriptores de apariencia, sabor-aroma y sabor residual, no asi en
los de olor donde solo el olor a fermentado, a pifia fermentada y picante
corroboraron lo que describieron la apariencia, el aroma-sabor y el sabor residual
donde se encontré que se podian agrupar a las cuatro bebidas en dos grupos que
coincidieron con la forma en la que se elaboraba el producto, siendo, bebidas con
mayor o menor grado de fermentacion. Con la informacion obtenida con los
productores y los resultados de este estudio se conocen la mayor parte de los
parametros necesarios para elaborar la bebida de forma controlada con los
atributos de calidad que permitan obtener un producto que tenga siempre
caracteristicas similares.
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I. INTRODUCCION

Es de gran importancia establecer como se lleva a cabo el proceso fermentativo
tradicional del tepache ya que permite conocer las caracteristicas mas importantes
de la forma de produccion de esta bebida refrescante que se ha elaborado desde
la época prehispanica y que se sigue produciendo en México. Esta bebida que
inicialmente se hacia de maiz es elaborada actualmente de frutas, principalmente
de desperdicio del consumo de la pifia. Debido a que el tepache ain permanece
en el gusto popular, y que es factible estandarizar su proceso, surge la posibilidad
de conocer sus caracteristicas y ademas darle un valor agregado a los
subproductos que se presentan en la industrializacion de esta fruta, principalmente
la que se destina a la elaboracion de pifia en almibar, por tener un mayor

porcentaje de subproducto como la cascara, parte de la pulpa y el corazon.

Por otro lado el tepache puede elaborarse utilizando como in6culo levaduras,
bacterias lacticas y bacterias acéticas que imparten ciertas caracteristicas de
sabor a la bebida, y asi obtener un producto con caracteristicas constantes, con
los atributos mas importantes que tienen las bebidas artesanales que se venden

en diferentes establecimientos.

Este trabajo permitira conocer las caracteristicas sensoriales, bioquimicas,
fisicoquimicas méas importantes que se generan en la bebida denominada tepache.
Asi como establecer los microorganismos involucrados en el desarrollo de esas
caracteristicas. Una vez que se conozcan los microorganismos presentes en la
bebida que se elabora a nivel comercial y las caracteristicas que tienen diferentes
muestras, se seleccionaran aquellos microorganismos que influyan en las
caracteristicas mas importantes de la bebida y que puedan ser utilizados como

in6culo en una fermentacién controlada.



II. ANTECEDENTES

1.1 CARACTERISTICAS DEL TEPACHE

I1.1.1 Definicién, origen y tradicion

El tepache es una bebida fermentada, refrescante, de consumo general en
México. Por su etimologia la palabra tepache significa bebida de maiz (del nahuatl
tepiatl). Se cree que el nombre puede provenir del nahuatl tepiatzin (de tépitl
variedad de maiz y atl agua o bebida) o bien del ndhuatl tepachoa que significa
moler o prensar algo con una piedra (Ulloa y Herrera, 1982). Pese a que esta
bebida es muy conocida en México desde tiempos prehispanicos, parece no haber
datos fidedignos acerca de su origen, y tan solo se le atribuye semejanza por su

origen, a la chicha de Peru (Ulloa y Herrera, 1982).

En la actualidad, el tepache se prepara generalmente por fermentacién de pulpa
de diversos frutos, aunque entre algunas comunidades indigenas, como los
Amuzgos de Oaxaca, Guerrero, Puebla y Veracruz; los Papagos de Sonora y los
Trigues de Oaxaca, aun persiste la costumbre de elaborarlo con maiz. Si bien
existe poca informacion acerca de como elaborar el tepache de frutas existe
menos informacion sobre su similar de maiz, incluso se desconoce hasta la forma
detallada de prepararlo. Este tepache de maiz es utilizado diariamente entre

comidas por algunos indigenas, o en fiestas religiosas (Cruz y Ulloa, 1973).

Para los chinantecos de Valle Nacional el tepache o “fang choo” es una bebida
gue se elabora con maiz criollo tostado en comal de barro el que ponen en una
olla con rajas asadas de cafa de azlcar, la cascara de dos piflas maduras y
piloncillo; se cierra herméticamente la olla y se deja reposar durante ocho dias
para que logre una buena fermentacién. Se consume en reuniones familiares

como bebida refrescante, aunque en exceso embriaga (Nieto y Vazquez, 1993).



También los totonacas consumen tepache de pifia elaborado a partir de pifia y
jugo de cafia de azucar y tal vez originalmente utilizaban jugo de cafia de maiz o
miel (Bruman, 2000).

I1.1.2 Forma de preparacion del tepache

Aungue hay diversas maneras de preparar tepache, la mas frecuente es aquélla
en la que se obtiene no de maiz, como se ha mencionado, sino con frutas como
pifia, manzana, naranja, guayaba y otras, las cuales son puestas a fermentar,
durante un tiempo variable en barriles de madera, llamados tepacheras, en agua
endulzada con piloncillo. Las tepacheras son tapadas con tela de manta de cielo u
otro dispositivo con el fin de evitar la introduccion de moscas del género
Drosophila o cualquier otro tipo de contaminacion.

Después de uno o varios dias se obtiene una bebida refrescante de sabor dulce y
agradable, pero si la fermentacioén se prolonga demasiado tiempo, se vuelve una
bebida embriagante no apta para el consumo, que adquiere posteriormente un
sabor agrio acre desagradable, debido a la formacion de &cido acético. En raras
ocasiones, el tepache también puede ser preparado con el jugo de cafia de azucar

o con pulgue (Santamaria, 1942, 1959; Ulloa y Herrera, 1982; Ulloa y col., 1987).

1.2 MICROORGANISMOS PRESENTES EN TEPACHE DE FRUTAS, TEPACHE
DE TIBICOS Y TIBICOS

I1.2.1 Caracteristicas de los microorganismos del tepache y de los tibicos del
tepache

El primer estudio microbiolégico del tepache trata del aislamiento e
identificacion de Torulopsis inconspicua (= Candida inconspicua) y de
Saccharomyces cerevisiae a partir de una muestra obtenida en una tepacheria en

México, D. F. (Nava-Gardufio, 1953). Herrera y Ulloa (1978) a partir de muestras



de tepache obtenidas de las ciudades de Queretaro, Qro. y México, D. F. aislaron
Candida queretana (= C. boidinii), Pichia membranaefaciens (= P.

membranifaciens) y S. cerevisiae.

Ruiz Oronoz (1932) y Mascott y Terrés (1952) sélo enfocaron su atencién al
aislamiento de microorganismos de los tibicos que suelen ser usados como
in6culo en la preparacion de tepache de tibicos. Es oportuno hacer notar que
Mascott y Terrés, en su trabajo sobre levaduras de los tibicos, se refieren a éstos
como los tibicos del arroz, no porque hayan sido obtenidos a partir de arroz sino
debido a que a simple vista aparecen como masas blanquecinas transllcidas y de
consistencia gelatinosa, semejantes a los granos de arroz cocido, aunque mucho
mas compactas y, ademas con vetas muy finas que las atraviesan irregularmente.
Supuestamente los tibicos se forman en el tepache de pifia cuando éste es dejado
a la intemperie, porque después de que aparece en la superficie una nata blanca,
esta se sedimenta en el fondo donde se forman las masas blanquecinas
mencionadas. Ambos autores sefialan que los microorganismos embebidos en los

tibicos se reproducen activamente en agua con piloncillo.

11.2.2 Definiciébn actual de los tibicos

Los tibicos son microbiogleas o macrocolonias compuestas principalmente por
bacterias y levaduras que constituyen una asociacion simbidtica muy estable,
semejantes a masas gelatinosas compactas de color blanquecino o amarillento,
translicidas u opalescentes, de forma irregular y de tamafio variable (Horisberger,
1969; Ulloa y Herrera, 1981; Rubio y col., 1993).

Los tibicos estan constituidos por una matriz de polisacaridos, generalmente
dextranas, dispuestos en dos capas. La externa es compacta y en ella se
encuentran embebidas bacterias y levaduras, mientras que la interna presenta una
estructura esponjosa debido a la acumulacion de CO; producido durante la

fermentacién (Moinas y col., 1980).



[1.2.3 Origen de los tibicos

El origen de los tibicos es aln incierto pero se cree que son originarios de
México y que se forman en los frutos de diversas especies de Opuntia, como
masas globosas muy semejante a granos de arroz cocido como las denominan
Mascott y Terrés (Lutz, 1899a, b; Ruiz Oronoz, 1932). Se ha observado también,
gue estas microbiogleas se desarrollan en substratos azucarados o jugos de
diversas frutas, por lo que se considera que los constituyentes microbianos de

dichas biogleas pueden variar de acuerdo al sustrato en el que se desarrollen.

Los tibicos se han utilizado popularmente en México desde la época anterior a los
espafioles, para producir bebidas refrescantes de bajo contenido alcohdlico y
acético cuando el tiempo de fermentacién es corto (2-3 dias), como el colonche de
jugo de tuna y el tepache de jugo de diversas frutas, o de piloncillo), pero si la
fermentaciéon se prolonga por mas tiempo (2 a 3 semanas) se produce el vinagre
de tibicos (Ulloa y col., 1987). En Europa los tibicos también son empleados para
elaborar bebidas fermentadas acidas, ligeramente alcohdlicas, conocidas como

“kefir” dulce o la cerveza de jengibre (Hesseltine, 1965; Pidiux y col., 1989)

[1.2.4 Otros microorganismos presentes en los tibicos

Como se ha mencionado anteriormente, existen diversos organismos que
forman parte de estas microbiogleas. Desde el siglo pasado se han identificado
principalmente a levaduras y a bacterias. Lutz (1898, 1899a, b) identific6 a la

levadura Sacharomyces radaisii y a la bacteria Bacillus mexicanus.

En 1932, Ruiz Oronoz aislé e identifico la levadura Pichia radaisii y consider6 a S.
radaisii como sinénimo de ésta. Sin embargo, en la actualidad la identidad de esta

levadura permanece incierta porque el aislamiento se perdio.



Moreno y Diaz (1932) expuso en su trabajo una somera descripcion de la
microbiologia y analisis quimico del vinagre de los tibicos, haciendo una
descripcidén de bacterias y citd las siguientes especies: Escherichia coli, Proteus

vulgaris, Bacillus subtilis y B. graveolens (posible sinébnimo de B. megaterium)

En 1952, Mascott y Terrés aislaron las levaduras Saccharomyces bayanus y S.
oviformis, ambas sin6nimos de S. cerevisiae, y Pichia chodatii var. trumpy, (= P.
membranifaciens). Estas levaduras también fueron encontradas por Ulloa y

Herrera (1981) en tres muestras de tibicos.

En 1985, Estrada-Cuellar registré a Brettanomyces intermedius (= B. bruxellensis),

y nuevamente a S. cerevisiae.

En Europa, el estudio microbiano y quimico de los tibicos ha adquirido una gran
relevancia. En 1989 Pidiux reportdé el aislamiento de las levaduras:
Zygosaccharomyces florentinus, Torulaspora pretoriensis, Candida valida, C.
lambica y Kloeckera apiculata, y de las bacterias Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus casei ssp. casei, Lactobacillus casei ssp. rhamnosus, Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides Streptococcus lactis (= Lactococcus var.

lactis) y Streptococcus cremoris (= Lactococcus lactis var. cremoris).

En 1993, Rubio y col. llevaron a cabo un estudio quimico y microbiano de dos
fermentaciones de tepache realizadas con granos de tibicos. El medio de cultivo
fue agua endulzada con piloncillo y se determiné la sucesién microbiana durante el
proceso de fermentacion. Inicialmente, se encontraron bacterias lacticas homo y
hetero-fermentativas, seguida por especies del género Bacillus: B. brevis (=
Brevibacillus brevis), B. circulans, B. firmus, B. macerans (= Paenibacillus
macerans), B. polymyxa (= Paenibacillus polymyxa) y B. pumilus, asi como
Enterobacter aerogenes. También se identificaron las levaduras Brettanomyces
clausenii (= B. anomalus), Candida guilliermondii, C. valida, Cryptococcus albidus,

Rhodotorula rubra (= R. mucilaginosa) y S. cerevisiae.



I1.2.5 Levaduras asociadas a frutos involucrados en la elaboracion de tepache

Muchas de las levaduras conocidas se han aislado de plantas, de suelos, de
sustratos azucarados y se sabe que pueden estar asociadas a algunas plantas.
Pocos estudios se han realizado sobre plantas tropicales, en particular, en Brasil
se han realizado algunos con diferentes frutas, reconociendo el tipo de levaduras

gue forman parte de la micobiota natural en diversas partes de la planta.

Por ejemplo, en pifia se realizé un estudio donde se observé que en el fruto
maduro o cercano a la madurez tenia de 3.2 a 7.3 x 10° ufc de levaduras por
gramo en la superficie del fruto, y de 22.2 a 8.6 x 10 ufc de levaduras por gramo
de pulpa. Siendo C. guilliermondii la especie dominante en los frutos maduros
analizados y especies de Cryptococcus y Rhodotorula en aquellos no maduros.
También observaron que Hanseniospora guiliermondii fue importante en frutos

muy maduros y/o dafiados (Robbs y col, 1989).

En 2000 Abranches y col. realizaron una investigacion sobre las levaduras
presentes en diferentes especies de guayabas procedentes de un éarea forestal y
una rural en Rio de Janeiro, Brasil. Encontraron que las especies que mas
frecuentemente aparecieron fueron: Kloeckera africana, K. apis, Pichia kluyveri y
P. membranifaciens y especies de Issatchenkia, algunas de éstas con actividad
micocinogénica. Se observé también que las mayores cuentas de levaduras se
obtuvieron en frutos caidos donde habia una gran cantidad de insectos rodeando
a los frutos, por lo que los autores sugieren que este tipo de frutos pueden ser un

hébitat importante de levaduras en ambientes tropicales.



1.3 CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

11.3.1 Criterios de clasificacion de microorganismos

Tradicionalmente los microorganismos han sido clasificados e identificados
principalmente por medio de criterios morfoldgicos y fisiolégicos (por ejemplo:
forma de las células, modo de reproduccion, temperatura maxima de desarrollo,
tolerancia a desarrollarse en diversos compuestos y aprovechamiento o no de
diversas sustancias, principalmente carbohidratos y compuestos de nitrdgeno).
Ademas de estas pruebas convencionales, los métodos bioquimicos proveen
datos importantes para la caracterizacion de los microorganismos, sin embargo, el
resultado de estas pruebas en ocasiones conduce a caracterizaciones erréneas
debido a que estas caracteristicas son controladas por uno 0 unos cuantos genes.
Ademas como todas estas pruebas requieren de mucho tiempo y en ocasiones su
determinacion y clasificacion resulta ambigua, debido a la variabilidad de las

especies.

Actualmente, existe el criterio de complementar las técnicas convencionales, con
técnicas moleculares de tipificacién génica como secuencia de regiones de genes
especificos como 16S y 23S en bacterias y el 18S y 26S y regiones ITS en
levaduras asi como similitudes o diferencias en otras macromoléculas de las
células (ARN, proteinas, polisacaridos y lipidos) para dilucidar no sélo el grado de
relacion, sino también para revelar conexiones evolutivas entre los organismos
(Ludwig y Schleifer, 1994; Kurtzman, 1998).

Como han reportado Vaughan-Martini y col. (2000) muchas veces entre cepas de
una misma especie pueden observarse variaciones fisioldgicas en la fermentacion
y asimilacion de diversas fuentes de carbono, asi como en la capacidad de
crecimiento a diferentes temperaturas. Por ello, como un complemento a esta
informacién morfo-fisiologica se hace necesario confirmar la identidad de un

microorganismo mediante diversos métodos moleculares de tipificacion genética.



11.3.2 Identificacién molecular de levaduras

La aplicacion de las técnicas moleculares ha reducido sustancialmente el
tiempo requerido para la identificacion de estos microorganismos y ha optimizado

la veracidad de la misma (Kurtzman y Fell, 1998).

Inicialmente la identificacion molecular de las levaduras se bas6 en la similitud
existente entre el ADNn de cepas aisladas con su especie tipo. En estudios de
reasociacion de ADNn con algunas levaduras ascomicetos heterotalicas se ha
observado que miembros de una especie bioldgica determinada, exhiben
generalmente 70% o méas de complementariedad en su ADNnN. Aislamientos con
un porcentaje de hibridacion de ADNn del 40-70% son a menudo consideradas
como variedades o0 subespecies, a menos que las cruzas genéticas arrojen otro
tipo de informacién. Este criterio ha sido aplicado tanto a levaduras homotalicas
como a levaduras anamérfas con el argumento de que dentro de este grupo no
hay cambios en la relacién de ADNn con respecto a los encontrados en especies
heterotalicas (Kurtzman, 1987; Kurtzman y Phaff, 1987).

Las principales desventajas de esta técnica fueron que la reasociacion de ADNn
tenia la necesidad de comparar todos los aislamientos con su par (pairwise) y que
tenia una resolucion limitada en cuanto a la distancia genética entre especies
hermanas. Por tanto los estudios se enfocaron a otras comparaciones moleculares
gue incluyen la secuenciacién de las regiones del ADNr que codifican para las
subunidades 5.8S, 18S, 26S e ITS, el polimorfismo de los fragmentos largos de
restriccion (RFLP) (Bruns y col, 1991) y la amplificacion al azar de ADN
polimérfico (RAPD) (Hadrys y col., 1992). De éstos, la secuenciacion parece ser la
mas adecuada porque la comparaciéon de cepas, es mas facil de hacer y ademas,
con una apropiada seleccion de genes se pueden resolver relaciones filogenéticas
distantes (Kurtzman y Robnett, 1998).



Actualmente la tendencia es usar técnicas combinadas como el RFLP, los
ribomodelos y la secuenciacion, ya que parece ser que todas ellas dan
informacion complementaria para establecer una ubicacion filogenética de
levaduras mas real. Asi lo demuestra el estudio de Kurtzman y col., (2001) donde
la combinacion de estas técnicas ayudoé a distinguir diferentes especies dentro del

género Zygosaccharomyces, en aislamientos obtenidos del “te Kombucha”.

En estudios anteriores, Peterson y Kurtzman (1991) secuenciaron el dominio
variable D2 (ca. 300 nucleétidos) cerca del extremo 5’ de la subunidad mayor del
gene 26S del ARNr de especies heterotalicas hermanas pertenecientes a 3
géneros (Issatchenkia, Pichia y Saccharomyces), para determinar si especies
cercanamente relacionadas podian distinguirse a partir de sustituciones en esta
region. Cepas coespecificas generalmente tuvieron menos de 1% de sustituciones
de nucledtidos en este dominio; cuando las sustituciones fueron mayores, se
estableci6 la separacion de diferentes especies biologicas, lo anterior proporciona

una forma arbitraria para reconocer especies.

Numerosos estudios han presentado la filogenia de diferentes grupos de levaduras
a partir de la comparacion de secuencias de ADNr y de ARNr pero tienen la
limitante que han sido enfocados a géneros individuales, que estan circunscritos a
un criterio fenotipico, o que han trabajado con especies con relativamente poca
divergencia. En ambos casos, la relacion estd a menudo entendida de manera

incompleta porque el nUmero de taxa ha sido pequefio.

Kurtzman y Robnett (1998) analizaron la dimension de la divergencia con respecto
a la variacion en el dominio D1/D2 de la subunidad mayor gene 26S del ADN
ribosomal de casi 500 especies de levaduras ascomicetos incluyendo a miembros
de Candida y otros géneros anamorfos. Concluyeron que la divergencia en este
dominio era suficiente para resolver sobre especies individuales, determinaron que
55 especies comunmente reconocidas como taxa eran sinOnimos de especies

descritas anteriormente. Establecieron también las relaciones filogenéticas entre
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levaduras-ascomicetos analizando la divergencia de la secuencia D1/D2, y
determinaron que existe una concordancia bastante alta soportada
estadisticamente entre los arboles basados en las secuencias D1/D2 y los de los
basados en la subunidad 18S cuando se ramifican. Corroboraron también que
cuando la sustitucion de nucleétidos en el dominio D1/D2 no excede al 1%, se
trata de cepas coespecificas, y que, si hay una mayor divergencia se trata de
miembros de diferentes especies, tanto en taxa heterotalicos como algunos
homotdalicos y anamoérfos. Es necesario que aquellas especies que tengan
pequeiias diferencias deba de corroborarse la coespecificidad por medio de

reasociacion o hibridacion de ADNn (Kurtzman y Robnett, 1998).

En cuanto a las levaduras basidiomicetos la identificacion y posicion filogenética
no es facil de establecer, en parte por la naturaleza polifilética del grupo. La
separacion de estas levaduras en tres clases estd basada en su morfologia
septada, en la composicion de su pared celular y en el andlisis del ADNr. La
diagnosis genérica esta basada en su biologia sexual y vegetativa, pero al igual
que con las levaduras ascomicetos estas caracteristicas si se usan como criterios
en forma aislada, no son adecuados para realizar una buena identificacion, debido

también a la variabilidad que hay dentro y entre especies.

Por tal motivo, en la identificacion de estas levaduras también se han incorporado
diferentes métodos moleculares, entre los que se puede mencionar: Iniciadores
especificos para determinada especie, analisis polimorfico de fragmentos largos
de restriccion (RFLP), electroforesis en campos pulsados, ADN polimorfico
amplificado al azar (RAPD) y el polimorfismo conformacional de cadenas simples.
Pero en donde ha habido avances mas significativos en la sistematica de
basidiomicetos es, al igual que con ascomicetos, en el analisis de la secuencia de

las subunidades mayor y menor de ADN y ARN ribosomal (Fell y col., 2000).

Fell y col. (2000) han examinado la regiéon D1/D2 de la subunidad mayor del gene

26S ADNr para todas las especies conocidas de levaduras-basidiomicetos, pero
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ademas de esta region han analizado la de los espacios internos de transcripcion
(ITS) lo que permite reconocer especies relacionadas, con esto han establecido
gue la mayoria de las especies pueden ser identificadas analizando la region
D1/D2, pero que la region ITS es necesaria para distinguir especies
estrechamente relacionadas, como es el caso de la especie Cryptococcus albidus

gue ha sido dividida en tres clados (Fonseca y col., 2001).

I1.3.3 Iniciadores recomendados para la identificacion de levaduras

Con todos estos antecedentes se conocen en la actualidad diferentes
iniciadores que facilitan el proceso de amplificacion de las regiones del ADNr
secuenciadas. Para ascomicetos existen iniciadores universales externos de la
region D1/D2 que son NL-1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG) y NL-4
(5-GGT GGC TGT TTC AAG ACG G) como avance (forward) y reversa
respectivamente, aunque también se recomienda el NLR6 (5'-CGC CAG TTC TGC
TTA CC). Como iniciadores internos se utilizan el NL-2 (5-CTC TCT TTT CAA
AGT TCT TTT CAT CT) y el NL-3 (5-AGA TGA AAA GAA CTT TGA AAA GAG
AG). Otros iniciadores de este dominio son el NL-2A (5’-CTT GTT CGC TAT CGG
TCT C), NL-3A (5-GAG ACC GAT AGC GAA CAA G) y NLR3 (5'-AGA TGA AAA
GAA CTT TGA AAA GAG AG). De estos iniciadores el NL-4 y el NLR6 aparte de
amplificar la regidbn mencionada amplifican también la region ITS. Si se quiere
amplificar la region ITS existen los iniciadores ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G), ITS2 (5-GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC), ITS3 (5-GCA TCG ATG
AAG AAC GCA GC), ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) e ITS5 (5'-GGA
AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) (Kurtzman y Robnett 1998; Fell y col., 2000).

De los iniciadores para la subunidad 18S, el NS-7 avance (5-GAG GCA ATA ACA
GGT CTG TGA TGC) pueden servir mejor para basidiomicetos y el NS-7A avance
(5-CTG GGC CGC ACG CGC GCT ACA CTG AC) para ascomicetos, aunque
para basidiomicetos también se usan los iniciadores ITS5 y LR6 (Fell y col., 2000).
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1.4 PROCESOS BIOQUIMICOS PARA PRODUCIR ALCOHOL Y SUSTANCIAS
QUE DAN SABORES Y AROMAS EN PRODUCTOS FERMENTADOS Y EN
FRUTAS

I1.4.1 Sabores y aromas presentes en productos fermentados

La elaboracién de tepache requiere de una serie de transformaciones de la
materia prima utilizada como sustrato, ya sea de frutas o bien de maiz, estos
cambios tal vez sean generados por los microorganismos involucrados en la
fermentaciéon. Debido a lo anterior, los microorganismos y las enzimas juegan un
papel muy importante en la produccion de compuestos de sabor, en una amplia
variedad de alimentos que el hombre ha utilizado por siglos para incrementar la
calidad de éstos (Gatfield, 1986). Mucho antes de que se supiera de la existencia
de los microorganismos y de las enzimas el hombre aprendié como usar y explotar
su accion fermentativa. Inicialmente el progreso fue hecho con bases empiricas
sin el conocimiento biologico de qué sucedia. Hoy en dia, con el entendimiento de
la actividad microbiana en diferentes alimentos y bebidas, se ha convertido a los

microorganismos en un sector importante de la industria de alimentos.

Probablemente la razén mas importante para continuar haciendo alimentos
fermentados fue el incremento en la vida media del producto después del proceso
fermentativo. En el caso de los jugos de fruta fermentada éstos se hacen mas
estables como resultado de la conversion de azucar a etanol con las propiedades

antimicrobianas de sobra conocidas.

Sin embargo, y a pesar de los cambios que se generan, en la actualidad existen
ya otros métodos de conservacion mas baratos que harian que la fermentacién
alcohdlica no fuera ya importante, pero lo que ha permitido que permanezcan es

principalmente los sabores que se producen bajo esos procesos.
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Los microorganismos son sistemas vivos y algunos producen metabolitos que son
activos en la generacion de sabores. Los metabolitos que activan el sabor pueden
pertenecer a la mayoria de tipos de compuestos quimicos que incluyen acidos,
alcoholes, lactonas, ésteres, aldehidos, cetonas, etc. Si estos materiales se
acumulan en el alimento, pueden llegar a influir en el sabor final y ademas pueden
ser manejados como atributos de la calidad de un producto (Gatfield, 1986). Esa
gran variedad de compuestos pueden estar presentes en la fermentaciéon de
tepache debido a que es una fermentacion alcohdlica que genera no soélo alcohol

sino también otro tipo de sustancias sapidas.

Muchos metabolitos microbianos son compuestos volatiles y en términos de sus
propiedades sensoriales pueden ser divididos en dos categorias: productores de
olor y de sabor. Dentro del sabor se incluyen salado, acido, dulce, amargo y
umami sabores que pueden ser provocados por aminoacidos, péptidos y azucares
entre otros. Los productores de olor son generalmente volatiles e incluyen
compuestos carbonilos ésteres y terpenos por mencionar algunos (Scharpf y col.,
1986).

I1.4.2 Sabores y aromas asociados a S. cerevisiae

Dentro de los compuestos de sabor y aroma que se generan por via
microbiana, las levaduras juegan un papel importante en tres procesos de
produccion mundial muy alta como son el pan de levadura, la cervezay el vino. En
los tres productos S. cerevisiae es el actor principal en la generacion de alcohol y
de sustancias que dan sabor y aroma. En el caso del pan, el alcohol practicamente
se pierde y son de mayor importancia el CO, y los compuestos que dan sabor y
aroma. En los dos restantes, el alcohol es el compuesto mas importante, sin
embargo, muchos de los atributos de calidad de las dos bebidas, estan referidos al
tipo de sustancias de sabor y aroma que da esta levadura, los que pueden estar
complementadas por los compuestos producidos por especies de levaduras

silvestres de los géneros Hanseniaspora, Candida, Rhodotorula y Kluyveromyces
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entre otras, y que se encuentran en algunas de estas fermentaciones alcoholicas
al inicio de la fermentacion o en fase | y también de algunas bacterias que estan

involucradas en estas biotransformaciones (Mesas y Alegre, 1999).

Estos microorganismos generan etanol y CO, a partir de azuUcares; algunos
estudios han demostrado que los componentes del aroma derivados de la accion
de S. cerevisiae en una solucién de nitrodgeno libre de azlcares son muy similares
a los que se generan en cerveza, vino, whiskey y cognac, y durante la
fermentacion de la masa para pan. Muchos de los alcoholes superiores, que son
metabolitos secundarios de la fermentacion de levaduras, estan presentes tanto

en pan como en bebidas alcohdlicas (Ramey y Ough, 1980).

En el desarrollo del sabor del pan estan involucradas S. cerevisiae y Candida
utilis, algunas bacterias también contribuyen al sabor a través de la produccion de
acidos organicos. Estas bacterias aparecen como contaminantes de las levaduras
para panificacion y pertenecen a los géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Pediococcus y Leuconostoc. En masas agrias se utiliza Saccharomyces exiguus,
S. inusitatus (= S. bayanus) y lactobacilos. Los acidos que dan sabor a este pan
son producidos en el caso de las bacterias a partir de maltosa por la via de la
maltosa fosforilasa. Diferentes &cidos carboxilicos incluyen principalmente lactico y
aceético, y cantidades traza de los acidos 2-hidroxipropandico, 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico y dihidroxibutanedidico. También se han detectado en pan
elaborado con masas agrias altos contenidos de 2-propanona, 3-metil-butanal,
benzil alcohol y 2-fenil alcohol. Se ha sugerido que la conversion de alcoholes a 2-
metil cetonas por el sistema alcohol deshidrogenasa dependiente del NAD es
importante en la generacion de sabor. Otros sustancias que se producen son
alcoholes inferiores, acetaldehido, propanal, pentanal, furfural y etil ésteres como

el etil acetato (Berger y col., 1983).

En cerveza aparecen volatiles en bajas proporciones y apenas pueden percibirse,

entre ellos estan el etanol, 3-metilbutanol, etil acetato, isoanil acetato y etil
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hexanoato. Otros compuestos importantes de S. cerevisiae son aquellos que
contienen sulfuro, y también son importantes para el sabor. Asi, el dimetilsulfuro
se incrementa durante el curso de la fermentacion por medio de reacciones
enzimaticas y no enzimaticas. El metionol es el principal compuesto de sabor y
aroma con sulfuro en la cerveza y el vino. Se forma a partir de la descarboxilacion
de la metionina, por deaminacion y descarboxilacion hacia aldehido y la reduccion
a su alcohol correspondiente (Schrier, 1979). Otros compuestos derivados de la
levadura que contienen sulfuro son el metionil acetato, etil-3-metiltiopropionato y el
2-metiltetrahidrotifeno-3-ona. También existe la formacion de lactona (Schrier,
1979).

El vino, que se describe como una bebida alcohdlica acida contiene un bouquet
especial de constituyentes volatiles. Los factores que afectan estos constituyentes
incluyen a las cepas de levadura usadas, la microbiota del mosto, las condiciones
de fermentacion, los azlcares residuales y el tipo de materia prima. Sin embargo,
algunos de los compuestos del sabor del vino son intrinsecos de la uva, aunque
muchos de los sabores del producto final se elevan por la accion bioquimica de las
levaduras. También los productos de la autdlisis como los aminoécidos pueden
jugar un papel importante en el sabor, los subproductos que se generan del
autolisado sirven de sustrato para una fermentacion secundaria. Los acidos malico
y tartarico también tienen estas funciones. Diversas especies de Lactobacillus y
Leuconostoc estan involucradas en la conversion de acido malico a lactico y CO;

gue mejoran el sabor y la madurez de los vinos (Mesas y Alegre, 1999).

11.4.3 Sabores y aromas en pifia

En relacion a diferentes frutos, la pifia ocupa un lugar preponderante en la
generacion de compuestos volatiles que la hacen muy apreciable por esas
caracteristicas. Se sabe actualmente que contiene diversos tipos de compuestos
alifaticos, acetaldehido y otros aldehidos, acido acético y otros acidos, hidroxi y

acetoxi ésteres, tio ésteres, alcoholes, alcandlidos, terpenos, compuestos

16



fendlicos y o-heterociclicos. Posee también estructuras sesquiterpenoides. En
menor proporcién contiene 3,5-undecatrieno y el analogo (Z)-8-tetraeno siendo

responsables de la fragancia de la fraccion no polar (Berger, 1991).

Parece ser que algunos ésteres como el 2-metilbutanoato y el hexanoato imparten
las notas frutales basicas, también contribuyen algunos hidrocarburos insaturados,
furanonas sustituidas y alcanodlidos. Las altas concentraciones de metil y etil 3-
metiltiopropanoato son especificas del sabor a pifia, pero estos compuestos
provocan confusion o impresion de olores a pifia muy madura cuando se agregan

a jugo de pifia sin procesar.

Todas estas sustancias combinadas en concentraciones muy bajas promueven
olores de fruta fresca recién cortada. La desintegracion de la pulpa de la fruta sin
inactivar la accion enzimatica provoca una rapida disminucion en las

concentraciones de undecaeno (Berger, 1991).

1.5 EVALUACION SENSORIAL

11.5.1 Pruebas con consumidores

Un alto espectro de caracteristicas sensoriales que incluyen la apariencia, el
aroma, el sabor y la textura son usados por los consumidores para adquirir y tomar
decisiones sobre lo que consumird con respecto a un producto determinado
(Chambers y Bowers, 1993).

Una prueba con consumidores es una de las mas valiosas dentro de la
metodologia sensorial. A través de ella se pueden responder preguntas
importantes acerca del gusto del consumidor como: cual es el grado de aceptacion
de un producto, cual es la preferencia hacia un producto y cuéles son los atributos

gue percibe basado en sus caracteristicas sensoriales (Mufioz, 1999).
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Cuando se realiza un analisis sensorial con consumidores un producto no tendra
éxito en las ventas solo por que tenga altos promedios hedonicos, las
posibilidades para que un producto se posesione del mercado dependen de otros
factores como son el precio, la imagen, el envase, el nicho, etc. Sin embargo, un
producto que no haya tenido un buen promedio en la prueba de aceptacion, muy
dificilmente se comercializara a pesar de que haya un gran mercado (Lawless y
Heymann, 1998).

Las técnicas sensoriales son ampliamente usadas para observar la reaccion del
consumidor a una variedad de estimulos. Histéricamente las pruebas de
aceptacion de alimentos con consumidores representan un importante punto de
partida para los métodos basados en la opinién de expertos degustadores, o en la
asignacion de promedios de calidad por un grupo de jueces que buscan defectos
en un producto. La informacion que dé una prueba de aceptaciéon es sumamente
atil, y puede ser combinada con otros andlisis sensoriales que ayuden a un disefio

optimo de productos alimenticios (Lawless y Heymann, 1998).

[1.5.2 Desarrollo de perfil sensorial

Una técnica que a menudo es combinada con el estudio de consumidores es el
analisis sensorial descriptivo, que puede considerarse como el paso siguiente en
la caracterizacion sensorial de un alimento, ya que proporciona un lenguaje propio
para poder definir y comunicar las sensaciones percibidas. La generacion de
descriptores es una de las etapas mas importantes en cualquier analisis

descriptivo (Guerrero y col., 2000).

Los andlisis descriptivos multiescalares como los perfiles o el analisis descriptivo
cuantitativo son pruebas de gran interés porque permiten analizar y cuantificar los
distintos atributos que configuran la calidad sensorial de un alimento. Su uso en el
desarrollo de productos o en el andlisis de las preferencias del consumidor, hace

gue su uso sea cada vez mas frecuente (Damasio y Costell, 1991).
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Los principales objetivos de este andlisis es la descripcion de la calidad sensorial
de un producto en funcién de los atributos que se perciben del mismo y/o realizar
comparaciones entre diversos productos. El analisis descriptivo puede indicar
exactamente cual es la dimension sensorial de las diferencias entre el producto
analizado y los de la competencia. Es usado para el desarrollo de productos, con
lo que se permite ver que tan cercano esta del objetivo la introduccion de un
producto nuevo o que tanto se asemeja a un prototipo. También puede ser usado
en pruebas de vida de anaquel, especialmente si los jueces estan bien entrenados
y pueden emitir juicios consistentes a lo largo de diferentes evaluaciones del
mismo producto, y también puede usarse para control de calidad sobre todo

cuando existen quejas por parte de los consumidores (Lawless y Heymann, 1998).

Existen diferentes métodos para generar términos que describen las distintas

caracteristicas de un producto:

Discusion abierta con moderador: los jueces evallian diversas muestras y
comunican los términos que consideran mas adecuados para describirlas en
discusion abierta, entre el moderador y ellos se eligen los términos que el grupo

considera los mejores descriptores.

Discusion entrecruzada: se utilizan consumidores o jueces y consiste en la
seleccion de una triada de muestras que se presentan de dos en dos formando
todas las parejas posibles. Para cada pareja, cada persona elabora dos listas una

con los descriptores comunes Yy otra que los diferencian.

Asociacion controlada: en donde se solicita al juez que confeccione una lista de

palabras que él asocie con los atributos de un producto determinado.

Lista previa: se dispone de una lista previa de descriptores y las muestras, y se

pide a los jueces que marquen junto a cada descriptor si los considera criticos o
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no. Se establece un criterio para que un término clasificado como critico con un
porcentaje preestablecido de jueces pase a formar parte de la lista definitiva
(Damasio y Costell, 1991).

11.5.3 Analisis cuantitativo descriptivo

El analisis cuantitativo descriptivo es una técnica en donde se entrena a
individuos que identifican y cuantifican en orden de ocurrencia, las propiedades
sensoriales de un producto o de un ingrediente. Estos datos permiten desarrollar
modelos multidimensionales apropiados de un producto, en una forma cuantitativa
facilmente entendible tanto en el mercado, como en un medio de investigacion y
desarrollo. Esta técnica también se ha utilizado con buenos resultados para
generar datos acerca de un concepto y de productos ideales antes de que se inicie

propiamente su desarrollo (Stone y col., 1974).

El andlisis cuantitativo descriptivo fue desarrollado durante los setentas con la
intencién de incluir estrategias para explicar algunos aspectos de comportamiento
de la percepcion, siendo muy importante la seleccion de los jueces y el
entrenamiento. También el uso de una escala de intervalo y la evaluacion
estadistica permiten obtener informacion de efectos de comportamiento que deben

ser ajustados a las necesidades del mercado (Piggott y col., 1998).

El andlisis cuantitativo descriptivo es capaz de responder a todas las
caracteristicas de un producto como la apariencia, el aroma, el sabor, la
sensacion, etc. Es un método cuantitativo que permite determinar la confiabilidad
individual y de grupo. No requiere un grupo grande de jueces (normalmente entre
6 y 10 jueces) y puede ser usado en cualquier producto. Tiene un procedimiento
facil para el desarrollo del lenguaje y esta libre de la influencia del lider de grupo.
Tiene un procedimiento para verificar los términos y ademas es razonablemente
rapido (Stone y col., 1980).
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Dentro de los andlisis descriptivos existen también técnicas alternativas que
compiten con el andlisis cuantitativo descriptivo o con el desarrollo de perfiles,
estas técnicas son el andlisis de similaridad-disimilaridad o el perfil de libre
eleccion. Son técnicas que pueden ayudar de igual manera al desarrollo de
productos, vida de anaquel o control de calidad, pero todas tienen ventajas e
inconvenientes y por tanto no son capaces de sustituir de forma ventajosa a los
analisis descriptivos clasicos como el analisis cuantitativo descriptivo (Damasio y
Costell, 1991).
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. JUSTIFICACION

En la actualidad el tepache es una bebida refrescante de consumo popular que
se elabora de manera artesanal y que se comercializa principalmente en
tepacherias o en taquerias como bebida que calma la sed y ayuda a disminuir los
efectos de la pungencia que generan estos alimentos cuando se consumen con
salsas picantes. El principal ingrediente que se utiliza para elaborar esta bebida es
la cascara y restos de pulpa de la pifia que se eliminan cuando la fruta se
consume en fresco; ademas de esta fruta pueden agregarse otras como naranja,
tamarindo, manzana, o arrayan pero siempre predomina como ingrediente

principal la pifa.

No existen estadisticas exactas que determinen el nivel de produccion de esta
bebida, el Unico dato que se tiene es aquel en donde se reporta la produccion de
pulgue y otras bebidas fermentadas incluyendo al tepache, que generaron en
promedio en el periodo de 1989 a 1993 $ 46.897 millones de pesos observandose
una tendencia al incremento, lo que es un indicador del gusto por el consumo de
este tipo de bebidas, que se puede seguir explotando e incluso incrementarse
(INEGI, 1995).

A la fecha no existe un proceso estandarizado de la produccion del tepache, ni se
tiene una idea general de las condiciones, microorganismos involucrados o de la
combinacion de materias primas que se utilizan para elaborar la bebida. Aunado a
esto, el producto es de vida corta y constantemente pueden verse afectadas sus
caracteristicas sensoriales debido a que el proceso fermentativo contintia y puede
llegar a desestabilizar al producto, convirtiéndolo en una bebida embriagante o
bien en vinagre si se deja fermentar demasiado tiempo, en ambos casos no apta

para consumirse.
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México es un pais con una tradicion culinaria rica en donde los productos
fermentados forman parte de ella. Entre ellos el tepache es una de las pocas
bebidas que se consumen a nivel nacional y que han persistido a través del
tiempo. Aungque se desconoce cual es el nivel de aceptacion en este momento.
Por ello, se pretende conocer las caracteristicas microbioldgicas, bioquimicas,
fisicoquimicas y sensoriales que permitan establecer las bases para producir un
tepache de forma controlada y tomando ésta como referencia pueda realizarse un
escalamiento que de cémo resultado la industrializacion de la bebida

aprovechando la tendencia actual de regresar al consumo de productos naturales.

Es factible que en el proceso de industrializacion del tepache se puedan utilizar los
subproductos de la industrializacion de la pifia. En 2001 la produccion fue de 626
mil ton de pifia, habiéndose duplicado la produccién en 10 afios. De éstas, 313 mil
fueron procesadas generando un 40% de subproductos (124 mil ton) que en el
mejor de los casos se seca, se muele y se utiliza como alimento para ganado,
pero que normalmente se descompone y contamina el medio ambiente,. La
utilizacion de estos subproductos en la elaboracion del tepache daria un valor
agregado a estos residuos y en cierta forma disminuiria el problema de

contaminacion que genera (COVECA, 2002; de Chavez y col., 1992).
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IV. HIPOTESIS
IV.1 HIPOTESIS EXPERIMENTAL

Es factible estandarizar el proceso de elaboracion de tepache por medio de la
caracterizacion microbiologica, bioquimica, fisicoquimica y sensorial de muestras
comerciales.
IV.2 HIPOTESIS NULA

No es posible estandarizar el proceso de elaboracién de tepache por medio de
la caracterizacion microbiolégica, bioquimica, fisicoquimica y sensorial de
muestras comerciales

IV.3 HIPOTESIS ALTERNATIVA

Existen diversos factores que promueven variacion en el proceso de

elaboracion de tepache
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V. OBJETIVOS
V.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer las caracteristicas microbiologicas, bioquimicas, fisicoquimicas y
sensoriales en muestras comerciales de la Ciudad de México como base para
estandarizar un proceso de elaboracién de tepache.

V.1.1 Objetivos particulares

Cuantificar, aislar e identificar a la biota de los grupos mas importantes presentes

en el tepache

Corroborar mediante técnicas moleculares la identidad de las especies de
levaduras aisladas de tepache

Determinar diferentes caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas por métodos

instrumentales

Establecer los atributos sensoriales, desarrollar un perfil de sabores y llevar a cabo

un analisis cuantitativo descriptivo

Seleccionar las caracteristicas mas relevantes que permitan establecer las bases

para un proceso de fermentacion controlada de tepache
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VI. METODOLOGIA
V1.1 OBTENCION DE MUESTRAS

Para todo el estudio se utilizaron muestras comerciales de tepache
elaboradas en cuatro establecimientos de colonias populares del Norte de la
ciudad de México, que tuvieran cuando menos 30 afios de existencia y cuyos
operarios quisieran proporcionar la mayor informacion posible sobre el proceso de
manufactura. Las muestras de tepache se agruparon de acuerdo con su proceso
de elaboracion en: A y B preparadas en tres pasos de fermentacion, y C y D

preparadas en dos pasos (Figura 1).

Materia prima (cantidad de fruta declarada)
Pifia (pulpa y cascara) (6%) + Naranja (jugo y cascara) (2%) + Tamarindo (fruto
macerado) (2%)

Muestras A,B Muestras C,D

Agua Agua + AzGcar morena

-
-

Fermentacién en barriles de madera (24h) Fermentacién en barriles de madera (48h)*

-
-

Dilucién 1:1 con agua + Dilucién 1:1

AzlGcar morena/ AzGcar morenay frutas Azlcar morena

-
-

Fermentacién (en otro barril enjuagado) (24h)* Fermentacién (en otro barril enjuagado)

@2*+** 24n)

-

Dilucién 1:1
+ AzGcar morena

=

Venta

-

Fermentacién (en otro barril enjuagado)

*,+, kK

@1z -24h)

-

Venta

“puntos de muestreo microbioldgico muestras A y D
"punto de muestreo microbiol6gico muestras By C

“punto de muestreo sensorial y bioquimico muestras A, B, Cy D

Figura 1. Proceso de elaboracion comercial de tepache de las muestras A, B, Cy

D segUn productores
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La informacion inicial que se obtuvo y que sirvi6 como base para la seleccion de
las tepacherias se describe a continuacion: este producto se elabora con cascara
de pifia, naranja y tamarindo al que se le adiciona agua o0 agua y azucar antes de
iniciar el proceso en barriles de madera, y se deja fermentar durante 24 6 48 horas
segun sea el caso, como se observa en la figura 1. En el proceso con tres pasos
de fermentacion que se lleva a cabo en dos de las tepacherias (A y B), el liquido
se mezcla y posteriormente a las 24 se diluye aproximadamente a la mitad, se le
agrega azucar y algunas veces fruta y se deja fermentar otras 24 h, pasado este
tiempo, se vuelve a diluir a la mitad, se le agregar mas azucar, se pasa a otro
barril y se deja fermentar cuando menos 12 h mas para proceder a su venta. En el
proceso con dos pasos de fermentacién correspondientes a C y D se deja
fermentar 48 h, se diluye a la mitad, se agrega mas azucar y se pasa a otro barril
dejando fermentar también cuando menos 12 h antes de iniciar su venta. Cabe
aclarar que de las muestras A y D los productores permitieron llevar a cabo el

muestreo a las 48 hy 60 h y de las otras dos sélo a las 60 h.

Durante el desarrollo del estudio se estuvo observando en diversas tepacherias,
incluyendo las seleccionadas, como se elaboraba el tepache. Se hicieron también
diversas averiguaciones con los productores. Como resultado de lo anterior y con
la caracterizacion de la bebida se hizo al final un apartado donde se describe la
forma de elaboracion del tepache, informacion que complementa la base para la

estandarizacion del proceso de esta bebida.

VI.2 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

VI.2.1 Cuantificacién, aislamiento e identificacion tradicional de microorganismos

Para la caracterizacion de los microorganismos fue necesario realizar la
cuantificacion de los diversos grupos microbianos, asi como el aislamiento, la

identificacion y la conservacion de los microorganismos de esos grupos mediante
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técnicas tradicionales, asimismo a todas las cuantificaciones se les realizé un
andlisis de varianza de dos factores (tiempos de fermentacion y lugares de
muestreo) para establecer si habia diferencias entre las muestras (Hair y col.,

1992). Las determinaciones anteriores se basaron en los siguientes pasos:

A partir de las muestras de tepache que se trabajaron por duplicado, se realizaron
diluciones decimales en serie de 10" hasta 10° en 90 ml de agua peptonada
estéril al 0.1%. Se inocularon para la cuantificacion de cada grupo microbiano
alicuotas de 0.1 ml de las diluciones 10 a 10, excepto para enterobacterias y

coliformes fecales y totales que fueron de 10" a 107,

VI.2.1.1 Bacterias lacticas y acéticas

Las bacterias lacticas y acéticas se sembraron en placas de agar nutritivo
Wallerstein (aWL) (Difco) adicionado con cicloheximida (0.004 pg/l) que se
incubaron en condiciones de anaerobiosis (cAmara de anaerobiosis y sistema
GASPAK-System BBL No. 270304) y de aerobiosis, ambas a 32°C durante 72 h
(Gray, 1951). Se cuantificaron y seleccionaron todos aquellos aislados que

produjeran acido en el medio.

Todas las bacterias que crecieron en anaerobiosis se transfirieron a placas de
agar deMan Rogosa y Sharp (aMRS) (Difco) y se desarrollaron nuevamente en
condiciones de anaerobiosis. Las bacterias que se desarrollaron en el aWL en
condiciones aerobias y produjeron &cido se pasaron por un lado al agar para
Acetobacter (extracto de levadura 10 g, CaCO; 10 g, glucosa 3 g, agua destilada 1
[) y se incubaron en condiciones aerobias y por otro se pasaron al agar MRS y se
desarrollaron en condiciones anaerobias. Todas se incubaron a 32°C durante 72 h
para determinar en forma presuntiva si eran bacterias lacticas o acéticas. Aquellas
gque se desarrollaron en el medio MRS bajo anaerobiosis se tomaron

presuntivamente como bacterias lacticas, las que se desarrollaron en el agar para
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Acetobacter en condiciones aerobias se consideraron como bacterias acéticas
(deMann y col. 1960; Stiles y Hopzapfel, 1997).

A cada aislado de bacterias lacticas seleccionado se le realizé la tincion de Gram,

las pruebas de catalasa y oxidasa, morfologia celular y las siguientes pruebas:

Produccién de gas (COy): Se determind la produccion de gas en tubo por el
método de Gibson y Abd-el-Malek (1945) en caldo MRS con campana de Durham
y en aMRS semisolido modificado, sustituyendo el citrato de triamonio por sulfato

de amonio, los tubos fueron incubados 10 dias a 25°C y observados diariamente.

Desarrollo a pH 4.5, 4.8, 7 y 9.6 en aMRS en anaerobiosis ajustando el pH con
HCI y NaOH respectivamente. (pH 4.2, 7.5 y 8.5 para Pediococcus y pH 4.8y 6.5

para Leuconostoc).

Tolerancia a la sal fue observada en aMRS adicionado con 3, 4, 6.5 y 18% de
NacCl.

Hidrolisis de arginina fue probada en caldo MRS sin glucosa y extracto de carne
pero con 0.3% de arginina y 0.2% de citrato de sodio en lugar de citrato de
triamonio. El amonio fue detectado usando el reactivo de Nessler (MacFaddin,
2003).

Evaluacién de la produccion de D(-) y L(-) lactato a partir de glucosa usando D(-) y

L(-) lactato deshidrogenasa (Boheringer Manheim).

La identificacion se realizé con el sistema APl 50 CH utilizando el medio 50 CHL
(bioMeriux), para aquellas bacterias lacticas que no pudieron identificarse con este
sistema, aparte de las pruebas ya mencionadas, se realiz6 la fermentacion de
diversos carbohidratos segun el esquema de Sharpe (1979), los carbohidratos

fueron agregados al medio basal (MRS sin glucosa ni extracto de carne, pero con
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0.004% de rojo de clorofenol) utilizando soluciones esterilizadas por filtracion de
los siguientes carbohidratos (0.5% p/v): D-arabinosa, L-arabinosa, celobiosa, D-
fructosa, D-galactosa, D-glucosa, D-lactosa, D-maltosa, D-manitol, D-manosa,
melezitosa, melibiosa, rafinosa, L-ramnosa, D-ribosa, salicina, D-sorbitol,
sacarosa, trehalosa, D-xilosa, esculina y arbutina incubados a 25°C en

anaerobiosis con sistema GasPak y analizados después de 2 y 5 dias.

En los aislados seleccionados como bacterias acéticas se observé su morfologia
celular y se les realizaron tincion de Gram y prueba de catalasa. Se seleccionaron

los bacilos Gram negativos, catalasa positivos.

A cada aislado se le realizaron las siguientes pruebas bioquimicas y fisioldgicas: la
habilidad para desarrollarse a pH 4.5, sobreoxidar etanol y lactato, desarrollo en
acetato de sodio, cetogénesis de glicerol, desarrollo en dulcitol y produccion de
pigmento café en el medio glucosa extracto de levadura carbonato de calcio
(GYC) (extracto de levadura 10 g, CaCO3; 30 g, glucosa 50 g, agua destilada 1 |,
agar bacterioldgico 20 g) (Drysdale y Fleet, 1988).

VI.2.1.2 Bacterias mesofilas aerobias

Las bacterias mesofilas aerobias se sembraron en placas agar cuenta estandar
(aCE) y se incubaron a 37°C durante 48 h (Swanson y col., 1992; Maturin y
Peeler, 2001). De éstas se seleccionaron colonias de las diluciones mas altas. Se
observo su morfologia, y se les realizo tincion de Gram, produccion de esporas y
pruebas de catalasa y oxidasa. Aquellas bacilos aerobios gram postivos, que
presentaron esporas fueron purificados y se resembraron en agar manitol yema de
huevo polimixina y posteriormente se identificaron con el sistema API 50CH vy el

medio 50 CHB (bioMeriux) para Bacillus.

Aquella bacterias con forma cocoide gram postivos, catalasa positivos se

desarrollaron en agar manitol sal y en agar Baird Parker, seleccionando las

30



colonias caracteristicas de Micrococcus; en éllas se observd la hidrolisis de
arginina y esculina; la produccién de acido a partir de glucosa, glicerol y manosa;
el desarrollo en 40% de bilis; la resistencia a la sal en agar nutritivo con 15% de
NaCl; prueba de oxidacion/fermentacién en el medio OF de Hugh y Leifson con
glucosa y con manitol; pigmentacién en agar nutritivo; produccion de acido a partir
de glucosa, manosa y glicerol; desarrollo a 37°C y desarrollo en agar citrato de
Simmons (MacFaddin, 2003).

VI.2.1.3 Bacterias coliformes y Enterobacteriaceae

Las bacterias coliformes totales y fecales se determinaron por la técnica de
NMP a 37°C por 48 h (Feng y col., 2001; Hitchins y col., 1992).

Finalmente se cuantificaron las Enterobacteriaceae en agar bilis rojo violeta con
glucosa y en agar MacConkey, incubando a 32°C durante 48 h (Hitchins y col.,
1992).

Las colonias de coliformes de los tubos positivos se resembraron en agar eosina
azul de metileno (aEMB). Las enterobacterias aisladas de las diluciones més altas
fueron aisladas y purificadas. Se observo en ambas la morfologia celular, se les
realizaron la tincion de Gram y las pruebas de catalasa y oxidasa y fueron

identificadas con el sistema API 20E (bioMeriux).

La caracterizacion e identificacion de las bacterias que no se lograron identificar
con los sistemas API se realizé conforme a las metodologias y claves compiladas
en el manual de Bacteriologia sistematica de Bergey (1986).

VI.2.1.4 Levaduras y hongos

La cuantificacion de las levaduras se hizo utilizando las mismas diluciones y la

técnica que para las bacterias: poniendo las diluciones en placas de agar rosa de
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Bengala-dicloran-cloranfenicol (aRBDC) (Difco) (Mislevic y col., 1992), de extracto
de malta-extracto de levadura (aEMEL) (Difco) y de agar extracto de malta (aEM)
(Difco). Las placas se incubaron a 27°C durante diez dias y se cuantificaron las
ufc/ml de tepache (Mislevic y col., 1992), las colonias con morfologia colonial
diferente se aislaron y resembraron primeramente en aRBDC y de alli se
resembraron en agar glucosa-extracto levadura peptona (GELPA) y en agar
extracto de malta (aEM) hasta la obtencién de cultivos axénicos, las que se
mantuvieron en tubos con medio GELPA a 4°C (van der Walt y Yarrow, 1984;
Yarrow, 1998).

La identificacion de las levaduras se hizo de acuerdo al esquema de Yarrow
(1998) donde se observaron las caracteristicas de: reproduccién asexual y sexual,
morfologia celular y colonial, tendencia hacerse filamentosas; pruebas fisiolégicas
y bioquimicas de fermentacion de carbohidratos, asimilacion de compuestos de
carbono y de nitrégeno; produccion de acido a partir de glucosa, formacion de
almidon, hidrdlisis de urea, resistencia a la cicloheximida, licuefaccion de la
gelatina y reaccion colorida al azul de diazonio B; desarrollo a altas presiones
osmoticas y a diferentes temperaturas. Con estos resultados se siguieron las
claves de los tratados de Barnett y col, (1990, 2000), Kurtzman y Fell (1998) y/o la
base de datos de la coleccion CBS (Centraalbureau voor Schimmelculture, 2004).

VI.2.2 Secuenciacion del dominio D1/D2 del gene 26S del ADNr de levaduras

seleccionadas

Aquellas levaduras que no se lograron identificar o que algunas de sus
caracteristicas morfo-fisiolégicas fueron diferentes a las descritas en las diagnosis
de las especies de las monografias de Barnett y col, (1990, 2000), Kurtzman y Fell
(1998) o de la base de datos del CBS (2004), se agruparon en biotipos, tomando
como base aquellas que compartieran las mismas diferencias. De estos biotipos

se seleccionaron algunos aislados con el objeto de corroborar su identidad por

32



taxonomia molecular mediante la secuencia del dominio D1/D2 del gene 26S del
ADNT.

Para obtener el ADN de las levaduras seleccionadas, éstas se inocularon en tubos
con GELPA inclinado los que se incubaron a 30°C durante 24 h. Posteriormente
se adicionaron 2 ml de agua destilada estéril a cada uno de los tubos para obtener
una suspension de células. La suspension de células se transfiridé a tubos Falcon

con 30 ml de caldo ELEM y se incubaron en agitacion a 25°C durante 24 h.

Los tubos Falcon se centrifugaron a 3 000 rpm/2 h, se elimind el caldo YM, se
agregaron 30 ml de agua destilada para lavar las células, se resuspendieron
nuevamente en agua con una pipeta y se centrifugaron otra vez bajo las mismas

condiciones.

Se agregaron 2 ml de agua destilada y se resuspendieron las células con la punta
de una pipeta, se repartieron los 2 ml de la suspension en dos tubos Eppendorf de
1.5 ml y se centrifugaron a maxima velocidad durante 5 min. Se removio el

sobrenadante.

El rompimiento de la pared celular se hizo con el método mecénico, adicionando a
cada tubo Eppendorf con la suspension de células, una columna de 0.5 mm de
perlas de cristal de 425 a 600 micrones, lavadas en acido (Sigma, G8772). La
pared de las células se rompi6 con la punta de una pipeta, procurando formar una
emulsion para asegurar un rompimiento adecuado. Los tubos se agitaron en un

agitador rotatorio a maxima velocidad durante 20 min.

La extraccion de ADN se realiz6 con el método del fenol-cloroformo. Se
adicionaron 100 pl de solucion amortiguadora de extraccion (Tris-HCI 200 mM pH
8.5, NaCl 250 mM, EDTA (di sodio) pH 8 25 mM, SDS 0.5%, ddH»O) a cada tubo
Eppendorf y se mezclaron las células ya rotas con la punta de una pipeta

conforme se agregaba el amortiguador. Los tubos se agitaron en el vortex hasta
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obtener una mezcla homogénea. Se repitid esta operacion 6 veces alternando 30
seg en el vortex y 30 seg en hielo. A continuacién los tubos Eppendorf se

centrifugaron a maxima velocidad (15 mil rpm) por 10 min.

Se removio el sobrenadante, procurando no tocar las perlas de cristal, se transfirio
a un nuevo tubo Eppendorf. Se agregd 490 ul de la solucién de fenol y se agitd en
el vortex brevemente. Se agreg6 210 pl de cloroformo y se volvié a mezclar en el
vortex. Se centrifugd a maxima velocidad por 10 min, repitiendo el paso anterior 3

Veces.

A continuacién se removio la fase acuosa superior a un nuevo tubo Eppendorf. Se
agreg6 500 pl de cloroformo y se agité en el vértex hasta que la mezcla se
enturbio. Se centrifugé a maxima velocidad por 5 min. Se removioé nuevamente la

fase acuosa superior y se paso a un nuevo tubo Eppendorf.

Se adicion6 324 pl de isopropanol y se mezcld brevemente en el vortex
observando la formacion de un precipitado del ADN. Nuevamente se centrifugo a
maxima velocidad por 3 min y se decanté suavemente el sobrenadante. Si no se
observaba la formacién de un precipitado se congelé por 20 min y se agreg6 4 pl
de acetato de sodio o de amonio 3 M, centrifugando por 3 min a maxima velocidad
y decantando el sobrenadante. Inmediatamente se lavo cuidadosamente el ADN
con 1000 pl de etanol al 70%. Se centrifugé a maxima velocidad por 3 min y se

decant6 cuidadosamente el sobrenadante de etanol.

Mientras el ADN estaba humedo, se agregaron 100 pl de agua bidestilada estéril,
despegando el ADN del fondo del tubo y se calent6 el tubo Eppendorf en bafio de
agua a 55°C durante 15 min o hasta que el ADN se disolviera por completo. De
esta preparacion se obtuvo el stock gendmico de ADN. Se almacenaron las

muestras a —20°C hasta que se hizo la secuenciacion.



Para realizar la reaccion de amplificacion se diluy6 el ADN adicionando a 996 pl de
agua bidestilada estéril 4 pl del “stock”. La dilucion del ADN (templado) fue
utilizada para la amplificacion simétrica. En la Tabla 1 se muestra la cantidad de

reactivos de la mezcla maestra necesaria para una reaccion de PCR

Tabla 1. Cantidad de reactivos necesarios en la mezcla maestra

Reactivos Concentracion Inicial Concentracion Final Volumen (pl)
H20 estéril (QSP) 34.5
Amortiguador PCR 10 X 1X 5.0

(KCl'1 M 12.5 ml, Tris-
HCI1 M pH 8.4 25 ml,
MgCl, 1 M, 625 pl
gelatin 2.5 mg, ddH,O

9.37 ml)
Mezcla de 10 mM/pl 0.2mM/pl 4.0
desoxinucleotidos
(dNTPSs)
Iniciador externo 10 pmol/pl 2.5
5’ final
Iniciador externo 3’ 10 pmol/pl 2.5
final
Taq polimerasa 0.5
Volumen final 49.0

(Morales C., comunicacion personal)

En un tubo del termociclador de 500 pl se transfirieron 49 ul de la solucién de
mezcla maestra y 1 pl del templado obteniéndose un volumen final de 50 pl, se

agito y centrifugd por algunos segundos (10 seg) a una velocidad de 3 000 rpm.
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Los iniciadores universales utilizados fueron el NL-1 (5- GCA TAT CAA TAA GCG
GAG GAA AAG) y el NL-4 (5'- GGT CCG TGT TTC AAG ACG G) y la polimerasa
fue Gold Tag-polimerasa (Boheringer y QIA DNA minikit QIAGEN).

Los tubos con las muestras se colocaron en el equipo termociclador (GENEAMP

PCR System 9700 Perkin Elmer) y se amplificaron conforme el siguiente programa

Precalentamiento: 95°C 12 min

Desnaturalizacion: 94°C por 1 min

Alineamiento: 52°C por 55 seg
40 ciclos Extension: 72°C por 2 min
Extension final: 72°C 8 min

Programando el termociclador para que se mantuviera a 4°C, una vez que
hubieran terminado todos los ciclos. Por electroforesis en un gel de agarosa (1%)
con una solucion amortiguador TAE 1X se verificO la calidad del producto de PCR.
Los pozos del gel se cargaron con una mezcla con 3 pl del producto de PCR y 8 pl
de la mezcla de tincion. La electroforesis se corri6 durante 15-20 min a 85-100
volts. El gel se revel6 durante 10 min en una solucién de 50 ml de agua bidestilada
y 20 pl de solucion de bromuro de etidio. El gel se observé y fotografio en un

transiluminador UV.

El amplicon se limpié transfiriendo 45 pl del ADN a tubos Eppendorf de 1.5 ml. Se
agrego 240 pl de una solucion de NaCl y se mezcld en el vortex. Se agreg6 10 pl
de “glass milk” a cada tubo, se mezclé nuevamente en el vortex, y se colocaron los
tubos en el agitador rotatorio por 20 min. Se centrifugaron a maxima velocidad por

1 min y se elimin6 el sobrenadante.
A continuacién se adicionaron 500 pl de “New Wash”, a —20°C, se agit0 el tubo en

el vortex y se centrifugé a maxima velocidad 1 min, se eliminé el sobrenadante. Y

se repitid este paso 4 veces.
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Se diluyé el ADN del “glass milk” y el producto de PCR se purificé con el kit
Geneclean 101 (La Joya, Cal.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
agrego 35 pl de agua bidestilada e incubé a 55°C por 30 min, se centrifugd a
méaxima velocidad 1 min y se transfirio el sobrenadante de ADN a un nuevo tubo
de 500 pl.

Para realizar el marcaje se ajusto:

La concentracion de ADN se determiné con 5 pl ADN y 195 pl ddH,O midiendo la

absorbancia a 260 nm, 280 nm y 320 nm.

Se seco el amplicén a temperatura ambiente en una microcentrifuga de vacio. El
ADN seco se resuspendio en el vortex con agua bidestilada utilizando la siguiente
formula:

pl ddH20 = Ayeo de la muestra/0.057 X 70

La mezcla (Tabla 2) para la reaccion de marcaje se preparo a un volumen final de

20 pl para cada reaccion y se coloco en el termociclador.

Tabla 2. Mezcla utilizada para la reaccion de marcaje

Reactivos Cantidad

“Big Dye” con Amply Taqg FS 8.0 ul

Iniciador (0.8 pmol/ul) 3.2l

Amplicon ADN limpio (100 ng/pl) Segun concentracion ADN
H,O bidestilada Ajustar a 20 pl

Ademas para la reaccion se puso un control sin ADN y los mismos reactivos que

se muestran en la Tabla 2.
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Para cada muestra de ADN se hizo una reaccidn con el iniciador de avance NL1 5°

final y una reaccion con el de reversa NL4 3" final.

El ADN marcado se agito en el vortex y se centrifugd durante 10 seg a 3 000 rpm
(Sanger y col., 1977). A continuacion se amplificd en el termociclador, usando el

siguiente programa:

Precalentamiento: 96°C por 5 seg

Desnaturalizacion: 96°C por 10 seg

25 ciclos Alineamiento: 50°C por 5 seg
Extension: 60°C por 4 min
Extension final: 60°C por 4 min

El amplicon marcado se purific6 en columnas de Sephadex superfine (Pharmacia-
Biotech G50). Se agregd 800 ul de agua bidestilada a las columnas, hidratandolas
previamente por un minimo de 3 horas y una vez hidratadas se eliminaron las
burbujas. La columna se paso6 a un tubo de lavado especial y se precentrifugaron

a 3 000 rpm por 2 min (Sanger y col., 1977).

20 pl de la muestra de reaccion marcada se pusieron 1 en la columna de
purificacion y se centrifugdb a 3 000 rpm durante 3 min. Se secé en la
microcentrifuga de vacio durante 25 min o hasta obtener un volumen aproximado
de 5 pl en el tubo. Se agregd 20 pl de amortiguador TCR. El tubo se coloco en

bafio maria a 96 C durante 3 min e inmediatamente se paso a bafio de hielo.

Se colocaron las muestras marcadas y purificadas en los tubos del secuenciador y
se taparon con los septos, manteniéndolas en el bafio de hielo hasta que entraron
en el secuenciador. La secuencia se realizd en el secuenciador ABI-PRISM 310
Applied-Biosystem. El analisis y edicion de las secuencias obtenidas se hizo con el

programa bioedit 5. Finalmente se compararon las secuencias obtenidas con las
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existentes en el GenBank usando el Blast-Program y algunas se registraron en

esa base de datos y se reportan los nimeros de acceso (Altschul y col., 1997).

VI. 3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y FISICOQUIMICA

VI.3.1 Determinaciones de &cidos lactico y acético, etanol, proteina cruda, pH,

acidez titulable y °Brix

Todas las determinaciones se repitieron 6 veces en muestras de tepache de 60

h de fermentacion de los 4 lugares de muestreo.

Los acidos lactico y acético, y el etanol se determinaron por HPLC Perkin-Elmer
Sigma con columna de vidrio poropack Q de 5771.8”" a una temperatura de la
columna de 50°C con detector de indice de refraccion LC-30, volumen de
inyeccion 100 pl y flujo de 0.6 ml/min de fase movil de H,SO4 30 mM bajo la
técnica de acidos grasos volétiles y alcoholes (Armijo y col., 1991). Previamente

las muestras se filtraron y el gas se elimind mediante sonicacion.

La proteina cruda se determin6 por el método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1999). La
medicion de pH se hizo directamente en la muestra con un potenciometro
calibrado a dos puntos, pH 4 y 7 a temperatura ambiente (Conductronic pH 20). La
acidez titulable se realizé en alicuotas de 50 ml de muestra y 50 ml de agua
titulandose con hidréxido de sodio 0.1 N, y expresandose como % de acido lactico
Los grados Brix se midieron con un refractometro Westover Mod. RHB-32ATC de
0-32 °Brix (A.O.A.C., 1999).

A todas las determinaciones se les aplicé un andlisis de varianza de una via para

establecer si habia diferencias entre bebidas (Hair y col., 1992).
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VI.3.2 Extraccion de compuestos volatiles

En esta fase la determinacion de compuestos volatiles se realizé por triplicado

en las muestras de 60 h de fermentacion de los 4 lugares de muestreo.

Para obtener los compuestos volatiles del tepache, inicialmente se probaron
diferentes técnicas como la de espacio de cabeza dindmica y estatica a
temperatura ambiente pero no se obtuvieron extracciones significativas por ello se
decidio utilizar la técnica de extraccion liquido-liquido la cual se llevé a cabo
usando un litro de muestra de tepache adicionado con 180 ml de CH,Cl, con 10
min de agitacion manual en un embudo de separacion de 1 litro dividido en tres
porciones (333.3 ml de muestra de tepache x 60 ml de CH.Cl,). La mezcla se
centrifugd a 5 000 rpm en una centrifuga SORVAL refrigerada a una temperatura
de 4°C durante 20 min recuperando el CH,Cl, con los volatiles extraidos en un
embudo de separacion; la fase intermedia que no se separaba se volvid a

centrifugar bajo las mismas condiciones.

El CH,CIl, se evapord con el objeto de concentrar los volatiles extraidos a una
temperatura de 39°C en un sistema de destilacion sellada con reflujo hasta tener
un volumen aproximado de 3 ml. Inmediatamente se paso a un “quickfit” sellado y
se evaporoé hasta que quedaran aproximadamente 50 pl, se selld y se conservé a

—20°C hasta realizar el analisis de cromatografia.

Durante el tratamiento de extraccion se adicioné a cada muestra 3 microlitros de
3-octanol para utilizarlo como estandar interno y poder determinar la concentracion

de los volatiles obtenidos de las diferentes muestras analizadas.

Antes de someter las muestras de los volatiles extraidos a la cromatografia de
gases se agregaron 100 pl de CH2Cl, y la muestra se hizo pasar a través de una
columna de Na,SO,4 anhidro con el objeto de remover cualquier cantidad de agua

gue hubiera en las muestras.



VI.3.3 Determinacion de compuestos volatiles por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS)

La separacion de los compuestos volatiles se realizé por cromatografia de gases
espectrometria de masas (GC-MS) en un cromatografo Hewlett Packard serie I
modelo 5890 (Palo Alto Cal.) acoplado a un espectrometro de masas de flujo de
electrones Hewlett Packard modelo 5972. Se utilizaron 2 pl de muestra, los
compuestos volatiles fueron separados en una columna capilar SUPELCOWAX 10
de 25 m de longitud, bajo las siguientes condiciones de operacion: temperatura
del inyector de 200°C, temperatura del detector de 250°C y 70 eV de potencial
eléctrico una presion en el inyector de 5 psi, la rampa de temperatura del horno de
44°C por 2 min ascendiendo 15°C cada minuto hasta 80°C por 1 min,
posteriormente se modific6 ascendiendo 3°C cada minuto hasta llegar a 200°C
manteniéndose durante 20 min, la division de flujo fue 2ml/min, el gas acarreador

fue helio de ultra alta pureza.
Los compuestos volatiles fueron identificados por medio del tiempo de retencion y
el indice de retencién de Kovats. Los indices de Kovats fueron calculados usando
una serie de hidrocarburos (Cg-Cys) marca Aldrich.
VI.4 CARACTERISTICAS SENSORIALES DEL TEPACHE
VI.4.1 Principales atributos sensoriales del tepache percibidos por consumidores
VI1.4.1.1 Seleccion de consumidores

Se realizé una entrevista personal a consumidores interceptados cerca de
establecimientos donde se vendia tepache, en el norte de la ciudad de México, a

través de un método no-probabilistico por cuota con personal entrenado en la

aplicacion de encuestas (ASTM, 1979). A los entrevistados se les aplicé un
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cuestionario filtro preguntandoles, su ingreso anual, si les gustaba el tepache y la
frecuencia de consumo de la bebida. La pre-seleccion fue hecha con aquellas
personas que pertenecian al nivel socioecondmico D (ingreso anual menor a
$47,500.- pesos) (INEGI, 1997; INEGI, 2000), que les gustara el tepache y que lo
consumieran cuando menos una vez al mes. Si cumplian con estos requisitos, se
les invitaba a participar en la evaluacion del tepache. Los consumidores

seleccionados fueron 420 de los cuales el 70% fueron hombres y el 30% mujeres.

VI. 4.1.2 Evaluaciones

A los consumidores se les dieron muestras frescas que fueron guardadas a una
temperatura entre 5 y 10°C hasta que realizaban la evaluacién. Cada muestra fue
presentada en vasos de plastico transparente sin olores o sabores extrafios, y
fueron identificadas con tres numeros al azar. El volumen de la muestra fue de 70

ml con la posibilidad de probar mas si el consumidor lo pedia.

El estudio se realiz en seis sesiones con 70 consumidores cada una. En cada
sesion se realizé una comparacion pareada entre dos muestras ofrecidas (AB, AC,
AD, BC, BD, CD). La evaluacion de las muestras fue realizada en forma monéadica,
en la cual se le ofrecio a cada consumidor la primer muestra y se le pregunt6 que
diera el nivel de aceptacion de primera impresion, usando una escala heddnica
estructurada de 9 puntos, donde 9 indicaba “me gusta en extremo” y 1 “me
disgusta en extremo”. A continuacion se le pidi6 que evaluara los atributos
sensoriales de apariencia, consistencia, olor, sabor, relacion dulzor/acidez y la
intensidad de sabor en una escala hedonica estructurada de 5 puntos donde 5
indicaba “me gusta mucho” y 1 “me disgusta mucho”. Finalmente se le pedia que
opinara sobre el gusto global de la bebida en una escala hedénica de 11 puntos,
donde 10 significaba “excelente” y 0 “totalmente inaceptable”. Este procedimiento
se repitid6 con una segunda muestra (prueba secuencial balanceada). Una vez que
terminaba de evaluar la segunda muestra, se le presentaban ambas y se le pedia

gque las comparara para establecer la preferencia entre las dos, incluyendo
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comentarios acerca de porqué le habia gustado o disgustado (Meiselman, 1994;
Shutz, 1994).

Se utilizaron escalas con diferentes puntos con el objeto de minimizar el error de
habituacion causado por emplear la misma escala, lo que induce a dar la misma

respuesta a un estimulo (Pedrero y Pangborn, 1989; Moskowitz, 1994, 1995).

VI.4.1.3 Tratamiento estadistico de pruebas con consumidores

Se utilizé un disefio factorial de 70 consumidores por muestra. Se hicieron tres
repeticiones de cada bebida para cada combinacion factorial. Se hizo un ANDEVA
de tipo lll, donde las interacciones fueron incluidas en la estimacion del error. En la
prueba de F se aplico la diferencia minima significativa (DMS) en aquellos datos
donde se presentaron diferencias significativas. Después se realiz6 un analisis de
componentes principales (ACP) en una matriz de covarianza con rotacion varimax
en los dos primeros componentes (Pastor y col., 1996; Lawless y Heymann, 1998;
Siret e Issanchou, 2000).

Se establecieron las diferencias entre muestras pareadas en la prueba secuencial
y las diferencias entre mujeres y hombres por medio de ANDEVA de una via. La
influencia en la frecuencia de consumo sobre la aceptacion global fue establecida
por medio de regresion cuadratica (Shutz, 1994). Se us6 el programa Statgraphics

7 para analizar los datos.

VI.4.2 Desarrollo de descriptores con jueces entrenados

VI1.4.2.1 Adiestramiento especifico de jueces entrenados

Para el adiestramiento, se utiliz6 un grupo de 8 jueces previamente

seleccionados y entrenados que forman parte del personal de la Universidad

Iberoamericana; que tuvieran interés en participar en las pruebas, con un umbral



de percepciéon normal para los 4 gustos basicos, capacidad discriminativa de
aromas comunes e identificacion de sabores y aromas en pruebas ciegas. Para
medir su capacidad discriminativa se realiz6 un analisis secuencial para cada juez,
tomando en cuenta los valores que marca la norma, los cuales son: P;=0.4 que es
el limite de rechazo y un P1=0.75 que es el limite de aceptacion, se trabajé con un
0=0.5 y 0=0.05. Se les aplicaron en total 20 pruebas triangulares con sus
respectivas repeticiones (3) lo que dio un total de 60 evaluaciones. En cada sesion
se fue aumentando la dificultad de las pruebas discriminativas. Todos los jueces
tuvieron capacidad discriminativa, por lo que se continu6é hacia el manejo de
escalas, en donde tuvieron capacidad de reproducibilidad y manejo de escalas, sin
diferencias estadisticas en sus juicios para cada juez, los jueces fueron
entrenados durante dos afos en la evaluacion sensorial del tepache, teniendo una
preparacion de 120 horas para el andlisis cuantitativo descriptivo (Shutz, 1994;
Meiselman, 1994).

VI.4.2.2 Generacion de descriptores

Para la preparacion de los jueces hacia la evaluacion del tepache, se llevaron a
cabo 2 sesiones semanales de dos horas cada una con el objeto de familiarizar a
los jueces con el producto, tomando en cuenta los atributos inherentes de la
bebida y los resultados del estudio previo con consumidores (Moreno-Terrazas y
col., 2001). Estas sesiones se manejaron en forma grupal con la técnica de lluvia
de ideas que permitié generar descriptores luego de llegar a un consenso en la
definicion de cada descriptor. La generacion de descriptores se trabajo con la
técnica de descripcion entrecruzada con 4 muestras comerciales que se les
presentaron a los jueces, formando todas las parejas posibles, cada una con una
repeticion, dando esto 6 combinaciones con una repeticién, por lo que cada
muestra se usoO 6 veces en la dinAmica. En las evaluaciones cada juez elaboré
primero una lista las caracteristicas comunes de cada par ofrecido y en otras las

gue las diferenciaban (Damasio y Costell, 1991).



Posteriormente por consenso grupal y dirigidos por un lider del panel se realizé
una depuracién, homogeneizacion, agrupacion y descripcion final de los
conceptos; por lo que en la siguiente sesion se iniciaba con la lista generada
previamente por ellos, y se iban anexando en la siguiente sesion aquellos qué a
juicio del grupo fueran nuevos, esta secuencia de entrenamiento se siguié hasta el
final de la evaluacién de las muestras de acuerdo al disefio (Damasio y Costell,
1991).

Los descriptores fueron evaluados individualmente en una escala no estructurada
de 150 mm marcada en los extremos de menos a mas excepto para color, que iba
de cobre claro a cobre oscuro. Los resultados de la evaluacion fueron convertidos
a numeros midiendo la distancia en mm del lado izquierdo de la escala a la marca

de intensidad de cada descriptor.

Se establecieron algunas referencias y se tomaron de la literatura otras en forma
individual o combinada para utilizarlas como estandares de referencias fisicas. Se
probaron con el panel hasta establecer por consenso, un lenguaje apropiado y
ademas permitir la calibracion de los jueces en el uso de la escala de intensidad.
Las referencias fueron presentadas junto con las muestras de tepache, asi como

una carta donde se describia el significado de cada descriptor (Stampanoni, 1997).

Los descriptores generados para cada uno de los atributos de apariencia, olor,
gusto, sabor-aroma y sabor residual, se analizaron por medio de un andlisis de
componentes principales considerando los tres primeros componentes para
establecer cuéles eran los mas importantes como descriptores de la bebida

también por medio del programa Statgraphics plus version 7.0.

Después del andlisis y con el objeto de reducir lo mas posible la lista de
descriptores se traté de eliminar a aquellos que pudieran tener un significado
semejante o bien de agrupar varios descriptores en uno solo después de discutir el

lider del grupo con los jueces. De esta forma se logré eliminar algunos términos
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redundantes a través de localizar las similitudes entre ellos. También en la
reduccion de términos se utilizé un andlisis de frecuencia y se eliminaron aquellos

cuya frecuencia era menor a 20% (Damasio y Costell, 1991).

VI.4.2.3 Validacion de descriptores

Para la evaluacion de los descriptores se realiz6 un andlisis de varianza
(ANDEVA) de tres factores (jueces-descriptores-niveles) en un disefio de bloques
al azar, para cada descriptor, en aquellos donde se detectaron diferencias
significativas se utilizé una prueba de rangos de diferencia minima significativa
(DMS) a un 95% de confianza con el fin de establecer el desempefio de los jueces
y las diferencias entre productos. En aquellos descriptores en donde los jueces no
tuvieron capacidad discriminativa se realiz6é un analisis generalizado de Procrustes
gue permite homogeneizar la variabilidad entre jueces, aunado a esto, con
aquellos descriptores que se dificultaba la evaluacion se dieron en cada
evaluacién, referencias y el significado de cada descriptor para que los jueces
llegaran a desarrollar mejor la capacidad discriminativa para esos descriptores
(Damasio y Costell, 1991; Pastor y col., 1996).

VI.4.3 Andlisis cuantitativo descriptivo (ACD)

Se evaluaron las muestras de los mismos 4 lugares usados para el estudio con
consumidores (Figura 1), se realizaron 6 réplicas evaluando dos muestras en cada
sesion. Los tepaches fueron servidos en vasos de plastico transparente brillante
marcados con tres numeros elegidos al azar y cubiertos con tapa y se sirvieron en
orden balanceado para las diferentes repeticiones. Se utilizaron galletas de soda
entre las muestras. Los descriptores fueron evaluados individualmente de la
misma forma que cuando se desarrollaron los descriptores, utilizando una escala
no estructurada de 150 mm marcada en los extremos de menos a mas excepto

para color que iba de color cobre claro a cobre oscuro. Los resultados de la



evaluacion fueron convertidos a nidmeros midiendo la distancia en mm del lado

izquierdo de la escala a la marca de intensidad de cada descriptor.

VI. 4.3.1 Andlisis estadistico ACD

La confiabilidad de las mediciones del grupo de jueces fue evaluado mediante
un andlisis de varianza de tres vias (juez-muestra-réplica) sin efecto por
interacciones. Para cada muestra el analisis cuantitativo descriptivo consistiéo en
32 parametros x 7 jueces x 6 réplicas. En aquellos descriptores donde se
detectaron diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, se
realizaron pruebas de comparaciones pareadas de DMS para establecer las
diferencias entre medias (Pastor y col., 1996; Lawless y Heymann, 1998; Siret e
Issanchou, 2000).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII. 1 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

VII.1.1 Cuantificacion de microorganismos

Los resultados de la microbiota (Tabla 3) indican que los promedios de las
cuentas de, bacterias lacticas, bacterias acéticas, mesdfilos aerobios y levaduras
estuvieron entre 107-10% ufc/ml (5.83-8.56 log ufc/ml) para las muestras de
fermentaciones intermedias (48 h), y entre 10°-10" ufc/ml (5.27-7-37 log ufc/ml) en
productos finales (60 h), observandose diferencias significativas (a= 0.05) entre los
productos intermedios y los finales. Es importante resaltar que por la informacion
obtenida con los proveedores generalmente al preparar el producto final, que es el
que sale a la venta, se diluye con agua y se le adiciona azucar hasta ajustar
normalmente a 11 o 12 °Bx, esa dilucion es tal vez lo que hace que baje la cuenta

total de microorganismos de los grupos mencionados.

Es importante tomar en cuenta que por ser una fermentacibn mixta lactica-
alcohdlica y tal vez aceética, y por ser una bebida refrescante (debido a su
contenido de acido lactico y de CO) con bajo contenido de alcohol, se esperaria
gue predominasen las bacterias lacticas y las levaduras, y que la cuenta de
bacterias acéticas fuese menor, como se ha observado en productos donde se ha
establecido claramente la sucesion de microorganismos, como en el caso del
tepache elaborado con tibicos en una fermentacion controlada, sin embargo, para

este estudio esto no pudo observarse (Rubio y col., 1993).

Lo anterior puede deberse a que los productores acostumbran mezclar tepaches
con diferentes grados de fermentacion, con el objeto de tener siempre un producto
con caracteristicas similares; asi, si el producto no se desplaza con la rapidez que
ellos desean, adicionan un tepache “tierno” para que el sabor no sea tan

fermentado, si por el contrario las ventas son muy altas, tienen un barril con



tepache mas fermentado y adicionan agua o también tepache “tierno” para

balancear el producto de venta.

Tabla 3. Cuenta total de microorganismos aislados de muestras de tepache con

dos y tres pasos de fermentacion (log ufc/ml)

coliformes  coliformes
Muestra levaduras bact. lacticas  bact. acéticas  c¢. t. mesofilicos  Enterobacteriaceae totales fecales mohos
nmp/ml nmp/ml

48 h fermentacion muestra A 5.83 8.56 6.66 5.86 4.23 <3 <3 <2
60 h fermentacion muestra A 578 6.37 6.13 6.16 4.19 43 43 <2
60 h fermentacion muestra B 6.29 6.48 6.95 6.93 34 <3 <3 <2
60 h fermentacion muestra C 6.26 6.53 5.82 6.46 3.15 93 15 2.54
48 h fermentacion muestra D 6.42 8.33 79 7.84 4.1 75 43 <2
60 h fermentacion muestra D 527 7.37 6.71 6.93 3.18 43 23 <2

Desgraciadamente esta informacion es la que los productores proporcionan y
Gnicamente permitieron el muestreo a las 48 h y 60 h de fermentacion en solo dos
de las muestras, por lo que seria conveniente realizar una cinética de

fermentacion donde se pudiera establecer si realmente existe 0 no una sucesion
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de los microorganismos mencionados, y corroborar si las bacterias acéticas estan

involucradas en la fermentacion, y en que fase empiezan a desarrollarse.

Otra posible causa de la coexistencia de diversos grupos microbianos, es que los
barriles donde se fermenta el tepache tienen cuando menos tres afos de uso, y
con la edad, tienden a hacerse mas porosos, por lo que los microorganismos de
fermentaciones previas quedan alojados en las cavidades resistiendo la limpieza y
el restregado, lo que incrementa la carga del indculo del tepache. Es factible que
la proporcibn de bacterias-levaduras sea diferente entre fermentaciones vy
predomine alguno de estos grupos microbianos, como se ha observado en las
cubas de fermentacion para destilados de cafia, como la Cachaga de Brasil, en
donde se ha detectado un incremento en la poblacion de bacterias (Freitas
Schwany col., 2001).

La cuenta de Enterobacteriaceae estuvo entre 10° y 10* ufc/ml (3.15-4.23 log
ufc/ml), y la cuenta de coliformes totales y fecales fue menor a 100 nmp/ml, no
existiendo diferencias significativas entre todas las muestras de tepache para

ambos grupos de microorganismos (Tabla 3).
VII.1.2 Identificacion de microorganismos
VII.1.2.1 Bacterias lacticas

Se obtuvieron 28 aislados de las bacterias lacticas y fueron tanto homo como
heterofermentativas, predominando estas dUltimas en todas las muestras
analizadas.
Se identificaron las especies L. acidophilus, L. curvatus Lactobacillus lactis ssp.
lactis, L. salivarius ssp. salivarius, y a Weissella confusa (Tabla 4) que se aislan

por primera vez en esta bebida. Esta ultima ya ha sido reportada en Pozol (masa

de maiz nixtamalizada y fermentada) y es una bacteria que aparece en algunos
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productos con fermentacion lactica (Wacher y col.,, 2000). L. acidophilus y L.
salivarius ssp. salivarius que pueden tener actividad probidtica, ya que se han
reportado cepas de estas especies con esa actividad (Hopzapfel, 2001; Sanz y
col., 2003).

Tabla 4. Microorganismos aislados de diferentes muestras de tepache

Microorganismos/muestras A(48h) A(60h) B(60h) C(60h) D (48 h) D (60 h)

Bacterias

Lactobacillus acidophilus 2%
Lactobacillus salivarius ssp. salivarius 1
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1
Lactobacillus spp. 2 1 3
Weissella confusa 1
Lactococcus spp. 2 2
Leuconostoc mesenteroides 3 1
Pediococcus spp. 1
Acetobacter spp. 1 5
Gluconobacter sp.
Enterobacter aerogenes 2 2
Klebsiella sp.
Acinetobacter sp.
Bacillus spp. 1
Micrococcus sp. 1
Escherichia coli 1

=
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Levaduras y mohos

Candida guilliermondii 1
Candida intermedia 1
Candida pseudointermedia 3
Candida sorbosa 4
Candida sake 1 1
Hanseniaspora guillliermondii 1
Kloeckera africana 1 1
Kloeckera apiculata 1 4 1
Kloeckera apis 2 3 1
Kloeckera japonica 1
Rhodotorula mucilaginosa 1
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae 4 1 10
Penicillium sp. 1

AN
I

* nUmero de aislados

51



Algunas de estas especies de bacterias lacticas presentaron variaciones en su
perfil bioquimico (diferencias en su desarrollo a diferentes pH, temperaturas,
concentraciones de sal y utilizacion de diferentes compuestos) y fue dificil en
muchos de los casos establecer el género, y mas dificil aln ubicarlas dentro una
especie. En la Tabla 4 soOlo se registran aquellas especies que pudieron
identificarse y que tuvieron variaciones menores con respecto a la especie tipo,
por lo que se sugiere establecer o corroborar su identidad mediante técnicas
moleculares, ya que se ha visto que cuando se trabaja con especies aisladas de
sustratos poco estudiados se debe aplicar a las bacterias lacticas taxonomia

polifasica (Rodas y col., 2005).

VII.1.2.2 Bacterias acéticas

Dentro de las bacterias acéticas de manera predominante se aislé al género
Acetobacter con 21 aislados y so6lo se obtuvieron dos de Gluconobacter (Tabla 4).
Estas bacterias son consideradas como microorganismos que aparecen en
fermentaciones lactico-alcohdlicas o alcohdlicas avanzadas como signo de
alteracion. En las muestras de tepache analizadas las cuentas de estos
microorganismos son altas y ademas aparecen representantes de ambos géneros
de bacterias acéticas, es dificil establecer si estos se encuentran en la bebida
como microorganismos alteradores en fermentaciones avanzadas o forman parte
de la microbiota natural de esta bebida; ya que la cuenta de estos

microorganismos fue elevada auln en las muestras de 48 h (Mesas y Alegre 1999).

Otra explicacion de la coexistencia de las bacterias acéticas con los otros
grupos microbianos es que durante la elaboracion del tepache se conserva parte
de la fruta a lo largo de varias fermentaciones, por lo que es factible que las
bacterias acéticas provenientes de esta fruta, puedan convivir con las bacterias
lacticas y con las levaduras en el producto final en diferentes tiempos de

fermentacion.
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VIl.1.2 .3 Enterobacteriaceae

Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae que se identificaron
correspondieron a Enterobacter aerogenes, Klebsiella sp. y a Escherichia coli. La
primera estuvo presente en todas las muestras, mientras que Klebsiella sp. sélo
en la muestra B y E. coli s6lo en la C (Tabla 4).

La presencia de E. coli es un indicador de deficiencias en la calidad sanitaria,
mientras que la presencia de E. aerogenes, aunque es un coliforme fecal puede
no provenir de las heces; en el pozol se ha observado la presencia frecuente de
este microorganismo y se le ha relacionado con el proceso de fijacion de nitrdgeno
atmosférico detectado en este alimento. Sin embargo, para el caso del tepache el
proceso de fijaciébn no es muy factible debido a los bajos porcentajes de proteina
encontrados en la bebida, como se discute mas adelante. Por lo tanto queda por
explicar la presencia constante de este microorganismo en las muestras de

tepache analizadas (Wacher y col. 2000).

VIl.1.2.4 Levaduras

De diluciones mayores a 10 se obtuvieron 53 aislados de levaduras y un
moho; de los que 23 (43.4%) correspondieron a Saccharomyces cerevisiae,
levadura que se aislo de todas las muestras; 7 (13.7%) a Kloeckera apis obtenida
de 3 muestras; 2 (3.77%) a K. africana y 6 (11.3%) a K. apiculata, ambas
especies aisladas de 2 muestras; 4 (7.54%) a Candida sorbosa, 3 (5.66%) a C.
pseudointermedia y 2 (3.77%) a C. sake, de una muestra; 2 (3.77%) a S. bayanus
obtenidos de dos muestras, y de Candida guilliermondii, Candida intermedia, K.
japonica, Rhodotorula mucilaginosa (1.88% c/u). Ademas de Penicillium sp. se
tuvo un solo aislamiento, este moho pudo haberse encontrado por contaminacion

al dejarse el producto expuesto al ambiente (Tabla 4).
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Se reportan por primera vez en el tepache de frutas a Candida intermedia, C.
pseudointermedia, C. sake, C. sorbosa, K. africana, K. apiculata, K. japonica y S.
bayanus.

El hecho de haber encontrado en las distintas muestras de tepache de un mismo
tiempo de fermentacidn a levaduras correspondientes a fase | (especies no
Saccharomyces de los géneros Kloeckera y Candida con mediana o baja
tolerancia al alcohol) y fase Il de fermentacion (Saccharomyces spp. Con alta
tolerancia al alcohol) indica una compleja ecologia en la fermentacion de la
bebida. En estudios realizados en diferentes productos fermentados de frutas se
mencionan a especies de los géneros no Saccharomyces como las levaduras que
predominan frecuentemente en los mostos al inicio de la fermentacion, ello debido
a su bajo poder alcoholégeno y su baja tolerancia al etanol (Mesas y Alegre,
1999).

Este grupo de levaduras ademas se caracteriza por producir diversos compuestos
de aroma y sabor (etanol, dioxido de carbono, &cido lactico y acético y diferentes
metabolitos como aldehidos, cetonas, otros acidos y ésteres, asi como
compuestos sulfurados) que son importantes para dar una mayor versatilidad a las

caracteristicas sensoriales de las bebidas fermentadas.

Algunos géneros de fase | tienen especies que viven normalmente en la superficie
de las frutas. Rhodotorula spp. han sido aisladas de frutos verdes en particular de
pifia, y Hanseniaspora guiliermondii, teleomorfo de Kloeckera apis, en frutos muy

maduros y/o dafiados a (Robbs y col.,1989).

Abranches y col. (2000) reportan el aislamiento frecuente de K. africana y de K.
apis en guayabas y uvas; la mayor cantidad de aislados de levaduras los
obtuvieron de frutos caidos rodeados de gran cantidad de insectos, por lo que
concluyeron que este tipo de frutos pueden ser un habitat importante de levaduras

en ambientes tropicales.



S. cerevisiae y S. bayanus son levaduras alcoholdégenas de fase ll, resistentes al
etanol, cuyas poblaciones aparecen y predominan conforme avanza la
fermentacion, y se mantienen hasta finalizar el proceso. De manera natural estas
especies no estan presentes en la superficie de frutos, salvo el caso en que estén
dafiados o muy maduros. Es frecuente encontrarlas también asociadas a insectos
0 a habitats creados por el hombre (Fleet, 2000; Engels, 2000; Jolly y Pretorius,
2000).

De manera general durante los procesos de fermentacion alcohdlica las levaduras
de fase | son reemplazadas paulatinamente por las de fase Il conforme avanza el
proceso. Sin embargo, para el caso del tepache se observo la coexistencia de

ambos grupos a lo largo de la fermentacion.

Esto podria ser un indicador de que las muestras comerciales de tepache
analizadas procedan de mezclas de procesos fermentativos incipientes vy
avanzados por las causas mencionadas en relacion a la velocidad de venta del
producto, y a las poblaciones mixtas existentes en las cavidades de los barriles de
fermentacion que representan una fuente de indculo (Freitas Schwan y col., 2001;
Mesas y Alegre, 1999).

Otra posible causa que explique la coexistencia de levaduras de ambas fases es
gue ambos estén asociados con los mismos vectores como la mosca de la fruta
(Drosophila spp.) que a su vez se asocia con frutos con alto contenido de

azucares como la pifia.

Durante el estudio se observo la presencia de estos insectos en los sitios de
elaboracion del tepache, y aunque de manera rutinaria las tepacheras son tapadas
con manta de cielo o con tapas de madera, es probable que las moscas actlien
como vectores de las levaduras mencionadas (Deak y Beuchat, 1993; Lachance,
1995).
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Tabla 5. Diferencias morfo-fisiolégicas y bioquimicas presentadas por aislados de

Saccharomyces cerevisiae

pelicula cicloheximida asimilacion Y%similitud registro
Muestra cepas biotipos enGELP  0.01% 0.10% inulina N-acetil-glucosamina CBS  GenBank GenBank
Bibliografia™**

B (60 h) M7, M21, M23 1 100 100 slregistro
C (60 h) 1H, 2H, 4H 1 100 s/secuencia
D (60 h) T2, T4, T5 1 100 100 AF533068
A (48 h) P1, P4 2 d 99 100 AF533066
A(48h) p2 3 + + d 96 s/secuencia
A(48h) P3 4 +(delgada) d 98 100 AF597648
C (60 h) 3H 5 - + 99 s/secuencia
A (60 h) P3 6 + 99 100 AF533067
D (60 H) T6 6 + 99 s/secuencia
B(60h) M1, M2, M6, M8, M15, M16, M17 7 d t 98.3 slregistro

+= positivo  d=débil t=tardio GELP= caldo glucosa extracto de levadura peptona

-= negativo CBS= banco de datos Centraalbureau voor Schimmelculture, Holanda ! Kurtzman y Fell, 1998 ? Barnett y col., 2000 ®CBS

Durante el proceso de identificacion de los aislados de levaduras se presentaron
los mismos problemas que con las bacterias lacticas. Algunos aislados
presentaron las caracteristicas distintivas de la especie, por lo que su
identificacion fue rapida y segura, sin tener que realizar la caracterizacion
molecular. Pero en otras se detectaron diferencias morfo-fisiol6gicas y bioquimicas
con respecto a la diagnosis de la especie descrita en las monografias consultadas
(Kurtzman y Fell, 1998; Barnett y col., 2000 y base de datos del CBS, 2004). Con
base en estas diferencias se establecieron biotipos, y de algunos de ellos se
seleccionaron aislados para corroborar su identidad mediante la secuencia de

bases del dominio D1/D2 de la subunidad mayor del gene 26S ADNr.

En el caso de S. cerevisiae, después de analizar los resultados morfo-fisiologicos,
se establecieron 7 biotipos (Tabla 5) con respecto a la diagnosis de la especie
referida en las monografias consultadas (Kurtzman y Fell (1998), Barnett y col.
(2000) y base de datos de la CBS (2004). De los biotipos 1, 2, 4, 6 y 7 se

secuenciaron 6 aislados -caracteristicos, los que presentaron un 100% de
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homologia con respecto a secuencias de S. cerevisiae registradas en el GenBank
(Tabla 5). Al comparar las secuencias de estos aislados no se encontraron
diferencias entre ellos, lo que indica que se trata de la misma especie y que las
diferencias entre los biotipos pueden deberse a polimorfismos o a falta de

expresion génica (Lachance, 1995).

En la identificacion tradicional de las especies de Hanseniaspora/Kloeckera se
presentaron problemas al seguir las claves del género de Smith (1998) y Cadez y
col. (2003), ya que las caracteristicas mas importantes para separar las especies
son: temperatura maxima de desarrollo a 37°C, fermentacion de sacarosa,

asimilacion de 2-ceto-D-gluconato y crecimiento en 0.01% de cicloheximida.

Para el caso de los aislados de Kloeckera y Hanseniaspora obtenidos de las
muestras de tepache estudiadas, todos ellos se desarrollaron a 37°C o mas,
algunos crecieron en presencia de cicloheximida al 0.01% y ninguno, salvo el
aislado M22 fermenté sacarosa, galactosa y rafinosa. Por lo que las claves

consultadas no fueron Utiles para delimitar la especificidad de dichos aislados.

El hecho de que estas cepas puedan desarrollarse a temperaturas mas altas
puede estar relacionado a cambios en los procesos de operacion de las levaduras
y sus reacciones metabolicas. Los cambios en la bicapa lipidica de la membrana,
en el transporte a través de la membrana y en la estructura y funcion de las
proteinas por desarrollarse a mayor temperatura alteran el funcionamiento 6ptimo,
pero sin llegar al grado de provocar dafios irreversibles siendo tal vez ésta la razon
para que las cepas presentaran desarrollo tres grados arriba de la temperatura

méaxima (Tabla 6).
En la Tabla 6 se reportan las especies de Kloeckera y Hanseniaspora que

presentaron diferencias en las caracteristicas de la diagnosis de las especies, por

esta razon se agruparon en biotipos.
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De ellos se seleccionaron 3 aislados para secuenciar el dominio D1/D2 del gene
26S ADNr.

Las especies del complejo Hanseniaspora/Kloeckera presentan pocas diferencias
entre si, lo que ha dificultado la delimitacién de las diferentes especies, debido a
ello, actualmente los especialistas en este género han recurrido a diversas
técnicas moleculares (reasociacion ADN/ADN, secuenciacion de la regiones
D1/D2, ITS y 5.8S y RAPD) con el fin de establecer los limites de las especies.
Recientemente Cadez y col. (2003) separaron a este género en 6 grupos cada uno
de los cuales representa una especie reconocida, y un séptimo grupo separado en

el que incluyeron 5 aislados de H. uvarum que fueron indistinguibles.

Debido a que las pruebas morfo-fisioldégicas y bioquimicas de identificacion no
permitieron la separacion de todas las especies de Hanseniaspora/Kloeckera se
realiz6 una combinacion de pruebas fenotipicas y moleculares para identificar de
forma precisa las nuevas especies de Hanseniaspora, pertenecientes al séptimo

grupo, algunas de las cuales fueron aisladas de mosto de tequila en México.

En el analisis de algunas de las secuencias de los aislados
Hanseniaspora/Kloeckera que se seleccionaron (M14 y R14) en este estudio se
presentaron sustituciones, no obteniéndose un porcentaje de homologia que
permitiera corroborar la identidad de las especies de manera precisa, por ello
debera realizarse la secuenciacion de la region ITS, el RAPD/PCR y el analisis
de los micro y mini satélites, para que en conjunto con las pruebas tradicionales,
es decir, mediante taxonomia polifasica se pueda determinar si se tienen especies

nuevas.
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Tabla 6. Diferencias morfo-fisioldgicas y bioguimicas presentadas por los aislados

de especies de Hanseniaspora/Kloeckera

pelicula asimilacion % similtud
cicloheximida registro
Muestra cepas  biotipos identficacion enGELP  ascas  maltosa etlamina  fisna  cadaverna  37°C  001% CBS  GenBank  GenBank
2:4 (e sombrerol
H. valbyensis/K. hemicirculares
Bbiografa"** Japorica dehiscentes ; ; ; : ;
A(60h) R7 1 Kjaponica + d ¥ d t 100 943 ARSOT65
1-4 de sombrero/
H. guilliemondil  +fanilo  hemicirculares
Bbiografa” - Kaps  delgado  dehiscentes oot ; ;
A(60h) RS 1 K. apis t d t t t 100 Slsecuencia
A(B0h) R1L 2 Kaps  +aa d d d + + 100 slsecuencia
D(60N) R4 3 K. apis taa t t t t %3 Slsecuencia
M3, M5, M13, 1-4 hemicirculares,
B (60f) M4 4 Hullemondi  +aa  dehiscentes ¥ ¥ t t + 100 %92 shegisto
1-2 esferoidales
H.vinaelK. averrugadas,
Bbiografa"** aficana persisentes ' ; ;
AGOR)  RI0 1 Kafina  +faa i i i + 100 slsecuencia
D48 h) Rl4 2 Kaficana d d . %5 %83l AF533065*
1-2 esferoidales
H. uvarum/k. averrugadas,
Bbiograffa"** apictlata persisentes wdt o owdt o+t '
D48h)  RI5R26 1 K apiculata + t 99.60/99.6 Slsecuencia
D8N  RIGRY 2 K apicuata i 4 - 079019630 slsecuencia
0(60h) R&3 3 Kapicuata  +aa t t t 99 Slsecuencia
Foal, Fsac,
B(60h) M2 4 Kapiculta t + 038 Fraf, L-ara™ slsecuencia
+=posttivo d=gébil t= tardia GELP= caldo glucosa extracto de levadura peptona *urtzmany Fel, 1998 *CBS

= negativo *otras iferencias bioquimicas

CBS= hanco de datos Centraalbureau voor Schimmelculture

“Baretty col, 2000 *egistraca como el anamorfo de H. osmophla
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Para los aislamientos de Candida la taxonomia tradicional no fue resolutiva, por lo
gue también hubo necesidad de recurrir a la secuenciacion con el fin determinar
las especies. C. guilliermondii fue identificada mediante la combinacion de ambas

taxonomias obteniendo una similitud mayor al 98% en la base de datos del CBS.

Para C. pseudointermedia existen aun dudas acerca de su identidad ya que su
similitud es muy alta con respecto a C. intermedia. Tanto en lo el GenBank como
en la base de datos del CBS, que combina caracteristicas morfo-fisiologicas y
bioquimicas con moleculares. El criterio que pudiera ser mas valido para decidirse

por C. pseuintermedia hasta este momento es su morfologia colonial distintiva.

El aislado de C. intermedia se identificoO por taxonomia tradicional sometiendo los
resultados a la base de datos del CBS obteniéndose una similitud de 98.8%. Sin
embargo debido a que este aislado procede de la misma muestra de la cual se
obtuvieron los aislados de C. pseudointermedia probablemente se realice la

secuencia para verificar que no pertenezca a esta ultima.

La identidad de C. sorbosa tampoco fue resolutiva con la taxonomia tradicional,
sin embargo, el analisis de la secuencia dominio D1/D2 del gene 26S ADNr de
ambos aislados a los que se les aplicdé taxonomia molecular presentaron 100% de

similitud con las secuencias de C. sorbosa depositadas en el GenBank.

V1.2 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS Y FISICOQUIMICAS

VII.2.1 Determinaciones de acidos lactico y acético, de etanol, de proteina cruda,

de pH, de acidez titulable y de °Brix
En el aspecto fisicoquimico, (Tabla 7) las muestras tuvieron una acidez de 0.2-

0.8% expresado como acido lactico, pH de 3.22-3.66, &cido lactico de 0.15-0.49%,
acido acético de 0.21-0.04%, etanol de 0.14-0.62% y proteina de 0.018-0.028%.
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Los valores de pH obtenidos no se pudieron relacionar mucho con el grado de
fermentacion de la bebida ya que las frutas utilizadas como materias primas son
productos é&cidos pueden tener un pH desde 5.5 hasta 3.0 o mas bajo,
dependiendo de la madurez de cada una de las frutas y algunos otros factores
como el lugar de cultivo, variedad etc. Cabe hacer mencion que la cantidad de
fruta que se adiciona al tepache es baja y se diluye varias veces antes de que se
tenga lista la bebida. No se tiene certeza de a que pH se inicien las
fermentaciones pero es muy probable que haya una disminucién de uno o dos
puntos a valores de hasta 3.1, con el proceso de fermentacion del tepache debido
principalmente a la accion de las bacterias lacticas y tal vez de las acéticas. En la
tabla 8 se observa que los valores de pH fueron muy semejantes para tres de las
bebidas y so6lo la bebida C es menos acida tal vez porque sea una bebida menos
fermentada, sin embargo no presentaron diferencias significativas (Hodgson y
Hodgson, 1993).

Tabla 7. Determinaciones fisicoquimicas y bioquimicas de muestras de tepache

%
Muestra pH acidez Acido lactico &cido acético etanol proteina”  ° Brix

A(@®0h) 310 0.074 0.150 0.040 0.237  0.023 11.00
B(60h) 3.18 0.083 0.487* 0.043 0.734*  0.026 10.86
C(60h) 3.44 0.050* 0.138 ND** 0.380 0.021 10.47
D(60h) 3.25 0.100 0.164 0.023 0201 0.029  12.43*
* diferencias significativas a= 0.05

"Nx6.25

**no detectable
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Los porcentajes de acidez y las concentraciones de acido lactico, acido acético y
etanol son bajos y no se relacionan con la cantidad de bacterias lacticas, bacterias
aceéticas y levaduras presentes en las muestras analizadas, mas bien se explican
por el proceso de dilucién al que son sometidas las muestras de producto final,
antes de la venta. El contenido de alcohol es bastante bajo en todos los casos
mucho menor al 1%, solo la muestra B fue estadisticamente diferente y presento
valores cercanos ese 1%. Fue la que mayor cantidad de acido lactico y de etanol
tuvo por lo que se puede decir que es en promedio una bebida mas fermentada

tanto con fermentacioén lactica como con alcohdlica.

Rubio y col. (1993) en su estudio quimico y microbiolégico de tepache de tibicos
que es un producto similar al de este trabajo, reportan también poblaciones altas
de microorganismos con cantidades bajas de etanol (menor también a 1%) y de
acido lactico (entre 0.5 y 0.7%) y en ese estudio no se hicieron diluciones del

producto como se acostumbra para el tepache comercial.

La cantidad de proteina encontrada es minima y tal vez solo sirva como precursor

en el desarrollo de compuestos volatiles que den sabor y aroma a la bebida.

Se observa poca variacion en los °Brix de la bebida lo que refleja que hay una
adicion de azucar constante antes del punto de venta, solo la bebida D es la mas

dulce y significativamente diferente a las otras 3 (Tabla 7).
Los valores promedio de las determinaciones fisicoquimicas y bioquimicas pueden

ser un primer parametro de calidad para la estandarizaciéon del proceso o el

desarrollo de la norma de esta bebida.
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Abundancia

VII.2.2 Identificacién de compuestos volatiles

En los cromatogramas obtenidos de las muestras comerciales de tepache
analizadas se observaron mas de 100 compuestos lo que muestra un perfil

complejo en estas bebidas (Figura 2) (Tabla 8).
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Figura 2. Cromatograma tipico de compuestos volatiles de una muestra de

tepache de 60 h de fermentacion.

Los compuestos mas abundantes fueron &cidos organicos, alcoholes, furanos,
terpenos, cetonas, ésteres, derivados de aminoacidos y compuestos fendlicos;

seguidos de aldehidos, derivados de benceno, alquenos, lactonas y alcanos.
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Tabla 8. Determinacidon de compuestos volatiles en diferentes muestras de

tepache

IK

R

1073
1105
1199
1480

1516
1538
1545
1578
1746

1776
1846

1884
2088
2354

2553

1448
1529
1610
1650
1731
1826
1936
2041
2149
2256
2311
2459
2515
2636
2645
2724
2819
2831

1575
1239

1435
1976

3.5
3.89
4.96
10.8

11.9
12.5
12.7
13.8
19.5

20.6
22.9

24.2
30.9
40

44.7

0.88
12.3
14.9
16.2
19
22.3
26
29.4
32.7
36
37.7
421
43.7
48
48.5
53.1
59.1
60

ALCOHOLES
1-Propanol 2-metil
1-Butanol 3-metil-acetato
1 Butanol -3- metil-
1-Hexanol, 2 etil

2,3-Butanediol diacetato

1.6-Octadien-3-ol. 3.7-dimetil

1-Octanol

3-Cyclohexen-1-0l.4 metil-1-(1-metil etil)-R
6-Octen-1-ol. 3-7-dimetil. [R]-
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimetil, (2)

Benzil alcohol

Fenil etil alcohol

Ciclo hexanometanol.4-hidroxi-a-a-4-trimetil
Hexadecen-1-ol. Trans-9-

1-Hexadecanol
ACIDOS ORGANICOS
Acido acético

Acido propanoico
Acido butanoico

Acido butanoico-2-metil
Acido pentanoico
Acido hexanoico

Acido heptanoico
Acido octanoico

Acido nonanoico

Acido n-decanoico
Acido undecilénico
Acido dodecanoico
Acido propanedioco fenil
Acido tetradecanoico
Acido oleico

Acido n-hexadecanoico
Acido 9-hexadecenoico
Acido octadecanoico
ALCANOS

13.7 Ciclopropano. Pentil

ALQUENOS

5.52 1-Deceno
9.55 1- Tetradeceno
27.3 1-Ciclohexeno 1-metanol.4-(1.metil etenil)

X X X X X

X X X X X X X X X

xX X X X X X X

X X X X X

X X X X X X X X X X X X

X X X X X X

>

X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X

X X X X

xX X X X

X X X X X X X




Tabla 8. Continuacion

IK ty Compuesto B C D

CETONAS

1248 5.66 3-Octanona X

1279 6.16 2-Butanona.3 hidroxi X X X

1490 11.1 Etanona.l-(2-furanil)- X X X

2121 31.8 9-Heptadecanona X X X
ALDEHIDOS

1437 9.62 Pentanal X

1480 10.9 Decanal X X

1838 22.6 E-15-Heptadecanal X
ESTERES

1335 7.21 Acido propanoico 2-hidroxi- etil ester (S) X X X

1783 20.8 Acido acético 2 fenil etil ester X X X
FENOLES

1922 25.5 Fenol-2-metoxi-4-metil X X X

1993 27.9 Fenol-4-etil-2-metoxi X X X

2075 30.4 Fenol-2-metoxi-4-propil X

2114 31.6 2.4-Difenil-4-metil-2[E]-penteno X

2143 32.5 Fenol4 etil X

2300 37.4 Fenol. 4-(2-propenil)- X X

2550 44.6 O-Hidroxi-bifenil X X X

2612 46.7 Fenol. O-(aa-dimetil benzil)- X X

2795 57.6 Fenol.3.4.5-trimetoxi X

2813 58.8 Fenol.2-(1.1-dimetiletil)-4-(1-metil-1-feniletil) X X X
FURANOS

1593 14.3 2 ( 3H)- Furanona, dihidro-5-metil X X X

1643 16 2 Furanmetanol X X X

1652 16.3 2(5H)-Furanona, 5-metil X X

2015 28.6 2.5-Dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona X

2467 42.3 2- Furancarboxaldehido, 5 (hidroximetil) X X

2687 50.9 2[3H]-Furanona. 5-etoxidihidro X X X
TERPENOS

1182 4.74 D-Limoneno X X X

1689 17.6 (+)-a-Terpineol X X X

1936 25.9 Maltol X

1965 26.9 p-Menta-1 (7).8(10)-dien-9-ol X

2292 37.1 a-Hidroxi linalool X
BENCENOS

2137 32.3 Acido Benzoico 4-etoxi-etil-ester X X

2403 40.7 Acido benzoico X X X

2761 55.4 Benzen etanol-4-hidroxi X
LACTONAS

1600 14.6 Butirolactona X X X
DERIVADOS DE AMINOACIDOS

2858 61.9 N-Acetil tiramina X X X
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Algunos de los compuestos aparecieron en todas las bebidas siendo los acidos
organicos y los alcoholes los mas frecuentes. Varios de los compuestos
procedieron de la materia prima, ya que se han reportado algunos de ellos en
jugos de pifia y naranja, otros se detectaron en todas las bebidas, pero varios son
Gnicos en alguna de las muestras. Muchos se derivan de la fermentacién y por lo

tanto se relacionan con diferentes microorganismos que intervienen en el proceso.

VIl.2.2.1 Alcoholes

Dentro de los alcoholes los compuestos encontrados en todas las bebidas en
cantidades relativas mas altas fueron el feniletil alcohol, el 3-metil-1-butanol, y el 1-
Butanol 3-metil-acetato (Tabla 8). Los tres son productos tipicos de los procesos
fermentativos y han sido reportados en vinos tintos, blancos, cerveza, sidra,
tequila, entre otros, proporcionando algunas notas dulces en la mayoria de las
bebidas alcohdlicas, y son en tequila dos de los compuestos odoriferos mas
potentes (Lopez, 1999; Mancilla-Margalli y Lopez, 2002). El segundo también se
ha detectado en pifia (Hodgson y Hodgson, 1993).En la elaboracion de té
Kombutcha a partir de té negro fermentado se han obtenido diversos compuestos
gue se detectaron en algunas de las muestras de tepache analizadas estos son
principalmente alcoholes. En la elaboracion de té se utilizan principalmente
levaduras (Schizosaccharomyces pombe) y bacterias acéticas (Acetobacter
xylinum) y se genera un producto con caracteristicas aromaticas parecidas a la
sidra y que de alguna manera se asemeja al tepache, estos compuestos aparecen
en el transcurso de la fermentacién. Muchos de los compuestos que se producen
durante la fermentacion son tipicos de procesos que involucran el desarrollo de
levaduras en las fases iniciales, alli se han detectado incrementos en la
produccion de feniletil alcohol y el 3-metilbutanol y acetoina, ademas, se ha
encontrado 2,3 butanediol (Berger, 1995). En vino se han detectado alcoholes
superiores como resultado también de la accion de levaduras como 1-propanol, 2-
metil-1-propanol, 1-butanol, 2-feniletanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, 1-

hexanol y 1-octanol. Algunos de los cuales se derivan de la degradacion de
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aminoacidos. De estos compuestos el 3-metil-1-butanol esta en todas las
muestras de tepache analizadas, el 2-metil-1-propanol esta en las muestras Ay D
y el 1-octanol esta en las C y D como resultado de la accion de las levaduras que

fermentan al tepache (Scharpfy col. 1986).

Algunos de estos compuestos también se han encontrado en vinagres que
proceden de fermentaciones alcohdlicas como son los vinagres espafioles de vino
y de vino sherry, este ultimo se distingue por un desarrollo secundario de
levaduras que producen pelicula, en ellos también se reportd la presencia de 1-
propanol, 2-metil-1-propanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol
(Blanch y col., 1992).

Como se observa en la Figuras 3 y 4 los compuestos que aparecieron en mayor
porcentaje fueron los alcoholes, siendo el feniletil alcohol el que tuvo la mayor
proporcion relativa de todos los compuestos ya que ocupé mas del 23% de los
compuestos mayoritarios que aparecieron en las 4 bebidas analizadas, y
contribuy6 de manera esencial a que los alcoholes fueran el grupo mayoritario. En
el tequila este alcohol es uno de los componentes de mayor proporcion
responsable del aroma junto con el acido acético y algunos &cidos organicos que
aparecieron en todas las muestras de tepache analizadas, este compuesto
proporciond principalmente un aroma afrutado a las bebidas fermentadas y en el

tequila se ha visto que aporta también un aroma a madera (L6pez, 1999).

En la fermentacion vinica se han detectado gran cantidad de moléculas activas en
la fraccion volatil del vino tinto en donde los alcoholes representan a los
componentes que se encuentran en mayor cantidad (Ferreira y col., 1998), en el

tepache se observd este mismo comportamiento.
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Figura 3. Cantidad relativa de compuestos volétiles que aparecen en muestras de
tepache.
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D Otros compuestos

@ Fenil etil alcohol

01 Butanol-3-metil-

0O (+)-a-Terpineol

1.2% 1.1% @ 2-Butanona-3-hidroxi

02 ( 3H)-Furanona, dihidro-5-metil
@ Acido butanoico

2.3% : DO Acido butanoico-2-metil

15.3% B N-Acetil tiramina

@ Acido acético

1.0%

14.0% 0 2- Furancarboxaldehido, 5- hidroximetil
D Acido octanoico
B Acido acético-2-fenil-etil-éster

@ Acido dodecanoico

9
4% B Acido propanoico 2-hidroxi- etil ester (S)
@ Acido propanoico
7.1% B Acido pentanoico

0OD-Limoneno

DO Acido n-Decanoico

4.1%

DO Acido tetradecanoico
01.6-Octadien-3-ol. 3.7-dimetil

D Acido hexanoico

O Decanal

Figura 4. Porcentaje de compuestos volatiles presentes en muestras de tepache.

VII.2.2.2 Acidos grasos

Se ha observado que algunas levaduras producen cantidades variables de
acidos grasos libres en vino, entre ellos estan los éacidos acético, butanoico,
hexanoico, octanoico y decanoico, algunos de los cuales fueron detectados en

varias de las bebidas analizadas y otros solo en alguna de ellas (Fleet, 1997).
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Se ha visto en particular que S. cerevisiae tiene la capacidad de liberar a lo largo
de la fermentacion acidos grasos de cadena media con cualidades aromaticas en
bebidas fermentadas, éstos se van acumulando y llegan a ser aromas importantes
en fermentaciones lentas. Estos acidos pueden estar en dos formas, ya sea libres
o ligados como etil ésteres. Libres pueden proceder de la materia prima, pero
normalmente se producen durante la fermentacion alcohdlica. Se han encontrado
acidos grasos de 6 a 18 carbonos en ambas formas como los mas frecuentes en

muestras de vino tinto (Gallart y col., 1997).

De los anteriores los mas comunes son: hexanoico, octanoico, decanoico y
dodecanoico, los dos primeros han sido encontrados casi siempre en medios de
cultivo. En el tepache fueron detectados en todas las bebidas analizadas los
acidos propanoico, butanoico, heptanoico, octanoico, noanoico, decanoico,
dodecanoico, tetradecanoico y octadecanoico y otros en algunas de ellas (Tabla
8). El microorganismo mas frecuentemente aislado del tepache fue S. cerevisiae,
por lo que es probable que la formacion de estos compuestos en el tepache pueda
ser atribuida a esta levadura, aunque también es factible que hayan intervenido

otras especies de levaduras (Gallart y col., 1997; Bardi y col., 1998).

Al igual que algunos de los alcoholes encontrados en el tepache, varios de los
acidos también han sido reportados en vinagres de vino y de vino sherry, alli se
han detectado acidos propanoico, butanoico, hexanoico, heptanoico, octanoico y
decanoico. Este proceso lleva la participaciéon de levaduras y bacterias acéticas
gue estan también involucradas en la elaboracion de tepache y es muy probable
gue sean estos dos grupos de microorganismos los responsables de producir

estas sustancias en ambos productos (Blanch y col., 1992).

Varios de estos acidos grasos volatiles (C,-Cy0) también pudieron ser generados
por algunas de las bacterias lacticas, ya que se ha visto que estas bacterias los
producen cuando se utilizan como iniciadores y son responsables del aroma del

gueso chedar (Scharpf y col. 1995). También los acidos grasos que se generan
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como resultado de procesos fermentativos dan en conjunto aromas caracteristicos

de fermentacion como se ha visto en vinos tintos argentinos (Iris, 2004)

De la variedad de é&cidos grasos encontrados en el tepache, las proporciones
relativas de estos compuestos fueron bastante altas, y ocuparon el primer lugar
dentro de los compuestos volatiles mas abundantes en los tepaches analizados
segun se muestra en la Figura 5. Muchos se reportaron en todas las muestras y

otros solo en algunas.

En general los acidos grasos de cadena mas corta estuvieron en mayor cantidad
relativa en las muestras de tepache y fueron disminuyendo conforme la cadena
que los conformaba era mas grande. Las bebidas B, C y D tuvieron un
comportamiento diferente en cuanto a la proporcion de &cidos grasos, siendo
importante sefialar en particular, que en la bebida D el acido butanoico fue el mas
abundante. Todos los acidos en esta bebida aparecieron en mayor cantidad
relativa superando incluso a la de los alcoholes (Figura 5). Asi, los acidos grasos
en conjunto con los alcoholes generan en el tepache aromas muy marcados de

frutas y de productos fermentados (Gallart y col., 1997; Iris, 2004).

VII.2.2.3 Esteres

Algunos ésteres de acidos grasos han sido detectados en pifia y son de los
principales compuestos que le dan a este fruto un aroma afrutado caracteristico.
En todas las bebidas de tepache analizadas se encontraron sélo dos ésteres de
acidos grasos y estos pudieran provenir de la pifia (Berger, 1991). Los dos
compuestos encontrados en el tepache también se han reportado en vinagres de

vinos y de vino sherry (Blanch y col., 1992).
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O Otros compuestos

@ Fenil etil alcohol

01 Butanol-3-metil-
0O(+)-a-Terpineol

@ 2-Butanona-3-hidroxi

02 ( 3H)-Furanona, dihidro-5-metil
@ Acido butanoico

DO Acido butanoico-2-metil

B N-Acetil tiramina

@ Acido acético

0O 2- Furancarboxaldehido, 5- hidroximetil
D Acido octanoico

B Acido acético-2-fenil-etil-éster

@ Acido dodecanoico

@ Acido propanoico 2-hidroxi- etil ester (S)
@ Acido propanoico

B Acido pentanoico

0OD-Limoneno

DO Acido n-Decanoico

DAcido tetradecanoico
01.6-Octadien-3-ol. 3.7-dimetil

O Acido hexanoico

O Decanal

Promedio

Figura 5. Cantidad relativa de compuestos volatiles mas abundantes en muestras

de tepache para cada bebida.
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Los ésteres pudieron provenir también de cambios que sufren los &cidos grasos
como resultado de la fermentacion y pueden generar sabores afrutados. En el
caso del tepache los dos ésteres son derivados de acidos como el acetico y el
propiénico, estos dos compuestos estuvieron en proporciones altas en todas las
muestras de tepache y pudieron generarse como parte de la accion de las
levaduras (Figuras 3, 4, 5 y 6). Cabe aclarar que estos fueron los Unicos ésteres
gue se encontraron, tal vez por lo incipiente de la fermentacién, ya que se ha visto
gue la generacion de ésteres se da como consecuencia de cambios metabdlicos
gue generan las levaduras en fermentaciones prolongadas como la del vino
(Gallart y col. 1997).

En las diferentes muestras analizadas no se encontré acetaldehido, compuesto
precursor en la formacion de etanol. Se ha visto sobre todo en levaduras
apiculadas que puede haber cepas que no produzcan grandes cantidades de este
compuesto y tengan una mayor actividad etandlica, este puede ser el caso de
estas bebidas donde existen grandes cantidades de levaduras apiculadas. Otro
factor importante en la falta de acetaldehido pudo deberse a la presencia de
bacterias lacticas principalmente especies de Leuconostoc que convierten el
acetaldehido a etanol evitando asi su presencia, aunque esto soOlo ha sido

observado en yogurt (Romano y col., 1997; Johnson y Steele, 1997).
VII.2.2.4 Alcanos

Solo se detectd un alcano en la bebida B, (Tabla 9), se ha visto que los alcanos
aparecen en diversos productos como resultado de la oxidacién de lipidos junto a

una amplia variedad de otros compuestos incluidos aldehidos, cetonas y alcoholes
(Carunchia Whetstine y col., 2003).

73



O Acidos organicos

B Alcoholes

OFuranos

OTerpenos

B Cetonas

O Esteres

B Derivados de aminoéacidos
OFenoles

B Aldehidos

B Derivados de benceno

OAlquenos

O Lactonas

B Alcanos

Figura 6. Porcentaje de grupos de compuestos volatiles presentes muestras de
tepache.

VIl.2.2.5 Fenoles

Todos los compuestos fendlicos encontrados en las diferentes muestras fueron
especificos para cada bebida (Tabla 9) excepto el 4-etil-2metoxi-fenil, el O-Hidroxi-
bifenil y el Fenol.2-(1.1-dimetiletil)-4-(1-metil-1-feniletil) que aparecieron en
cantidades relativas altas en todas las bebidas analizadas (Figuras 3, 4 y 5). El
primero estuvo en cantidades semejantes en las 4 bebidas. Otros compuestos
fendlicos aparecieron en proporciones menores y estuvieron en una, en dos y

hasta en tres de las muestras.
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El 4-etil-fenol y otros compuestos fendlicos han sido reportados en vinos tintos e
imparten un aroma a cuero sudado, a establo, a granja o a especias y en
concentraciones bajas proporcionan notas agradables, pero en exceso pueden
tener un efecto negativo en las bebidas fermentadas. Este compuesto pudo haber
aparecido como resultado de la elaboracion del tepache en barriles, sobre todo si
se elabor6 en barriles viejos, también pudo haber estado asociado a la presencia
de la levadura Brettanomyces/Dekkera. Este microorganismo es capaz de producir
aromas de fenol. Sin embargo, este microorganismo no fue aislado de las
muestras analizadas, a pesar de lo anterior, es muy factible que pueda esta

levadura estar en los barriles y no haya sido detectada (Licker y col., 1999)

VIl.2.2.6 Furanos

Los furanos fueron otros de los compuestos que aparecieron con bastante
diversidad aunque en A y B estuvieron en cantidades relativas mucho menores
gue en las otras dos bebidas (Tablas 7 y 8). Es muy probable que aparezcan ya
que a la bebida se le adiciona azucar quemada, y los furanos son productos
tipicos de reacciones de caramelizacién procedentes de mono y disacaridos
deshidratados, compuestos heterociclicos simples muy comunes en las
reacciones con azucares simples, como es el caso de la sacarosa. Otros
compuestos derivados de furanos pueden estar asociados a reacciones de
Maillard y también pudieron detectarse en la bebida. Estos compuestos estan
asociados a la degradacion e interconversion de compuestos que contienen
grupos amino, el dihidro-5-metil-2(3H)-furanona se ha reportado como parte de las
reacciones de Maillard que se dan en los exudados de Agave tequilana Weber var.
azul durante la coccion de las pifias para la produccion de tequila, este compuesto

aparecio en las bebidas B, C y D (Mancilla-Margalli y Lépez, 2002).
B, C y D fueron de las bebidas a las que se adiciona azucar quemada y este

compuesto puede provenir de las reacciones de caramelizacion o bien pudo ser

que en el proceso se generen como resultado de la interaccion entre los
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compuestos aminados y los azUcares que hay en las frutas. Otros como el
furaneol (2-5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona) ha sido reportado en jugo de pifia,
este compuesto fue encontrado en las bebidas A y B, se sabe que por la
informacién obtenida con los productores que éstas pueden tener un poco mas de

fruta (Hodgson y Hodgson, 1993; Mancilla-Margalli y Lépez, 2002).

VII.2.2.7 Terpenos

El (+)-a-terpineol fue uno de los compuestos mas altos en cantidad relativa y se
presentd en todas las bebidas (Figuras 3 a 8). El limoneno se detectd en tres de
las muestras de tepache, tal vez porque los productores declaran que tiene una
mayor cantidad de naranja o por la forma en que se adiciona la naranja con todo y
su cascara, donde se exprime el jugo y después se pone en el agua. Este
compuesto al no ser un soluble en agua y quizas por haberse exprimido en exceso
la naranja se pudo haber presentado en particular en esta bebida, ya que este
compuesto ocupa casi el 95% del aceite esencial extraido de la cascara de esta
fruta (Shaw, 1991).

VIl.2.2.8 Lactonas

Otro compuesto que aparecio en las cuatro bebidas fue la butirolactona (Figuras
3 a 8). Este se ha reportado como un producto de la degradacion de fructosa,
dado que en este tipo de fermentacion el principal ingrediente, después del azlcar
de cafa, es la fructosa procedente de la pifia y la naranja que se utilizan como
sustrato de fermentacion, es muy factible que se haya generado como parte del

proceso de fermentaciéon. (Mancilla-Margalli y Lopez, 2002).
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VII.2.2.9 Derivados de aminoacidos

El Unico derivado de aminoacido que se encontrdé en el tepache fue la N-acetil-
tiramina que estuvo presente en proporciones relativamente altas en las cuatro
bebidas analizadas (Figuras 3 a 8). Esta amina biogénica es producida por
bacterias lacticas y es un producto de fermentacion que se genera por
descarboxilacion de aminoéacidos, en particular para este compuesto, de la
tirosina. En diversos productos fermentados se ha encontrado a esta y otras
aminas biogénicas. En las muestras de tepache estuvo en proporciones
relativamente altas ocupando el 4° lugar entre los compuestos volatiles mas
abundantes, la proporcion varié entre las bebidas, siendo A la que tuvo méas de

este compuesto.

Se ha visto que estas aminas aparecen de forma general en productos
fermentados, aunque de forma limitada por ser una bebida alcohdlica. Se puede
decir que las bacterias lacticas fueron las que produjeron la N-acetiltiramina.
Mediante la seleccién de ciertas bacterias lacticas se podria controlar la
produccion de estas aminas, ya que en niveles altos no son deseables en los
productos fermentados porque pueden producir dolores de cabeza, dificultad para
respirar, palpitaciones o reacciones alérgicas (Lonvaud-Funel, 2001).

Hubo gran cantidad de compuestos como alcoholes, &cidos grasos, alcanos,
alquenos, fenoles, aldehidos y derivados de benceno que aparecieron en
proporciones menores y que aparecieron en una o dos de las bebidas, lo que en
conjunto hacen que cada tepache tenga un perfil distintivo propio. Esto pudo
deberse al tipo de proceso de fermentacion, la cantidad y proporcion de materias
primas, los microorganismos involucrados y como se comportan éstos a lo largo
de la fermentacion. Todo lo anterior genera una combinacion particular de aromas
gue son caracteristicos en todos los tepaches analizados y otros que dan un toque
particular a cada producto ya que pueden generar un sinergismo de

multicomponentes (Lépez, 1999).
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VI1.3 EVALUACION SENSORIAL

VI1.3.1 Principales atributos sensoriales del tepache percibidos por consumidores

VII.3.1.1 Cuestionario filtro

Se encontré una gran diversidad de edades entre los consumidores, en un
intervalo entre 8 y 67 afios de edad, con un 72% de personas menores de 32 afios
(Figura 9). Los resultados de frecuencia de consumo indicaron que el 34% de los
entrevistados consumia tepache al menos una vez por semana, 19% cada
semana y 47 % una vez al mes (Figura 10). La mayoria de los consumidores
expresd que les gustaria continuar con el consumo de tepache, y que podian
incrementar su consumo si hubiera mayor disponibilidad de la bebida.

Os--12

m13-17

018-22

023-27

2% A% 4% 8%

W 28-32

8% 0 33-37

W 38-42
10%

9% 22% 043-47
W 48-52

W 53-67

Figura 9. Frecuencia etarea de consumidores de tepache.
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DIARIO 2-3 SEM
2% 6%

CADA SEMANA

CADA MES 26%

47%

CADA 15 DIAS
19%

Figura 10. Frecuencia de consumo de tepache.

La bebida es consumida por personas en un amplio espectro de edades y es bien
apreciada por los joévenes; lo que incrementa las posibilidades de aumentar el

mercado de consumo.

VII.3.1.2 Prueba monadica secuencial de aceptacién con consumidores

El analisis de varianza de las cuatro muestras demostré6 que no existen
diferencias significativas entre las repeticiones o los consumidores (p<0.05). Sin
embargo, los consumidores notaron diferencias significativas entre las muestras
de tepache (p<0.05), siendo la muestra D la que obtuvo el mayor promedio de
evaluacion de los diferentes atributos y C el mas bajo (Figura 11). Estos resultados
son consistentes con los promedios de las diferentes escalas, en donde la muestra
D obtuvo el mejor promedio para la primera impresion (6.92+1.50), gusto global
(8.12+1.33) y para los atributos de apariencia (3.94+0.73), olor (3.64+0.80) sabor
(3.79%0.83) y relacion dulzor/acidez (3.35+0.77). El Unico atributo de la muestra D

gue no tuvo el mas alto promedio fue el de intensidad de sabor (2.94+0.78).
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Cuando se aplico la prueba de diferencia minima significativa (DMS) a los
atributos sensoriales se vio que solo la intensidad de sabor permitié discriminar el
proceso de manufactura. Las muestras A y B obtenidas por un proceso de
fermentacién en tres pasos fueron percibidas como mas fuertes y de sabor mas
fermentado que las muestras C y D elaboradas mediante dos pasos de
fermentacion. Probablemente debido a la adiciébn de mas azucar y fruta después

de 24 horas de fermentacion que se hace en las dos primeras.
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BDMS
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la. Impresién apariencia consistencia olor sabor relacién intensidad de aceptacion

dulzor/aciez sabor global

Atributos

DMS=diferencia minima significativa (p <0.01)

Figura 11. Evaluacion monéadica de atributos en diferentes muestras de tepache.
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En contra de todas las expectativas, la relacion dulzor/acidez mostr6 muy poca
variacion. Esto se debe tal vez a la costumbre de los productores de compensar el
alto grado de fermentacion con la adicion de azulcar, con el objeto de disminuir la
sensacion de acidez, ya que tienen amplia experiencia para balancear el sabor de
su bebida. Algunos autores mencionan que en algunas bebidas se percibe menos
la sensacion de acidez cuando los productos se hacen mas dulces (Stampanoni,
1993; Duran y Costell, 1999).
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Figura 12. Ubicacion de las muestras de tepache con relacion a la importancia de

distintos atributos evaluados por consumidores.
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Los consumidores consideraron que la muestra D tenia un sabor agradable, ligero,
con sabor refrescante y con un adecuado grado de fermentacion. Las muestras A
y B se describieron con un dulzor adecuado, con olor fuerte y que tenian un alto
grado de fermentacion. La muestra A se consideré agradable, pero no la B. De la
muestra C se comentd que tenia un sabor débil, que estaba muy diluida y con
sabor azucarado, muy diferente al tipico sabor a tepache. Todos los comentarios
sobre las muestras coinciden con las evaluaciones hechas por los consumidores.
Ademéas coincide con algunas de las caracteristicas bioquimicas ya que es la

menos &cida y dulce.

El analisis de componentes principales (ACP) obtenido para los diferentes
atributos después de la rotacién varimax, mostraron que el primer componente
estuvo cargado negativamente y se presentd una alta intercorrelacion en los
atributos de olor, sabor, apariencia, primera impresion y aceptacion global. El
segundo componente estuvo asociado positivamente con la intensidad de sabor.
La muestra D fue la bebida que mostrd la més alta correlacion con estos atributos
(Figura 12). Las bebidas A y B fueron las muestras mas fermentadas debido al
proceso de fermentacion que se siguid y estuvieron altamente correlacionadas con
la intensidad de sabor (Figura 12). La bebida C no estuvo asociada a las demas
bebidas y no se relaciond con ninguno de los atributos. La interaccion de los dos
primeros componentes en la evaluacion global de las bebidas explica alrededor

del 61% del total de la varianza de las muestras (Figura 12).

VII.3.1.3 Prueba secuencial comparada de muestras con consumidores

La comparacion pareada entre muestras (Tabla 9) mostr6 que, cuando
existian diferencias significativas en la primera impresion como sucedié en las
comparaciones AC, AD, BC y CD, lo habia entre la mayoria de sus atributos, su

aceptacion global y su preferencia.



La intensidad de sabor fue significativamente diferente en las 6 comparaciones

pareadas, seguido por el sabor en 5, el olor en 4, la consistencia en 3 y la

apariencia y la relacion dulzor/acidez en 2.

Tabla 9. Prueba comparativa secuencial de tepaches comerciales con

consumidores para diferentes atributos sensoriales

Comparacion de muestras pareadas de tepache

Atributos (escala heddnica) Avs.B Avs.C Avs.D Bvs.C Bvs.D Cvws.D
Primera impresion(1-9) 6.38 621  *6.60 5.60 587 *7.02  *6.64 6.04 6.81 6.79 6.19 *7.13
Apariencia (1-5) 360 344 %377 341 3.38 %3.01 372 350 371 393 373 399
Consistencia (1-5) 271 275 %322 258 297 305  *340 251 3.04 289 2.59 *3.17
Olor (1-5) 320 310 %338 290 301 *366  *357 2.98 361 354 3.24 *3.74
Sabor (1-5) 330 .77 %362 301 321 *381 %375 295 359 3.66 3.23 *3.90
Relacion dulzorfacidez (1-5) 2.95 *3.25 319 310 2.84 *341 311 320 3.16 337 319 326
Intensidad de sabor (1-5) 297 *345 %321 288 369 *303  *352 248  *361 263 291 *3.17
Aceptacion global (0-10) 7.34 *8.11 ¥1.73 6.70 7.11 *8.40 ¥.71 6.77 7.60 7.80 7.14 *8.16
Preferencia % 45 55 7030 30 *70 7030 50 50 29 1

* Diferencias significativas entre muestras p <0.05

En el analisis de preferencia y en la mayoria de las comparaciones por atributos

(Tabla 9) se observdO que para A-B y B-D no se presentaron diferencias

significativas, mientras que en las deméas comparaciones A fue preferida sobre C,

D sobre A, B sobre C y D sobre C. Lo anterior establece que D fue la bebida con

mayor preferencia en las distintas comparaciones.
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Las diferencias observadas en los atributos dentro de las comparaciones por
pares pueden estar relacionadas probablemente con las variaciones en el proceso
y con el grado de fermentacion de cada bebida, debido al tipo de fermentacion
(lactica-alcohdlica) que presenta cada bebida (Rubio y col., 1993).
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Figura 13. Relacion de género con la aceptacion global de consumidores.

VII.3.1.4 Relacion de género y frecuencia de consumo con la aceptacion global

monadica en pruebas con consumidores
Los promedios de aceptacién global no mostraron diferencias significativas
entre hombres y mujeres, lo que indica que ambos tienen aficion por la bebida y

una percepcion similar (Figura 13).

La ecuacién de la regresion cuadratica mostrO que existe una correlacion

significativa entre consumidores que beben tepache una vez por semana y la
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aceptacion global, para las muestras B (r*=0.68), C (r*= 0.79) y D (r’= 0.82) (Figura
14). El modelo explica entre el 68 y el 82 % de la varianza de los datos
experimentales. No se encontrd una correlacion significativa entre la aceptacion

global y un patrén de consumo mas frecuente.
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Figura 14. Relacién de frecuencia de consumo con la aceptacién global de

consumidores.
VII.3.2 Generacién de descriptores
Inicialmente con los jueces entrenados se establecieron 18 descriptores para

apariencia, 52 de olor, 3 de gusto, 49 de sabor y aroma y 46 de sabor residual.

Durante toda las sesiones se les presentaban estos términos y se establecia la
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frecuencia con la que aparecian y se trataba de agrupar por consenso aquellos
que pudieran significar lo mismo, como resultado de estas actividades se logro
agrupar y reducir la lista a 15 para apariencia, 18 para olor, 3 para gusto, 19 para
sabor y aroma y 15 para sabor residual. Nuevamente por consenso se encontrg
que habia términos que se podian incluir en otros por lo que se hizo un segundo
agrupamiento, reduciendo aun mas la lista. También durante el entrenamiento se
detecté que los jueces evaluaban de forma similar algunos descriptores y se
efectud un tercer agrupamiento para facilitar la prueba, finalmente con los analisis

de frecuencia y de componentes principales se eliminaron algunos mas.

Tabla 10. Factores de carga de componentes principales de descriptores de

apariencia de tepache

Descriptores CP1 CP2 CP3
burbujeante 0.37 0.27 -0.09
brillantez 0.39 0.03 -0.07
color cobre claro 0.32 0.19 -0.13
color cobre oscuro 0.38 -0.14 0.18
opacidad 0.20 0.25 -0.37
turbidez 0.14 0.35 0.18
particulas suspendidas -0.04 0.54 0.04
translucido 0.29 -0.17 -0.35
viscosidad 0.34 -0.17 -0.29
frescura 0.26 -0.03 0.53
sin particulas 0.23 -0.25 0.02
color cobre -0.04 0.52 -0.03
particulas fondo -0.25 -0.02 0.52
proporcion de la varianza total 42.14% 20.91% 11.88%

valores con valor absoluto mayor a 0.31 se ponen en negritas

De los datos agrupados por frecuencia de aparicion en el total de las sesiones y
con el analisis de componentes principales se establecié cuales eran los que
tenian mayor porcentaje sobre la variabilidad de la bebida, teniendo que, con los
tres primeros componentes se explicaba casi el 75 % de la variabilidad debida a la

apariencia. Los descriptores que tuvieron mayor influencia en el primer
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componente fueron: brillantez, color cobre oscuro, burbujeante, viscosidad y color
cobre claro, en el segundo componente las particulas suspendidas, el color cobre
y la turbidez. Para el CP3 fueron la frescura, las particulas en el fondo y con un

efecto negativo translicido y opacidad (Tabla 10).

Con el andlisis anterior, la frecuencia con que mencioné a cada descriptor y con el
consenso de los jueces, en apariencia se decidi6 que se englobaran todas las
tonalidades del color cobre, ya que aparecieron en el CP1, y que la variacion del
color iba de claro a oscuro, siendo que la evaluacion de este descriptor define las

variaciones en la tonalidad del color.

Se establecié también por consenso la relacion entre turbio y translicido para
determinar cuando la bebida tenia mayor o menor cantidad o bien ausencia de
sélidos, término que no tuvo influencia en los tres primeros componentes en el
ACP. Este descriptor muy probablemente esté relacionado con el contenido de
fruta y con el grado de fermentacion del tepache por lo que se eliminé el descriptor
sin particulas. Asimismo se elimind el término particulas en el fondo ya que las
particulas permanecian en el liquido durante poco tiempo y después tendian a

asentarse.

Se establecid que habia una relacion entre los descriptores de brillantez y
opacidad ya que en conjunto indicaron en cierta medida el grado de frescura del
producto, observandose que, cuando el producto era mas brillante era también
mas fresco, a medida que se iba perdiendo la brillantez, era porque el producto
estaba méas fermentado o menos fresco y en consecuencia se hacia mas opaco.
Ademas corroborando lo anterior, en el ACP el término fresco aparecié con una
influencia positiva fuerte en el CP3, mientras que el descriptor de opacidad

aparecié también pero con un efecto negativo.

Para los descriptores de olor se tomaron los 3 primeros componentes donde se

explicaba hasta el 72% de la variabilidad selecciondndose 8 descriptores:
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fermentado, sensacion de olor picante, pifia fermentada, naranja, tamarindo,
dulce, vinagre y afrutado (Tabla 11). Los cuatro primeros tuvieron fuerte influencia
en el CP1 y los deméas en el CP2. Se decidi6 eliminar el descriptor de olor a
manzana por no aparecer con frecuencia y no tener influencia en los tres primeros
componentes dentro del ACP.

Tabla 11. Factores de carga de componentes principales para descriptores de olor

de tepache

Descriptores CP1 CP2 CP3
fermentado 0.39 0.11 -0.13
afrutado 0.16 0.40 0.28
dulce 0.31 0.31 0.01
pifia fermentada 0.33 0.28 -0.27
pifa -0.14 0.30 0.12
fermentacion avanzada -0.16 -0.30 0.44
alcohol 0.18 -0.32 -0.48
hule 0.31 -0.14 0.40
tamarindo 0.33 -0.25 0.22
vinagre 0.13 -0.42 -0.10
naranja 0.33 0.02 0.37
manzana 0.27 0.15 -0.15
picante 0.37 -0.30 0.00
proporciéon de la varianza total 38.72% 17.76% 15.66%

valores con valor absoluto mayor a 0.31 se ponen en negritas

Aparte del analisis se decidi6 por consenso, eliminar los descriptores de olor de
alcohol por ser dificil su deteccion y sélo ser detectado por la mayoria de los
jueces cuando habia una fermentacion demasiado avanzada en el tepache. En el
caso del olor a hule este descriptor sélo fue detectado en una bebida y no se pudo
relacionar con alguna caracteristica en particular, tal vez ese olor pudo deberse a
gue en este lugar de venta se adquiria el producto en vasos de poliestireno, esto a
pesar de tener un peso importante en el CP1.
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Para la evaluacién del gusto se desarrollaron los descriptores acido, dulce y
amargo pero por consenso se establecié que fueran considerados Unicamente

dentro de sabor y aroma donde aparecen también.

Para los descriptores de sabor-aroma (Tabla 12) hubo dificultad para distinguir de
forma individual todos aquellos relacionados con un aroma frutal, se encontré que
el ingrediente con mas sabor y aroma entre las frutas era la pifia, descriptor que
aparecio con fuerte influencia en el CP1. Normalmente es la fruta que mas se
utiliza para elaborar esta bebida, ya que se ha visto que el uso de la cascara en
algunos productos fermentados como los vinos blancos, puede incrementar la
percepcion del aroma, asi como hacer mas afrutado el aroma del producto

(Garcia-Romero y col., 1999).

Tabla 12. Factores de carga de componentes principales para descriptores de

sabor-aroma de tepache

Descriptores CP1 CP2 CP3
dulce 0.33 -0.16 -0.06
afrutado 0.07 -0.28 0.29
fermentado 0.33 0.71 -0.16
pifia 0.31 0.08 0.33
acido 0.36 -0.31 -0.21
amargo 0.36 0.32 0.00
picante 0.38 -0.18 0.20
burbujeante 0.16 0.37 -0.18
pifia fermentada 0.28 0.15 -0.52
tamarindo 0.08 -0.32 -0.29
alcohol 0.23 0.47 0.17
astringente 0.31 -0.35 0.24
manzana -0.07 -0.18 -0.47
proporciéon de la varianza total 31.90% 19.08% 15.00%

valores con valor absoluto mayor a 0.31 se ponen en negritas
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A pesar de que otras frutas como la naranja, el tamarindo y la manzana son
usados también como ingredientes y de igual forma son ricos en aroma y sabor,
se decidid6 englobar su sabor y aroma en el descriptor afrutado, ya que no
pudieron ser distinguidos por los jueces tal vez por la cantidad tan baja que se

utiliza para elaborar el tepache.

En el caso de la manzana se percibieron notas relacionadas con este fruto, pero
no es un ingrediente que se use con regularidad para elaborar la bebida y no es
facil distinguir ésta de otras notas frutales por lo que, se decidié eliminar por
consenso. Los jueces comentaron que el aroma frutal estaba relacionado
principalmente con el aroma a pifia y que en muy pocos casos se podia distinguir

aromas de otras frutas.

En el andlisis de componentes principales se observd que el aroma a pifia estaba
mas relacionado con los descriptores de pifia fermentada y fermentado que con
los deméas aromas frutales. Por todo lo anterior se decidié6 dejar Unicamente el

descriptor de aroma a pifia y quitar el de afrutado y el de las otras frutas.

Ademas con los tres primeros componentes que se utilizaron en el analisis se
logré6 explicar hasta el 65% de la variabilidad en las bebidas, de ahi se
seleccionaron 9 descriptores quedando: dulce, &cido, fermentado, pifia, sabor
picante, amargo y astringente con la mayor carga dentro del primer componente y

la sensacion de alcohol y la burbujeante en el segundo.

Con respecto a los descriptores de sabor residual, en aquellos relacionados con
frutas sucedié lo mismo que para sabor y aroma, tomando la misma decision de
dejar unicamente el descriptor de pifia (Tabla 13). En el caso de los descriptores
picante y alcohol se establecié que eran caracteristicas que perduraban muy poco
y que eran dificiles de detectar como resabio, por lo que se decidio eliminarlos. El
sabor residual a hule se eliminé por las mismas razones expuestas en los atributos

de olor. Todas estas decisiones fueron avaladas también por el analisis de
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componentes principales donde los 3 primeros componentes explicaron el 64% de
la variabilidad en los tepaches y los descriptores seleccionados tuvieron la mayor

carga en los dos primeros componentes (Tabla 13).

Tabla 13. Factores de carga de componentes principales para descriptores de
sabor residual de tepache

Descriptores CP1 CP2 CP3
dulce 0.20 -0.39 -0.08
fermentado 0.12 -0.41 0.06
amargo 0.39 -0.07 0.38
picante 0.20 -0.07 0.17
acido 0.38 -0.07 -0.42
pifia 0.25 0.48 0.15
alcohol 0.32 -0.14 0.31
afrutado -0.10 -0.13 0.41
burbujeante -0.12 0.18 0.56
astringente -0.09 0.45 -0.09
manzana 0.32 0.38 -0.07
madera 0.48 0.11 -0.10
hule 0.28 0.00 0.07
proporcién de la varianza total 26.66% 21.78% 15.79%

valores con valor absoluto mayor a 0.31 se ponen en negritas

Como se ha mencionado en los diferentes atributos del tepache, la mayoria de los
descriptores se encuentran relacionados con el proceso de fermentacion de la
bebida como serian el olor, sabor-aroma y sabor residual a fermentado, a acido, a
alcohol y a picante (fermentaciones alcohdlica y lactica), la apariencia y sabor-
aroma burbujeantes (produccion de COy) y los descriptores de apariencia brillante
y translicido; otros se relacionan con las frutas que se utilizan como sustrato para
la fermentacion y los demas, pueden ser resultado de la interaccion sustrato-
fermentacion, o sea los cambios que se dan durante la fermentacion en

combinacion con la transformacion de la fruta. EI de madera y astringente tal vez
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estén relacionados con el tipo de recipientes donde se produce el tepache y con

las sustancias que puedan aportar a la bebida estos barriles.

Para poder desarrollar un vocabulario adecuado en los descriptores generados y
asegurar términos precisos se utilizaron diferentes estandares de estimulo fisico,
lo que permiti6 establecer a los jueces la identificacion y la definicion exacta de

cada descriptor

Después de las consideraciones anteriores en la Tabla 14 se observan los
descriptores finales generados, en la Tabla 15 cudal es el significado para cada
aspecto de la bebida y en la Tabla 16 las referencias fisicas utilizadas en distintos

descriptores

Tabla 14. Descriptores finales de tepache

APARIENCIA OLOR SABOR-AROMA  SABOR RESIDUAL
Burbujeante Dulce Dulce Dulce
Brillante Afrutado Acido Acido
Color cobre Fermentado Fermentado Fermentado
Translucido Pifia fermentada Pifia Pifia
Particulas suspendidas  Naranja Picante Alcohol
Viscoso Tamarindo Alcohol Amargo
Vinagre Burbujeante Astringente
Picante Amargo Manzana
Astringente Madera

VI1.3.3 Entrenamiento de los jueces

Para estudiar la capacidad discriminatoria y la reproducibilidad de cada juez, se
realiz6 un andlisis de varianza de dos factores (muestras y sesiones) con los
resultados obtenidos en las sesiones de adiestramiento con cada juez y con cada

descriptor. Se tomd como base que todos los jueces tenian la capacidad para
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Tabla 16. Referencias utilizadas para los descriptores de tepache

Descriptor Referencias

Burbujeante Alka seltzer

Viscosidad Pectina + jugo de manzana

Olor dulce

Sabor dulce Sabor caramelo

Afrutado Sabor naranja + jugo de (manzana, pifia,
tamarindo)

Color Caramelo

Alcohol Alcohol

Vinagre Vinagre

Picante Alcohol + vinagre

Madera Serrin de madera

Fermentado Tepache con 48 h extras de fermentacion

Pifa fermentada
Afrutado piia
Afrutado tamarindo
Amargo

Astringente

Pifia fermentada durante 48 h
Jugo de pifia

Jugo de tamarindo

Raspadura de naranja en agua

Té negro

discriminar ya que tuvieron diferencias significativas (a<0.30) para al menos 25 de
los 32 atributos (Pastor y col. 1996; Zook y Wessman, 1997).
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De los 32 descriptores evaluados, hubo algunos en donde por los intervalos de
variacién que se detectaron en las bebidas de referencia los jueces no lograron
desarrollar una capacidad discriminativa. Seis jueces no tuvieron capacidad
discriminativa en los descriptores de olor a tamarindo (jueces 1, 2, 3,4, 6,y 7)y
sabor a pifa (jueces 1, 2, 4,6, 7y 8), 5 (jueces 1, 3, 4,5y 7) en los de sabor
acido y 7 (ninguno excepto 6) en sabor residual &cido, 7 (ninguno excepto 5) en
pifia residual, 5 (jueces 1, 2, 4, 6 y 8) en sabor astringente, y 4 (1, 3, 6, 7y 8) en
astringente residual. En estos descriptores, cuando se realizO el analisis
cuantitativo descriptivo se mantuvieron las referencias y se les hizo hincapié en
gue trataran de tener mas cuidado al discriminar aquellos descriptores que

hubiesen dado problemas.

Aparte hubo algunos jueces que no tuvieron capacidad discriminativa en otros
descriptores como olor a naranja 4 (1, 3, 6 y 7), olor a dulce 2 (jueces 4 y 8)
particulas suspendidas 2 (jueces 2 y 5) y sabor amargo 2 (jueces 2 y 8).

Damasio y Costell (1991) mencionan que cuando un juez tiene capacidad
discriminativa para evaluar descriptores pero falla en su habilidad para evaluar
algunos, no existe un valor para aceptar o rechazar a ese juez; se puede tener
confianza en sus evaluaciones si es asertivo con diferencias significativas con una
p<0.30, es decir, para este estudio en 25 de los 32 descriptores generados. En
este caso todos los jueces estuvieron por arriba de este valor. Asi, los jueces 1, 4,
6 y 7 fallaron en 7 descriptores, el 3y el8en6,el2en5yeljuez5en3 en
varios de estos descriptores no se pudo discriminar tal vez por el intervalo de
variacion tan bajo que presentaron las bebidas, o bien, porque es dificil para los
jueces distinguir entre aromas que facilmente desarrollan un efecto sinérgico, tal
es el caso de los aromas de frutas o afrutados en donde los jueces soélo
alcanzaron a desarrollar la capacidad para distinguir aromas de frutas en general

sin poder discriminar el tipo de fruta.
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Otro punto es la acidez, donde tampoco tuvieron la capacidad para discriminar
este descriptor, tanto en sabor-aroma como en sabor residual, aqui, al ser una
bebida muy acida, es factible que al probarla en una bebida dulce se pueda
confundir, debido al efecto que tiene el dulce sobre la percepcion del acido, esto
ya se habia detectado de igual manera en el estudio con consumidores
(Stampanoni, 1993).

Por lo anterior, se puso especial atenciéon a la hora de realizar el analisis
cuantitativo descriptivo poniendo referencias y la carta de los descriptores a la

hora de evaluar, con el objeto de atenuar o eliminar ese problema.

VII. 3.4 Andlisis cuantitativo descriptivo

El analisis cuantitativo descriptivo de las cuatro bebidas analizadas mostré para
apariencia una clara division entre las bebidas que son elaboradas con tres pasos
de fermentacion (A y B) y dos pasos (C y D) siendo significativamente diferentes,
(a=0.05) (Figura 15).

Las primeras fueron mas burbujeantes, brillantes, claras, translicidas, viscosas y
con mas particulas suspendidas, en general estos descriptores dan idea de
bebidas con un mayor grado de fermentacion como se habia establecido desde el
desarrollo de los descriptores, excepto el parametro de translicidas que se
esperaba que a mayor grado de fermentacion se hicieran mas opacas por el

desarrollo de microorganismos.
En relacion con los descriptores de olor, se puede observar que no existieron

diferencias significativas entre las cuatro bebidas excepto para los descriptores

fermentado y pifia fermentada, donde se volvio a presentar la division de las
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APARIENCIA

——A-®-B--4-C D

Burbujeante
11

Viscosidad

-

/—VE Brillantez-opacidad

- ="
- T 3
- = "

T e = mom e o= o=

Particulas suspendidas -~ 77 Color cobre

Transltucido

A B C D
Burbujeante|  7.06a 8.06a 4.7 5.2h
Brillantez-opacidad|  7.4a 1.2a 104 8.9
Colorcobre| 2.9 2la 10.6b 10.7h
Transllcido|  1.3a 0.87a 8.6 6.6
Particulas suspendidas| 11.11a 8.9 202 371h
Viscosidad|  9.96a 8.6ah Il (AL

* letras diferentes entre cuadros significan diferencias significativas
entre bebidas a= 0.05

Figura 15. Perfil descriptivo de apariencia en muestras de tepache.
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OLOR

——A-B-B-4-C D
Dulzor
12 +
11 +
10 &
Picante Om._ Afrutado

Vinagre
Tamarindo

A B C D
Dulzor]  84a 8.9a 8.4a 9.6a
Afrutado|  10.2a 10.7a 8.3 9.6a

Fermentado| 11.3a 10.7a 8.3b %
Pifiafermentada] ~ 9.5a 9.7a 7.2b 7.3b
Naranja| 4.8a 5.2a 41a 4.5a
Tamarindo | 34a 37a 35a 4.3a
Vinagre | 6.1a 4.9ab 4.8ab 34b
Picante]  6.3b 4.8a 3.8a 3.5

T Pifia fermentada

Naranja

entre bebidas a= 0.05

* letras diferentes entre cuadros significan diferencias significativas

Figura 16. Perfil descriptivo de olor en muestras de tepache.

Fermentado
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SABOR-AROMA

——A—B B—A-C D
Dulzor
12 T
1§
Astringente 10 Acidez
9 ‘\\
/NGNS
Al N\S
L} \
e\ \
/[ . \
) \§
4
Amargo 3 N Fermentado
/ . ‘
/ ]
N\
/ v /
/
~ e
Burbujeante ~ 2 7 Pifia
—_——
Alcohol Picante
A B C D
Dulzor] 9.5 9.5a 10ab 11.2b
Acidez|l 7.7a 8.6a 5.1h 4.5h
Fermentado| 11.11a 10.7a 7.4h 6.5h
Pifia] 8.8a 9.5a 6.1h 7.1b
Picante| 6.9 8.2a 4.3b 3.9h
Alcohol|  7.1a 7.8a 4.3h 4.1h
Burbujeante] 7.3 9.3 3.5b 4.3b
Amargo|  4.2a 5a 3 2.3b
Astringente] ~ 4.2ac 4.8a 3.2h¢ 2.6b

* letras diferentes entre cuadros significan diferencias significativas
entre bebidas a= 0.05

Figura 17. Perfil descriptivo de sabor-aroma en muestras de tepache.
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SABOR RESIDUAL

—4—A—-B%B A C D

Dulzor

Astringente Acidez

Amargo Fermentado

Alcohol Pifia

A B C D
Dulzor]  8.7a 8.8ab 8.1a 9.7h
Acidez) 6.5 7.6a 4.5h 3.6b

Fermentado|  10.1a 9.1a 6.6b 5,60

Piia)  8a 8.25a 4.9 5.7b
Alcohol] 59 71 35b 4.1b
Amargo|  35a 4.6 2.8ab 2.4b

Astringente| ~ 4.4a 452 37a 24

* letras diferentes entre cuadros significan diferencias significativas
entre bebidas a= 0.05

Figura 18. Perfil descriptivo de sabor residual en muestras de tepache.
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bebidas A y B por un lado, y C y D por el otro, siendo las de tres pasos de
fermentacion las que generaron olores mas fuertes. En olor a vinagre y picante

solo A fue diferente a las demas (Figura 16).

Los descriptores de sabor-aroma y de sabor residual (Figuras 17 y 18)
presentaron un comportamiento semejante a los de apariencia donde se
detectaron diferencias significativas entre las bebidas con tres pasos de
fermentacién y dos, siendo casi siempre mas altos los valores para describir el
sabor-aroma y el sabor residual. En las primeras solo los descriptores de
astringencia no tuvieron diferencias significativas en sabor residual y en sabor-
aroma solo hubo diferencia entre Ay D, y entre B y C, esto tal vez vario por el tipo
de barriles donde se llevé a cabo la fermentacion, ya que pueden ser mas o
menos viejo y esto hace que se presente mayor o menor intercambio de

compuestos que dan la sensacion de astringencia y resabio consecuente.

En relacién con el sabor-aroma a dulce la bebida con mas alta calificacion fue D
pareciéndose a C pero no a A ni a B, en el dulzor residual también fue D la que
dej6 mayor resabio dulce pero en este caso se parecidé a B pero no a A ni a C,
esto puede variar ya que los productores pueden adicionar azucar antes de la
venta, teniendo la costumbre de tener un producto mas o menos dulce segun el
gusto de los clientes; en el caso del sabor residual dulce tal vez aqui, el tipo de
azucar (blanca, morena o quemada) pueda variar y esto pudo dejar un resabio
diferente (Figura 18).

Casi la mayoria de los descriptores desarrollados en el tepache ayudan a definir
diferencias marcadas entre los procesos de elaboracion, siendo A y B productos

mas fuertes con mayor grado de fermentacion.

El uso del andlisis cuantitativo descriptivo permitié distinguir las variaciones en

relacion al proceso de elaboracion lo que hace a este analisis dentro de la
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evaluacién sensorial una herramienta Util para tener criterios de calidad y poder

distinguir diferencias entre tepaches de diferente forma de produccion.

VIIl. 4 ESTANDARIZACION DEL PROCESO

Con la informacion obtenida con los productores, las observaciones hechas en
los lugares de venta y la caracterizacion de la bebida realizada en este estudio, se
puede decir que el tepache es una bebida que puede elaborarse con diferentes
frutas, pero al menos, en los lugares donde se realizé esta investigacion, se puede
decir que la fruta que mas frecuentemente se utiliza como materia prima es la
pifia, de ésta se agrega Unicamente la cascara con restos de pulpa que quedan
durante el pelado manual, en algunos casos se encontré que puede usarse el

centro de la fruta pero esto no es muy coman.

Otro de los ingredientes importantes es la naranja, aqui lo mas utilizado son los
restos de la naranja una vez que se ha extraido el jugo, algunos productores
utilizan la naranja partida a la mitad y exprimen un poco de jugo sobre el agua
donde se va a llevar a cabo la fermentacion poniendo el resto como sustrato para
fermentar. Es muy variable la cantidad de naranja que se adiciona y mas lo es
aun la cantidad de jugo que se pone, sin embargo, casi en todos los lugares donde

se obtuvo informacién declararon que si usaban naranja.

El tercer ingrediente que mas se utiliza en las mezclas comerciales es el
tamarindo, este fruto se usa de manera diferente a los dos anteriores ya que aqui
Unicamente se lava y se machaca sin eliminar la cascara, pero si para permitir que
el agua entre en contacto con la pulpa y pueda disolverse un poco en el agua.
Este es de los ingredientes que algunos adicionan desde el principio y otros lo
ponen en el transcurso de la fermentacién, algunas veces sustituyendo a la pifia o
a la naranja. También los productores indicaron que casi siempre utilizan este

fruto.
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Todos estos ingredientes pueden usarse mezclados o en forma individual con
agua en diferentes barriles y en un momento determinado cuando el productor
considera que ya debe preparar el producto final, los mezcla y los deja fermentar

un tiempo mas.

Cada productor tiene una forma particular de preparar su bebida y normalmente
guarda con recelo puntos clave tanto en la proporcidon de ingredientes como en
detalles del proceso, sin embargo, a continuaciéon se describen el proceso y
algunas diferencias detectadas por simple observacion, por la informacion de los

productores, por los analisis realizados o por los microorganismos involucrados:

Inicialmente se lavan los barriles con agua potable y se restriegan con escobeta o
escoba las paredes del barril, después se enjuagan varias veces con agua
potable, esta accion sélo se realiza después de que se han realizado varias
fermentaciones. Una vez limpios los barriles se pone agua potable de la llave,
normalmente el agua que llega de la toma se pasa por un filtro, soélo los
productores de las muestras C y D cuentan con este filtro. Los barriles se llenan
hasta la mitad y después se adicionan las frutas, primeramente se ponen las

cascaras de la pifia después el tamarindo machacado y hasta el final la naranja.

Cabe mencionar que en la muestra A los productores sefalaron que ponian las
tres frutas al mismo tiempo, pero segun observaciones es factible que vayan
agregando un poco mas de fruta después de terminar cada fermentacion y dejan
fermentar la misma fruta durante varios procesos y solo agregan mas agua. En las
demas muestras (B, C y D) parece que si adicionan fruta nueva después de cada

fermentacion.
Las frutas (pifia-naranja-tamarindo) normalmente se agregan en proporciones

2:1:1, en total las tres frutas cubren el 10 % del total de la bebida como se

describié en la Figura 1. Para las muestras A y B se pone a fermentar el barril sin
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azucar durante 24 horas al cabo de los cuales diluyen con agua al 50%, el liquido
se pasa a otro barril, se agrega un 10% de azucar estandar y se deja fermentar 24
horas més, este procedimiento lo repiten una vez mas soélo que el tiempo de

fermentacion se reduce a 12 h.

Al llegar a un total de 60 horas de fermentacion se estandariza la cantidad de
azucar por lo que se agrega para ajustar la bebida entre 12-13 °Brix. En este
momento también se adiciona azlUcar quemada para darle una tonalidad cobriza
gue puede variar de claro a oscuro que debe ser semejante en color a cuando se
endulza con piloncillo, que es la forma mas tradicional de endulzar la bebida, ya
gue es como se prepara de forma tradicional a nivel casero y también en la
mayoria de las regiones del pais. A partir de este momento, se adiciona hielo en
grandes trozos para frenar un poco la fermentaciéon y que el producto ya no
cambie demasiado en sus caracteristicas sensoriales. Es muy comun que por el
desplazamiento de venta que normalmente tiene la bebida se tarde hasta 12 horas

mas en vender un barril de tepache.

Para las bebidas C y D ponen a fermentar las frutas en el barril pero en éstas se
adiciona 10% de azucar y se deja fermentar durante 48 horas, posteriormente se
diluye con agua al 50% y se pasa el liquido a otro barril, se agrega también un
10% de azucar aproximadamente hasta alcanzar también de forma aproximada
12-13 °Brix y se deja fermentar de igual forma que en las muestras anteriores
cuando menos 12 horas mas. En este momento también se adiciona azucar

guemada y hielo hasta su momento de venta

Con respecto a las bebidas analizadas pudo obtenerse informacion con respecto a
las variaciones que se pueden presentar en la forma de procesar el producto.
Como ya se ha mencionado las dos primeras bebidas A y B son elaboradas
Gnicamente con las frutas y agua y se deja fermentar durante 24 horas como
minimo, dependiendo de la temperatura ambiente, algunas veces el productor

decide alargar el tiempo de fermentacién y s6lo cuando observa el avance de la
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fermentacion y considera que esté listo, entonces adiciona agua diluyendo al 50%
el producto, algunas veces puede agregar mas de fruta o bien solo agua y azlcar,
todo esto lo pone en un barril limpio y vuelve a dejar fermentar por otras 24 horas

dependiendo de cdmo observe el producto.

En el caso de la bebida A es comdn que cada fruta se fermente por separado en
agua durante 24 h y al llegar a este punto es donde hace la mezcla segun el
criterio del productor. Normalmente, el ingrediente que mas utilizan en esta bebida
es la pifia y normalmente los otros ingredientes se mezclan en menor proporcion,
se adiciona nuevamente azucar, algunas veces se agrega azucar quemada pero
en otras ponen colorante artificial con color de caramelo que da tonalidades

semejantes al piloncillo y al azGcar quemada.

Para la bebida B el proceso se lleva a cabo de forma similar solo que desde el
inicio de la fermentacion se utilizan tres frutas y solo hasta la parte final de la
fermentacion (60 h) se adiciona azUcar quemada para darle el color y el sabor

deseado a la bebida.

Para los tepache C y D el proceso es diferente, se elabora el tepache colocando
en el barril la fruta, el agua y el azicar desde el inicio dejando fermentar durante
48 h, al cabo de este tiempo se diluye a la mitad, se pone mas azucar y azucar
guemada, se pasa a otro barril limpio y se deja fermentar entre 12 y 24 horas o
mas teniendo un producto listo para la venta desde el momento en que se
transfiere al segundo barril. Aunque por el desplazamiento que tiene el producto,
normalmente se tiene una fermentacion lenta durante este Ultimo lapso, ya que en
las cuatro bebidas y en general la mayoria de los productores artesanales agregan
trozos grandes de hielo al tepache, lo que les confiere la temperatura adecuada
para hacerla una bebida altamente refrescante y que permite que el producto se

fermente mas despacio.
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Por tanto, en esta parte de la fermentacion puede haber productos con un sabor y
aroma mas fermentado segun se vaya vendiendo el producto, algunas veces
incluso puede quedar un poco de tepache que se guarda en el barril para el
siguiente dia donde se vuelven a corroborar su atributos sensoriales y si esta
todavia bien, se comercializa y si no, se mezcla con tepache nuevo que se ha

preparado para venderse ese dia.

Es muy comdn que los productores realicen mezclas para tener siempre una
bebida con inmejorables caracteristicas sensoriales manejando en el trayecto de
fermentacion diluciones y mezclas que hace al producto final un tepache con una
calidad bastante semejante en la mayoria de las veces. En contadas ocasiones y
sobre todo cuando la venta es muy baja los productores se ven obligados a vender
el producto con dos y hasta con tres dias mas de fermentacién. En estos
productos pueden aparecer atributos no deseables a pesar de las mezclas que los
productores hacen, esto generalmente se da en épocas de lluvias cuando el
consumidor no compra tanto el producto y sobre todo cuando en las mafanas las

temperaturas son altas.

A pesar de ser una bebida donde la cantidad de fruta no es muy alta, muchos de
los atributos sensoriales y de aroma provocados por la materia prima y la
fermentacién se mantienen en el producto final e incluso se incrementan durante
el proceso. Ademés, aunque se diluya el producto varias veces, si se adiciona
azucar y se pone nuevamente a fermentar, se puede tener un tepache con
atributos semejantes a cuando se tiene mayor cantidad de fruta, esto, debido a los
productos de fermentacibn que generan los microorganismos, lo que fue
corroborado mediante las evaluaciones bioguimicas y sensoriales realizadas con
los consumidores y con los jueces entrenados. Asi, el productor puede tener 3 6 4
fermentaciones sin agregar fruta, o poniendo cantidades minimas y solo con la
segunda fermentacion y con la misma materia prima de la primera fermentacion se

puede tener un producto aceptable para el consumidor. Cuando el productor
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considera que ya no se debe continuar la misma fermentacion, entonces los

barriles se vacian y se enjuagan o se lavan y se vuelve a iniciar todo el proceso.

Como parte del estudio de las caracteristicas microbioldgicas, bioquimicas y
sensoriales del tepache se puede decir que el tepache es una bebida tradicional
mexicana que se elabora desde las épocas prehispanicas, que ha ido
evolucionando, cambiando de una bebida que se elaboraba con maiz y cafa de
maiz a una combinacién de maiz, cafia de maiz o de azucar y pifia, hasta dejarla

Gnicamente con restos de frutas y aztcar como se elabora actualmente.

Mediante este estudio se pudo detectar que es una bebida &cida con bajo
contenido alcohodlico donde pueden participar diversos grupos microbianos entre
los que resaltan las levaduras y las bacterias lacticas. Como parte del proceso de
fermentacion se generan una gran variedad de compuestos volatiles que dan
sabor y aroma al tepache y que hacen a la bebida un producto muy aromatico, al

parecer independientemente de la cantidad de fruta que contenga.
Es una bebida que se consume en casi todo el territorio nacional y sigue siendo

una bebida muy popular, el producto sigue elaborandose de manera artesanal y se

expende normalmente al menudeo.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que el tepache es una bebida

fermentada con una microbiota muy variable.

Un grupo importante fueron las bacterias lacticas, ya que aparecieron en cuenta
elevada (>10°) en todas las bebidas analizadas. Especies del género Lactobacillus
y Leuconostoc estuvieron en todas las muestras, habiendo especies homo y

heterofermentativas.

Las bacterias acéticas, en las muestras, aparecieron en cantidades considerables

(>10°, siendo Acetobacter spp. la que se aisl6 de todas las muestras.

Los productos metabdlicos que generan las bacterias acéticas no siempre

aparecieron en las muestras analizadas.

De las levaduras solo S. cerevisiae aparecio en todas las muestras.

Diferentes especies de los géneros Hanseniaspora/Kloeckera y Candida se
aislaron de tres de las cuatro muestras y todas las levaduras estuvieron en

cuentas muy altas (>10°).

Algunos aislados de Saccharomyces, Hanseniaspora/Kloeckera, Candida,
Lactobacillus y Leuconostoc presentaron variabilidad en sus caracteristicas

fenotipicas con respecto a la diagnosis de cada especie.

En algunos de los aislados de las levaduras la secuencia del dominio D1/D2 del
gene 26S del ADNr no fue resolutiva para identificarlas plenamente por lo que se
recomienda el uso de la taxonomia polifdsica para establecer si no se tienen

especies nuevas.
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Dentro de las caracteristicas bioquimicas se detectaron los productos metabdlicos
de las bacterias lacticas y de las levaduras, siendo el etanol y el acido lactico los
mas abundantes, también aparecié acido acético en cantidades bajas, aunque en

la muestra C no se alcanz6 a detectar.

Muchos de los compuestos volatiles detectados fueron comunes a todas las
bebidas analizadas, algunos de ellos en cantidades relativas altas, muchos de

ellos son tipicos de bebidas fermentadas.

Otros compuestos volatiles fueron particulares de cada muestra de tepache

analizada y aparecieron en menor proporcion.

Se detectd un perfil bioquimico bastante complejo con mas de 100 compuestos
diferentes, lo que indica la riqueza sapida del tepache.

Se establecié en buena medida que el consumidor sigue aceptando el tepache, y
ademas estd dispuesto a seguirlo consumiendo y a incrementar su ingesta a
medida que haya mayor disponibilidad, lo que es un indice del potencial de

industrializaciéon de esta bebida.

Se logré desarrollar el perfil sensorial del tepache con 32 descriptores de
apariencia, olor, sabor-aroma y sabor residual que permiten tener la base para

establecer la calidad sensorial de la bebida.

El gusto y caracteristicas que aprecia el consumidor fueron afinados y evaluados
mediante el desarrollo de un perfil sensorial. EI conocer dicho perfil permitira
generar un producto con los atributos que sean del gusto del consumidor. Este
perfil permiti6 ademas determinar las diferencias existentes en los procesos con

los que se elabora la bebida.
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Se establecié que existen diferencias microbianas, fisicoquimicas, bioquimicas y
sensoriales entre las bebidas analizadas dependiendo del proceso de

fermentacién que se sigue.

Al conocer todas las caracteristicas del tepache se puede iniciar, como de hecho
ya se estd haciendo, la estandarizaciéon del proceso, lo que ayudard mas tarde a
desarrollar un proceso controlado, primero a nivel de laboratorio utilizando
microorganismos seleccionados obtenidos de las muestras analizadas, y
cumpliendo con los estandares de calidad fisicoquimica, bioquimica y sensorial,
para posteriormente escalarlo a nivel industrial. Con estos resultados se podra

llevar a cabo posteriormente el desarrollo a nivel industrial.
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IX PERSPECTIVAS

Como parte de los resultados de este estudio sobre el tepache se puede decir que
esta bebida tiene gran potencial en cuanto a su posible industrializacion.

Por un lado se detectd una buena aceptacion por parte de los consumidores y que
puede incrementarse el consumo en la medida que haya mas disponibilidad del

producto, teniendo como posibles clientes a gente de todas las edades.

Las bases para la industrializacion serian:

Se puede manejar entre un 10% y un 20% de mezclas de frutas utilizando cascara
de pifia, naranja partida con el jugo extraido y tamarindo prensado con todo y

cascara en proporcion 2:1:1.

En el caso de la pifia podran utilizarse subproductos de la industrializacion de la

fruta.

La constitucion del in6culo de la bebida seria con bacterias lacticas como
Leuconostoc mesenteroides y alguna de las especies de Lactobacillus aislada.
Levaduras como S. cerevisiae y alguna de las especies de Kloeckera debido a
gue estos fueron los microorganismos que aparecieron de manera constante en

las muestras analizadas y por los atributos que le confieren a la bebida.

Se podria pensar en un proceso estatico por lotes, con un tiempo de fermentacion

entre 60 y 72 horas de proceso.

Los pardmetros de calidad serian una cantidad de etanol maxima de 1%, acido
lactico hasta 0.5% y acético menor a 0.1%. El analisis de compuestos volatiles de
la bebida tendria diversos alcoholes, acidos grasos, ésteres y terpenos para dar
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un perfil caracteristico de tepache. Dentro de la evaluacion de descriptores debera
ser una bebida de color cobre claro, translicida con cierta cantidad de particulas
suspendidas, de olor y sabor-aroma fermentado intermedio y afrutado, con una
acidez baja y dulzor entre 11 y 13 °Brix y bajo sabor residual astringente y

amargo.

Una vez fermentado se deberd probar algin sistema de conservacion, de
preferencia seria dejar a los microorganismos vivos, ya que algunos de ellos
pudieran tener actividad probidtica, aunque esto debera corroborarse. Sino fuera
asi, podria pasteurizarse y envasarse seleccionando un envase adecuado, que
por un lado permita tener un producto estable de larga vida de anaquel, y por otro
lo haga atractivo al consumidor con el objeto de que pudiera entrar facilmente al

mercado.
Con todas estas caracteristicas y los criterios de calidad fisicoquimicos,

bioguimicos y sensoriales se puede tener un producto con perspectivas a ser

explotado de manera industrial.
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