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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El tesgliino es una bebida tradicional elaborada mediante la fermentacién de
maiz germinado, que es consumida principalmente en la region noroccidental de

México.

Se han hecho estudios que analizan la importancia histérica y social del
tesgliino dentro de las tradiciones indigenas, asi como estudios que analizan su
composicién quimica y microbioldgica; por un lado, se ha sefialado que el tesglino
tiene una gran importancia social para las poblaciones indigenas que lo consumen
(Kennedy 1963); por otro lado, se ha observado que el tesguino tiene propiedades
nutricionales superiores a las materias primas con las que se elabora (Lappe
Oliveras 1988).

Sin embargo, hasta ahora no ha habido ningun desarrollo experimental para
la produccion de la bebida fuera del @mbito tradicional, no ha habido investigaciones
que tomen los elementos fundamentales de la elaboracién tradicional del tesglino
y los empleen para el desarrollo de una bebida fermentada de maiz de interés en
la investigacion biotecnoldgica basica, en la ensefianza y en el desarrollo de

bebidas fermentadas a nivel industrial.

Por lo que el presente trabajo tiene la intencion de establecer las condiciones
basicas necesarias para la elaboracion de una bebida fermentada de maiz tipo
tesglino en un reactor de bajo volumen de trabajo, en condiciones de un laboratorio
de ensefanza de la Facultad de Quimica, para conocer cual es |la problematica para
llevar a cabo su elaboracién y para conocer si la bebida elaborada bajo estas

condiciones es del agrado de los consumidores.

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 1



INTRODUCCION

Para esto se plantea el establecimiento de una metodologia sencilla y
asequible controlando las variables fisicoquimicas que usualmente no se regulan
en la fermentacion tradicional del tesglino. Asimismo, se plantea que el protocolo
para la elaboracion de la bebida fermentada de maiz tipo tesguino, en conjunto con
un analisis sensorial, puede servir para optimizar y escalar la produccion de la
bebida.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones técnicas y microbiolégicas para la elaboracién de
una bebida fermentada de maiz tipo "tesguino" en un fermentador de bajo volumen

de trabajo que sirva de base para practicas dentro de un laboratorio de ensefanza.

1.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer la curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae bajo
condiciones de fermentacion propuestas.

e Evaluar comportamiento de determinadas variables fisicoquimicas durante
la fermentacion.

« Elaborar curvas de consumo de sustrato y formacion de producto durante la
fermentacion.

o Realizar analisis sensorial para la bebida fermentada de maiz.

1.2 HIPOTESIS

El desarrollo de un protocolo para la elaboracién de una bebida fermentada

de maiz tipo tesglino que establezca condiciones Optimas de fermentacion

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 2



INTRODUCCION

reportadas en la literatura como temperatura, una velocidad de agitacion, aireacion
y otras, en condiciones de un laboratorio de ensefianza, permitira el establecimiento
de un protocolo de fermentacion que puede ser usado en un laboratorio de
ensefianza y permitira la obtencion de una bebida fermentada de maiz con

aceptacion por parte de panelistas no entrenados en una evaluacion sensorial.

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 3
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2. ANTECEDENTES

2.1 LAS FERMENTACIONES

Las fermentaciones fueron conocidas por todas las civilizaciones de la
antigledad. Se emplean para conservar los alimentos, mejorar la digestibilidad y
enriquecer los sustratos con vitaminas, aminoacidos y acidos grasos esenciales.
También convierten las proteinas vegetales a texturas y sabores de carne salada y
producen los diversos sabores y aromas que han enriquecido la dieta humana en

el pasado, en el presente y lo continuaran haciendo en el futuro (Hui et al. 2004).

Muy temprano en la historia de la humanidad, en el nacimiento de la
agricultura los granos eran colectados en vasijas. Es altamente probable que tales
granos, en ocasiones se humedecieran con las lluvias, germinaran y fermentaran
dando paso a las primeras fermentaciones alcohdlicas: las primeras cervezas
primitivas (Hui et al. 2004; Chambers y Pretorius 2010).

La metodologia mas primitiva conocida utiliza la masticacion de los granos
para mezclar saliva como la fuente de amilasa para hidrolizar el almidon de las
semillas en azucares mas simples. Posteriormente se deja fermentar el sustrato
con levaduras del ambiente. La produccion de chicha en la region de los andes aun
utiliza esta técnica y la del sake japonés lo hacia en sus primeros tiempos (Staller
2009; Hui et al. 2004).

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 4



ANTECEDENTES

Figura 1. Mujer Huichol preparando el tesgtiino. Kal Muller (1982) Imagen prestada por el acervo Nacho Lopez

de la Fototeca Nacional.
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ANTECEDENTES

Los vinos y cervezas primitivos, como el tesguino mexicano o el kafir africano, son
bastante diferentes de los vinos y cervezas modernos. Los antiguos son
generalmente turbios, debido a que contienen particulas del sustrato de
fermentacion, células de levaduras junto con alcohol y vitaminas del complejo B, de

tal manera que son muy nutritivos y ricos en energia (Hui et al. 2004).

2.2 EL TESGUINO

El tesglino, del nahuatl tecuin o tecuini (latir el corazon; andar echando
llama), es una bebida alcohdlica semejante a la cerveza, elaborada mediante la
fermentaciéon de maiz germinado o de jugo de cana de maiz (Universidad Nacional
Auténoma de México 2012; El Colegio de México, A. C. 2017).

El tesglino es consumido desde tiempos inmemoriales por grupos étnicos
de varias regiones de México, como los yaquis y pimas de Sonora; los tarahumaras
(raramuris) de Chihuahua; los guaijirios de Chihuahua y Sonora; los tepehuanos de
Durango; los huicholes de Jalisco y Nayarit; y los zapotecas de Oaxaca (Ulloa,
Herrera y Lappe 1987; Staller 2009).

El consumo del tesguino es de primordial importancia en la organizacion
social y cultural de los tarahumaras y ha ejercido gran influencia en su historia
(Kennedy 1963). Junto con la danza, constituyen una sefial de identidad para el

pueblo raramuri (Acuiia Delgado 2005).

Para algunos de estos grupos étnicos el tesglino es acostumbrado en
eventos familiares, politicos, religiosos y deportivos. Se utiliza como ofrenda en
ceremonias religiosas, como en la procesion del culto al sol de los huicholes y en
los ritos de semana santa de algunos indios de Sonora y Sinaloa. Los tarahumaras
lo beben durante los juegos de pelota para adquirir fortaleza, y en las tesglinadas.

Estas son reuniones que se llevan a cabo durante todo el afio y en las que se toman

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 6



ANTECEDENTES

decisiones de indole politica y econdémica, o se remunera el trabajo comunitario.
Esta bebida, diluida con agua, se da de beber a nifios a pocos dias de nacidos, y
en ocasiones constituye un complemento importante en su dieta (Garibay, Ramirez
y Canales 1993).

2.3 BEBIDAS FERMENTADAS NO DESTILADAS DE MEXICO

En México se han elaborado bebidas alcohdlicas fermentadas desde
tiempos inmemoriales. Se han elaborado bebidas de frutos, de cortezas, de pulpa,

de raices y de sabia.

Entre las bebidas de frutos se encuentra el colonche, el cual se obtiene por
fermentacion del jugo de tunas (Opuntia spp.); el saguaro o sahuaro, que se se
obtiene fermentando los frutos de diversas cactaceas como el cardén (Pachycereus
pringlei), la pitahaya dulce (Stenocereus thurberi), el saguaro o sahuaro (Carnegeia
gigantea), la pitahaya agria (Machaerocereus grummosus) y la tuna barbona
(Lophocereus schotii); la sidra, la cual se obtiene por fermentacion del zumo de la
manzana (Malus communis) o de |la pera bergamota (Citrus bergamia); el tejuino de
tuna (Opuntia spp.), el cual se obtiene por fermentacion del zumo de tuna en
infusidon con cascaras de timbre (Acacia angustissima); el tepache se obtiene por
fermentacion de pifia (Ananas spp.), manzana (Malus communis), naranja (Citrus
aurantium) y otras frutas. Para la elaboracién de tepache de algunos frutos se utiliza
los tibicos como indculo, los cuales son masas globosas transparentes constituidos
por bacterias y levaduras en asociacion sinergista responsable de la fermentacion

de los sustratos (Godoy, Herrera y Ulloa 2003).

Entre las bebidas de cortezas se encuentra el balché, que se prepara
mediante fermentacion de la corteza del arbol homénimo (Lonchicarpus
longistylus), miel de abeja y agua; el vino de corteza de zarzaparrilla, que se elabora
afiadiendo corteza de zarzaparrilla (Hibiscus spp., Heliocarpus spp. 0 Smilax spp.)

a la cerveza de maiz o al vino de cana de azucar.

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 7
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Entre las bebidas de pulpa se puede mencionar al vino de maguey, el cual
se prepara con los corazones del maguey (Agave spp.), los cuales son cocidos,
machacados, colados, mezclados con maiz, hervidos y fermentados en recipientes

herméticos (Godoy, Herrera y Ulloa 2003; Escalante et al. 2016).

De las bebidas de raices destaca las bebidas cuya base es la mandioca o
yuca (Manihot esculenta), en la cual se cuece la raiz, se mastica, se cuela y se
fermenta. De las bebidas de savia se conoce el caldo picado, el cual se elabora
fermentando la cafia de azucar; y el pulque, que es una bebida fermentada de la
savia (aguamiel) del maguey (Agave spp.) que se elabora colocando el aguamiel
en un recipiente al que se agrega semilla (pulque), dejandose fermentar entre una
y cuatro semanas, amplificando la cantidad de bebida al inocular el pulque recién
elaborado en el aguamiel recién colectado (Godoy, Herrera y Ulloa 2003; Escalante
et al. 2016).

2.4 BEBIDAS FERMENTADAS DE MAIZ

Las cervezas de maiz tienen una gran variedad de formas de preparacion,
en algunas se combina la malta de maiz o los granos de maiz con malta o granos
de otras especies como sorgo o mijo. Las cervezas de maiz se caracterizan por ser
acidas, producto de la fermentacion de bacterias y levaduras; y se caracterizan por
ser opacas, debido a la gran cantidad de particulas sélidas y levaduras suspendidas
en la solucion. El contenido de alcohol de las cervezas de maiz varia entre 1y 8%
(Hui et al. 2004).

En las regiones indigenas donde se consume algun tipo de cerveza de maiz
ésta se considera un importante suplemento nutricional, ya que provee calorias,
proteinas y vitaminas del complejo B, que frecuentemente son deficientes en las
dietas basadas en granos (Jyoti Prakash Tamang 2010). Son consumidas cuando

la fermentacion esta activa, por lo que se descomponen en un periodo corto de
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tiempo, entre 1y 5 dias. A diferencia de las cervezas claras que se consumen frias,

las cervezas de maiz se suelen tomar a temperatura ambiente (Steinkraus 2004).

En diversas partes del mundo se elaboran bebidas de maiz y otros cereales,
en Africa se produce Togwa en el oriente de Africa, Ahai en Ghana, Busaa en Kenia,
Kaffir (Bantu) en Sudafrica, Munkoyo en Zambia, Pito en Nigeria, Talla en Etiopia,
Mangisi en Zimbabwe entre otros; en América se produce Acupe en Venezuela,
champus en Colombia, Asua en Ecuador, Cachiri en Brasil, Chicha en Sudamérica,
Tesglino y Sendecho México, entre otros; en Europa se produce Bosa en
Yugoslavia, Buza en la Regién balcanica, entre otros; en Asia se produce Badek y
Pachwai en diversas partes de Asia, Bimburam en Filipinas, Chiang, Lohopani,
Torani y Makai ko jaanr en la India, Ruou nep chan en Vietnam, entre otros (Lappe
y Ulloa 1989).

2.5 MICROORGANISMOS DE LA FERMENTACION

En las fermentaciones tradicionales se ha observado una relacion mutualista
entre bacterias y levaduras, donde las primeras crean las condiciones apropiadas
para el crecimiento de las levaduras al hidrolizar el almidon y bajar el pH, y las
levaduras por su parte proveen estimulantes del crecimiento como vitaminas y

aminoacidos necesarios para el crecimiento bacteriano (Querol y Fleet 2006).

Algunos de los microorganismos que se desarrollan durante la fermentacién
del tesguino son adquiridos de las materias primas con las que se elabora la bebida.
Se adquieren del maiz, de los fortificantes o liga, de los utensilios, del agua y del
aire; aunque la principal fuente de in6culo de la fermentacion de tesguino es el
material residual adherido a las paredes de las ollas tesguineras que permanece

entre una y otra fermentacién (Lappe y Ulloa 1989).

Se han aislado varias especies de levaduras durante la elaboracion del

tesgliino. De las materias primas utilizadas se aislaron mohos con capacidad
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amilolitica como Aspergillus niger, Eurotium rubrum y Fusarium moniliforme. De la
olla tesguinera se ha aislado Brettanomyces intermedius, Hansenula anomala y

Saccharomyces cerevisiae, entre otros.

Al inicio de la fermentacion Lappe Oliveras (1988) observé la presencia de
Brettanomyces intermedious (productora de acido acético) y de Cryptococcus
albidus (levadura oxidativa y patdogeno oportunista), sin observar la presencia de
estos microorganismos en las etapas subsecuentes. También observd las
levaduras fermentadoras Candida guilliermondii, Hansenula anomala (formadoras
de pelicula y de una gran cantidad de ésteres), Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces kluyveri, que se presentaron desde el principio hasta las etapas
mas avanzada de la fermentacion, mostrando un crecimiento lento a lo largo de la

misma (Lappe Oliveras 1988) .

Otros de los microorganismos de la fermentacion son algunas bacterias
homo y heterolacticas de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y
Streptococcus, que proporcionan al tesglino un sabor acido y refrescante mediante
sus metabolitos (Lappe y Ulloa 1989); asi como Bacillus megaterium (Godoy,
Herrera y Ulloa 2003). La microbiota del tesguino varia de acuerdo al modo de
preparacion, al sustrato y a los aditivos utilizados, ya que no hay una metodologia

estandarizada para su preparacion.

A las 50 horas, en la etapa final de la fermentacién, Lappe Oliveras (1988)
observo que la concentracién de Saccharomyces cerevisiae rebasé en mas de 40
veces la concentracion de la segunda levadura mas abundante, mostrando

predominancia y coincidiendo con las observaciones de Herrera y Ulloa (1976).
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2.6 PROCESO DE ELABORACION DEL TESGUINO

El proceso de elaboracién del tesguino varia entre los grupos étnicos,
aunque de manera general se realiza de la siguiente manera: los granos de maiz
se remojan en agua por varias horas, se escurren y se ponen en bolsas o
recipientes que son metidos en un hoyo que se cava en el suelo o mantenidos en
condiciones de oscuridad, para que germinen de manera rapida y se generen brotes
amarillentos que confieran un sabor dulce a la bebida; se muele los granos
germinados, se hierve con agua la pasta obtenida hasta tener un atole amarillento;
se deja enfriar el atole y se trasvasa a las ollas tesglineras, las cuales presentan
residuos de fermentaciones pasadas adheridos a sus paredes; se anaden diversas
plantas (que se consideran como catalizadores o fortificantes) a la olla tesguinera y
la mezcla se deja fermentar por un tiempo variable (de uno hasta diez 0 mas dias),
al cabo del cual la bebida esta lista para consumirse (Godoy, Herrera y Ulloa 2003;
Lappe y Ulloa 1989).

Los fortificantes o catalizadores vegetales que mas se usan en la elaboracion del
tesgliino son: cortezas de Randia echinocarpa, R. laevigata y R. watsonii; las hojas
de Datura metaloides y de Stevia serrara; el jugo de Ariocarpus fissuratus y de
Lophophora williamsii; las raices de Phaseolus metcalfei, se utilizan ademas otras
hierbas (Ulloa, Salinas y Herrera 1974; Herrera y Ulloa 1976; Ulloa, Herrera y Lappe
1987; Lappe y Ulloa 1989; Godoy, Herrera y Ulloa 2003).

Los fortificantes podrian ser una fuente de fenilaminas que inhiben el
desarrollo de algunos microorganismos, o de factores de crecimiento necesarios
para el establecimiento de los diferentes microrganismos responsables de la

fermentacion (Godoy, Herrera y Ulloa 2003).
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Se desgrand y se boled el maiz

Se imbibidé el maiz mediante remojado del
maiz en agua tibia durante 2 - 3 dias.

Se germind el maiz en un sitio caliente y oscuro hasta
que las plantulas alcanzaron 3 - 4 cm de longitud.

Se dividié el maiz germinado en dos porciones. Se
molid la primera porcién de la malta en metate.

Se coci6 la malta molida hasta obtener
un atole amarillento y se dejé enfriar.

Se cold y vacid el atole a la olla tesgliinera y se agregd 1.5 litros de
la liga molida (2 puiios de semilla). Posteriormente se afiadieron
los residuos del maiz que quedaron en el cedazo (molidos).

Se dejo fermentar por 24 horas, lapso en el cual se repitid
la molienda y coccion de la segunda porcion de la malta.

El nuevo atole, ya frio y colado, se adiciond
al tesgliino de un dia de fermentacion.

Se fermentd por varios dias mas.

Se obtuvo el tesgiiino.

Figura 2. Proceso tradicional de elaboracién del tesgliino. Tomado y adaptado de Lappe Oliveras (1988).
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2.7 CARACTERISTICAS DEL TESGUINO

El tesglino es una cerveza opaca, de consistencia espesa, con un pH con
valor cercano a 3. A las 50 horas de fermentacion el tesguino tradicional contiene
10M1.96 UFC/mL de levaduras, 10711.85 UFC/mL de bacterias, 9.6% de sélidos
totales, 1.27% de proteinas, 0.15% de cenizas, 0.41% de grasas, 0.30% de niacina,
0.33% de acido lactico, 0.11% de acido acético,0.014% de metanol, 3.73% de

etanol, entre otras sustancias no reportadas (Lappe Oliveras 1988).

De los analisis bromatoldgicos, Lappe Oliveras (1988) determind que las
propiedades nutritivas del tesguino (a 50 h de fermentacién) son superiores a la
fermentacion inicial y a las materias primas, ya que observd un incremento de
proteina (58.02%, desde fermentacion de 24 h), grasas (82.2%, desde fermentacion
de 24 h) y acido lactico (alcanzb 0.329%), constituyéndose como un complemento

importante en la dieta de los grupos étnicos que consumen el tesguino.

Tabla 1. Caracteristicas bromatolégicas del tesgliino tradicional. Tomados de Lappe Oliveras (1988).

Tesgtino (50 horas de

Maiz ‘.
fermentacion)
Contenido de proteinas 9.43% 13.20%
(base seca)
Contenido de grasa 6.14% 4.28%
(base seca)
Contenido de acido lactico 0.018% 0.329%
(base humeda)
Contenido de acido acético 0.054% 0.110%
(base humeda)

Se ha encontrado que las bebidas fermentadas como el tesguino pueden
contener compuestos que mejoran la salud de quien lo consume. Los compuestos
fendlicos estdn ampliamente distribuidos en los vegetales. Se ha relacionado la

presencia de estos compuestos en la dieta humana como factor preventivo de
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enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas y cancerigenas, ya que son efectivos

donadores de hidrogeno y por tanto antioxidantes (Stevenson y Hurst 2007).

Nava Arenas (2010) observo que a lo largo del proceso de elaboracién del
tesgliino de maiz azul la cantidad de determinados antioxidantes se modifico. Los
compuestos fendlicos aumentaron 101% aunque la cantidad de antocianinas
disminuyo el 43 %. El secuestro de radicales libres por parte del tesguino de maiz
azul se redujo en 20% con respecto al maiz sin procesar; por lo que la bebida
conserva propiedades antioxidantes, agregando mas valor nutritivo al tesguino
(Nava Arenas 2010).

2.8 LA FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohdlica es el proceso anaerobio mediante el cual se

hidroliza el azucar para formar anhidrido carbdnico y etanol.

Ethanol
Fermentation > __‘,,@+2(EJ 2 &

: g .
- Glycolysis )

W

2|NAD 2(NADH 2C0;,

+2H*
Y
‘ 2 Acetjldehyde

Figura 3. Fermentacién alcohélica llevada a cabo por Saccharomyces cerevisiae. Imagen tomada de

https://adapaproject.org/.
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La fermentacion alcohdlica tiene la funcién de dar la capacidad al
microorganismo (Saccharomyces cerevisiae) de realizar la oxidacion de la glucosa
en ausencia de oxigeno; ya que al prescindir de un aceptor final de electrones el
microorganismo puede crecer en ambientes con baja o nula concentracién de

oxigeno, como en el fondo de un liquido de una fermentacién (Dashko et al. 2014).

De tal manera que la levadura realiza la glicélisis generando moléculas de
piruvato que no pueden ser metabolizadas en el ciclo de Krebs por la ausencia de
oxigeno y, en su lugar, son metabolizadas por las enzimas piruvato descarboxilasa
para producir aldehido; y este compuesto es metabolizado por la enzima alcohol

deshidrogenasa para producir etanol (Eram y Ma 2013).

2.9 LAS LEVADURAS EN LA FERMENTACION ALCOHOLICA

Durante las fermentaciones alcohdlicas Saccharomyces cerevisiae muestra
dominancia sobre otros microorganismos competidores. Parte de este dominio se
ha atribuido a su alto poder fermentativo y a su aptitud de aguantar las duras
condiciones del medio de cultivo, con bajo pH, con un alto contenido de etanol que
puede llegar hasta una concentracion de 12-16% vl/v, alta concentracion de acidos
organicos, baja disponibilidad de oxigeno y la reduccién de nitrégeno y otros
nutrientes del medio de cultivo (Albergaria y Arneborg 2016; Ciani y Maccarelli
1998). Esto les permite dominar el final de las fermentaciones alcohdlicas por sobre

otros microorganismos.
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S. cerevisiae non-Saccharomyces

yeasts
Candida
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b a 0‘5 4
. i L
% Metschnikowia
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High flavour complexity

High fermentative capacity

Fast fermentation rates -

High glycerol production
High tolerance to fermentation i ey P
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Figura 4. La levadura S. cerevisiae en la fermentaciéon. Imagen tomada y adaptada de Albergaria et al. (2016).

A esto, se le unen las estrategias defensivas que generan las levaduras para
combatir a otros posibles microorganismos contaminantes; como la eliminacién por
contacto célula-célula (Nissen y Arneborg 2003; Renault, Albertin y Bely 2013;
Kemsawasd et al. 2015), arresto debido a la alta densidad celular de S. cerevisiae
(Nissen, Nielsen y Arneborg 2003), la produccién de compuestos tdxicos y/o
péptidos antimicrobianos cuando hay alta densidad celular de S. cerevisiae (Pérez-
Nevado et al. 2006; Albergaria et al. 2010; 2013 ; Kemsawasd et al. 2015; Comitini
et al. 2005; Nehme, Mathieu y Taillandier 2010; Osborne y Edwards 2007), los
mecanismos de eliminacion que no incluyen el contacto célula-célula (Wang,
Chunxiao, Mas y Esteve-Zarzoso 2015), el manejo de factores no ambientales
como oxigeno, nitrégeno y etanol para eliminar a la competencia (Taillandier et al.
2014).

Adicionalmente se ha determinado que Saccharomyces cerevisiae tiene una

alta produccién especifica de etanol y una baja produccion de biomasa, lo cual la
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vuelve un microorganismo de alto valor para las fermentaciones (Albergaria y
Arneborg 2016).

v Diacetyle

Grape juice
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Figura 5. Productos de la fermentacion realizada por la levadura. Imagen tomada y adaptada de Moreno-Arribas
y Polo (2009).

Se han descrito otros productos de la fermentacion como al diacetil,
acetoina, etanal, acido acético, alcoholes superiores, ésteres, acido succinico.
Entre todos estos subproductos se genera una mezcla de compuestos que aporta
de manera positiva o negativa olor y sabor caracteristicos a la bebida fermentada
(Moreno-Arribas y Polo 2009).
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2.10 CAMBIOS FISICOQUIMICOS

El peso especifico de la cerveza esta determinado por la concentracion de
los diversos componentes de la bebida. La concentracion de etanol es un elemento
muy importante en el peso especifico del tesguino. A medida que avanza la
fermentacion se va generando etanol en el medio y la menor densidad de este
compuesto (p= 0.789 g/cm®) produce que disminuya la densidad del medio de
cultivo (Chen et al. 2013).

Durante la primera fase de una fermentacién espontanea, las bacterias acido
lacticas producen acidos organicos como el acido lactico y acido acético, entre
otros, que bajan el pH generando un ambiente toxico para muchos
microorganismos contaminantes (Albergaria y Arneborg 2016). En la fase posterior
de la fermentacion espontanea las levaduras dominan la fermentacién, bajando el
pH aun mas, llegando a valores de pH=3, y produciendo etanol que puede llegar a
valores de 12-18%, y compuestos que dan un sabor caracteristico a la bebida
fermentada (Hui et al. 2004; Gobbi et al. 2013). La investigaciéon ha mostrado que
una temperatura alta (30 °C) reduce el tiempo de fermentacién para alcanzar el

nivel mas alto de etanol (Wang, S et al. 1999).

2.11 DE UNA FERMENTACION TRADICIONAL A UNA INDUSTRIAL

Es importante destacar que el consumo del tesguino se circunscribe a
determinados grupos indigenas y a sectores mestizos en las regiones donde
habitan los primeros y que su produccién y consumo esta altamente relacionado a
la cultura y a la organizacién social de estos grupos de consumidores, de alli que
su consumo se de en eventos que dan identidad a la gente que lo consume como

las festividades religiosas (Kennedy 1963).
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Figura 6. Fermentador (biorreactor) de 2 litros de trabajo. Imagen tomada y adaptada de labx.com.

La produccién artesanal del tesguino forma parte de la identidad cultural de la gente
que lo consume. El hecho de que no haya intentos de escalar la produccion del
tesgliino a una de tipo industrial, no ha obligado a que se genere una regulacion
por parte del estado, como si ha sucedido con el pulque, el cual es otra bebida
fermentada no destilada consumida en mayor proporcion en la regién central de
México, y al cual se le aplican diversas normas: Para el pulque manejado a granel
(Secretaria de Comercio y Fomento Industrial 1972¢), para la determinacion de
azucar previa (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial 1972a), para la
determinacién del pH (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial 1972b), para la
determinacién de acidez (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial 1972c) y
para la determinacion de indice de refraccidn de la bebida (Secretaria de Comercio
y Fomento Industrial 1972d). A esta reglamentacion se agrega el Proyecto de
Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-199-SCFI-2015, Bebidas Alcohdlicas -
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Denominacién, Especificaciones Fisicoquimicas, Informacion Comercial y Métodos

de Prueba (Secretaria de Economia 2016).

2.12 EVALUACION SENSORIAL

La evaluacion sensorial se utiliza para provocar, medir, analizar e interpretar
reacciones a aquellas caracteristicas de los alimentos, las bebidas y los materiales,
sobre cdmo son percibidos por la vista, el tacto, el gusto, el olfato y el oido de los
consumidores (Poste et al. 1991; Mason y Nottingham 2002; Stone, Bleibaum y
Thomas 2012a).

Entre las pruebas sensoriales existentes, las pruebas afectivas son utilizadas
para medir actitudes subjetivas hacia un producto con base en sus propiedades
sensoriales. La prueba mas comunmente usada para medir el grado de gusto hacia
una muestra es la escala heddnica, ya que permite evaluar facilmente algunos
parametros sensoriales para crear una escala de gusto o satisfaccion de los
consumidores hacia el producto de interés (Poste et al. 1991; Stone, Bleibaum y
Thomas 2012b).

En esta prueba se les pide a los panelistas que evaluen una o mas muestras
y que indiquen el grado de gusto del producto o de caracteristicas del producto en
una escala de 1 al 9, dando a 1 el valor de "disgusta extremadamente y a 9 el de
"gusta extremadamente". Generalmente se utiliza a panelistas no entrenados
(Poste et al. 1991; Stone, Bleibaum y Thomas 2012b).

El uso de esta prueba es importante ya que actualmente no existen bebidas
fermentadas semejantes al tesglino elaboradas de manera industrial o
semiindustrial que tengan amplia distribucion en el mercado mexicano de la que se

tengan métodos de evaluacién sensorial descritos.
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2.13 PROPIEDADES SENSORIALES DEL TESGUINO

Entre las cervezas de maiz producidas alrededor del mundo se ha descrito
en muchas de ellas que son de sabor acido (refrescante), dulce, ligeramente
alcohdlico, ligeramente amargo; de coloracidén ligeramente café; de apariencia

opacas; (Jyoti Prakash Tamang 2010; Osorio-Cadavid et al. 2008).

El tesglino fue descrito por Nava Arenas (2010) como una bebida de aspecto
turbio, con sabor acido y refrescante, ligeramente alcohdlico, aroma ligeramente
alcohdlico, textura liquida y ligeramente viscosa; mientras que el tejuino, que es una
bebida semejante al tesguino, fue descrito por la misma autora como una bebida
color café claro, espesa en algunas ocasiones y ligera en otras, dulce por la adiciéon

de piloncillo, ligeramente acido y sin contenido alcohdlico.

2.14 ORIGEN DEL SABOR CARACTERISTICO DE BEBIDA FERMENTADA

Durante la fermentacion Saccharomyces cerevisiae produce una gran
variedad de sustancias con propiedades aromaticas, que ademas son vitales para
el complejo sabor de las bebidas fermentadas. Las sustancias producidas por
Saccharomyces cerevisiae que determinan el sabor de las bebidas fermentadas se
pueden dividir en seis grupos principales: acidos organicos, alcoholes superiores,
compuestos carbonilicos, moléculas azufradas, compuestos fendlicos y ésteres

volatiles (Saerens et al. 2010).

Los ésteres volatiles representan una fraccidn muy pequefia entre las otras
sustancias producidas por los S. cerevisiae, sin embargo, comprenden el conjunto
mas importante de moléculas que aportan el aroma y sabor de las bebidas
fermentadas. Son producidas principalmente por la enzima alcohol acetil
transferasa Atf1 de S. cerevisiae, con la finalidad de atraer insectos como las

moscas para que éstos dispersen las levaduras en la naturaleza (Christiaens et al.
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2014). Estas moléculas son responsables del caracteristico y muy apreciado aroma

frutal, dulce y perfumado de las bebidas fermentadas (Saerens et al. 2008).

Hay dos categorias de ésteres de importancia en el sabor de las bebidas
fermentadas. El primer grupo son los ésteres de acetato. El acetato de isoamilo,
con su distintivo sabor a platano, es el éster de acetato con mayor influencia
presente en la mayoria de las cervezas, vinos (blancos) y sake. El segundo grupo
comprende a los ésteres de acidos grasos de cadena media y de etilo. De este
grupo destaca el octanoato de etilo, que causa un sabor a manzana y anis (Saerens
et al. 2010).

El etanol es un importante constituyente volatil de las cervezas; es producido
por el metabolismo de las hexosas por Saccharomyces cerevisiae y otros
microorganismos fermentadores. La presencia de etanol influye en la percepcién
de otros compuestos; la percepcién e intensidad de ésteres de fruta es mas alta en
vinos dealcoholizados (<1% etanol) que en los alcoholizados (10-11% etanol); la
astringencia y el sabor amargo también estan influenciados por la concentracion de
etanol (Ebeler 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 FERMENTADOR

Se utilizé un fermentador de investigacién con volumen de trabajo de 2 litros
(Applikon) con tapa en la parte superior con puertos para agregar medio de cultivo,
para toma de muestra, para agregar acidos y bases, para termopozo, para adaptar
potenciometro, con entrada y salida de aire, con cilindro para recirculacion de agua

fria y con sistema de agitacion mecanica.

3.2 CONTROL DEL pH

Para la determinacion instantanea de pH, se adapt6é al fermentador un
potenciometro (Applikon, modelo PG 13.5) acoplado a un controlador (Cole Parmer,
modelo 01970), que a su vez regula el intervalo de pH del medio de cultivo mediante
la activacion de bombas peristalticas de adicion de acido y de base (Cole Parmer,
modelo 7016-20). Para cada fermentacion se ajusté (calibracion) el potenciémetro

antes del proceso de esterilizacion del medio de cultivo.

3.3 AGITACION

Se empled un sistema de agitacidn mecanica con controlador (Applikon,
modelo ADI 1012), motor (Applikon, modelo ADI Z5 100002M0) y flecha de
agitacion con dos propelas de tipo turbina de hoja plana (Applikon). Se aplicé una
velocidad de agitacién de 400 rpm desde el inicio hasta el dia 2 de la fermentacién.
Durante este periodo de la fermentacion la agitacion ayudé a desintegrar los
componentes sélidos de mayor tamafo del medio de cultivo. A partir de entonces

se fijé la velocidad en 200 rpm.
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3.4 AIREACION

Se utilizé un sistema de aireacién conformado por motor de aire (marca y
modelo ND), controlador de tipo rotdmetro (ND, modelo 3216-28) y dos filtros de
aire (Aervent-50) de PTFE de 5 cm diametro y poros de 0.2 um acoplados a la
manguera de entrada de gases. En el puerto para la salida de gases se acopld un
condensador para mantener constante el volumen del medio de cultivo. Al final de
esta linea de salida se acoplé un filtro de algoddn para garantizar la esterilidad del
biorreactor. Durante la fermentacién se elimin6 la aireacion para garantizar la

fermentacion anaerobia.

3.5 CONTROL DE TEMPERATURA

Se utilizé un sistema de control de temperatura conformado por un sensor
de temperatura (platino RTD) colocado en termopozo, una manta de calentamiento
(Applikon, modelo M3414) y un recirculador de agua fria con valvula solenoide
(Burkert, modelo: 126093H) acoplados a un controlador (B & C electronics, modelo
2C0TR7615). Desde el inicio y hasta el final de la fermentacion se ajustd la

temperatura a 30 = 1 °C.

3.6 MEDIO DE CULTIVO

Para la preparacion del medio de cultivo, en primer lugar se generd una
mezcla equivalente de maiz amarillo y de maiz pozolero (Zea mays) cultivados en
la zona central de México (Bruman 2000); luego se realizé la imbibicién de las
semillas mediante el remojamiento de la mezcla de maices durante 24 h; enseguida
se sometid a las semillas a las condiciones de germinacion siguientes: se
escurrieron los granos, se mantuvieron en condiciones de oscuridad por 6 dias a
una temperatura aproximada de 25 °C, tiempo durante el cual se generaron brotes

amarillentos que alcanzaron una longitud de 4 - 5 cm; luego se mezcl6 200 gramos
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del maiz germinado (100 g/L), 600 gramos de piloncillo derretido (300 g/L) y se
afor6 con agua potable hasta un volumen de 2 litros; finalmente se colocé el medio

de cultivo preparado en la jarra de reaccion.

3.7 ESTERILIZACION

Se cerro la tapa del fermentador, se sellaron los puertos y se protegieron los
filtros de aire. Una vez preparado el fermentador, se esterilizé en una autoclave de
laboratorio durante 30 min a 121 °C y 103 kPa. Una vez concluido el proceso de
esterilizacion se coloco en aireacién a 1 vvm durante el periodo de enfriamiento a
temperatura ambiente para garantizar que la presién al interior del fermentador
fuera superior a la presion atmosférica y asi evitar que una presion negativa

posibilitara la contaminacion microbiana.

3.8 CEPA DE LEVADURA

Se utilizé6 una cepa de Saccharomyces spp. presente en la coleccion de
cepas del M. en B. Marco Antonio Ortiz Jiménez, la cual fue aislada de una tina de
fermentacion en una zona mezcalera en el estado de Oaxaca, México. Se hizo
aislamiento de colonia en caja petri con medio de papa dextrosa agar (PDA) y

cultivo en matraz en medio YEPD de la cepa de levadura.

3.9 IDENTIFICACION DE LA CEPA DE LEVADURA

ElI DNA de la levadura fue extraido de acuerdo a Larena et al. (1999) y diluido
a una concentracion de 40 ng/uL. La region que codifica para el RNAr fue
amplificada a través de un multi-block termociclador (Apllied Biosystems, Gene
Amp, PCR System 2400). Los “primers” utilizados para amplificar la regiéon ITS1-
5.8S-ITS2, fueron el ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3')y el ITS4A (5'-
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CGCCGTTACTGGGGCAATC CCTG-3’). Los parametros para la amplificacion se
establecieron de la siguiente forma; una temperatura inicial de desnaturalizacion de
94 °C por 4 min, seguidos por 30 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C por 1 min.
Una temperatura de alineacion de 51 °C por 1min y una temperatura de extension
de 69 °C por 10 min. Al final de la reaccion de amplificacidén, una muestra de 10 uL
fue analizada por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, para su verificacion
(Sambrook et al 1989). El producto de PCR de la electroforesis fue purificado a
través del sistema o kit de extraccion rapida (Marligen Bioscience, Inc Germany)
Los productos fueron secuenciados en el laboratorio del Dr. J. Laclette del Instituto
de Investigaciones Biomédicas, UNAM, finalmente los productos se analizaron en

el Gene Bank National center of Biotechnology Information (NCBI).

3.10 SEMILLA DE FERMENTACION E INOCULACION

La preparacién de la semilla de fermentacion se realizé6 sembrando una
asada de la cepa Saccharomyces cerevisiae en 100 mL de medio extracto de
levadura (YEPD) por 48 h a 29 °C con una agitacién de 100 rpm; Al final de este
periodo se realizé el conteo de células viables. Se configurd al fermentador con las
condiciones de temperatura y agitacion descritas; luego se realizo la inoculacién de
1x10° levaduras por mililitro de medio de cultivo (Pereira et al. 2013; Ferreira et al.
2010), depositando la semilla en el fermentador a través del puerto apropiado, en

condiciones asépticas.

3.11 FERMENTACION

Se realizé un conjunto de tres experimentos independientes con los mismos
valores de las variables mencionadas: agitacion, aireacion, control de temperatura,
medio de cultivo, esterilizacion de fermentador con medio de cultivo, preparacion
de semilla de fermentacion, inoculacién, toma de muestras, tratado de muestras,

conteo de levaduras; la fermentacion se realizé por 18 dias manteniendo la
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temperatura a 30 £ 1 °C, una agitacion de 400 rpm durante las primeras 48 horas,
y de 200 rpm durante el resto de la fermentacién. Al final de la fermentacion se
trasvasé el liquido resultante a un recipiente y se conservé sellado a temperatura

ambiente.

3.12 TOMA DE MUESTRA

Se realiz6 una toma de muestra inmediatamente después de la inoculacién
y cada 24 horas a través del puerto de toma de muestra, para lo cual se recre6
transitoriamente la agitacion inicial de 400 rpm, tomando 20 mL de muestra en

condiciones asépticas, trasvasandose a tubos preparados y etiquetados.

3.13 TRATADO DE MUESTRAS

Tan pronto como se realizé la toma de cada muestra, se contabilizé las
levaduras para determinar el crecimiento microbiano, y enseguida se congeld la
muestra. Una vez reunidas todas las muestras congeladas de la fermentacion,
éstas se descongelaron, se separé el paquete celular y los residuos sélidos de la
fermentacion mediante centrifugacion a 10000 rpm durante 10 minutos. Se refrigerd
el sobrenadante de cada muestra hasta que se utilizé para los analisis que adelante

se detallan.

3.14 CUENTA DE LEVADURAS

Se determiné la curva de crecimiento de las levaduras mediante conteo de
células en camara de Neubauer. Para esto se resuspendié la muestra mediante
agitacion, se diluy6 hasta 1/40 con agua y se mezclo con lugol de gram. Finalmente
se contabilizé el numero de levaduras en un microscopio optico con el objetivo de
40X.
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3.15 DENSIDAD

La determinacién de la densidad de cada muestra se llevé a cabo mediante
picnometria con el siguiente procedimiento: Se descongelé cada muestra y se llevo
a 25 °C; se registré el peso seco del picndmetro; se llen6 el picnédmetro con la
muestra de fermentacién y se registrd la masa a 25 °C; se obtuvo la densidad de

cada muestra relacionando el volumen del picndmetro y el peso de la muestra.

3.16 AZUCARES REDUCTORES

Se realizd hidrdlisis de oligosacaridos de la siguiente manera: Se tomé una
alicuota de 200 uL de cada muestra de fermentacién y se colocé en un tubo de
ensayo; se adicioné 1 mL de &cido sulfurico con pH=1.4; se sellé cada tubo de
ensaye y se calenté a 90 °C por 20 min; se enfrié y se neutralizé con NaOH (10%);

se ajusto el volumen a 5 mL.

Se continud el andlisis de azucares reductores de la siguiente manera: Se
tomé una alicuota de 250 pL de cada muestra hidrolizada y se colocé en un tubo
de ensayo; se adicion6 250 uL de acido dinitrosalicilico (DNS); se sellé cada tubo y
se calentd en un bafio maria a temperatura de ebullicion (93.5 °C) durante 10
minutos; se enfrié y se adicionaron 5 mL de agua; se midi6 la absorbancia a 540
nm. El anterior procedimiento se hizo para concentraciones conocidas de dextrosa

y para las muestras tratadas, con las primeras se elabord una curva patrén.

3.17 AZUCARES SOLUBLES

Se realizé la determinacidén de azucares solubles mediante refractometria:

se llevo la muestra a 20 °C, luego se colocé una alicuota de la muestra (dos gotas)
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en el lente del refractometro, se tapd con la cubierta transparente, se oriento el
refractometro hacia la luz natural, se observé a través del ocular, y se leyo los

grados Brix indicados en la escala de medicion.

3.18 CUANTIFICACION DE ETANOL

Para la determinacién de etanol se realizd una titulacion por retroceso
mediante el siguiente procedimiento: Se generd una disolucion acido/dicromato
depositando 10 mL de dicromato de potasio 0.05 M en un tubo falcon de 50 mL,
donde luego se adicioné lentamente 10 mL de acido sulfurico (50%); se introdujo
un tubo de ensayo de 5 x 80 mm en el interior del tubo falcon evitando que el
contenido del tubo falcon se derramara al interior del tubo de ensayo; Se depositd
100 pL de muestra en el tubo de ensayo; se tapé el tubo falcon y se incubd por 24
horas a 37 °C para favorecer la evaporacién del etanol presente en la muestra 'y su

oxidacion por el dicromato presente en el tubo falcon.

Se continué con el analisis de la siguiente manera: Se retird el tubo de
ensayo del tubo falcon; se trasvasé la disolucién acido/dicromato de potasio a un
matraz erlenmeyer de 125 mL; se sellé el matraz y se calenté a 50 °C por 10
minutos; se enfrid y se adicion6 10 mL de yoduro de potasio 0.5 M para la reduccién
del dicromato excedente; se tituld el I, resultante con tiosulfato de sodio 0.1 M,

utilizando indicador de almidén.

3.19 EVALUACION SENSORIAL

Se llevo a cabo un analisis sensorial de la bebida obtenida, para ello se
realizd lo siguiente: Se mezclaron las bebidas obtenidas de todas las
fermentaciones realizadas en un recipiente; se almacend la mezcla sellada hasta
que se observd un gran sedimento en el fondo del recipiente; se decanté la bebida
y se elimind el sedimento; se filtrd la bebida en algoddn y se guardd en botellas de

vidrio.

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 29



MATERIALES Y METODOS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA
@il —

PRUEBA DE EVALUACION SENSORIAL
PRODUCTO: Bebida tipo tesgiiino

Nombre _

Edad

Tiene frente a usted una muestra de bebida tipo “tesgiiino”. Evalie cada propiedad en el
orden en el que aparece en la tabla, de izquierda a derecha.

Para cada propiedad seleccione una frase apropiada.

PROPIEDADES SENSORIALES

Olor Apariencia Sabor Textura

Gusta extremadamente

Gusta mucho

Gusta moderadamente

Gusta ligeramente

Ni gusta ni disgusta

Disgusta ligeramente

Disgusta moderadamente

Disgusta mucho

Disgusta extremadamente

Comentarios

Figura 7. Cuestionario de evaluacion sensorial del tesgdino.
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Se entrevistd a 130 panelistas no entrenados, entre hombres y mujeres con
un promedio de 25.2 afios de edad en dos locaciones de la Ciudad de México, en
la Facultad de Quimica de la UNAM, y en el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica. Los panelistas evaluaron en una escala hedodnica las propiedades
sensoriales de la bebida elaborada. Todos ellos probaron 10 mL de la bebida y
respondieron el cuestionario de la figura 7. Para el analisis se asign6 un numero del
1 al 9 a las respuestas de los panelistas, siendo 1 el valor para Disgusta

extremadamente y 9 el valor para Gusta extremadamente.
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4. RESULTADOS

Durante el actual protocolo se realizaron diversas pruebas para evaluar la
cinética de crecimiento de las levaduras, el cambio en la concentracion de azucares
reductores como producto de la degradacién por parte de los microorganismos, el
cambio en la densidad del medio de cultivo como consecuencia del aumento de la
concentracion de etanol en el mismo, y se realizé un estudio para conocer la
aceptacion de las propiedades sensoriales de la bebida entre una muestra de

personas.

4.1  IDENTIFICACION DE LA CEPA DE LEVADURA

Se realiz6 la identificacion de la cepa de levadura utilizada en la fermentacién
mediante la amplificacién y secuenciacion de la seccidon que codifica para el RNAr

(5.8s). La secuencia genética obtenida fue la siguiente:

GTCAGCATCGTAGGTGACCTGCGGAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAA
AATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACA
AGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCT
TGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATA
GGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAA
CTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAA
TTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTT
AAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGT
CATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT
GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCG
TGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTGTACCAACTGCGGCTAA
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TCTTCTTTATTCTGAACGGATTGGAACGATATCCATGAAAAGAAAACATCCACGC
GGACAAAGATCTTAAAGAATGATCTCCAATCATGTAGGTAGGAACCGCCGCACT
TACGCATGTCCATTAGCGGGAAGAAAGAGAAAGCAACCTAGGATTGCTTCAGCC
AACCAGGGGGCGG

Enseguida se realizé un alineamiento genético en la base de datos del Banco
Genético del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en
inglés), de las aproximadamente 900 pb. El resultado del alineamiento es que la
secuencia tiene una identidad del 95% de una secuencia del cromosoma Xl de
Saccharomyces cerevisiae YJM456, tal como se observa en el Anexo A (Zhang et al.
2000; Morgulis et al. 2008).

4.2 CINETICA DE CRECIMIENTO

Se analizé el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en el medio de cultivo
preparado con los ingredientes mencionados para conocer la cinética crecimiento de
la levadura utilizada en este medio de cultivo, asi como para verificar que no hubiera

contaminacion alguna.

En la Figura 8 se observan las mediciones de concentracion celular hechas
cada 24 horas. La fermentacion inicié con la inoculacion del cultivo de Saccharomyces
cerevisiae contenido en la semilla de fermentacion. La inoculacién produjo una
concentracion celular inicial del orden de 1x 10° células viables de Saccharomyces

cerevisiae por mililitro de medio de cultivo.
El uso de la semilla de fermentacién permitié observar la fase exponencial de

crecimiento desde el tiempo cero de la fermentacion sin observarse la fase de

adaptacion (fase lag).
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Curva de crecimiento de levaduras
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Figura 8. Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en fermentacién tipo tesgiino. Obtenido con tres

experimentos independientes. Las barras representan el error estandar. La velocidad especifica de crecimiento
. . .. , -1 . . . . s

obtenida en la fase exponencial del crecimiento es de 3.69 dias™, mientras que el tiempo de duplicacién de las

levaduras durante ese periodo es de 4.5 horas.

A las 48-72 horas del inicio de la fermentacion se alcanzé la fase estacionaria
del crecimiento; al llegar a esta fase se obtuvo una concentracion de 1.4x10° células
viables por mililitro de medio de cultivo, y a lo largo de la fase estacionaria la
concentracion de Saccharomyces cerevisiae disminuy6 ligera y gradualmente hasta
tener 1.25x10® células viables por cada mililitro de medio de cultivo en el dia 18,
cuando fue interrumpida la fermentacion. No se observd una fase de decaimiento

microbiano.
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4.3 CINETICA DE pH

Se analiz6 el pH del medio de cultivo a lo largo de la fermentacion. En la figura

9 se observa el pH de la fermentacion medido cada 24 horas.

Cinética de pH

5.5
5.3
51

4.9

pH

4.7

4.5

4.3

4.1

3.9
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo de fermentacion (dias)

Figura 9. Curva de cambio de pH en la fermentacién. Obtenida a partir de tres experimentos independientes.

La fermentacion inicié con un pH de 5.3 que descendié a un valor de 4.2 a las
24 horas, y en los dias subsiguientes vari6 ligeramente hasta alcanzar un valor de pH

de 4.1, que se mantuvo en la fermentaciéon hasta que ésta fue interrumpida.
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4.4 AZUCARES

Se evalud el consumo de azulicares mediante la medicidon de azucares disueltos

y de azucares reductores en el medio de cultivo cada 24 horas.

Mediante refractometria se midid la concentraciéon aproximada de azucares
disueltos a lo largo de la fermentacién, como se observa en la figura 10. Al inicio se
midié una concentracion de azucares (sacarosa y otros) equivalente a 16.4 grados
Brix (16.4 g azicares / 100 g solucien, pu€s 1 °Brix = 1 g sacarosa/ 100 Gsolucisn) (Ough 1966a),
que se elevo a 20 °Brix (20 Qazacares/ 100 Gsolucien) @ las 24 horas de la fermentacioén, y
que fue disminuyendo gradualmente hasta el dia 11 de la fermentacion, cuando se

obtuvo una concentracion de 9.32 ° Brix ( 9.32 g azicares /100 g solucion)-

Curva de consumo de azucares disueltos
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Figura 10. Curva de consumo de azucares disueltos. Promedio y error estandar de los aztcares disueltos en

el medio de cultivo medidos cada 24 horas, obtenido de tres experimentos independientes.
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Por otro lado, en la figura 11 se observa la curva de azucares reductores en el
medio de cultivo; al inicio de la fermentacién la concentracidon de azucares reductores
presentes en el medio de cultivo fue de 104 mg/mL; entre las 24 horas (casi al alcanzar
la fase estacionaria, véase figura 8) y el dia 7 de la fermentacion se observé la mayor
tasa de consumo de azticares reductores, con un valor de 13.137 mg-mL"'dia™, que
disminuyé cuando la concentracidén de estos azucares se redujo hasta alcanzar una

concentracion en el medio de cultivo de 12 mg/mL en el dia 8.
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Figura 11. Curva de consumo de azticares en la fermentacién. Obtenida de tres experimentos independientes.

En adelante se observé una tasa de consumo mucho menor, con valor de 0.414

mg-mL"dia™", hasta tener una concentracion de 8 mg/mL en el dia 18, cuando se

detuvo la fermentacion.
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4.5 DENSIDAD DEL MEDIO DE CULTIVO

En la figura 12 se observa la curva de densidad del medio de cultivo durante la
fermentacion; la densidad inicial del medio tuvo un valor de 1.087 g/cm®, y durante los
primeros 6 dias de la fermentacidn se observd un descenso sostenido de la densidad
antes de llegar a 0.992 g/cm®. Enseguida de ese periodo el descenso fue menos
perceptible, hasta tener un valor de 0.983 g/cm® en el dia 18, cuando se detuvo la

fermentacion.

Curva de densidad del medio de cultivo
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Figura 12. Curva de cambio en la densidad del medio de cultivo. Obtenida de tres experimentos
independientes.

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 38



RESULTADOS

4.6 PRODUCCION DE ETANOL

Durante la fermentacion se evalu6 la produccién de etanol. Se midié una
concentracion de etanol inicial de 0.4% (alc. vol.) que aumenté de manera sostenida
hasta los dias 7-8 de la fermentacion, cuando tuvo un valor de 11.45% (alc. vol.), para
luego aumentar levemente durante el resto de la fermentacion hasta 12.7 % (alc. vol.),

cuando la fermentacién fue interrumpida.

Curva de produccion de etanol
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Figura 13. Curva de aparicion de etanol en la fermentacion. Obtenida de tres experimentos independientes.
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4.7 EVALUACION SENSORIAL

La elaboracion de una bebida fermentada de maiz plantea la necesidad de
evaluar sus propiedades sensoriales ante los posibles consumidores. Para esto se
evaluaron cuatro propiedades: el olor, la apariencia, el sabor y la textura de la bebida

fermentada.

En la figura 14 se observan las calificaciones dadas por los panelistas a las
propiedades de la bebida fermentada; la propiedad mejor evaluada fue el olor, con un
valor de 7.2 (gusta moderadamente=7) en una escala del 1 al 9, seguido por la textura
con 6.7, luego la apariencia con un valor de 6.24 (gusta ligeramente=6), y finalmente

el sabor con un valor de 6.19, en la misma escala.

Evaluacion sensorial de la bebida fermentada tipo
tesguino
Olor

7.207692308

6.7 6.246153846

= N Wb OO N 0O VO

Textura Apariencia

6.192307692

Sabor

Figura 14. Evaluaciéon sensorial del tesgiiino por panelistas no entrenados. 130 panelistas evaluaron el olor,

apariencia, sabor y textura de la bebida fermentada obtenida bajo una escala hedénica.
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En la tabla 2 y en la figura 15 estan registradas las frecuencias con las que
fueron evaluadas las propiedades sensoriales del tesguino; alli se observan los datos
crudos de calificacion dada por los panelistas no entrenados a las cuatro

caracteristicas evaluadas.

Tabla 2. Evaluacion sensorial de la bebida fermentada tipo tesgdiino.

Olor Apariencia Sabor Textura

Frecuencias Sumas

Disgusta extremadamente 0 0 1 1

Disgusta mucho 0 1 5 0

Disgusta moderadamente 0 0 8 1 9
Disgusta ligeramente 4 7 11 5 27
Ni gusta ni disgusta 7 33 12 25 77
Gusta ligeramente 23 29 24 22 98
Gusta moderadamente 35 39 35 29 138
Gusta mucho 46 19 29 36 130
Gusta extremadamente 15 2 5 11 33
Total 130 130 130 130 520

Se observa que las cuatro propiedades sensoriales recibieron un mayor
numero de calificaciones positivas: ‘gusta ligeramente’ 98, ‘gusta moderadamente’
138, ‘gusta mucho’ 130 y ‘gusta extremadamente’ 33; estas calificaciones, en conjunto,
representan el 77% de las 520 -calificaciones registradas; mientras que las
calificaciones neutras (‘ni gusta ni disgusta’) fueron el 15%, y las calificaciones
negativas (‘disgusta extremadamente’, ‘disgusta mucho’, ‘disgusta moderadamente’ y

‘disgusta ligeramente’) representaron el 8% restantes.
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Evaluacion sensorial de la bebida fermentada tipo
tesglino

Olor Apariencia Sabor Textura
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140
120
100

80
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Figura 15. Evaluacion sensorial del tesgiiino por panelistas no entrenados. 130 panelistas evaluaron el olor,
apariencia, sabor y textura de la bebida fermentada obtenida bajo una escala hedénica. Se registran las frecuencias

apiladas.
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5. DISCUSION

5.1 IDENTIFICACION DE LA CEPA DE LEVADURA

Se esperaba que la identificacion de la cepa empleada en la fermentacién
correspondiera a una levadura del genero Saccharomyces, y asi resulté. Respecto
a la especie (cuestion de mayor incertidumbre) se pudo determinar que esta
pertenece a la especie cerevisiae. A pesar de que no se pudo identificar una cepa
con el 100% de identidad, pues el resultado de mayor similitud genética fue de 95%
(véase anexo A), se obtuvo una identificacion satisfactoria, que sirve para la
ubicaciéon taxondmica de la cepa utilizada, lo cual es aceptable, ya que en
fermentaciones tradicionales se ha observado una gran variabilidad genética de las

cepas empleadas (Flores Henry 2006).

5.2  CINETICA DE CRECIMIENTO

La cinética de crecimiento observada corresponde a la cinética de
crecimiento esperada, iniciando con la fase exponencial debido al uso de la semilla
de fermentacion. Con esta curva de crecimiento microbiano se obtuvo el tiempo en
el que se alcanza la fase estacionaria del crecimiento (48-72 horas) y la
concentracion celular esperada en la fase estacionaria (1.4x10% cél/mL) con las
condiciones establecidas durante la elaboracion de una bebida fermentada de maiz

tipo tesguino.

En el estudio de Lappe Oliveras (1988) se observé que el principal inéculo
de la fermentacién del tesguino tradicional fue el sedimento de las ollas tesguineras,
y que la poblacion de S. cerevisiae es predominante hasta las 50 horas de la
fermentacion, cuando alcanza una concentracion de 8.9x10" UFC/mL, seguida de

Candida guilliermondii, la cual tiene una concentracion de 2x10'° UFC/mL, mientras
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hay una concentracion de etanol de 3.73 por ciento y un pH de 3.0. El protocolo
actual produce una fermentacién con una menor concentracion celular (1.4x10°
cél/mL) en comparacién con el tesgiiino tradicional (8.9x10" UFC/mL),
posiblemente debido a que en el actual trabajo no hay microorganismos
competidores que ocasionen una mayor concentracion celular de Saccharomyces
cerevisiae antes de que esta especie predomine y cause el arresto celular de las

otras especies (Nissen, Nielsen y Arneborg 2003).

Por otro lado se ha reportado que en fermentaciones con alta densidad
celular se alcanzan concentraciones con orden de 1x10® UFC/mL (Pereira et al.
2013), por lo que la concentracion celular obtenida por el actual trabajo se
corresponde con otras fermentaciones reportadas en la literatura, donde también
se ha reportado que la concentracidon de sacarosa empleada en el medio (200 g/L.
véase figura 10) y el pH obtenido en la fermentacion (4.1, véase figura 9) han sido
reportados como favorables para obtener una elevado crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae (Charoenchai, Fleet y Henschke 1998).

En el caso del tesguino tradicional, antes de que Saccharomyces cerevisiae
sea predominante, se pueden generar compuestos con posibles efectos nocivos a
la salud del consumidor producidos por bacterias contaminantes; Lappe Oliveras
(1988) determiné la presencia de especies de Penicillum, Fusarium y Asperqillus,
que podrian producir compuestos que representen un riesgo potencial a la salud de
los consumidores, como Ochratoxina A y aminas biogénicas (Fabien Cousin et al.
2017; Russo et al. 2016). Es posible que conforme avance la fermentacion tales
agentes infecciosos sean eliminados por compuestos antibacterianos generados
por S. cerevisiae (Albergaria y Arneborg 2016), o por las duras condiciones del
medio de cultivo, que incluyen un bajo pH de 3.0 (Lappe Oliveras 1988), sin
embargo, se puede considerar favorable el uso de un indculo puro para evitar tales

riesgos a la salud del consumidor.
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El uso de una densidad celular inicial de 1x10° cél/mL favorece una
produccion mayor de compuestos aromaticos como los fenoles volatiles y los acidos
grasos volatiles que dan un olor y sabor caracteristicos a las bebidas fermentadas
(Pereira et al. 2013), y se reduce la posibilidad de que el medio de cultivo se
contamine con bacterias u hongos (Lodolo et al. 2008; Okafor 2016; Albergaria y
Arneborg 2016), con lo que se obtienen ventajas para la obtencion de una bebida

inocua y con mejores cualidades olfativas y gustativas.

Ante esa perspectiva el presente protocolo de fermentacion elimina el riesgo
de dafos a la salud generados por posibles bacterias contaminantes (Lodolo et al.
2008), ya que la fermentacion se mantiene libre de tales agentes infecciosos y
alcanza su mayor densidad a las 48-72 horas de la fermentacién, permitiendo la
generacion de mecanismos antimicrobianos por parte de Saccharomyces
cerevisiae, y reduce el riesgo de descomposicion de la bebida fermentada al utilizar

un cultivo con una cepa pura (Lodolo et al. 2008; Albergaria y Arneborg 2016).

5.3 CINETICA DE pH

La curva de cambio de pH obtenido en la fermentacion tiene la tendencia
que se esperaba (Figura 9), ya que a medida que aumento la concentracion celular
de Saccharomyces cerevisiae disminuyo el pH, dandose el mayor descenso del pH
durante la fase exponencial del crecimiento de las levaduras (Figura 8), lo cual
coincide al periodo durante el cual el metabolismo produjo una gran cantidad de
acidos organicos, como acido acético, ac. succinico, ac. lactico y ac. piravico, y
absorbi6é los aminoacidos basicos, bajando el pH del medio de cultivo (Coote y
Kirsop 1976).

Con esta disminucién del pH del medio S. cerevisiae favoreciéo su dominio

en el medio de cultivo ante una posible contaminacién de bacterias y otras

levaduras, ya que a un valor de pH bajo la concentracion de HzO" impide el
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crecimiento de muchos microorganismos contaminantes, como los lactobacilos. De
igual manera la temperatura que se utilizé en la fermentacion fue un factor favorable
para que Saccharomyces cerevisiae dominara sobre otras especies de levaduras

en caso de contaminacién (Hui et al. 2004; Albergaria y Arneborg 2016).

El pH de la bebida fermentada obtenida es mayor en comparacion con el pH
del tesguino tradicional, que tiene un valor de pH de 3.0 a las 36 horas de
fermentacion (Lappe Oliveras 1988), es posible que esta diferencia en el valor del
pH tenga relacién con la inoculacién con un cultivo puro, y con que en el tesguino
tradicional la existencia de un in6culo heterogéneo origina que las levaduras que
luchan por predominar disminuyan el pH aun mas para combatir a las otras
especies microbianas presentes en el medio de cultivo. Sin embargo, el pH de 4.1
obtenido en la bebida fermentada del presente trabajo favorece una alta densidad
celular (Charoenchai, Fleet y Henschke 1998) y tiene semejanza al pH reportado
para otras bebidas fermentadas producidas en todo el mundo. En otras cervezas
tradicionales como las cerveza de sorgo y de maiz sudafricanas el pH reportado es
de 3.0 - 4.0 (Steinkraus 2004), para el Ogi nigeriano el pH es de 4.0 - 4.2, mientras
que en vinos de mesa el pH reportado es de 3.0-4.0 (Warrick 2010).

54 AZUCARES

La concentracion aproximada de azucares equivalentes a sacarosa disueltos
en el medio de cultivo medidos a través de refractometria (figura 10) se elevé desde
el inicio hasta las 24 horas de la fermentacion debido a que al inicio habia material
sélido que no estaba disuelto, como granos de maiz y pequefios trozos de piloncillo,
y con el desarrollo de la fermentacién fueron disgregandose y disolviéndose con
ayuda de la agitacion y demas condiciones de la fermentacién. Mediante esta
técnica se miden los azucares disueltos, sin embargo, también se miden otros

compuestos presentes en el medio de cultivo, y en la fermentacién hay una gran
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cantidad de compuestos disueltos, asi que, aunque se obtuvo la tendencia del

consumo de azucares equivalentes a sacarosa, esta medida es aproximada.

Si bien el medio de cultivo fue preparado con piloncillo como fuente de
azucares en una proporcion de 300 g/L, la concentracion de equivalentes de
sacarosa medida en el medio de cultivo a través de refractometria fue de 20 °Brix
(20 Qgazacares/ 100 gsolucisn), 10 que equivale a 250g de sacarosa por litro de medio de
cultivo; esta concentracion ha sido reportada como favorable para obtener una tasa
alta de crecimiento especifico y una mayor densidad celular maxima (Charoenchai,
Fleet y Henschke 1998), con lo que se favorece un desarrollo mas rapido de la

fermentacién para obtener una bebida tipo tesguino.

En el caso de la cuantificacion de azucares reductores (figura 11), el
tratamiento dado a las muestras incluyé calentamiento y adicién de acidos sulfurico
y dinitrosalicilico, con lo que la mayoria de las pequenas particulas de piloncillo y
del medio de cultivo se disgregaron y se disolvieron, por lo que no se observa una
curva semejante a la curva de azucares disueltos en el inicio de la fermentacion
(Figura 10), sino que hubo una concentracién desde el inicio de la fermentacion y
después un descenso de la concentracion de azucares reductores conforme

avanzaba la fermentacion.

Una vez que la fermentacion alcanz6 su mayor densidad celular y entré a la
fase estacionaria (Pereira et al. 2013) aun quedaba una concentracion alta de
azucares (figuras 10 y 11), sin embargo, no se siguid produciendo biomasa, sino
que en su lugar se continué produciendo etanol, gracias al efecto Crabtree, el cual
le permite a la levadura continuar con el metabolismo de los azucares en ausencia

de oxigeno (Albergaria y Arneborg 2016).
El mayor descenso en la concentracién de azucares disueltos equivalentes

a sacarosa y de azucares reductores se dio en los primeros ocho dias de la

fermentacion (figuras 10 y 11), lo cual coincide con el periodo durante el cual se dio
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la mayor produccion de etanol (figura 13) y con la mayor disminucion de la densidad

del medio de cultivo (figura 12).

Es importante mencionar que el tesglino tradicional tiene un periodo de
fermentacion desde doce horas hasta varios dias y que en su preparacion sélo se
involucra maiz como fuente de azucares (Lappe Oliveras 1988), mientras que en
este protocolo la fermentacién duré6 mas tiempo (18 dias) y se adicioné piloncillo
como fuente de azucares, por lo que en el tesguino tradicional la concentracion de
azucares al inicio de la fermentacion es menor que la concentracion de azucares
en el actual protocolo, y debido a esto cambia la cantidad de etanol que es posible
producir en ambas fermentaciones, puesto que la adicion de azucares en el
protocolo propuesto incrementa su disponibilidad y con ello aumenta la cantidad
de etanol que puede producirse en la fermentacion (Charoenchai, Fleet y Henschke
1998; Arroyo-Lépez et al. 2009).

5.5 DENSIDAD DEL MEDIO DE CULTIVO

Al inicio de la fermentacion, el medio de cultivo era una mezcla de diversos
sélidos y compuestos como los granos germinados de maiz, pequefas particulas
de piloncillo y sacarosa por lo que se esperaba una densidad mayor a la densidad
del agua (0.9985 g/cm® a 20 °C), pues solo la presencia de sacarosa disuelta podria
aumentar la densidad de una mezcla binaria a 1.0816 g/cm® con 20 °Brix (20
Osacarosa/ 100-Qsolucisn) @ 20 °C (Zavaleta Mercado 2011); la densidad obtenida fue de
1.087 g/cm?®, que es un valor muy cercano al de la mezcla binaria y a la densidad

de 1.080 g/cm3 obtenido al inicio de fermentaciones vinicolas (Valdés 2012).

Se esperaba que la densidad disminuyera conforme se desarrollara la
fermentacion como efecto del consumo de sacarosa y de la produccion de etanol,
aunque es la produccion de etanol lo que mas impacto tiene en la disminucion de

la densidad del medio de cultivo; los reportes indican que una mezcla binaria 10%
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(vol/vol) etanol + agua tiene una densidad de 0.9597 g/cm® a 20 °C (Madrid Usuga,
Urango Baquero y Portacio Lamadrid 2015), la cual tiene un valor inferior a la
densidad del agua pura (0.9985 g/cm?® a 20 °C).

En este protocolo de fermentacion la producciéon de etanol superé el 10%,
sin embargo, la densidad medida al final de la fermentacién fue de 0.982 g/cm?® (20
°C), que es una densidad mayor a la de la mezcla binaria. En otras fermentaciones,
como las vinicolas, la densidad reportada al final de la fermentacion (dia 15) es de
0.997 g/cm® a 20 °C (Valdés 2012), que también es una densidad con un valor
superior al de la mezcla binaria y tiene un valor semejante al obtenido en este
protocolo; esto se debe a que las fermentaciones son mezclas muy complejas
donde hay muchos compuestos que modifican su densidad, y ésta no esta

determinada unicamente por la presencia de etanol.

El cambio en la densidad del medio de cultivo corresponde a los valores
esperados, ya que el mayor descenso de la densidad ocurrié entre el inicio y el dia
7 de la fermentacién (figura 12), lo cual coincide con el periodo durante el cual
ocurrié el mayor descenso de los azucares (figuras 10 y 11) y con el periodo donde

ocurrio la mayor produccion de etanol (figura 13).

5.6 PRODUCCION DE ETANOL

En esta fermentacién se obtuvo una concentracion de etanol de 12.7%, que
es mayor a la concentracion de etanol del tesguino tradicional, que es de 3.73% a
las 36 horas de fermentacién (Lappe Oliveras 1988), sin embargo, en este protocolo
se esperaba un nivel de produccién de etanol mayor que en el tesguino tradicional,
ya que el medio de cultivo tiene un contenido de azucares mayor (20 °Brix, véase
figura 10) porque se agrego piloncillo al medio de cultivo como fuente de azucares,
a diferencia del tesguino tradicional, en el cual es menos frecuente que se adicione

algun tipo de fuente de azucares adicional (Bruman 2000); La adicion de azucares
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incrementd el metabolismo de las levaduras para producir mas etanol (Casey,
Magnus y Ingledew 1984), tal como se ha reportado para fermentaciones con nivel
inicial de azucares equivalentes a 20 °Brix, con cepas indigenas de Saccharomyces

cerevisiae, donde se ha obtenido una produccién de 11-12% alc. vol. (Ough 1966b).

En este protocolo se optimizaron las condiciones generales de la
fermentacion, como la temperatura (30 °C), la agitacién (400 - 200 rpm), el uso de
una cepa pura de S. cerevisiae como indculo, la concentracion celular inicial (1x108
cél/mL), un medio de cultivo con mayor contenido de azucares (20 °Brix), se
aumenté el tiempo de fermentacion hasta 18 dias; el conjunto de estos elementos

favorecié la produccién de mas etanol en la bebida fermentada.

La mayor produccion de etanol en la bebida fermentada producida con el
actual protocolo de fermentacién garantiza la predominancia de Saccharomyces
cerevisiae en la fermentacion se reduce la probabilidad de que haya contaminacién
de las especies que causan la descomposicion de la cerveza, dando a la bebida

una vida de anaquel mucho mayor a la que tiene la bebida tradicional.

En los graficos de densidad del medio de cultivo (figura 12), de azucares
equivalentes a sacarosa(figura 10), azucares reductores (figura 11) y de produccién
de etanol (figura 13) se observa que la produccion de etanol se detiene o alenta
cuando se agotan los azucares presentes en el medio, llegando a una
concentracion de 12 mg/mL de azucares reductores, luego de eso la produccion
continua a una tasa menor, indicando una disminucién en el metabolismo,
disminucién de nutrientes, o posiblemente que se alcanzo el limite al cual esta cepa

de levaduras tolera el etanol.

Uno de los limitantes principales para la produccion de cervezas con alto
contenido alcohdlico es el nivel de nutrientes del medio de cultivo, Casey, Magnus
e Ingledew (1984) demostraron que una cerveza podia llegar a un nivel de etanol

de hasta 16.2% al adicionar suplementos nutricionales al medio de cultivo, ya que
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las cervezas con mayor contenido de etanol contenian 7% de alcohol. En el caso
del tesguino tradicional, la fuente principal de azucares, nitrdgeno y otros nutrientes
esta en los contenidos en la malta de maiz (Lappe Oliveras 1988), por lo que la
adicién de piloncillo agrega mas nutrientes al medio de cultivo, sin embargo, el

contenido de estos nutrientes es una variable que se puede optimizar en el futuro.

5.7 EVALUACION SENSORIAL

Se obtuvo una bebida fermentada de maiz descriptivamente semejante al
tesgulino tradicional, ya que la bebida fermentada es un liquido color café claro con
un sabor ligeramente acido y refrescante (Nava Arenas 2010). Adicionalmente a la
caracterizacion descriptiva se realizé una evaluacion sensorial con escala heddnica
donde se registré el gusto o preferencia por el olor, sabor, apariencia y textura de
la bebida fermentada de maiz obtenida de un grupo de panelistas no entrenados,
solo que el resultado de esta evaluaciéon es de dificil comparacion debido a que
hasta ahora no ha habido una evaluacion sensorial que valore el gusto por las

propiedades sensoriales de la bebida tradicional.

En el desarrollo de este protocolo de fermentacion se realizaron varias
modificaciones en la preparacion de la bebida fermentada de maiz con respecto al
tesguino tradicional, como el aumento en la cantidad de azucares en el medio de
cultivo y el monocultivo del in6culo de fermentacion, por lo que se esperaba que

hubiera cambios en las propiedades sensoriales de |la bebida obtenida.

La filtracion de la bebida obtenida a través de algoddn redujo el numero de
particulas de manera visible, y esto se vio reflejado en la apariencia, que fue
evaluada como ‘gusta ligeramente’, asi como en la textura, que fue evaluada como
‘gusta moderadamente’. La fermentacion bajo las condiciones de trabajo
(monocultivo, densidad celular al inicio de la fermentacién) generé una mayor

produccion de compuestos volatiles, como fenoles y acidos grasos, que dio un olor

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE UNA BEBIDA TIPO TESGUINO... 51



DISCUSION

muy agradable a la bebida fermentada (Pereira et al. 2013), esto se vio reflejado en
la evaluacion sensorial de olor y del sabor, donde ambas caracteristicas fueron

calificadas como ‘gusta moderadamente’.

La bebida fermentada obtenida tiene un gran potencial para ser desarrollada
a nivel industrial, ya que con este protocolo de fermentacién se registré un 77% de
calificaciones positivas (véase tabla 2 y figura 15) y unicamente el 8% de las
valoraciones dadas por los panelistas que evaluaron la bebida fueron calificaciones
negativas. La evaluacion sensorial fue realizada entre personas elegidas al azar,
de las que no se conoce el gusto o desagrado por las bebidas fermentadas en
general, por lo que la obtencidon de las presentes evaluaciones positivas de la
bebida fermentada es un indicador de que es bien recibida por la poblacién en
general y que se puede continuar con el desarrollo de esta bebida, mejorando cada

una de las propiedades evaluadas.

Bruman (2000) y Lappe Oliveras (1988) observaron que el sabor
caracteristico del tesguino esta determinado por la mezcla de maices utilizada para
su preparacion, y en este protocolo se utilizd una mezcla de maices amarillo y
pozolero, de donde al menos el maiz amarillo ha sido empleado en la elaboracién
del tesguino tradicional (Bruman 2000) por lo que una parte de las propiedades
sensoriales dependen de esta mezcla, y el conocimiento y el uso de nuevas
mezclas de variedades de maiz puede permitirnos el manejo y mejoramiento de las

propiedades sensoriales del tesglino.
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6. CONCLUSIONES

De entre las bebidas fermentadas tradicionales el tesglino tiene un papel
importante, ya que es utilizado en festividades por grupos indigenas del norte y
occidente de México. Debido a la importancia que tiene esta bebida tradicional se
considera valioso el desarrollo de un protocolo de elaboracién de una bebida

fermentada de maiz tipo tesguino en condiciones de laboratorio de ensefianza.

Se establecieron condiciones de fermentacion para la obtenciéon de una
bebida fermentada de maiz tipo tesglino para su uso como protocolo de
fermentacion en condiciones de un laboratorio de ensefianza; para esto se
establecieron condiciones para la preparacién del medio de cultivo, configuracién
del biorreactor, esterilizacidén, agitacion, control de temperatura, aireacioén,

preparacion del inéculo e inoculacion, toma, tratamiento y analisis de muestras.

Se identificé una cepa de Saccharomyces cerevisiae originaria de una zona
mezcalera de Oaxaca; se utiliz6 un monocultivo de esta cepa como inéculo en el
protocolo para la obtencion de una bebida fermentada de maiz tipo tesguino con
resultados 6ptimos, reduciendo la probabilidad de contaminacién por parte de

microorganismos que pueden ocasionar la descomposicion de la bebida.

Se obtuvo la cinética de crecimiento de S. cerevisiae, la curva de consumo
de azucares, la curva de produccién de etanol, la curva del cambio del pH, la curva
del cambio de densidad del medio de cultivo, con lo que se puede optimizar las

condiciones de fermentacion para la produccion de la bebida fermentada.
Se obtuvo una bebida fermentada de maiz tipo tesglino que fue evaluada

por panelistas no entrenados por tener buen olor (gusta moderadamente, 7.2 en

escala heddnica del 1-9), seguido por buena textura (gusta moderadamente, 6.7),
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buena apariencia (gusta ligeramente, 6.24) y buen sabor (gusta ligeramente, 6.19,

misma escala).
La bebida elaborada es aceptada por el publico, y la optimizacion de la

fermentacion puede mejorar esta aceptacion. Este protocolo sienta las bases para

el desarrollo industrial de una bebida fermentada de maiz tipo tesguino.
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8.1 ANEXO A. ALINEACION DE SECUENCIA GENETICA DE CEPA UTILIZADA

Saccharomyces cerevisiae YJM456 chromosome Xll sequence
Sequence ID: CP006448.1Length: 1606260Number of Matches: 63

Range 1: 438932 to 439790GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1

Score

Expect Identities Gaps Strand

1373 bits (743)

0.0 824/863(95%) 6/863(0%) Plus/Minus

Query 9

Sbjct 439790
439731

Query 67

Sbjct 439730
439671

Query 127

Sbjct 439670
439611

Query 187

Sbjct 439610
439551

Query 247

Sbjct 439550
439491

Query 307

Sbjct 439490
439431
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CGTAGGTG-ACCTGCGG-AGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGALLLEL

R e
CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTIT

ttGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA

Frerrrrrerrrrrrreerrrrrrerr e rr e e e e
TTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA

GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC

Frerrrrrerrrrrrreerrrrrrerr e rr e e e e
GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC

CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC

Frerrrrrerrrrrrreerrrrrrerr e rr e e e e
CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC

ACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC

Frerrrrrerrrrrrreerrrrrrerr e rr e e e e
ACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC

CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT

Frerrrrrerrrrrrreerrrrrrerr e rr e e e e
CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTIGTCAAAAACAAGAAT

66

126

186

246

306

366

62



Query

Sbijct
439371

Query

Sbijct
439311

Query

Sbijct
439251

Query

Sbijct
439191

Query

Sbijct
439131

Query

Sbijct
439071

Query

Sbijct
439011

Query

Sbijct
438953

Query

Sbijct
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367

439430

427

439370

487

439310

547

439250

607

439190

667

439130

727

439070

787

439010

847

438952
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TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG

Frerrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrr e rr et e e e e e
TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTICG

CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC

Frerrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrr e rr et e e e e e
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTIGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC

FEerrerrrrrrrrrrrrreer e et rrrr et et e
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC

GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA

Frerrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrr e rr et e e e e e
GTICATTTCCTITCTCAAACATTCTGTITTGGTAGTGAGTGATACTCTITGGAGTTAACTTIGA

AATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGEtttt t ttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA

Frerrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrr e rr et e e e e e
AATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA

GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTGTACCAACTGCGGCTAATCTTCTTTATTCT

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrerrrerrr e rrrrrr e rr e e e rrrrr
GGTATAATGCAAGTACGGTCGTITTITAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTITITTATACT

GAACGGATTGGAACGATATCCATGAAAAGAAAACATCCACGCGGACAAAGATCTTAAAGA

e e e R
GAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGT

ATGATCTCCAATCATGTAGGTAGGAACCGCCGCACTTACGCATGTCCATTAGCGGGAAGA

e e e e e
TTGACCTCAAATCAGGTAGG-AGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG-AGGA

AAGAGAAAGCAACCTAGGATTGC 869

A R
AA-AGAAACCAACCG-GGATTGC 438932

426

486

546

606

666

726

786

846

63
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