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1.JUSTIFICACION

Para la humanidad, asi como para todas las criaturas
de la Tierra, el alimento es la sustancia de la vida, es
el medio por el cual cada individuo mantiene su propia
naturaleza. Los seres humanos hemos compartido nuestra
alimentacién desde hace siglos, ya sea en una comunidad
0 entre grupos soclales, como un signo de paz y amistad.
Estas tradiciones expresan 1la importancia de Ila
naturaleza para el hombre, as! como la necesidad que
tiene el ser humano de buscar nuevas alternativas
utilizando como recurso la ciencia, para acabar con la
malnutricién y el hambre.

México es un pais multiétnico, en donde los factores
culturales 3Jjuegan un papel muy importante en 1la
identidad nacional, razén por la cual es necesario
pugnar por los valores propios de nuestro pais,
abandonando intereses ajenos a la nacién, sobre todo en
lo referente a la nutricién. Este aspecto resulta de
gran importancia puesto que estd ligado a la cultura de
un pueblo donde quedan implicados contextos sociales y
econémicos.

Gran variedad de alimentos y bebidas fermentados
forman parte importante de la dieta de muchos grupos

étnicos, y son consumidos con fines nutricionales,



medicinales, rituales, refrescantes o hasta
estimulantes. Por ello nos percatamos de que el estudie
de los alimentos y bebidas tradicionales censtituye un
amplio campo de trabajo para el bi6logo, el cual cuenta
cen los conocimjentos necesarios para realizar
investigaciones en este aspecto.

En la actualidad algunos productos de fermentacién
son ampliamente conocidos y se elaboran tanto a pegquefia
como a gran escala. S5in embargo, a(n existen numerosos
alimentos y bebidas indigenas de México que no reguieren
de una techologfa muy avanzada para su elaboracitn; por
el contrario, tanto el material como el método de
produccién son sencillos, accesibles y de bajo costo,
por lo que se pueden producir a nivel doméstico. Sin
embargo, por lo general este tipo de alimentos s&lo son
consumidos regionalmente y no se conocen fuera de su
lugar de origen.

Por todo esto, se considera de gran importancia el
llevar a cabo estudios étnicos,microbiancs, bioquimicos
y nutricionales que aporten nuevos conocimientos al
respecto, Y que permitan desarrollar algunas opciones
biotecnolégicas para contribuir a solucionar los

problemas alimentarios de nuestro pals.



2. RESUMEN

Los tibicos han sido descritos como microbiogleas,
constituidas en su mayor parte por dextranas, en las que
se encuentran enmbebidas asociaciones de bacterias y
levaduras. En México y en algunos paises de Europa se
han empleade para elaborar bebidas fermentadas
utilizando como sustrato seluciones azucaradas o el jugo
de diversas frutas.

En nuestro pais, el estudio de estas microbiogleas
es bastante reciente y se ha enfocado primordialmente a
la jdentificacién de los microorganismos que constituyen
dicha asociacién; sin embargo el proceso de fermentacién
no habla sido investigado hasta recientemente.

En este trabajo se realizaron muestreos a diferentes
tienpos de fermentacién, con la finalidad de estudiar la
sucesién microbiana y los cambios ocurridos en 1la
concentracién de diversos compuestos quimicos en el
liquido de fermentaciébn, asi como los cambios en el peso
y en el contenido de proteina de los tibicos durante el
transcurso del proceso.

Los resultados obtenidos del andlisis microbiolégico
indicaron que durante la fermentacién predominaron las
bacterias lacticas, mientras gque las levaduras
presentaron un incremento poblacional a la mitad del

proceso. Durante la fermentacién se aislaron e



identificaron varias especies del génerc Bacillus
(B. brevis, B. circulans, B. coagulans, B. firmus, B.
macerans, B. polymyxa Yy B. pumilus); ademds se encontré
una bacteria fijadora de nitrégeno , identificada como
Enterobacter aerogenes, asi como diversas bacterias
licticas no identificadas hasta especie, de las cuales
cuatro fueron homolicticas Yy tres heterolicticas., Las
levaduras identificadas fueron: Brettanomyces
claussenii, Ccandida guilliermondii, candida valida,
Cryptococcus albidus, Rhodotorula rubra y Saccharomyces
cerevisiae,

Los estudios bioquimicos indicaron que el pH
disminuyé drésticamente en las primeras 24 horas de
fermentacién, hasta alcanzar valores gque oscilaban
entre 3.0 y 2.8, por lo que el sustrato se acidificé
notablemente. El contenido de carbohidratos totales
disminuyé de 44.1 a 26.1 mg/ml en la primera
fermentacidén, y de 46.34 a 24.6 mg/ml en la segunda,
¥ el de proteina scluble aumentd de 0.47 a 0.83 mg/ml, vy
de 0.64 a 0.86 mg/ml , con una tenhedencia a mantenerse
constante. El contenido de etanol presentd un incremento
notable a la mitad de la fermentacién, de 0.012 a 0.15
mg/ml, y de 0.045 a 0.15 mg/ml; el &cido acético se
incrementé paulatinamente durante el proceso, con

valores de 0.068 a 0.23 mj/ml, y de 0.097 a 0.24 mg/ml;



el 4cido lActico presentd un valer inicial de 0.03 y de
0.031 mg/ml; el valor miximo se detectdé a las 42 horas
en ambas fermentaciocnes con 0.59, y 0.51 mg/ml;
posteriormente se observé un decremento.

Respecto a los andlisis efectuados a los tibicos, se
observé un leve incremento en 1la biomasa y en el
contenide de protefna cruda, as{ como un aumento en
el contenido de humedad de las bilogleas.

El seguimiento microbiolégico y 1los analisis
bioquimicos efectuados permitieron correlacionar 1los
cambios ocurridos durante ambos procescs de

fermentacién.



3. INTRODUCCION

Los alimentos fermentados son productos elaborados
mediante procesos de fermentacién  ancestrales vy
enpiricos que han sido transferidos de una generacién a
otra y de los que en su mayorfa los grupes indigenas
descConocen su conposicién microbiana. Dichas
fermentaciones implican técnicas sencillas y baratas que
no requieren de equipos complicados y dque emplean
paterias primas disponibles y de bajo costo, por lo que
estos procesos carecen de un control desde el punto de
vista microbiol6gico, lo que dificulta la obtencién de
productos higiénices o de calidad regular ( Hesseltine,
1965) ,

Los alimentos fermentados han despertado el interés
de investigadores de diversas disciplinas, como son las
antropelégicas, las sociales y las cientificas {quimica
y biolegia); estas Gltimas han aportado conocimientos
acerca de la importancia nutricional y microbiolégica de
estos productos, lo que ha contribuido a valeorar dichos
productos y gque se conozcan en diferentes regiones y no
s6lo en su lugar de origen.

Los alimentos fermentados tradicionales ofrecen un

anplio campo de estudio para la ciencia bisica, pues a



partir de estas investigaciones pueden desarrollarse
procesos de fermentacién controlados que aseguren la
calidad higiénica de los productos con posibilidades de
industrializacién, obteniendo productos dtiles para el
hombre. Ademds, en el futurc pueden ser una fuente de
preduccién de alimentos y diversas sustancias derivadas
de las fermentaciones, capaces de solucionar algunos
problemas alimentarios de la creciente poblacién mundial

{(Wacher et al., 1991).

3.1. ALIMENTOS FERWENTADOS DE NEXICO

Antes de 1la llegada de los espafioles, México contaba
con una gran variedad de productos alimenticios, tanto
vegetales (legqumbres, cereales y frutos) como animales
(insectos y vertebrados). Entre las técnicas que
utilizaban para preparar y conservar sus alimentos se
encontraba la fermentacién, que era producida por la
accién de microorganismos y que fue descubierta de
manera empirica {Casillas y Vargas, 1984).

En la actualidad, México tiene mis de 70 grupos
étnicos, la mayoria de los cuales utiliza el proceso de
fermentacién para elaborar tanto alimentos como bebidas
que son consumidos con diversos fines, ya sean
estimulantes, wmedicinales, alimenticios, rituales y/o

religiosos (Ulloa et al., 1987).



Recientemente se han realizado estudios é&tnicos,
microbianos y bioguimicos sobre algunos de estos
alimentes, gque han aportado nuevos concecimientos; tal es
el caso del pulque, del pozol, del tesgliino, de la tuba,
del colonche y del tepache, asi como de las bebidas
elaboradas con tibicos, entre otros; =in embargo atn
falta muche por investigar (Ulloa et al., 1987; Godoy,

1987) .

3.1.1. Los tibicos

En el caso de la fermentaciédn casera de colonche
(elaborado con jugo de tunas) y de tepache (preparado
con jugo de cafia, de pifia, de naranja, piloncillie o
melaza) se utilizan ocasionalmente las microbiogleas
conocidas popularmente como tibicos (Ruiz-Qronoz 1932;
Mascott y Terrés, 1952).

La descripecién morfolsgica de 1los tibicos fue
realizada inicialmente por Lutz en 1898. Actualmente se
les define como microbiogleas o masas compactas y
gelatinosas de color blance amarillento, translGcidas u
opalescentes, de forma irregular y de tamaflo variable,
desde unos cuantos milimetros hasta uno o dos
centimetros, en donde se encuentran embebidas bacterias
Y levaduras, constituyendo una asociacidn muy

estable con capacidad de fermentar sustratos azucarados,



sin permitir el desarrollo de microorganismos
patégenos en el transcurso de la fermentacion

(Ulloa y Herrera 1981).

3.2, ANTECEDENTES GENERALES SOBRE TIBICOS

Aungue estas biogleas han sido utilizadas en México
desde l1a &poca prehispinica, el origen de la palabra
tibicos aGn es incierta, ya 4que, segin algunas
investigaciones, no proviene de la lengua ndhuatl, pues
en dicha lengua no existe el sonido de la letra b
(Moreno y Dfaz, 1932; Ruiz Oronoz, 1932; Godoy, 1987).
8in embargo,se sabe de ciertos lugares en México donde
los tibicos son conocidos como ‘“algas marinas",
"blilgaros de agua®™ o "granillo®™ (Ulloca y Herrera, 1981;
Estrada Cuéllar, 1985). En Inglaterra se denominan
*gingerbeer plant" (Hesseltine, 1965), "california bees"
(Ward, 1892 y Kleber, 1921, en Bibbins, 1990), Lutz
(1899), Horisberger (1969) y Moinas et al. (1980) los
reportan como "tibi grains". Cabe mencionar que todas
estas asociacicnes parecen tener un mismo origen
(Pidoux, et al. 1990).

Dichas microbiogleas estdn constituidas principal-
mente por agua y una matriz de dextrana insoluble en

agua dispuesta en dos capas (Horisberger, 1969), que es



sintetizada por [Lactobacillus brevis (0rla-Jensen)
(Pidoux, 1988) y por L. hilgardii (Pidoux, 1989).

Los tibicos se han utilizado popularmente en México
(a nivel deoméstico) para producir bebidas refrescantes
de bajo contenido alcohélico y acético, cuando el tiempo
de fermentacién es corto, pero si la fermentacién se
prolonga por maAs tiempo se transforma en una bebida
alcoh6lica y después en vinagre (Hesseltine, 1965;
Taboada et al., 1986). Algunas personas beben el
"tepache de tibicos" con la intencib6n de reducir de
peso, combatir la arteriosclerosis y de prevenir algunos
males cardiacos {Saint-Phard-Delva, 1984).

El origen de los tibicos atn es incierto, pero se
cree que son originarieos de México y que se forman en
los articulos de diversas especies de Opuntia como masas
globosas, transparentes, muy semejantes a los granos de
arroz cocido (Lutz, 1899, en Ruiz- Oronoz, 1932). Varios
autores han descrito la formacién de estas microbiogleas
a partir de una nata blanca y delgada que se forma en la
superficie del liguido fermentado por tibicos, la que al
irse engrosando durante el proceso de fermentacién se
sedimenta y forma los granos compactos en el fondo
(Ruiz-Oronoz 1932; Mascott y Terrés, 1952).

Lutz realizé los primeros estudios sobre tibicos a

finales del siglo pasado, al ¢tratar de esclarecer la

10



participacién de los microorganismos, embebidos en las
masas gelatinosas que crecian en los cladodios y frutos
de varias especies de nopales, en la fermentacién del
colonche. Las describié como zoogleas o masas blancas,
translGcidas, semejantes a granos de arroz cocido y las
denominé tibi. De estas masas aislé una levadura que
identificé como Saccharomyces radalsii y una bacteria
que denominé Bacillus mexicanus. Propuse ¢que B,
mexicanus era una bacteria aerobia, que durante su
metabolisme creaba un ambiente anaercbio fptimo para la
levadura S. radaisii, por lo gque supuso dgue estos
microorganismos eran los responsables del proceso de
fermentacién del jugo de tunas conocido en México como
colonche. Esta es una bebida autéctona elaborada con
jugo de tunas, cuya fermentaciétn se acelera agregindole
colonche viejo o céscaras de tuna que contengan dichas
biogleas (Ulloa y Herrera, 13978).

No fue hasta 1932 cuando Ruiz Orcnoz retomé la
investigacién micolégica de Lutz, y describié las
caracteriticas morfoldgicas y fislolégicas de wuna
levadura a la que denomindé Pichia radaisii (Lutz) Ruiz
Orcnoz. En ese mismo -aﬂo Mecreno y Diaz efectud un
anilisis bacteriolsgico y quimice del vinagre elaborado
con tibicos, del que aislé e identificé a Escherichia

coli (Migula) castellani Y Chalmers, Proteus vulgaris
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Hauser, Bacillus subtilis (Ehrenber) Cohn, B. graveclans
Meyer et Gottheil, y Acetobacter peroxydans Visser‘t
Hooft, asi como la levadura Saccharomyces ellipsoideus
Meyen ex Hansen. SegGn la autora, A. peroxydans era la
responsable del aumento en la acidez del sustrato.

En 1952, Mascott y Terrés aisld y estudié las
levaduras de los tibicos "del arroz" {(nombre gue les
asigné por su apariencia). Identificé las especies
Saccﬁaromyces oviformis Osterwalder y Pichia chodatii
{2ender} Dekker var. trumpyi (Zender et Bevan) Dekker.
Ademds reportd 1la presencia de varias especies de
Corynebacterium, las gque en combinacién con las
levaduras consideré gue eran las responsables del
decremento de pH durante el procesc de fermentacibn.

Siguiendo con los estudios microbianos de los
tibicos, Ullea y MHerrera (1981) encontraron las
levaduras Pichia membranaefasclens Hansen Y
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen.

En 1984, Herrera et al. realizaron un estudio sobre
algunas bacterias presentes en los granos de tibicos.
Encontraron una bacteria fijadora de nitrégeno, a la gue
identificaron como Klebsiella oxytoca (Fllgge) Lautrop.

En 1985, Estrada Cuéllar efectué un trabajo sobre
las levaduras que forman parte de la asociacitn

microbiana de los tibicos. Aislé e identifico 1las
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levaduras Brettanomyces intermedius {(Krumbholz et
Tauschanoff) . van der Walt et van Kerken, Yy
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen.

También se han efectuado algunos estudios con el fin
de djilucidar la estructura y composicién de los tibicos.
En 1980, Moinas et al realizaron un estudio de
microscopia de 1luz, de transmisiétn y de barrido, vy
observaron que los granes de tibicos estaban
constituidos por dos capas, una capa externa compacta
compuesta por D-glucosa, en la gue se encuentran
embebidas bacterias {lactobacilos y estreptococos) Yy
levaduras (Horisberger, 1963), Yy una capa interna
esponjosa, constitulda por gran cantidad de dextranas.
Los dgranos se ahuecan en su interior debido a que,
durante la fermentacién, se produce COz como resultado
del metabolismo de alqunos microorganismos.

En Europa, particularmente en Suiza, se han
efectuado estudios quimicos y estructurales de uneos
granos conocidos como tibi. Hesseltine (1965) describié
a los tibi como granos translicidos, de 1 cm de
diametro, cerosos y de consistencia flexible, gue han
sido utilizados en Suiza para elborar una bebida &cida,
moderadamente alcohélica. El autor hallé semejanza entre
esta fermentacién y la de la cerveza de jengibre., Cabke
mencionar gue aun en Eurcpa se considera a los tibi como

originarios de México (Horisberger, 1969).
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3.3. APLICACIONES EXPERIMENTALES DE TIBICOS

Algunos investigadores se interesaron en encontrar
un uso prictico a los estudios basicos realizados sobre
tibicos, a través del «cultivo de microorganismos
aislados de estas microbiogleas capaces de incrementar
el wvalor nutricional del alimento humano © animal, En
1984 Saint-Phard-Delva utilizé la bacteria fijadora de
nitrégeno Klebsiella oxytoca, aislada anteriormente de
tibicoes por Herrera et al. (1984), con el fin de
enriquecer el contenido proteico de la fermentacién de
plitano maduro en estade s6lido. En el transcurso de la
fermentacién observ6 que se presentaba un incremento
proteico de un 6 a un 12%. El producto de este
experimento se utilizé para elaborar un alimentc para
monogastricos.

En 1986, Taboada et al. utilizaron tibicos en
diferentes propeorciones como componentes de la dieta de
algunas especies de aves y roedores, para determinar el
efecto que causaban en el peso de los animales, asi como
en la postura de huevos. Los resultados obtenidoes
indicaron que el peso de los animales aumentd menos gque
con el alimento comlin y se redujo la postura de huevos
en las aves que consumian mas del 50% de tibicos en su

dieta. Al realizar un andlisis histolégico de 1los
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animales utilizados no se encontraron lesiones en
ninguno de los 6rganos estudiados (higado, riiién,
corazén y pulmones). Ademds se observé que en el caso de
ratas y aves ocurria una degeneracién grasa del higado,
incrementéndose en los animales gque consumieron mis del
50% de tibicos en su dieta, por lo que llegaron a la
conclusién de que los tibicos pueden utilizarse como
complemento del alimento balanceado para animales de
traspatio, pero en proporciones menores al 50% de la
dieta, de lo contrario pueden presentarse deficiencias
nutricionales.

Debido a que el cultivo de tibicos constituye un
sistema microbiolégico estable de f&cil produccién,
ademas de ofrecer posibilidades alimentarias ré&pidas y
da bajo costo (Ulloa et al., 1981), resulté interesante
realizar algunos estudios sobre la produccidén casera de
tibicos; Serrano (1986) y Diaz-Garcés et al. (1988)
determinaron algunas de las condiciones del cultivo
doméstico de los tibicos con el fin de obtener el mayor
rendimiento de biomasa en relacién con el tipo vy
cantidad de sustrato, temperatura y tiempo de
incubacién.

En 1990, Armijo estudié el efecto de algunos
pardpmetros en la produccién casera de tibicos, con el

fin de aportar nuevos conocimientos sobre las
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condiciones m&s favorables para su cultivo doméstico.
Los objetivos de dicho trabajo fueron: a) determinar el
efecto del pH inicial y de la aireaciétn sobre 1la
cantidad de biomasa producida, asi como la concentracién
de los productos de fermentacién (etanol Yy 4cido
acético); b} determinar el efecto de tres sustratos
(piloncille, melaza vy sacarosa) sobre la produccién de
etanol y &cide acético; ) ailslar e identificar las
especies de levaduras presentes en las microbiogleas y
en los diferentes sustratos de fermentacién, d)
determinar el efecto de la esterilidad o no esterilidad
de los sustratos de piloncille y melaza.

Los resultados obtenidos indicaron que: el control
del pH no tuvo ningGn efecto sobre la produccién de
biomasa. Las concentraciones de &cido acético y etanol
no se vieron afectadas con el usoc de amortiguadores. La
aireacién no tuve ningtin efecto promotor en la
produccién de biomasa, etanol y &cido acético. En el
sustrato con melaza hubo mayor produccién de etanol y
dcido acético que en el de piloncillo., Respecto al
andlisis micolégico, la autora aislé dos especies de
levaduras, identificadas como Candida valida (Leberle) y
Candida famata (Harrison) Meyer et Yarrow, la segunda
registrada por primera vez para tibicos, pues C. valida

es el estado asexual de Pichia membranaefaciens, que ya
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habia sido reportada (Ullca y Herrera, 1%8l1). En el caso
de los cultivos efectuados en melaza se observé la
formacién de una nata pulverulenta constituida
principalmente por seudomicelio de Candida valida, en
cambio el piloncillo favorecid la formacién de una nata
blanca y gruesa constituida por una matriz en la que se
encontraban embebidas diversas bacterias y 1levaduras
{Armijo et al., 1991).

Es importante mencionar que el estudio de estas
bjogleas ha resultadoc de gran interés para diversos
investigadores, pues desde finales del siglo pasado se
comenzdé a estudiar en Francia y Alemania el grave
problema que causaba la formacién de masas mucilaginosas
en los jugos de remolacha, conocidos en Francia come
"gome de sucrerie"” y en Alemania como "Frosch laich".
Estos mucilagos afectaban seriamente los procesos de
clarificacién, filtracién y cristalizacién en la
fabricacién de azGcar, causando dgrandes pérdidas
industriales, debido a que las gomas son insolubles,
eldsticas y cartilaginosas; por otra parte, se sabe que
la goma es producida rapidamente por Leuconostoc sp.
(Grove, 1984, en Bibbins, 19%0).

Como se puede apreciar, el estudio de estas
microbiogleas en nuestro pais es bastante reciente y el

proceso de fermentacién habfa sido poco estudiado, por
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lo que el presente trabajo tuvo como finalidad llevar a
cabo dos cinéticas de fermentacién en soluciones
estériles de piloncille inoculadas con tibicos. Se
llevaron a cabo muestreos a diferentes tiempos de
fermentacién con los siguientes objetivos:

- Estudiar la sucesién microbiana durante todo el
proceso fermentativo,

- Aislar e identificar a 1los nmicroorganismos
responsables de la fermentacién del sustrato.

- Cuantificar por cromatograffa de gases alqunos
productos de fermentacién.

- Correlacionar los cambios microbioldgicos con los
cambios bioguimicos ocurrides durante ambas

fermentaciones.



4., MATERIALES

4.1. SUSTRATO DE FERMENTACION

El sustrato empleado fue una solucién de piloncillo
al 5%. Se usaron matraces Erlenmeyer de 250 ml con 200
ml de sustrato por matraz, tapados con torundas de
algodén cubierta con manta de cielo y papel aluminio.
Enseqguida se esterilizaron a 15 lb de presiédn durante 15
minutos.

Para probar la esterilidad del sustrato se sembraron
alicuotas de 0.1 ml del mismo en placas de medio de Agar
Papa Dextrosa (APD, Merck 10130), Agar para Cuenta en
Placa (ACP, Merck 5463) y Agar de Man, Rogosa y Sharpe
(AMRS, Oxoid CM 359). La muestra se extendié en toda la
superficie de la placa con una varilla de vidrio doblada
en &ngulo recto; las cajas se incubaron a 27° ¢ durante

48 horas.

4.1.2. INGCULO

Los tibicos utilizados para este trabajo fueron
proporcionades por el M. en C. Javier Taboada Ramirez,
del Instituto de Quimica de la UNAM, Dichos tibicos se
encontraban deshidratados, por lo que se sometieron a
los siguientes tratamientos: se enjuagaron con agqua

corriente en una coladera de metal cubierta de manta de
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cielo. Posteriormente se hidrataron durante 24 horas en
un recipiente de vidrio que contenia agua destilada, se
enjuagaron bilen c¢on agua destilada nuevamente y en

seguida se drenaren.

4.2. FERMENTACION

Para este estudio se realizaron dos fermentaciones,
ambas bajo las mismas condiciones gque postericrmente se
describen.

En cada matraz con 200 ml de sustrato estéril se
inocularen asépticamente, en una campana de flujo
laminar, 6 g del inéculo (Figura 1). La fermentacién se
realizé en los matraces tapados con torundas de algodén
y manta de cielo, sin agitacién, a una temperatura de
27° € en una incubadora (Riossa modelo Ec) durante dos
semanas, eh el transcurso de las cuales se llevaron a

cabo los muestreos correspondientes.

4.3. MUESTREOS

Se tomaron muestras del ligquide  fermentado,
escogiendo al azar un matraz por muestreo, en cada unc
de los siguientes tiempos: 0, 9, 24, 42, 48, 72, 98,
168, 216 y 264 horas. El tiempo cero correspondié al
muestreo inicial, efectuado inmediatamente después de

inocular los tibicos al sustrato. Se tomdé una muestra
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del 1liquido de fermentacién en condiciones asépticas
para realizar los estudios microbiolégicos
correspondientes (Figura 1 }.

Inmediatamente después de la toma de la muestra se
determiné el pH y la acidez del liquido. Posteriormente
se filtré el liquido de fermentacidén a través de un
papel filtro Whatman No. 4, previamente pesado. Se
determiné el peso hGmedo, el peso seco Y el
contenide de proteinas de los tibicos drenados. El
liquido de fermentacidén filtrado se almacend a
temperatura de congelacidédn para detener el proceso de
fermentacién, y se empleb6 posteriocrmente para realizar
los analisis bioquimicos correspendientes (proteina
soluble, carbohidratos totales y cromatografia de
gases). El 1liquido de fermentacién se descongelé a
temperatura ambiente.

Los tibicos que gquedaron en el papel filtro se
pesaron para determinar su peso hGmedo, y posteriormente
se sometieron a un proceso de secado en una estufa
Felisa Mod. 243 b a 90° C durante 24 horas para obtener

su peso seco Yy asi poder determinar su humedad,
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Matraces con 200 ml de piloncille al 5% (estéril)

¥

6 g de tibicos, lavados e hidratados, por matraz

¥

Incubar a 27°C durante diferentes tiempos
(0,9,24,42,48,72,96,168,216 y 264 horas)

f ! }

LIQUIDO DE LIQUIDO DE FERMENTACION TIBICOS
FERNENTACION FILTRADO DRENADOS
Estudios microbianos Analisis quimicos Anilisis quimicoes
Conteo y aislamiente Proteina soluble, Proteina cru- '
en medios selectivos: carbohidratos totales, da, pesc seco,
APD acidificado para carbohidratos reduc- humedad

levaduras, tores

ACP para meséfilos
aerobios,y

AMRS mas doble capa,
para bacterias

licticas

Figura 1 . Diagrama, de flujo que resume los estudios

realizados durante la fermentacién del liquido de piloncillo
inoculado con tibicos.
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S. METODOS ANALITICOS

5.1, ANALISIS MICROBIOLOGICOS

5,1,1. CUANTIFICACION

Con 1la finalidad de aislar y cuantificar 1los
microorganismos que se presentan en el transcurso de
la fermentacién {Figura 2), se llevaron a cabo
diluciones decimales en serie {1/10 a 1/106), utilizando
soluciones de peptona estéril al 0.1%. De cada dilucién
se inocularon alicuotas de 0.1 ml en placas de cultivo
{por triplicado), utilizando el método de extensiédn en
placa.

Para la determinacién de bacterias mes6filas
aerobjas se utilizé el medio de cultivo PCA, incubando
las placas a una temperatura de 27° ¢ durante 48 horas.
Para levaduras y mohos se enpled el medio de PDA
acidificado a pH 3.5 con Aacido ta;tarico estéril al 10%
(Harrigan, 1976). Para las bacterias lécticas se utilizé
el medio AMRS. Debido a que estos microorganismos
requieren de condiciones microaerofilicas para crecer,
después de sembrar las placas se agregb una segunda capa
del mismo medio (a 45° €) sobre el medio ya
solidificado, con el fin de crear un ambiente de

crecimiento adecuado. La cuantificacién de las unidades
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Tomar 0.5 ml del liquido de fermentacién

<

Realizar diluciones (10 a 10

AV

Sembrar 0.1 ml de cada dilucién en medios

6

}

de cultivo (ACP, APD, AMRS)

Incubar a 25°C durante 48 horas (ACP y AMRS)
y durante 4 dias (APD)
Cuantificar y aislar colonias en
medios selectivos:

-Levaduras en medic de GELFA
-Mes6filos aerocbios en APC

~Bacterias lacticas en APT

IDENTIFICACION

Figura 2 . Diagrama de flujo de los estudios microbianos

realizados en cada tiempo de fermentacién
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formadoras de colonias se realizdé en las placas donde
hubo un nGmero contable de colonias, de 30 a 300
(Harrigan y Mc Cance, 1976}.

Para la obtencidén de los cultivos puros de bacterias
Y levaduras se hicieron resiembras, por el mnétodo de
estrias mGltiples, en placas de ACP, GELPA (Glucosa 20
g, extracto de levadura 5 g, peptona 10 g, agar 20 g y
agua destilada 1000 ml)} y AMRS. Los cultivos obtenidos
se mantuvieron en viales con medios de cultivo inclinado
(empleando para las bacterias meséfilas aerobias y para
las 1levaduras los medios ya menclionados) para su
posterior identificacién. Para el mantenimiento de los
cultivos puros de bacterias licticas se empleé el medio
semis6lido de APT (Bacto APT Difco, 0655/01/1), al que
se le adicion$ una punta de espitula con CaCos por vial,

Y que fueron inoculadas por picadura.

5.1.2 IDENTIFICACION DE LEVADURAS

Cuando se constaté gque las colonias de levaduras
estaban completamente puras, se llevé a cabo la
identificacitn hasta especie, siguiendo los métodos de
aislamiento, mantenimiento, clasificacién @
identificacién de van der Walt y Yarrow (1984), y las

claves taxondmicas generales de Kreger van Rij (1984),
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asi como las claves y descripciones genéricas de Fell,
Statzell y Ahearn (1984), Meyer, Ahearn y Yarrow (1984},
Rodriguez de Miranda, Van der Walt y Yarrow (1984), Y

Yarrow (1984).

5.1.3. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Para la identificaciébn hasta especie de las
bacterias mes6filas aerobias se sigui6 la metodologia y
claves taxondmicas propuestas en el Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Sneath P.H.A.,1987) , asi
como las propuestas por Mac Faddin (1980) y por Richard
(1984).

Las bacterias 1l4cticas idnjcamente se agruparon
segan su metabolismo fermentativo en homo e
heterolaActicas. Las diferentes cepas se inocularon en
medic APT y se incubaron a 48°C durante una semana;
posteriormente se transfirieron a tubos con medio de
Gibson, gue consiste en un medio bien amortiguado que
contiene glucosa, y se sellaron con cera estéril
(Harrigan y Mc Cance, 1976). La produccién de gas se
observé por el rompimiento del medio y el desplazamiento
del tapdn, lo gque demostrd que el metabolismo de la

bacteria era heterofermentativo.
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5.2. ANALISIS BIoQuiMmIcos

5,2,1, DETERMINACION DE pH

Para determinar el pH del liquide de fermentacidén se
utilizd un potencidtmetro Beckman modelo 141, el cual fue
calibrado con soluciones reguladoras de pH 4 y 7. Las
determinaciones se efectuaron directamente en el liquido

de fermentacién en cada tiempo de muestreo (Fig. 3).

$.2,2, ACIDEZ TITULABLE

Para determinar 1la acidez de cada una de las
muestras se tomaron alicuotas de 10 ml del 1liquido
filtrade de fermentacién en matraces Erlenmeyer de 125
ml. Se adicion&é a cada matraz 0.1 ml de indicador de
fenolftaleina (solucién al 1% en etanol al 95%) y se
titulé con una solucién valorada de NaOH 0.01 N, hasta
la aparicién de un color rosado. Se calculé 1la acidez
expresada como 4cido léctico, por 100 g de muestra

utilizando la siguiente férmula:

al X eq. X N
X

wl alfcuota

X :Acidez expresada como iclde léctico
wl:de soluclén valorada de NaCH
eqinillequivalente de dcido lactice.

N :Normalidad del MNaOH [0.01 M)
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Determinar el pH directamente en el
liguido de fermentacién

v

Filtrar
pPeterminar acidez Determinar peso
titulable del liguido himedo y peso seco
filtrado de los tibicos
Mantener el 1liguido Determinar proteina
filtrado en congelacién cruda para los tibicos
secos.
Determinar ;
proteina scluble, carbchidratos
totales, carbohidratos reductores,
Acidos orgénicos y etanol.
Figura 3 . Dilagrama de flujo de 1los andlisis biogquinricos

realizados en cada tiempo de fermentacién.
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5.2.3. DETERMINACION DEL PESC {hdmedo Yy seco)

El contenido de cada matraz se filtrd a través de un
papel filtro Whatman No. 4 previamente pesado. Se
determind el peso himedo de los tibicos por diferencia
de peso. Para determinar el pesoc seco, el papel filtro y
los tibicos se sometieron a un proceso de secado a 90%c

durante 24 horas en una estufa Felisa Mod. 243D.

5.2.4. PROTEINA CRUDA

Para conocer la concentracién de proteina cruda de
los tibicos se empleb el método de Microkjeldahl, segn
la metodologia descrita por Pearson (1970), utilizando
0.4 g de tibicos deshidratados. El porcentaje de
proteina se obtuvo multiplicando el contenido de

nitrégenc obtenido por el factor 6.25.

5.2.5. PROTEINA SOLUBLE
La concentracién de proteina soluble se determind
para el liquido de fermentacién seglin el método de Lowry

(Lowry et al 1951; Peterson, 1977).
5.2.6, CARBOHIDRATOS TOTALES

Para determinar la concentracién de carbochidratoes

totales en el 1liquido de fermentacidén se sigul¢e 1la
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metodologia del fenol-sulf@rico descrita por Dubois,

Gilles y Hamilton (19586).

5.2.7. CARBOHIDRATOS REDUCTORES

Siguiendo el métode de DNS (&cido 3,5
dinitrosalicflico) de Bernfield (Summer y Howell, 1953),
durante le fermentacién, se determind el contenido de

carbohidratos reductores del sustrato.

5.2.8, ACIDOS ORGANICOS Y ETANOL

El an&lisis para la cuantificacién de los &cidos
lictico y acético asi como de etanol, fue realizado por
la M. en C., Carmen Marguez en el Instituto de Quimica de
la UNAM. A continuacién se describen las condiciones en
las que se llevaron a cabo dichos an&lisis.

Las muestras del liquido de fermentacién se
sometieron a un andlisis en un cromatogrifo de gases
Perkin Elmer Sigma 1-B, bajo las siguientes condiciones
{Aguilera, 1989):

-Columna de vidrio Porapack Q de 5"/1.8"
-Temperatura de }a columna: 150° ¢
-Temperatura del inyector: 120%
~Temperatura del detector: 150° ¢
-Detector de ionizacién de flama
-Volumen de inyeccion: 1.0 ul

~Flujo de nitrégeno: 40 ml/min
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5.2.9 DETERMINACION DE ACIDO LACTICO

Para determinar la concentracién de &cido 1l&ctico
fue necesarioc realizar una esterificacién previa., Se
llevé a cabo el an&lisis cromatogridfico en un
cromatégrafo de gases Hewlett Packard modelo 5890, bajo
las mismas condiciones que las descritas por Aguilera

{1989):

~Columna capilar de silice fundido, recubierta con
Carbowax 20M de 0.53 um de didmetro y 50 m de
longitud,

=Temperatura de la columna: 110° ¢

° ¢

~Temperatura del inyector y del detector: 200
~Detector de ionizacién de flama
-Flujo de nitrégeno

-Volumen de inyeccién: 1.2 ul

Cabe seflalar que cada andlisis se realizé por
triplicado; sin embargo, no se realizaron repeticiones
de proteina cruda de tibicos debido a gue no se contaba

con suficiente muestra para tal efecto.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. ANALISIS MICROBIOLGOGICOS

El sustrato empleado para realizar la fermentacidn
fue previamente esterilizado para evitar la
interferencia de otro tipo de microorganismos que no
fueran los gue se encontraban embebidos en la bioglea.
Debido a esto, los microorganismos encontrados durante
los muestreos reflejan parte de la microbicta existente
en los tibicos, ya que se desconoce cudles son los
microorganismes que se encuentran inmovilizados en las
biogleas utilizadas. Se realizaron dos fermentaciones
idénticas de tibicos en soluciones estériles de
piloncillo. En la tabla ! se indica el nimeroc de
unidades formadoras de colonias de cada microorganismo
(la cuantificacién corresponde al tiempo cero de la
fermentacién). Los microorganismos predominantes
durante ambas fermentaciones fueron las bacterias
lacticas; sin embargo, debido a que en 1los tibicos
existe una microbiota mixta, donde cada mnmicroorganismo
tiene necesidades alimenticias y fisiolégicas
determinadas, Yy unos microorganismos pueden ser néis
exigentes que otros en sus requerimentos, la sucesién

microbiana varié en el transcurso de la fermentacidn.
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Tabla 1. Cuantificacién de levaduras, neséfllos aeroblos y

bacterias lécticas (ufc/ml) al tiernpo cero de ias
fermentaciones.

1? Fermentacién 2® Fermentacidn
Microorganismo i *

ufc/ml ufc/ml

Levaduras 1.4 X 10° 1.5 x 1¢°
Meséfilos aercobios 4.2 % 10° i.8 x 10*
Bacterias l4cticas 4.6 X 10 5.z x 10*

6.2, CINETICA MICROBIANA

6.2.1, LEVADURAS

En la figura 4 se puede apreciar que durante ambas
fermentaciones varié la poblacién de levaduras, mismas
que se presentaron desde el inicio del proceso
fermentativo y alcanzaron su valor miximo a las 96 horas
de fermentacién: 6.0 X 10 ufc/ml para la primera
fermentacién, y de 6.9 X 10t ufc/ml para la segunda.

A continuacién se discuten las especies de levaduras
halladas en el liquido de fermentacién.

Brettanomyces claussenii Custers. Esta levadura se
caractericza principalmente por la produccién vigorosa de

4cido acético y etanol a partir de glucosa. Es reportada
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aqui por primera vez para tibicos. Cabe sefalar que
Estrada Cuéllar (1985) aislé la levadura B. intermedius
Krum y Tausch de una nuestra de tibicos procedentes de
la ciudad de México.

Candida guilliermondii (Castellani) Langeron et
Guerra. Es la fase asexual de Pichia guilliermondii . Se
le considera como un organismo patégeno oportunista, que
presenta un metabolismo fermentativo y oxidativo. Es
capaz de formar pelicula por lo que, posiblemente, junto
con aotras levaduras como Candida valida, fue la causante
de la formacién de pelicula a partir del séptimo dia de
fermentacién. Ha sido aislada del aire, de alimentos
convencionales y de bebidas tradicionales como el
pulque, el pozol y el tesgilino tarahumara hechoc con
granos de maf{z (Ulloa et al., 1987; Lappe y Ulloca 1989;
calderén y Herrera, 1989).

candida valida {(Leberle) van Uden et Buckley. Es el
estade asexual de Pichia membranaefaciens. Es una
levadura predominantemente oxidativa y formadora de
pelicula. Ha sido aislada de algunas bebidas
tradiciocnales de México, como pulque, tesgiiino, colenche
y tepache (Ulloa y Herrera, 1976-1982; Kreger van Rij,
1984). La presencia de ¢. valida habia sido reportada

anteriormente por Armijo et al.(1991), quienes la
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aislaron de cultivos de tibicos que tenfian como sustrato
piloncille y melaza, asfi como de la pelicula
pulveruienta formada en la superficie de cultivos de
tibicos en solucién de melaza.

Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var albidus.
Levadura predominantemente oxidativa. Se considera como
patégeno oportunista (Barnett et al., 1979; Kreger van
Rij, 1981, en Lappe y Ulleca, 1989). Se ha reportado en
tesqgiiino tarahumara (Lappe y Ulloa, 1989).

Rhodotorula rubra (Demme} Lodder. Levadura con
metabolismo oxidative gue se ha encontrado en ambientes
marinos, aire, suelo, larvas de insecto y en algunas
bebidas fermentadas mexicanas como el tesgliino (Lappe y
Ulloa, 1989) y el pulgque (Lappe, et al., 1989).

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen. Esta
levadura es capaz de producir etanol como resultadeo de
su metabolismo. A esta especie se le considera como una
levadura fermentadora por excelencia, de mayor
distribucién en las bebidas fermentadas del mundo. Ha
sido aislada de todas las bebidas fermentadas indigenas
de México estudiadas hasta hoy, como el pozol, el
tesgliino, el pulque, el colonche, el tepache de tibicos
Y la tuba (Estrada-cuéllar, 1585; Ulloa et al., 1587;
Lappe y Ullca, 1989; Lappe et al, 1989%; Herrera y Ulloa,

1979) .
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Las caracteristicas taxonémicas distintivas de las
especies de 1levaduras aisladas en este trabajo se

resumen en los cuadres 5 a 8.

6.2.2, BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS

En la Figura 9 se registraron los cambios ocurridos
en las poblaciones de bacterias meséfilas aerobias
durante ambas fermentaciones. Se observa que durante las
primeras horas de fermentacién hubo un incremento en las
poblaciones de bacterias, alcanzando un valor miximo a
las 24 horas en la primera fermentacién, con 5.6 X 10”
ufc/ml.,en la segunda fermentacién a las 48 horas con
6.0 x 10° ufc/ml. En las horas siguientes las
poblaciones se mantuvieron relativamente constantes
hasta el final del proceso fermentativo.

1A mayorfa de las especles de bacterias encontradas
se ubicaron dentro del género Bacillus que se
caracterizadan por ser formadoras de esporas, anaerobias
facultativas o estrictamente aercbias y Gram + Son
organismos saprébios que generalmente se encuentran en
el suelo o0 agua y algunos pueden llegar a ser patbgenos
para animales y el hombre (Singleton P. et al., 1986)

(Fig. 10).
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A continuacién se describen las caracteristicas

distintivas de cada especie identificada:

1). BACILOS

Bacillus brevis Migula (Fig, L ). Es una bacteria
aerobia que produce &cido de glucosa. Ha sido aislada
del ©sBuelo y de algunos alimentos convencionales
(Harrigan y Mc Cance, 1976).

Bacjillus polymyxa (Prazmowski) Macé (Fig. ™ ).
Bacteria facultativa y metabélicamente activa que puede
crecer vigorosamente en presencia de carbohidratos
fermentables y en anaerobiosis, Al fermentar glucosa
produce etanol, COz y Hz es apta para descomponer
pectinas y polisaciridos del tejido de las plantas, pero
su accién sobre celulosa es débil. Es capaz de fijar
nitrégeno en condiciones anaercbias y de sintetizar la
polimixina, que es una cadena de polipéptidos que se
utiliza como antibjié6tico contra bacterias Gram =, Ha
sido aislada de vegetales en descomposicién, algunas
cremas medicadas y antifcidos (Claus et al,, 1986;
Stanier et al., 1986; Kingsbury, 1989).

Bacillus circulans Jordan (Fig.N ). Es una bacteria
anaerobja facultativa, que fermenta carbchidratos vy
posee accién proteolitica. Poduce un grupo de

polipéptidos llamados circulinas, que son antibiéticos

37



estrechamente relacionados, en estructura y actividad,
con las polimixinas. Se ha aislado principalmente del
suelo {Claus D. et al.,, 1986; Stanier et al., 1986;
Kingsbury, 1989),

Bacillus coagulans Hammer. Es una bacteria
anaerobia facultativa, fermentadora, cuyos productos
principales de 1la fermentacién son L (+) &cido lictico
Yy, en menor cantidad, &cido acético, etanol y acetoina.
Se ha encontrado en suelo Yy en alimentos &cidos como
jugos de tomate y ensilados (Claus, 1986; Stainer,1986;
Kingsbury, 1989).

Bacillus firmus Bredmann et Werner (Fig. P). Es una
bacteria oxidativa que puede formar &cido a partir de
glucosa, crece a pH bajos y para su crecimiento requiere
una serie de aminodcidos., Ha sido aislada principalmente
del suelo y de pantanos salobres (Bergey et al., 1986;
sStanier, 1986).

Bacillus macerans Schardinger (Fig. N ). Es una
bacteria anaercbia facultativa, mucoide, opaca, cuyos
productos de fermentacién son etanol, acetona, A4&cido
férmico y acético, C0:2 y H2, Descompone pectinas y
polisaciridos de} tejido de las plantasg, pudiende actuar
también sobre celulosa. Produce dextranas ciclicas de
almidén o glucdbgene por accién de una enzima

extracelular que contiene 6, 7 u 8 cadenas a (l1-4) y
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residuos de D~glucosa, conocidos respectivamente como
a~, £~ y r-dextranas. También es capaz de fijar
nitrégeno atmosférico. Se ha encontradoc en suelo,
plantas y frutos (Claus et al., 1986; Stanier et al.,
1986; Kingsbury, 1989).

Bacillus pumilus Meyer et Gottheil (Fig. 0). Es una
bacteria aerobia que en medio s6lido se observa como una
colonia lisa y opaca, de color amarillento debido a la
presencia de melaninas en su interior. Ha sido aislada
del suelo y del aire (Claus et al., 1986; Stanier et

al., 1986).

2). ENTEROBACTERIAS

Durante la primera fermentacién se observé un
incremento en las cuentas de enterobacterias,
principalmente en el transcurso de las primeras 24 horas
de fermentacién, aumentando paulatinamente de 2.3 X 10%

ufe/ml  inicial a 5.6 x 10°

ufc/ml (Figura 11).
Posteriormente se presentd un descensc poblacional,
quiz& debido a las condiciones de acidez predominantes
en el sustrato. A las 168 horas se observd otro
incremento (5.1 X 107 ufc/ml). Durante la segunda
fermentacién no se encontraron enterobacterias.

Las enterobacterias aisladas fueron identificadas

como Enterobacter aerogenes, la c¢ual es una bacteria

Gram - anaercbia facultativa, con metabolismo
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respliratorio y fermentative, catalasa + y productora de
gas (en glicerol,inositol y adonitol); produce pigmento
amarillo, oxidasa -, presenta movilidad, 1lisina +,
produccién de &cido de glucosa, acetoina + e hidré6lisis
de esculina. Es comtin en suelo, agua, plantas y algunas
veces aparece en el tracto intestinal o respiratorio. Se
distingue de ©otras bacterias similares, por su
inmovilidad y por la presencia de cdpsula. Una propiedad
bioquimica que distingue a algunas de las cepas de E.
aerogenes de otras enterobacterias es la capacidad de
fijar nitrégeno atmosférico, propiedad que s6lo se
manifiesta en condiciones anaerobias de crecimiento, vya
que la nitrogenasa de estas bacterias se inhibe
ripidamente por la presencia de 0, (Claus et al., 1986;
Stanier et al., 1986; Kingsbury, 1989).

Durante la fermentacién se observd un efecto
antagénico por parte de las fijadoras de nitrédgeno sobre
las levaduras en la primera fermentacién. Estos
resultados pueden relacionarse con los obtenidos por
Aguilera (1989), quien reportd que durante la
fermentacién de pozol inoculado con la bacteria fijadora
de nitrégeno Agrobacterium azotophilum (Ulloa y Herrera
1972), se presentd un antagonismo de esta bacteria
contra varias especies de bacterias, levaduras y mohos.

Por ello se considera que serfa interesante estudiar el
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efecto antagénico de E. aeroenes sobre diversos
microorganismos Yy asi verificar el comportamiento

microbiano observado en este proceso fermentativo.

3). BACTERIAS LACTICAS

En la figura 12 se representan los cambios en las
poblaciones de bacterias lacticas, mismas que presentan
una cuenta inicial de 4.6 X 10' ufe/ml en la primera
fermentacién, y de 5.2 X 10° ufc/ml en 1la segunda.
Posteriormente se observé un incremente poblacional
durante las primeras 24 horas de fermentacion,
alcanzando en este tiempo el mdximo valor, que fue de
6.7 x10' ufe/ml para la primera fermentacién, y 6.6 x10'
ufc/ml para la segunda. Sin embargo, durante el resto
del proceso fermentativo se observé un decremento quizé
debide a las condiciones de acidez imperantes o a 1la
competencia con otros microorganismos por el sustrato.
Aun asi, es importante mencionar gque las bacterias
lacticas persistieron  durante todo el proceso
fermentativo, y probablemente fueron las reponsables de
la produccién de &cidos (l4ctico y acético) acumulados
en el sustrato de fermentacién.

Es importante sefalar que las bacterias lacticas no
fueron identificadas hasta especie sino gque s6lo se

clasificaron grupalmente en homo y heterolicticas de
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acuerdo a su metabolismo fermentativo (ver Fig. 13 ). De

ellas, cuatro cepas resultaron ser homoldcticas y tres

heteroléacticas.
La presencia de bacterias productoras de
antibiéticos contra bacterias Gram - (B. polymyxa y B.

circulans), asi como las bacterias productoras de acidos
a partir de glucosa como: B. brevis, B. coagulans, B.
firmus, B, macerans Y las bacterias homo Y
heteroclécticas (que quizd pudieron ser capaces de
acidificar el sustrato durante la fermentacién) debieron
provocar due el sustrato fuese intolerable para
microorganismos  patégenos, asegurando la calidad
higiénica del producto.

Cabe mencionar gque la presencia de la bacteria B,
macerans debis haber contribuide a la viscosidad del
sustrato, por su capacidad de producir dextranas.
Ademds, las bacterias B. polymyxa, B. coagulans, B.
macerans Y B. circulans, asi como 1las bacterias
heteroléicticas, pudieron ser las responsables del
contenido de etanol en el sustrato, principalmete

durante las primeras 96 horas de fermentacién.
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Cuadro 5. Caracteristicas mortolégicas de las especies de

levaduras estudiadas.

CARSCTIRISTICAS
MORFOLOGICAS Soccharasrrces cormisir Bhddervie rudes

A) MuCROoMORF OLOCH

1. CRECIMIENTO EN Solimanty obmudanie Sediminie escaw
MEDIO LIQiTDo 3 reends
{GEL)

2 CRECIMIENTO EN Coionie d¢ epenri-
MEDIO $0LIDO modamsns LS em de
(GELPA) didmaire o b SO

dias, de rokor corsl
brillente, wmbomuda,
Srumg sfrmiads (FYA) mecoids, con survet
radiokes 3 borde
Mbode (FigL}

B) AOCRONORFOLOCL

1. CARACTYRISTICAS DE Gemacién mubilatoral
L4 REPRODUCCION
ASEXUAL © YEGETA-

TTHA (AM1, GFLPA,
HMAY

1 caucTEaisncas pe
LAS CLLUIAS
VEGETATIVAS

A) Mofuicgia s madie Chiains plnbooss, de €32 Chlwias evalniee, de 1.5 = Chlulns ghosbcas o
wiids (GELFA) @ 549 pm de dedmare, L4 pm (Fig®) oindas, 4425 @

en pares o aademes S v dS e hS pm
cwtes {Fy.8)

B) Farmacibn de sende- Samdbemsicrlie roditesmtarse Ansrats Sewdoraicride redic
miteiis on place 41 oy 1m asmermbsitit came aemaris 4 surenit
Daluay (HMA} ™ acrebismis

5. CARACTIRISTICAS DE
LA REFRODUCCION
SEXUAL {GELFA, AMT,

FI¥, GE4)

A) Process ée jarmacida Directasente ds in3 cfiuler Awsrwe Avienry

de ancar y ascos. repatativas (Fig.B)

Libre 3 de pared persivtens

Fiflrica, de €1 2 14 pem do
Hidraire

" Vst « tumitre

Eflrica de 2.16 o € pan de
ddetry

AML Agar para morfolgta de levoduras; GELPA Glucasa extracto de levedum peptona agar;
HMAHaring de molr ogar; FW Fowel agar; GKA Gorodkowa agor
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Cuadre 6. Caracteristicas mworfolégicas de las especies

de levaduras estudjadas.

CARACTRRISTICAS
MORFOLOGICAS

Roemanmrpces claxsvenil

ot s o

Caslida rakde

A) MACROMORFOLOGIA

1. CRECIMIENTO EN
WEDIO UiQUIDG
1GELP)

1 CRICIMIFNTO EN
MEDIO 3611D0
(GELPA}

) MICROMORPOLOGIL
1. CARACTERISTICAS DE
L4 REPRODUCCION

1 CARACTERISTICAS DE
LA3 CELUTAS
VEGETATIVAS

A} Mafobwgia e molie
wiiids [GELP4)

Dabuaw (HM4)

1. CARACTFRISTICAS DE
L4 REPRODUCCTON
SEXUAL (GELPA. AML.
oy, Gl

Budimands 8)bandanir, con
priicuia dripeds o b
wpreficie

Cobmia de aposs. J cm

dr didoatre v Am 30 dias,
banca, cremase, wpacy,
N ambmnnds C08 prue
iy grumes, Sarde fimbei-
ada, turoar radiaiwt poce
ridentes, v bcide
auructevinice. Lay anias
bendin o trvcer bajo of
astio (Fig. o)

Gomacidn mudikcteral

33 @ J1T pom, simples,
% pares @ prgueras
eadenas

Sadimenie abundsnie, con
anche greend eme

Cobomia de tpras. 3.4 cm
4t didmrtre ¢ be IO dias,
e owiw bhance briiantr,
crem [y
£ p anduisde. Sarcos
radialer poca pridenter
Fie)

Grmaciin muliloreral

Ciluley ovorides & ebra-
padut, de 134 é8 e ta
15 pm

Sodimonia abun.
dane, pricnin
apace 3 dripeds

Cobonia de eprux.
22 cm de didme
v g bt 1 dim,
biraca. rremas,
paca, de e dmm,
com surcer s ey

Grmacidamutibareral
tFig. %)

Crlulas ovoidee @
siamgadar, de 44
@lévdaSpm
tFa-m

ads sbundante on anere
Bimsis que +9 acrmbioris
Fie.x)

Ausenis

Lenio ra aermbiatis come
an Saarrobions

tFig-%)

Amsrnis

. AML Agar para morfolgfa de leveduras; GELPA Glucosa exracia de levadiira peprona agar;
HMAHaring de matz agar; Fi Fowel agar; GKA Gorodkowa agar




Cuadro 7. Caracteristicas fisiclégicas y bicquizmicas de

las especies de levaduras estudiadas.

Compuastos de

Cavbona Candida guilliermondis C. valian khadotornta rubra
talactosa - - i
Sncarcsa - - A
HAltosa + - .
Celahioga - - -
Treunalosa - - -
iLaCTosa - - -
flatinosa + - -
Almidén 3ol - - -

t-X1losa
L-Aratingsa
L-Ribosn
L-Eamnosa
Eritritol
Ribhitsl
bi-ntanitel
Ac. Succinico
Ac. Citries
Taosiied
Melitiesa

R N B
- 3 ' 1
’ ) v

1
[
1

Helecitosa
L-Sarbosa
Lb-Aravinosa
Glucitel
Salicuna
Ac. tacrico «dy .
'ri?\(l) -

MLy - -
K o - - -
50% GELFA -

Hitrato - -

P SR IR
]

d = debit

HLY = medio libre de vitaminas
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Cuadro 8. Caracteristicas fisislégicas y bioquimicas de

las especies de levaduras estudiadas.

Compuestos de
Carbono

Cryptococcus
albidus

Brettanomyces
claussenii

Snccharumyces
cerevisiae

Galactosa
Sacarosa
Maltosa
Ceiobiosa
Trehalosa
Lavtosa
Ratinosa |
Atmidén Sol.
ft-Xilesa
L-Arabinosa
li-Ritosa
L-Ramnosa
Eritritot
Ribitoi
D-Han) tol

A Succinico
» Citrice
inogitol

>V :rhiass
Melrcitosa
Mitrato

HLY

50% GELPA
37°C

Ac. de Glucosa
KNO,

PR IR IR

+(4})

ey

e ek

. o0

G = débil

MLY 5 medio libre de vitaminas
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Figuras A-K. Levaduras aisladas durante el proceso de
fermentacién en sustratos liguides estériles de
pilonecillo inoculados con tibicos.

Figuras A-B, Saccharomyces cerevisiae. Fig. A, Colonia
gigante sobre placa de GELPA: de color blanco a pardo,
plana, lisa, opaca, de borde ondulado con surcos
radiales, olor afrutado, x 1.25. Fig. B, Ascas oblongas,
libres, persistentes, con tres o cuatro ascosporas
globosas, »x 12G0.

Figuras C~D. Cryptococcus albidus var. albidus. Fig. C.
Colonia gigante sobre placa de GELPA: coleor amarillo
rosado, brillante, suave, mucoide, umbonada y con borde
continuo, x 1,20, Fig. D. Células vegetativas globosas a
ovaladas, solitarias o en pares, gemacién multilateral,
x 750.

Figura E. Colonia gigante de Rhodotorula rubra sobre
placa de GELPA: color coral, brillante, umbonada,
mucoide, con surcos radiales y borde lobado, x 1.50.
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Figuras F- H, Candida valida (estado asexual de Pichia
membranaefaciens) Filg., F. Ceolonia gigante en placa de
GELPA: blanca, cremosa, opaca, borde liso con surcos
radiales poco marcados, con olor afrutade, x 1.3%5, Fig.
G. Seudomicelio bien desarrollado en placa de Dalmau,
tanto en condiciones anaerobias como aercbias,
constituidos por seudohifas ramificadas y cadenas de
blastosporas, % B50. Fig. H, Células vegetativas ovales
a elipsoidales, solitarias, en pares o en cadenas
cortas, gemacién multilateral, x 750.

Figura I, Colonia gigante de candida guilliermondi.{
(estado asexual de Pichia guilliermondii)} en placa de
GELPA: crecimiento vigoroso , blanca, brillante, borde
liso y ondulado, surcos radiales poco evidentes. x 1.40.

Figuras J-K, Brettanomyces claussenii, Fig, J, Colonia
gigante sobre placa de GELPA: bklanca, cremosa, opaca,
centro umbonade, con peguefios grumos, borde fimbriado,
surces radiales poco evidentes, olor dcido
caracteristico, las orillas tienden a crecer bajo el
medio de cultivo, x 1.20. Fig. K. Células vegetativas,
ovaladas, elipsoidales, solitarias, en pares o en
cadenas cortas Yy seudomicelio rudimentario constitufdo
por cadenas de células o células elongadas ramificadas,
en placa de Dalmau, x 1000,
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Figuras L-P, células vegetativas, Gram +, de diversas
especies de Bacillus aislados durante el proceso de
fermentacién, en sustratos estériles de soluciones de
piloncillo inoculados con tibicos.

Fig. L. Bacillus brevis: Células separadas con forma
bacilar, x 1600. Fig. M. Bacillus polymyxa:
Estreptobacilos en empalizada, x 2000. Fig. W, Bacillus
macerans: Bacllos cortos inmersos en polimero, x 750.
Fig, R. Bacillus circulans: células de forma bacilar,
x 1600. Fig. 0. Bacillus pumilus: Bacilos cortos x 1600.
Fig. P. Bacillus firmis: Células en forma de bacilos
largos, x 1660.
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bacterias 1l&cticas presentes en el sustrato 1liquido de
piloncillo durante el proceso de fermentacién.
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6,3, ANALISIS BIOQUIMICOS

6.3.1. pH

La Figura 14 representa los cambios de pH ocurridos
en las dos fermentaciones realizadas. En dicha gréafica
se puede observar un comportamiento muy semejante en
ambos casos. En el transcurso de las primeras 24 horas
el pH descendidé bruscamente desde un valor inicial de
6.5, para la primera fermentacidén, y de 6 para la
segunda, hasta alcanzar un valor de 3.4 en anmbas
fermentaciones. De las 24 a las 72 horas, el decremento
de pH no fue tan sibito como en un principic (3.4 a
3.0). A partir de las 96 horas y hasta el tiempo final
de 1la fermentacién (264 horas) el pH se mantuvo
constante, con valores que oscilaron entre 3,0 v 2.8 en
las dos fermentaciones.

Durante las fermentaciones se encontraron presentes
diversos microorganismos productores de &cidos, como scn
bacterias homo ¥y heteroléicticas, enterobacterias,
Bacillus y levaduras, mismos que fueron responsables de
la acidificacién del sustrato, sobre todo durante 1las

primeras horas de fermentacién.
6.3.2. ACIDEZ TITULABLE

Como se puede apreciar en la Figura 1% el incremento

en la acidez de ambas fermentaciones fue muy semejante.

59



En las primeras 19 horas de fermentacién se presentd un
incremento poco evidente en la acidez del sustrato
(expresado como &cido léctico), que fue de 0 a 0.05%,
mientras que de las 24 a las 72 horas ocurrié un
incremento subite en la acidez, de 0.08% a 0.37%.
Durante las horas siguientes continué aumentando hasta
que a las 216 horas de fermentacién se detectd el valor
miximo, gque fue de 1.3% para la primera fermentacién, y
de 1.26% para la segunda. De las 216 a las 264 horas de
fermentaciédn ya no se observé incremento alguno en ambas
fermentaciones.

En el transcurso de las fermentaciones se
presentarcon pequeflas variaciones en la acidez del
sustrato, lo cual pudo deberse al consumo y produccién
de 4&cidos como resultado del metabolismo de 1la
microbiota presente en el sustrato. Como se dijec
anterjiormente, en ambas fermentaciones se encontraron
involucradas bacterias homolacticas, que principalmente
producen &cido lacticeo a partir de glucosa; bacterias
heterolicticas, gque producen 4cido lactico y acético,
entre otros productos, y diferentes especies de
levaduras gque son capaces de producir &cido acético a

partir de alcohol.
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El incremento en 1la acidez del medio durante la
fermentacién pude ser una de las causas de la inhibicién
en el crecimiento de algunos microorganismos al final
del proceso ferpentativo, ya gue ne todos los
micreorganismos son capaces de soportar tales

condiciones de acidez.

6,3.3. CARBOHIDRATOS TOTALES

Se determiné la concentracién de carbohidratos
totales en el transcurso de ambas fermentacliones, cono
se muestra en la figura 16 . Se observé un decremento,
desde una concentracién de 31.8 a 26 mg/ml en la pri-
mera fermentacién, y de 45 a 29.6 mg/ml en la segunda
fermentacién. En la misma gridfica se pueden observar dos
fases de consumo de carbohidratos totales; la primera
fue de las 0 a las 96 horas, lapso en el gue el consumo
fue mds rédpido, disminuyendo hasta una concentracién de
31.8 mg/ml en ambas fermentaciopes. La segunda fase
correspondid al intervalo entre las 96 y las 264 horas,
donde ocurri6 un consumo moderado de carbohidratos,
obteniendo una concentracién de 26 mg/ml para la primera
fermentacién, y de 29.6 mg/ml para la segunda, lo gue
representa un consumo de poco nds de la mitad de 1la
concentracién injcial (45 mg/ml) de carbohidratos

solubles totales contenidos en el sustrato.
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Lo observado en esta grdfica se puede relacionar con
el comportamiento microbiano mnanifestado durante el
procesc fermentativo. La pripera etapa de consumo répido
de carbohidratos coincide con el perlodo ern el gue los
grupos microbianos cuantificados se encuentran en pleno
desarrollo. En la Segunda fase el consumo de
carbohidrates fue m&s lento debido a las condiciones
adversas que adquirié el medio, como son el pH bajo y
las concentraciones de sustancias toéxicas (acidos
orgdnicos) gque influyeron directamente sobre las
poblaciones microbianas presentes en el sustrato.

$in embargo, no tcdos 1los carbohidratos fuercn
consumidos durante las 264 horas de fermentacién, por le
que resultarfa interesante continuar la cinética de
fermentacién por wmis tiempo, con la finalidad de
determinar 1lo que ocurre tanto bioquimica coro
microbiolégicamente al final del proceso, hasta agotarse
los carbohidratos, o si los microorganismos son capaces

de soportar esas condiciones.

6.3.4, CARBOHIDRATOS REDUCTORES
Los valores obtenidos durante ambos proceses de
fermentacisén se presentan en la Figura 17 . El contenido

inicial de carbohidratos reductores es de 5.8 mg/ml para
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contenido miximo se presenté a las 216 horas en la
primera fermentacién, con 0,76 mg/ml, y en la segunda
fermentacién a las 264 horas, con una concentracién de
0.84 mg/ml de proteina soluble, Este incremento se
explica principalmente por el aumento de biomasa
microbiana ocurrida durante el tiempo de fermentaciodn,
aunque, como  se indicé anteriormente, en ambas
fermentaciones se aislaron e identificaron varios tipos
de microorganismos, reportados como anaerobios
facultativos, capaces de fijar nitrégeno, como son
Enterobacter aerogenes, Bacillus polymyxa, y Bacillus
macerans, los gque pudiercn contribuir al aumento de
proteina del sustrato en el transcurso de ambos

procesos,
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inoculado con tibices.
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6.4. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE FERMENTACION
6.4.1. ACIDO LACTICO

Tomando en cuenta que durante la fermentacién se
encontraron diferentes bacterias lacticas (tanto homo
come heterolacticas) capaces de sintetizar dcido léctico
a partir de compuestos de carbono, es posible
correlacionar los resultados obtenidos en la
cuantificacién de dichas bacterias con 1los cambios
ocurrides en la concentracién de &cide léctico durante
ambos procesos fermentativos. Como se puede observar en
la figqura 19 , el &cido l&ctico aumentd notablemente
durante las primeras 24 horas de fermentacién,
alcanzando su mayor concentracién a las 42 horas ( 0.5%
mg/ml de &cido lictico en la primera fermentacién, y
0.51 mnmg/ml en la sequnda)., En este tienpo se
desarrollaron activamente las poblaciones de bacterias
lacticas. Posteriormente el 4cido 1lé&ctice decreci$,
debido probablemente al consumo de este Acido por parte
de algunos microorganismos.

Cabe mencionar que la presencia de este 4cido en una
fermentacién es sumamente importante porque inhibe el
desarrollo de microorganismos perjudiciales o patégenos
al aumentar la acidez y dismipuir el pH del sustrato en

el que se encuentran. Ademds, debido a que el &cido
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lictico es utilizado por el cuerpo humano en la sintesis
de glucosa (Lehninger,1985), le confiere a la babida un
valor nutricional, en ocasiones mejora su sabor y actia

como conservador { Lappe y Ulloa, 1989).

6.4.2. ETANOL

Durante las primeras 96 horas de ambos procescs
fermentativos, €l contenido de etanol aumenté de una
concentracién inicial de 0.02 mg/ml en la primera
fermentacién, y de 0.04 mg/ml en la segunda, hasta una
concentracién de 0.18 mg/ml en la primera fermentacién,
y de 0.12 mg/ml en la segunda ( Figura 20 ).
Posteriormente, de las 96 a las 168 horas del proceso se
presentd un decremento sabito, hasta alcanzar una
concentracién de 0.12 mg/ml en la primera fermentacién,
y de 0.09 nmg/ml en la sequnda, misma que se mantuvo
relativamente constante hasta el final de la:
fermentacién. Cabe mencionar gque el decremento en la
concentracién de etanol coincidié con el incremento en
el contenido de &cido acético (Fig. 21 ).

La produceién de etanol puede atribuirse
principalmente a la presencia de levaduras fermentadoras
(Saccharomyces cerevisjae, Candida guilliermondii vy

Brettanomyces claussenii) y bacterias heterolacticas,
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pues son microorganismos capaces de elaborar etanol a
partir de fuentes de carbono. Es importante mencionar
que el etanol puede actuar como conservador de la
bebida fermentada, ademis de que el etanol no sélo debe
ser considerado como un estimulante, sino también como

una fuente inmediata de calorias.

6.4.3. ACIDO AcETICO

Al inicio de ambos procesos se registraron pequefias
concentraciones de &cido acético, con una tendencia a
aumentar durante el tiempo de fermentacién y presentando
ligeras variaciones (FPig. 21 ). A las 168 horas se
detectd la méxima concentracién de dicho &cido que fue
de 0.30 mg/ml en la primera fermentaci6n, y de 0.26
ng/ml en la sequpnda, posteriormente ocurrié un leve
descenso en su contenido. $i se comparan los resultados
obtenidos para la concentracién de etanol (Fig. 20 ) con
los de 4cido acético se puede observar gue cuando ocurre
un incremento en el contenide del segundo entonces se
presenta un decremento en el del primero. En la fase
final de 1la fermentacién ocurre un descensc en la
concentracién tanto de Acido l&ctico (Fig. 19 ) como de
etanol, mientras que en dicha fase el contenido de &cido

acético se incrementa notablemente.
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El acido acético cuantificado en anbas
fermentaciones pudo ser elaborado por  Dbacterias
heteroldcticas, asi como por la levadura B, claussenii.
Dichos microorganismos son capaces de producir A&acido
acético como metabolito final a partir de glucosa. Al
acumularse este metabolito en el sustrato lo acidifica y
le confiere un sabor acre (Lappe y Ulloa, 1989). E1l
&cido ac&tico presenta un efecto inhibitorio mayor gque
el del 4cido lictico (Aguilera,1989), y al igual que
éste 4cido lictico y el etanol, actda como conservador
del sustrato fermentado {(Lappe y Ulloca, 198%}. De
acuerdo a los estudios que se tienen sobre tibicos en
sustratc de piloncillo, se ha reportado la presencia de
una pelicula blanca y gruesa (Armijo, 1990}, semejante a
la "madre del vinagre" (formada después de un mes de
fermentacién).

La madre de vinagre est& compuesta por una matriz de
celulosa que es sintetizada por la bacteria acética
Acetobacter aceti subsp, xylinum (Hibbert, 1931;
Hestrin, 1954, Sin embargo, en este trabajo no se
detectd la presencia de dicha bacteria acética en el
sustrato, que pudiese ser capaz de formar una nata
gruesa de celulosa, quizd porque el tiempo de
fermentacién fue sélo de dos semanas . Ademds se ha

reportado que A. aceti subespecie xylinum proviene
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principalmente del aire y para su crecimiento requiere
de una buena aireacién (Steinkraus, 1977). Debido a gue
los matraces fueron tapados con torundas de algoddn se
evitéd la entrada de microorganismos del exterior al
sustrato. Aungue no se utilizaron medios selectivos para
Acetobacter, cabe mencicnar gque no se detectaron
bacterias de este género en ACP. Esto sugiere gque dicha
bacteria puede provenir del aire y no de los tibicos.
Sin embargo, cabe la posibilidad de gque el tiempo de
fermentacién no haya sido suficiente para la formacién
de la nata.

Seria interesante realizar un estudio comparativo de
la microbiota presente en el liquido de fermentacidn, en
los tibicos y en la pelfcula o nata que se forma en el
sustrato de piloncillo fermentado, para determinar el
tipo y la homogeneidad de microorganismos involucrados

en el proceso.
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6.5. ANALISIS BIOQUiHICOS EFECTUADOS EN TIBICOS

6.5.1, HUMEDAD

La figura 22 representa los cambios ocurridos con
respecto a la humedad de los tibicos. En dicha figura se
observa un incremento en el contenido de humedad de las
biogleas durante el proceso de fermentacién. El
contenido de humedad inicial de los tibicos fue de 20%,
debido a que éstos fueron previamente lavados e
hidratados antes de empezar 1la fermentacién. El
contenido de humedad alcanzd su valor méxime a las 264
horas, siendo éste del 81.5% para ambos casos.

Los tibicos estdn formados por una matriz de
dextranas, gue son polimercs de glucosa capaces de
retener agua durante la fermentacién, lo que explica el
incremento en el contenido de humedad de los tibicos
durante los procesos. Cabe sefialar que 1las pequefas
variaciones de humedad observables en la gra&fica pueden
deberse a errores de manipulacién, ya que el método
utilizado para la determinacién de humedad es suceptible
a tales errores en el momento de efectuar el pesaje de
las muestras en el transcurso de la fermentacidn. Sin
enbargo, es importante sefalar due se observd una
diferencia inicial en el contenido de humedad en ambas
fermentaciones la cual se mantuvo constante durante los

procesos de fermentacién.
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6€.5.2. PESO SECO DE LA BIOMASA DE TIBICOS

La figura 23 representa los resultados cobtenidos en
la cantidad de biomasa producida durante ambas
fermentaciones. Se observs un incremento notable durante
las primeras 96 horas, el cual fue de 2.47 a 2.76 g para
la primera fermentacién, y de 2.44 a 2.89 g para la
segunda fermentacién. De las 96 a las 264 horas se puede
apreciar un incremento constante de biomasa total. Tales
resultados pueden deberse a gue durante las primeras 96
horas de fermentacién se encuentran disponibles los
nutrimentos necesarios para que los microorganismos
realicen sus funclones metabblicas, por lo gque se
encuentran en condiciones 6ptimas para aumentar su
peblacién, y por consiguiente hay un aumento en la
biomasa,

Por otra parte, la disminucién en la velocidad del
incremento de biomasa en las horas siguientes
posiblemente se deba a que los nutrimentos presentes en
el medio empiezan a escasear debido a los procesos de
respiracién Yy fermentacién por parte de les
microaorganismos, que transforman la materia orginica en
CO2, H20, etanol, &cido acético y otros compuestos
voldtiles que no son aprovechables para las células, asi

como a la acumulacién de sustancias toxicas que inhiben
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el desarrollo de ciertos microorganismos, ocasionando un
estancamiento en la produccién de biomasa.

Cabe mencionar gue no todo el peso obtenido era de
las microbiogleas como tal, ya gue a partir de las 72
horas de fermentacién se empezd a formar una pelicula
muy delgada en la superficie del sustrato. Esta pelicula
ya habia sido reportada anteriormente como una nata
blanca y gruesa formada en la superficie del cultivo de
tibicos en sustrato liquido de piloncillo (Armijo et
al., 1991); sin embarge aGn se desconocen los
microorganismos que en este caso se encargan de

sintetizarla.

6.5,3, PROTEIMA CRUDA

El contenido de proteina cruda registrada en 1los
tibicos durante amhos procesos de fermentacién se
representa en la fiqura 24, Se puede apreciar que los
tibicos contenfan inicialmente 3.0 mg/g de proteina
cruda, la cual aumentd paulatinamente conforme
transcurrié el tiempo de fermentacién. A las 264
horas se detect6 el midximo contenido de proteina cruda
en ambos procesos que fue de 5.3 mg/g en la primera
fermentacién, y 5.16 mg/g en la segunda. Los resultados

obtenidos no advierten un incremento considerable ¢
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significativo en cuanto al contenido de proteina de los
tibicos. Esto puede indicar que el pequefio aumento de
proteina fue debido a la preduccién de biomasa
microbiana en las biogleas durante la fermentacién.

Herrera et al. (1984) reportaron la presencia de una
bacteria fijadora de nitrégeno, aislada de las biogleas,
e identificada como Klebsiella oxytoca {Fligge) Lautrop.
Aungue en el presente trabajo no se hicieron los
estudios microbianos de los tibicos, se considera
necesarioc realizarlos para corroborar la presencia de X,
oxytoca © de otros fijadores de nitrégeno (como los
aislados en el presente estudio del 1liquido de
fermentacién), dque pueden ser 1los responsables del
incremento protéico en los tibicos.

Es importante mencionar que el aumento en la
concentracién de proteina por fijacidén de nitrégeno ya
se habia registrado en otros alimentos fermentados
indigenas de México, come son: el pozol {Ulloa et
al, ,1971; Taboada et al., 1971; Ulloca y Herrera, 1972),
el pulgque (Herrera et al.,1972) y el tesgliino ( Herrera,
1972; Lappe y Ulloa, 1989), por lo que dichos alimentos
han sido considerados de gran importancia nutricional

para los diferentes grupos que los consumen,
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7. CONCLUSIONES

1, Durante el procesc de fermentacién hubo una
secuencia en las poblaciones de microorganismos:

- Inicialmente predominaron las bacterias lacticas.

- Posteriormente, al incrementarse las poblaciones
de levaduras, disminuyeron las bacterias lacticas.

- Las poblaciones de acilius se mantuvieron
relativamente constantes durante la fermentacién.

2. Se presentaron tres tipos de fermentacién durante
el proceso:

a), Lactica - alcohoflica.

b). Alcohélica - acética,

c). Acética.

3. Por lo anterior, el liguido fermentado hasta las
48 horas se considera una bebida léctica, ligeramente
alcohélica (conocida popularmente como ‘'tepache de
tibicos"), y a las dos semanas de fermentacién se
obtiene una bebida ligéramente alcohblica y acética.

4. Aunque el contenido final de proteina de los
tibicos aumenté hasta 5 mg/g, no se considera que el
incremento sea significativo.

5. El liquido de fermentacién alcanzé valores de pH
que oscilaron entre 3 y 2.8 a partir de las 42 horas,

hasta el final de ambos procesos.
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6. Comparando los resultados microbiclégicos
obtenidos en estudios anteriores, se puede decir que las
levaduras Cryptococcus albidus, C. guilliermondii,
Brettanomyces claussenii 'y Rhodotorula rubra, son
especies reportadas por primera vez para el tepache de
tibicos, asi como las bacterias del género Bacillus ( B.
brevis, B. coagulans, B. firmus, B. macerans, B.
polymyxa y B. pumilus) y Enterobacter aerogenes. Ademds,
aungue no se identificaron hasta especie, fueron
aisladas 4 bacterias homoldcticas y 3 heterolacticas.
Cabe mencionar que estos microorganismos han sido
reportados en otros alimentos fermentados.

7. Existe una correlacién de los cambioes
microbioclégicos con los bioguimicos:

- Cuando ocurre un incremento de bacterias l4acticas,
se presenta un aumento de &cido lactico.

- Al aumentar 1las poblaciones de levaduras se
incrementa el contenido de etanol.

- En el caso del incremento de dcido acético, se
ohservé que cuando esto ocurre disminuye el etanol.

8. A pesar de tratarse de una fermentacibébn no
controlada que se realizé con un inéculo de poblaciones
mixtas de microrganismos, las dos fermentaciones
realizadas [gue se efectuaron de la misma manera)} fueron
similares, tanto en crecimiento microbiano como en

cambios bioquimicos.
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8., SUGERENCIAS

A continuacién se presentan algunas sugerencias que
se hacen a partir de este trabajo:

1. En los ingenios azucareros de nuestro pais se
presenta la formacién de masas gomosas y nucilaginosas
capaces de taponar las tuberlas y drenajes, por lo que
resultaria interesante realizar un andlisis comparativo
(microbiolégico y bioguimico) de estas masas originadas
en 1los ingenios azucareros y los que se forman en los
cladodios de Opuntia sp. Y en los jugos de frutas en
reposc, con la finalidad de determinar el origen de los
granos de tibicos.

2. Determinar Jla funcién que desempefia cada
microorganismo aislado de los granos de tibicos en 1la
fermentacién.

3. Identificar cudles son los microorganismos
responsables de 1la formaci6én de la nata, con la
finalidad de emplearlos posteriormente en
investigaciones biotecnolégicas, por ejemplo la
obtencién de celulosa cristalina quimicamente pura.

4. Estudiar la calidad higiénica de la bebida y

evaluar de qué manera la microbiota presente es capaz de
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eliminar a los microorganismos patégenos del sustrato
durante la fermentacién.

5. Realizar wuna fermentacién mas prolongada vy
determinar hasta qué porcentaje de carbohidratos son
consumidos y si las poblaciones microbianas son capaces

de soportar esas condiciones.
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