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DESARROLLO DE ALTERNATIVA DE CONSUMO DE PRODUCTOS DE MAGUEY MEDIANTE
LA MICROFILTRACION DE AGUAMIEL Y PULQUE DE LOS ESTADOS DE PUEBLA Y
TLAXCALA

Liliana Palafox Gonzalez
Colegio de Postgraduados, campus Cérdoba, 2017

El aguamiel es la savia obtenida de los denominados magueyes pulqueros, la cual se
fermenta y se obtiene una bebida alcohdlica llamada pulque. Ambos productos presentan
una corta vida de anaquel dada su riqueza microbiana, de ahi que el objetivo del presente
proyecto es elaborar bebidas derivadas del microfiltrado de aguamiel y pulque de los

estados de Puebla y Tlaxcala.

Se evalud el efecto que tiene esta tecnologia sobre las caracteristicas de dichos productos,
para lo cual se caracterizé tanto el jugo azucarado como la bebida fermentada,
determinando parametros fisicoquimicos (sélidos solubles totales o SST, pH, densidad,
contenido alcohdlico). El anadlisis microbiolédgico se realizé en muestras sin tratamiento
como en el producto ya microfiltrado; posteriormente éste fue utilizado para la elaboracion

de bebidas, las cuales fueron evaluadas por un panel de jueces no entrenados.

Los resultados fisicoquimicos de aguamiel de la regidon de Nanacamilpa mostraron que la
savia contiene 12.1 + 1.4 °Brix y un pHigual a 6.0 + 0.4, pardmetros que no fueron afectados
a pesar de que el producto fue microfiltrado, a diferencia del contenido microbiano, el cual
si tuvo diferencias significativas, mismas que fueron favorables, haciendo una bebida
estéril. Para el caso del pulque procedente de Puebla y Tlaxcala, las muestras tuvieron un
cambio significativo (P < 0.05) en el contenido de SST, asi como en el contenido microbiano,
el cual, al igual que en el aguamiel es favorable para la conservacién del producto. Las
bebidas desarrollas presentaron puntuaciones por arriba de la media de la escala heddnica
(5 = me gusta ligeramente), siendo los sabores de horchata combinado con aguamiel
microfiltrado (AMM) (8.2 + 0.7), pifia-coco con pulque microfiltrado procedente de Puebla
(7.4 + 2.1) y nuez con pulgue tratado procedente de Tlaxcala (6.3 + 2.3) las de mejor

puntuacion.



Por lo tanto, la microfiltracidn, se puede considerar como una alternativa de procesamiento
para mantener las caracteristicas natas del pulque y jarabe de maguey, la cual alarga la vida
util de las mismas; asi mismo el producto obtenido de este tratamiento se puede combinar
con ciertos ingredientes y dar alternativas de consumo de estas tradicionales bebidas

mexicanas.

Palabras clave: Savia, bebida alcohdlica, microfiltracion, fisicoquimico, microbioldgico,

sensorial.
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CAPITULO I.
INTRODUCCION




El pulque es una bebida mexicana tradicional que se obtiene por la fermentacidn de la savia
azucarada conocida como aguamiel (Cervantes-Contreras et al., 2007), consumida por lo
general en las areas de la meseta central (Escalante et al., 2008). Es una bebida alcohdlica
no destilada, blanca y espesa, extraido de diferentes especies de agaves, denominados en

general como magueyes pulqueros (Escalante et al., 2008; Mufiz-Marquez et al., 2015).

Continuamente se han buscado métodos de conservacion que permitan la comercializacién
de este producto, pudiendo expandir el canal de ventas mas alld de la regién donde se
procesa, es asi que se ha llegado a enlatar, tal como lo hizo la empresa Productos Naturales
de Agave S.A. de C.V., ubicada en Nanacamilpa, Tlaxcala, inclusive se comercializa como

destilado por un grupo denominado PULCATTA, ubicado en el estado de Puebla.

El esfuerzo por mantener viva esta bebida milenaria es clara, por lo que la aplicaciéon de
otras tecnologias que favorezcan la conservacion de este producto puede beneficiar dicha
causa, tal es el caso de la Microfiltracidn, proceso que pertenece a la tecnologia de
separacion por membranas, que sirve como un pretratamiento para remover sélidos
suspendidos, polisacaridos, desechos celulares y otros componentes que pueden estar
presentas en la solucidn a tratar, los cuales por lo general no pueden ser eliminados con un

método comun de filtracion (Destro dos-Santos et al., 2016).

En el presente proyecto se aplico la tecnologia antes mencionada sobre aguamiel y pulque,
con la finalidad de que esta sirva como un método de conservacién que mantenga las

caracteristicas iniciales de las bebidas.



CAPITULO II.
MARCO TEORICO




2.1 MAGUEY (Agave spp.).

Esta planta pertenece a la familia de las agavaceas, la cual incluye 20 géneros y cerca de 300
especies, de las cuales, cerca de 200 se encuentran en México, siendo de gran interés desde
el punto de vista econdmico, tal es el caso de Agave salmeana y A. atrovirensare, de los
cuales se extrae pulque, A. potatorum y A. angustifolia, son de interés para la producciéon
de mezcal y A. tequilana Weber var. azul, es la variedad utilizada para el procesamiento de

tequila (Pefia-Alvarez et al., 2004).

2.1.1 Caracteristicas morfologicas.
El maguey se caracteriza por tener hojas anchas, gruesas y fuertes, llamadas pencas, con

presencia de espinas en los costados y en la punta, empalmadas una sobre otra de tal
manera que dan lugar a una forma como roseta (Pefia-Alvarez et al., 2004; Biblioteca Digital

de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009), tal como se visualiza en la llustracién I.

llustracion |. Plantacion de agaves (Moreno, 2015).

Las pencas presentan una coloracidn verde azulado, las cuales pueden llegar a medir hasta
un metro de largo, dependiendo del grado de madurez de la planta. Las espinas de las
puntas son agudas y de color marrén (Pefia-Alvarez et al., 2004). Durante su tiempo de
floracién, que por lo general es en el mes de Junio, desde el centro de la planta emerge un
tallo floral denominado quiote, que es donde brotaran las flores que se caracterizan por ser

de color amarillo (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).



Esta planta puede crecer en cerros y barrancas, encontrandose todo el afio (Biblioteca
Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009) y pueden soportar condicionas extremas
de sequia, tomando en cuenta que son caracteristicos de zonas semi-desérticas (Mufiiz-

Mdrquez et al., 2015).

2.1.2 Productos derivados del maguey.
Toda la planta de maguey puede ser aprovechada en su totalidad, dado que de las hojas se

puede obtener Ixtle, la cual es una fibra de donde se elaboran desde sogas hasta algunas
artesanias. También se puede extraer la savia de la planta, denominada “Aguamiel”, de la
cual se produce pulque (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009),

producto que se abordarda mas adelante.

llustracion Il. Productos derivados de maguey pulquero: Aguamiel y Pulque (De izquierda a
derecha).

Existen otras bebidas que se pueden obtener a partir de maguey, como el mezcal y tequila
extraidos del tallo de la planta a la que se le han removido las pencas, conocido como pifia,
debido a su apariencia, mismo que es sometido a un proceso de coccidn, dandose lugar a
una hidrolisis de polisacaridos para asi producir un jarabe de fructosa y glucosa que después
servird como alimento en el proceso fermentativo, para finalmente llevar a cabo una
destilacién, obteniendo una bebida con un contenido alcohdlico entre 40 a 50% (Pefia-

Alvarez et al., 2004).



2.2 AGUAMIEL.

Como ya se establecié anteriormente, se le denomina aguamiel a la savia obtenida del
maguey; para su obtencién primordialmente se debe remover (capar) el tallo floral
inmaduro, que es de donde se van ramificando las hojas, denomina como meyolote. El
capado se realiza a determinada edad del agave, dependiendo de cada productor,
pudiéndose llevar a cabo desde los 4 a 6 afos de edad de la planta (Gdmez-Aldape et al.,
2012) o hasta los diez afios (Rivera-Vargas et al., 2016) o inclusive mayor, quedando asi una

cavidad en el centro que se le denomina coco, dada la apariencia que tiene.

llustracion lll. Meyolote (a) e imagen de aguamiel dentro del coco de maguey (b).

Posteriormente de haber hecho el capado, este es tapado con algunas pencas y/o algunas
piedras (Gomez-Aldape et al., 2012), dejando que la planta realice la excrecion del néctar,
periodo que va desde 3 a 4 dias o inclusive de 2 a 4 meses (Rivera-Vargas et al., 2016), lo
cual también dependera de cada productor. Después de haber transcurrido el tiempo de
maduracion establecido, el aguamiel es recolectado por succién con un instrumento

conocido como Alacate u Acocote (Gutiérrez-Uribe et al., 2017).



llustracion IV. Acocote utilizado en una hacienda pulquera de Tlaxcala (a), Alacate utilizado en
Zozutla, Yehualtpec, Puebla (b) y Proceso de extraccion de aguamiel (c).

Posteriormente de realizar el tlachique (cosecha de savia de maguey) (Ortiz-Basurto et al.,
2008), se efecttia un raspado del coco para que la planta realice la sintesis de mas aguamiel
(Gémez-Aldape et al., 2012), utilizando un instrumento conocido como ocascle. Por lo

general la recoleccidon de aguamiel se lleva a cabo dos veces al dia.

llustracion V. Ocascle o raspador (a) y proceso de raspado de maguey (b).

Se estima que un maguey puede excretar hasta 5 L de aguamiel en un lapso de tiempo igual
a 12 horas (Gémez-Aldape et al., 2012). El tiempo de produccion de la savia por planta
puede durar meses, de tal manera que se pueden obtener hasta 300 L de savia por maguey

(Rivera-Vargas et al., 2016).



2.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas del aguamiel.
La norma NMX-V-022-1972, indica que el aguamiel se caracteriza por ser un liquido

translucido, de color amarillento y con un sabor caracteristico, sobresaliendo el dulzor de
éste, debido a la presencia de azlcares como son glucosa, fructosa y sacarosa (Gutiérrez-
Uribe et al., 2017), incluyendo fructooligosacaridos (FOS) (Santos-Zea et al., 2016), asi como

proteinas, gomas y sales minerales.

De su contenido de masa seca (11.5%), los azlcares representan un 75%, de los cuales 10%
son FOS, también contiene un 0.3% de aminodcidos libres, 3% de proteina y fibra,
respectivamente. En un estudio realizado en aguamiel de Agave mapisaga, se determind
0.26% (base seca) de aminoacidos libres, lo que corresponde 0.3 g/L de aguamiel (Gutiérrez-

Uribe et al., 2017).

La misma norma citada anteriormente, indica dos tipos de aguamiel de acuerdo a sus

caracteristicas fisicoquimicas, tal como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla I. Caracteristicas fisicoquimicas y nutrimentales de aguamiel, de acuerdo a su clasificacion con
respecto a la norma NMX-V-022-1972.

Clasificacion de aguamiel

Especificaciones Tipo | Tipo Il
Minimo Maximo Menor de:
pH 6.6 7.5 4.5
Densidad en grados BaumE (BE) 5 7 45
Sdlidos totales (g/100 mL) 13 17 7
Azticares reductores totales (ggiucosa/100 mL) 8 12 6
Proteinas (mg/100 mL) 300 600 100
Acidez (Mg scido iéctico /100 mL <0.90 <1.03 <4.00

Fuente: Norma Mexicana NMX-V-022-1972.

De acuerdo a la tabla anterior, el aguamiel de tipo |, es un producto de alguna manera mas

fresco, es decir con un grado insipiente de fermentacion a diferencia del aguamiel de tipo

-8-



Il, donde la savia ya presenta un proceso fermentativo avanzado. Otro aspecto del aguamiel
de Tipo |, es que este es colectado 60 dias después de que el maguey fue capado. Es
importante considerar que en el proceso de elaboracién de pulque, se suelen mezclar las
mieles de plantas con diferentes grados de madurez, por lo que la solucién obtenida podria

estar dentro de la clasificacion de Tipo Il (Gutiérrez-Uribe et al., 2017).

2.2.1 Caracteristicas bioactivas del aguamiel.
De acuerdo a algunos estudios, se ha detectado que la savia del maguey contiene saponinas,

compuestos con propiedades nutraseuticas, dado que funcionan como anti-inflamatorios y
presentan efectos positivos contra las ulceras (Santos-Zea et al., 2016). También se ha
identificado capacidad antioxidante en aguamiel de Agave salmiana, teniendo un valor igual
a 904.8 uM reportado como equivalentes de acido galico y un contenido de acido ascdérbico

igual a 0.14 mg/mL (Gutiérrez-Uribe et al., 2017).



2.3 PULQUE.

El pulque es considerado como una bebida alcohdlica tradicional no destilada (Escalante et
al., 2008), obtenida como resultado de la fermentacién de la savia azucarada, aguamiel,
extraida de diferentes especies de maguey, como son: Agave americana, A, feroz, A.
atrovirens, A. mapisaga y A. salmiana (Cervantes-Contreras et al., 2007); conocidos de
manera general como “Magueyes pulqueros” (Mufiiz-Marquez et al., 2015). Dadas las
evidencias histdricas encontradas, es considerado como una bebida ancestral mexicana

(Cervantes-Contreras et al., 2007).

llustracion VI. Agave americana (Bowell, 2010) (a) y Agave mapisaga blanco (b).

Actualmente el pulque es producido y consumido principalmente en los estados centrales
de México (Escalante et al., 2008), lo cual se relaciona con la ubicacién principal de los
magueyes pulqueros, siendo Puebla, Hidalgo y el Estado de México primordialmente

(Rivera-Vargas et al., 2016).

2.3.1 Proceso de elaboracion del pulque.
El proceso inicia a partir del tlachique del aguamiel (Escalante et al., 2008), el cual es

transportada a un sitio denominado Tinancal, lugar donde se tienen las tinas o recipientes
utilizados para el proceso de fermentacion, que por lo general se lleva a cabo en condiciones

no asépticas, asi como todas las demds etapas (Gémez-Aldape et al., 2012).
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La forma de elaboracion puede variar de acuerdo a la regién y productor, pero de manera
general el aguamiel es depositado en la tina de fermentacion, dando lugar al inicio del
proceso fermentativo, donde los microorganismo autdéctonos del maguey consumen los
azucares de la savia, reaccidn que es acelerada al adicionar un inoculo denominado semilla
o nancle, el cual no es mds que pulque ya fermentado (Cervantes-Contreras et al., 2007,

Escalante et al., 2008).

El periodo de fermentacién puede durar de 12 a 48 horas a 25°C, produciéndose etanol y
algunos exopolisacaridos como B-glucanos y dextranas, los cuales son responsables de la
consistencia caracteristica del producto (fluido no newtoniano) (Cervantes-Contreras et al.,
2007). De acuerdo con Escalante et al. (2008), el tiempo de fermentacion puede variar de
acuerdo a la hora de colecta de la savia, misma que es llevada a cabo por las mafianas y por
las tardes. Por su parte Gdmez-Aldape et al. (2012), indican que las variables que van a
determinar el tiempo de fermentacién son la temperatura ambiental, el tipo de

microorganismos y la concentracién del agente inoculante adicionado.

Se estima que la etapa fermentativa inicia desde que el aguamiel estd dentro del mismo
maguey, continuando en las demas etapas del proceso: recoleccidén y reposo en tinas
(Escalante et al., 2008; Gomez-Aldape et al., 2012). Es asi que la actividad microbiana puede
continuar, a pesar de que el pulgque haya sido separado de la semilla (etapa final del

proceso), siempre y cuando no exista un método de conservacion.

2.3.1.1 Microorganismos responsables del proceso fermentativo del pulque
Dentro del maguey existen microorganismos caracteristicos de este sustrato, como son:

levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras de etanol y bacterias productoras de
exopolisacaridos (Cervantes-Contreras et al., 2007), las cuales provocan una fermentacion

natural del aguamiel.

-11-



Posteriormente de que se adiciona el nancle al aguamiel, se realiza una inoculacién de
nuevos microrganismos, tal como lo reporta Escalante et al. (2008), detectandose en el
mosto ya inoculado, Lactobacillis spp, bacteria productora de acido lactico, asi como a y Y-
Proteobacterias, grupo al que pertenece Zymomona mobilis (a-Proteobacteria), que

participa en la produccién de etanol, junto con otras levaduras.

2.3.2 Flora microbiana caracteristica del pulque.
Las bacterias que se han podido asilar en esta bebida son: Acetobacter aceti, Bacillus

simples, Bacillus subtilis, Cellulomonas spp., Escherichia spp., Kakaria rosea, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus vermiform, Macrococcus caseolitycus, Mycrococcus luteus y
Sarcina spp. Respecto al contenido de levaduras, se encuentran: Candia parapsilosis,
Cryptococcus spp., Clavispara lusitaniae, Debaryomyces carsonii, Hanseniaspora uvarum,
Geotrichum candidum, Pichia spp., Pichia gquilliermondii, Pichia membranifaciens,
Rhodotorula spp., R. mucilaginous, Saccharomyces bayanus, S. pastorianus y Torulaspora

delbrueckii (Gutiérrez-Uribe et al., 2017).

También se han podido recuperar microorganismos de gran importancia industrial como
levaduras productores de alcohol, tal es el caso de Saccharomyce cerevisae, asi como
algunas especies de Kluyveromyces, mismas que son capaces de producir inulinasa. A su vez
se han aislado bacterias como es Zymomonas mobilis (microorganismo que es inoculado al
momento de adicionar la semilla), asi como Leuconostoc mesenteroides, bacteria que puede
sintetizar d4cido lactico (Escalante et al., 2008) y se le atribuye la produccion de
exopolisacdridos, los cuales, como ya se menciond, le confiere la viscosidad caracteristica a

la bebida (Gutiérrez-Uribe et al., 2017).
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llustracion VII. Microorganismos presentes en una muestra de pulque (Objetivo 40X): Zymomonas

(ovalo), Saccharomyces (triangulo) y Leuconostoc (rectdngulo) (Rivera-Vargas et al.,
2016).

A partir de un analisis denominado ADNr 16S, en muestras de pulque de diferentes puntos
geograficos, se confirmd la presencia de L. mesenteroides y Z. mobilis, ademas de identificar
Proteobacterias, bacterias acido lacticas homo y heterofermentativas. Este estudio
demostrd que independientemente de la regién de origen, existe una flora microbiana en
comun. En particular, este mismo estudio determind que los microorganismos
predominantes pertenecen al género Lactobacillus (80.97% del total), identificando que al
final de la fermentacion sobreviven principalmente L. acidophilus (bacteria
homofermentativa), L. mesenteroides, Lactococcus lactis subespecie lactis, los cuales son
heterofermentativos, asi como proteobacterias, tal es el caso de Acetobacter malorum

(Escalante et al., 2008).

Es importante recalcar que la carga microbiana desde que el producto es aguamiel, durante
y después del proceso fermentativo va cambiando (Gutiérrez-Uribe et al., 2017), tal como

se muestra en la tabla ubicada en anexos.

2.3.3 Caracteristicas fisicoquimicas del pulque.
Después del proceso fermentativo, el cual puede durar de acuerdo a diferentes aspectos,

pero principalmente con respecto a la viscosidad y el contenido alcohdlico del producto
final, el pulque presenta una coloracién blanca, un olor fuerte, una consistencia viscosa, un
contenido alcohdlico de 5.4% y un pH que va de 3.5 a 4.2 (Cervantes-Contreras et al., 2007;

Goémez-Aldape et al., 2012).
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Al igual que el aguamiel, en el afio de 1972, se publicé una normativa donde se
establecieron las caracteristicas que debe tener el pulque de acuerdo a la clasificacién por

la misma norma, mismas que se pueden observar en la tabla Il.

Tabla Il. Caracteristicas fisicoquimicas de pulque de acuerdo a su clasificacién.

Clasificacion de aguamiel

Especificaciones Tipo | Tipo |l
Minimo Maximo Minimo Maximo
pH >3.7 4.2 3.5 4.0
Acidez total (Mg scido iéctico /100 mL 0.40 0.75 0.40 0.70
Azicares reductores totales (ggiucosa/100 mL) 0.10 0.80 0.20 0.50
Grado alcohdlico (% Vol.) 6 9 4.0 0.6

Fuente: Norma Mexicana NMX-V-022-1972

El pulgue de tipo Il o pulque comercial, es elaborado de aguamiel que fue enriquecido por
una cantidad determinada de la misma miel de agave. El tipo |, es el producto que se obtiene
de pulque de punta, mezcla de aguamieles de Tipo | y semilla, misma que es obtenida de
aguamiel que se preparara para lograr una flora microbiana natural. Al tipo | se le puede

agregar algun aditivo que favorezca el proceso fermentativo (NMX-V-037-1972).

2.3.4 Propiedades bioactivas del pulque.
Se considera que el pulque es un producto con propiedades curativas, inclusive fue utilizado

desde la prehistoria contra dolores y enfermedades estomacales, dadas las evidencias
arqueoldgicas existentes. Actualmente se sabe que tiene efectos probidticos, derivado de
la presencia de ciertos microrganismo en la bebida, como son Zymomonas spp,
Lactobacillus spp. y en algunos casos se puede llegar a presentar Saccharomyces spp.
(Cervantes et al., 2007).

De acuerdo a estudios realizados por Backstrand, Allen, Martinez y Pelto citados por Bowell-
Benjamin (2010), establecen que el pulque puede proveer cantidades significativas de

vitaminas y minerales, siempre y cuando el producto no sea destilado o demasiado
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procesado. También se considera que esta bebida puede proveer de cantidades
importantes de acido ascérbico, hierro, riboflavina, folato, vitamina B, entre otros

nutrimentos.

Es utilizado para aliviar algunas enfermedades como infecciones renales, anorexia y
problemas gastrointestinales. Inclusive se han realizado estudios en mujeres mexicanas
quienes ingieren pulque, resultando que dicho grupo presenta un riesgo menor en tener
deficiencia de hemoglobina y ferritina, aunque también existe el riesgo de causar efectos
negativos durante su proceso de gestacién (Bowell-Benjamin, 2010). Asi mismo se ha
demostrado que es la primera fuente de acido ascérbico, dado que contiene 13.3 mg/500
mL, y el tercero en hierro después de las tortillas y leguminosas, dado que su contenido es
igual 0.35 mg/500 mL, lo cual es debido a la presencia de microorganismo que producen
fitasas, enzimas que favorecen la disponibilidad de fuentes minerales, incluyendo al zinc

(Gutiérrez-Uribe et al., 2017).

Los polisacaridos presentes en el pulque son los responsables de que el producto sea
considerado también como un prebidtico, a los cuales se les atribuye propiedades
antitumorales, inmunoreguladores y depresores del colesterol (Gutiérrez-Uribe et al.,

2017).
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2.4 TECNOLOGIA DE SEPARACION POR MEMBRANAS.

Esta tecnologia tiene como objetivo separar, purificar y concentrar algin componente del
liquido a procesar. Ha sido de interés dados los aspectos favorables que ha presentado en
la concentracién de productos con compuestos fendlicos, considerando las bajas
temperaturas con las que opera y el consumo minimo de energia que presenta. La
separacion por membranas esta basada en el principio de la dispersion selectiva de solutos

a través de una membrana porosa polimérica o inorganica (Khemakhem et al., 2017).

Dentro de la separacion por membranas encontramos a la dsmosis inversa y la
ultrafiltracion, la diferencia entre ambos es que en la primera se suelen retener moléculas
de bajo peso molecular, mientras que en la ultrafiltracion se retienen moléculas de pesos
moleculares mas elevados. También dentro de esta tecnologia se encuentra Ia
microfiltracién y la nanofiltracion (lbarz y Barbosa-Canovas, 2005). Es asi que la clasificacidon
de separacién por membranas, de acuerdo a la selectividad de moléculas, se puede

visualizar en la siguiente ilustracion.

Particulas
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\ 2y % °
2 R
\ 2 ) S
’K X IO,
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\ s R
\ ' 4% JMacronmléculaS
°
\ 1 IV
A
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\
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O
\
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v \ Ocpc/
Osmosis inversa \ oo

llustracidn VIII. Clasificacion de la separacion por membranas (lbarz y Barbosa-Canovas, 2005).
Independientemente del tipo de separacidn, durante el proceso se introduce al equipo una

alimentacion F con una cierta concentracién Co, de la cual una parte es permeada a través
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de la membrana, obteniéndose asi una corriente que se llama permeado (P) con una
determinada concentracion Cp. Cierta proporcion de F no pasara a través de la membrana,
dando asi una tercera corriente de retenido (S), la cual también tendrd una determinada
concentracion Cs (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005). Este proceso se puede visualizar en el

siguiente esquema.
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llustracion IX. Corrientes de entrada y salida durante un proceso de separacion por membranas (Ibarz
y Barbosa-Canovas, 2005).

2.4.1 Microfiltracion
La microfiltracidn es utilizada como un pretratamiento para remover solidos suspendidos,

polisacaridos, desechos celulares y otros componentes que pueden estar presentes en la
solucidn a tratar, los cuales por lo general no pueden ser eliminados con un método comun

de filtracidn (Destro-dos-Santos et al., 2016).

En la industria de las bebidas, la microfiltracién es utilizada para lograr una estabilidad
bioldgica e inclusive para esterilizar. Los microfiltradoores presentan un poro menor a 0.65
pum, siendo utilizados para remover bacterias, levaduras y otros microorganismos que se
encuentran en la solucién, es asi que se elimina lo que un proceso de pasteurizacion
efectua, de tal manera que se le suele llamar “Pasteurizacién en frio” (Zeman y Zydney,

1996).
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CAPITULO III.
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El proyecto inicio con satisfacer las necesidades de un productor en Tlaxcala, duefio de la
empresa PULMEX, quien pretendia comercializar pulque en otros estados, asi como el
aguamiel, que considera como curativo. El desplazar ambos productos fuera de su zona de
origen o inclusive fuera de su fuente de origen como es el caso del aguamiel, es mds que
imposible, tomando en cuenta la carga microbiana nativa de estos productos (Cervantes-
Contreras et al., 2007) quienes efectuaran los procesos fermentativos de manera
espontanea. Es asi que el producto al llegar a su destino presentard caracteristicas
sensoriales diferentes con respecto a las que hicieron que el cliente tomara la decisidn de
compra. Aprovechando el equipamiento de la Universidad Tecnoldgica de Tecamachalco,
se le dio la alternativa a PULMEX de someter los productos de su interés a un proceso de
separacion por membranas. Afios mas tarde, un productor de pulque, de una regiéon
aledana a la institucion, solicita a la universidad un método de conservacion de la bebida
fermentada que procesa, dado que presentaba excedentes de produccidn, que le eran
imposible de desplazar y como consecuencia del proceso fermentativo, el producto
cambiaba sus caracteristicas sensoriales dia con dia.

Es asi que en el presente proyecto se presentan los resultados obtenidos de la
microfiltracidon, tecnologia de separacién por membranas utilizada, en aguamiel y pulque
de Nanacamilpa de Mariano Arista, Tlaxcala y de la bebida fermentada de la regién de
Zozutla, Yehualtepec-Puebla.

Es claro que para ambos productores ha resultado rentable comercializar pulque, a pesar
de la competencia a la que se enfrentan con respecto al consumo de otras bebidas
alcohdlicas, tal como lo reporta Ortiz-Basurto et al. (2008) quienes establecen que de
acuerdo a informacién del 2005, el consumo de pulque decrecid criticamente en
comparacion con el de la cerveza, el cual se calculé en un 54%, mientras que la savia
fermentada presentd un valor igual a 11%, situacién que desmotivo a los productores de
dicha bebida. Para 2008, se reporta que el 51% de consumidores rurales de bebidas
alcohdlicas ingieren pulque, comparado con un 29% de consumidores urbanos, aungue esta
informacién podria considerarse incierta (Escalante y Gosset, 2008). A pesar de estas cifras,

aun hay productores que quieren seguir manteniendo vivo el consumo de este producto
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ancestral, el cual en la primera mitad del siglo XX, era considerado como un negocio
rentable en México, mientras que para el 2005 su precio fue de USS0.26 a 0.43 por litro
(Ortiz-Basurto et al., 2008). Actualmente el costo de la bebida en la regién de Zozutla es de
$10.0 por litro, lo cual resulta interesante para un productor considerando que el precio
podria ser de US$200.0 o mayor, de acuerdo a la tasa de cambio que presenta el ddlar, mas
sin embargo el enviar pulque a exportacién, sin ningln tratamiento, no se garantizaria la
calidad e inclusive la inocuidad del mismo, es asi que el enlatado fue una opcidn, mas sin
embargo sus caracteristicas sensoriales son muy diferentes dado el tratamiento térmico al
cual es sometido, lo que la microfiltracién podria abatir, tomando en cuenta que es utilizada
en vino y cerveza de barril, bebidas que conservan sus propiedades de sabor a pesar de ser
filtrados por este tipo de sistema, dado que este tratamiento en la industria, es utilizado
para lograr una estabilidad bioldgica e inclusive para esterilizar el producto en frio (Zeman
y Zydney, 1996), pudiendo aln preservar ciertas caracteristicas bioactivas que no son
retenidas en la membrana que se utiliza en este tipo de tecnologia, dados los resultados

reportados por Khemakhem et al. (2017).
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CAPITULO IV.
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4.1 HIPOTESIS

La hipdtesis de investigacidn para el presente trabajo es la siguiente:

El tratamiento de microfiltracidn disminuira la carga microbiana del pulque y aguamiel, de
tal manera que se pueda usar este medio como una técnica de conservacion y asi detener
el proceso fermentativo de ambos productos manteniendo sus caracteristicas

fisicoquimicas iniciales.

4.2 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente proyecto es el siguiente:

Elaborar alternativas de consumo derivados de maguey mediante la microfiltracién de
aguamiel y pulque de los estados de Puebla y Tlaxcala, para evaluar el efecto que tiene esta

tecnologia sobre las caracteristicas de dichos productos.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Los objetivos especificos para el desarrollo del proyecto se enlistan a continuacion:

e Caracterizacidon de aguamiel de las dos regiones de estudio, sin microfiltraciéon y ya
procesado.
e Formular bebidas a partir de productos microfiltrados.

e Evaluar la aceptabilidad general de productos elaborados.
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CAPITULO V.
MATERIALES Y METODOS
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5.1 MATERIA PRIMA.

Las muestras fueron obtenidas de dos lugares: Nanacamilpa de Mariano Arista, municipio
localizado al poniente del estado de Tlaxcala, ubicado a 19° 29’ latitud norte y 98° 32" latitud
oeste, presenta un clima templado subhimedo con lluvias en verano y una temperatura
promedio anual de 22°C (INAFED, 2016). Zozutla, region de donde también se procesaron
muestras, es una comunidad perteneciente al municipio de Yehualtpec en el estado de
Puebla, localizada a una latitud igual a 18°, 45, 18" y a una longitud de 97°, 39", 3"/, con
una altura de 2030 m, caracterizada por un clima templado, subhimedo y una temperatura

media anual de 16 a 18 °C (UMR, 2005).

Tomando en cuenta lo planteado en el capitulo IV, para el caso de Nanacamilpa, se
microfiltré tanto pulque como aguamiel y para la region de Zozutla solo se procesd pulque.
Las muestras de cada lugar presentan caracteristicas especificas, mismas que se

estableceran a continuacion.

5.1.1 Nanacamilpa de Mariano Arista.
El aguamiel y pulque de Nanacamilpa proceden de Agave salmiana de la variedad

denominada maguey manso. Las muestras fueron proporcionadas por la empresa PULMEX.
La savia era colectada por la tarde para posteriormente congelarse y asi transportarse en
hieleras al dia siguiente a la Universidad Tecnolégica de Tecamachalco, lugar donde se
caracterizd y proceso. El pulque, también era congelado para ser transportado a la zona de

estudio, presentando un tiempo de fermentaciéon mayor a 24 horas.

Las muestras de aguamiel y pulque fueron colectadas durante los meses de septiembre a
noviembre de 2013, llevando a cabo tres corridas a lo largo de este periodo, efectuando

determinaciones por triplicado en cada una.

5.1.2 Zozutla.
En el caso de esta regidn, el pulque procede de la fermentacidn de savia colectada de Agave

mapisaga blanco y maguey Orospefio, denominado asi regionalmente. La bebida fue
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proporcionada por un productor, quien llevaba las muestras a la institucién de estudio a

temperatura ambiente.

llustracién XI. Maguey denominado regionalmente orospefio.

El pulque de esta regién contaba con un tiempo de fermentacién de 24 horas,
correspondiente a la produccién de los meses de mayo a agosto del 2015, llevando a cabo

también tres corridas, en donde se efectuaban las determinaciones por triplicado. El
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proceso de elaboracidon que se lleva a cabo en esta regién, se puede visualizar en

[lustracion XII.

llustracion XIl. Proceso de elaboracidn de pulque en la regidon de Zozutla: Extraccién de aguamiel
(a), Raspado de coco (b), Adicién de inoculo a tina de fermentacion (c), Mezclado
de inoculo (d), Adiciéon de aguamiel a tina de fermentacion (e) y Separacién de
pulque de la semilla, posterior al proceso de fermentacion (f).
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5.2 CARACTERIZACION DE PRODUCTO.

5.2.1 Aguamiel.
Las determinaciones fisicoquimicas efectuados fueron las siguientes:

» Solidos solubles totales (SST). Prueba que se realiza colocando una muestra de
aguamiel sobre el cristal de un refractémetro ATAGO 3840, con una escala de 0-30,
expresando el resultado en grados Brix (°Bx) (AOAC, 1990).

» pH. Se utilizé un potenciometro CONDUCTRONIC PH 10, calibrado con soluciones
Buffer a dos puntos (4.0 y 7.0), realizando la medicién directamente sobre la

muestra (AOAC, 1990).

Las determinaciones microbioldgicas que se llevaron a cabo fueron con diluciones de 10t a

103, determinando los siguientes grupos de microorganismos:

» Bacterias Mesofitas Aerobias. La identificacion de estos microorganismos se realizé
siguiendo la metodologia establecida en la NOM-092-SSA1-1994: BIENES Y
SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA.

» Mohos y levaduras. Se determind segin la NOM-111-SSA1-1994: BIENES Y
SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS.

» Coliformes totales. La metodologia usada para este caso es la que se plantea en la
NOM-112-SSA1-1994: BIENES Y SERVICIOS. DETERMINACION DE BACTERIAS
COLIFORMES. TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE.

Las determinaciones fisicoquimicas y microbioldgicas fueron efectuadas tanto para
aguamiel sin tratamiento y microfiltrado, llevandose a cabo el mismo dia de la recepcién de

materia prima.

5.2.2 Pulque.

En este caso se evalud SST, pH, densidad y contenido alcohdlico. La determinacion de las
primeras dos variables se hizo siguiendo la misma metodologia ya descrita con anterioridad.

La densidad y el contenido alcohdlico se determinaron utilizando las siguientes técnicas:
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> Densidad. Determinacion que se efectudé por método gravimétrico, la cual consiste
en poner a peso constante un picndmetro de 100 mL (V), para posteriormente
registrar su peso (P1), utilizando en este caso una balanza marca VELAB, modelo VE-
300 con una aproximacién de 0.001 g y capacidad para 300 g. Se vierte el pulque
dentro del material, llendndose en su totalidad para finalmente ser tapado,
limpiando los residuos que hayan salido por el desplazamiento al introducir el tapén.
Se registra el peso del picndmetro lleno (P2) y se determina el valor de densidad con

la ecuacion 1.

Py—Pq

p=—" (1)

14
> Contenido alcohdlico. Es adicionado a una probeta de 250 mL, 200 mL de pulque,
muestra que fue previamente atemperaba a 15 2C; posteriormente es sumergido en
la probeta un alcoholimetro (F, Mantey B., México) de escala 0-20° G.L., realizando

la lectura directa con respecto a la posicion del menisco.

Se realizé un andlisis de varianza y prueba de comparacidon de medias a través de la prueba
T de Student para grupos independientes para cada una de las variables fisicoquimicas y
microbioldgicas del producto sin y con microfiltrado. El analisis estadistico se realizé a través

del programa SAS (versién 9.4.).
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5.3 MICROFILTRACION.

Como etapa de acondicionamiento a la microfiltracién, tanto el aguamiel como el pulque,
son filtrados haciéndose pasar por un cedazo de tela. La operacién unitaria se efectia con
un microfiltrador tangencial, perteneciente a la Universidad Tecnolégica de Tecamachalco,
Puebla, México. El equipo consta de un médulo de cuatro membranas con una longitud de
1.0 m. Las membranas son de cerdmica con tamafio de poro de 0.2 um (Pal Systems,
EE.UU.). El aguamiel o pulque es suministrado vy filtrado tangencialmente con una bomba
de desplazamiento positivo Tipo K 1305 Inoxpa (México), que alimenta a una bomba
centrifuga motor trifasico Q pump Standard Sanitary (México). El equipo de microfiltracion

se manejo con un volumen minimo de 60 L, el cual se alimenta a una presién de 2 kg/cm?.

llustracion XIIl. Sistema de microfiltracién: Reservorio con pulque (a), Vista completa del equipo (b)
y Sistema en funcionamiento (c).

Previo al uso del equipo y posterior al procesamiento debe de realizarse un lavado,
aplicando inicialmente un detergente acido, posteriormente un enjuague con agua,
después otro lavado con un detergente alcalino a una temperatura de 70°C, continuando

con otro enjuague con agua y finalmente la circulacién de sanitizante.
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5.4 FORMULACION DE BEBIDAS.

Haciendo uso de aguamiel y pulque microfiltrado se desarrollaron las bebidas, La
elaboracién consiste en un proceso bastante sencillo pero se requiere realizar en
condiciones asépticas para conservar la inocuidad del producto, por lo que la etapa de
mezclado, que es donde se incorporan los ingredientes, se realiza en una campana de flujo

laminar SEV Lab, modelo CFL 102.

A peticién de la empresa PULMEX, la bebida a partir de aguamiel microfiltrado se desarrollé
en tres sabores: horchata, durazno y pistache, efectuando dos variantes para cada una, tal

como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla lll. Formulacidn de bebidas a partir de aguamiel microfiltrado.

Porcentaje

Ingrediente Bebida sabor horchata Bebida sabor a durazno  Bebida sabor a pistache

F1H F2H F1D F2D F1P F2P

Aguamiel
89.7 93.9 96.2 98.5 96.7 97.7

microfiltrado

Saborizante
10.0 5.9 3.5 1.2 2.8 1.9

con color
Conservador 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

F1H: Formulacién uno sabor horchata, F2H: Formulacién dos sabor horchata, F1P: Formulacién uno sabor a pistache, F2P:
Formulaciéon dos sabor a pistache F1D: Formulacién uno sabor a durazno y F2D: Formulacién dos sabor a durazno.

Los sabores de las bebidas de pulgue microfiltrado de Nanacamilpa, también se
desarrollaron a partir de la preferencia de la empresa, tomando en cuenta los sabores que
PULMEX vende mds en los expendios donde comercializa curados y pulque natural. Para el
caso de Zozutla, se le sugirié al productor los mismos sabores que Nanacamilpa vy
proponiéndole un sabor alternativo, de tal manera que las formulaciones se efectuaron tal

como se muestra en las siguientes tablas.
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Tabla IV. Formulacién de bebidas a partir de pulque microfiltrado procedente de Nanacamilpa.

Sabor Ingredientes (%)

Pulque microfiltrado Edulcorante Saborizante = Agente espesante
Nuez 95.2 24 23 0.1
Pifia-Coco 91.5 6.8 1.6 0.1

Tabla V. Formulacién de bebidas a partir de pulque microfiltrado procedente de Zozutla.

Sabor Ingredientes (%)

Pulque microfiltrado = Edulcorante Saborizante Concentrado de coco
Nuez 94.4 5.5 0 X 1 O —
Café 93.0 6.5 T o R —
Pifla-Coco 75.0 3.0 1.5 20.5
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5.5 DETERMINACION DE NIVEL DE AGRADO DE BEBIDAS DESARROLLADAS

Cada una de las bebidas fue evaluada mediante una prueba de aceptacién, denominada
escala heddnica de nueve puntos, donde 1 se refiere al criterio “Me disgusta muchisimo” y
9 corresponde a “Me gusta muchisimo”. Las pruebas fueron efectuadas por 25
consumidores, a quienes se les preguntaba si gustan de tomar bebidas alcohdlicas,

evaluando el nivel de agrado del producto.

Las muestras eran servidas en vasos de pldstico transparente no. 00 (1 onza), presentando
una temperatura promedio de 4 °C al momento de servirse, llevandose a cabo en las
instalaciones del edificio del Programa Educativo de Procesos Alimentarios de la

Universidad Tecnoldgica de Tecamachalco.

La evaluacién sensorial se llevd a cabo en tres etapas, de tal manera que en una se
evaluaron las seis formulaciones de aguamiel, en la siguiente las dos bebidas desarrolladas
a partir de pulque microfiltrado procedente de Nanacamilpa y en la otra se incluyeron los
tres productos de bebida fermentada de la regidn de Zozutla, de tal manera que cada

prueba se realizd por jueces distintos.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente efectuando una ANOVA de un solo

factor por comparaciones multiples de Tukey, haciendo uso de Minitab 16.
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CAPITULO VI.
RESULTADOS Y DISCUSION




6.1 MICROFILTRACION DE AGUAMIEL.

En la tabla VI se muestran los resultados de la caracterizacién de aguamiel obtenido de
Nanacamilpa, Tlaxcala, asi como los valores resultantes de la savia ya procesada en el

sistema de microfiltracion.

Tabla VI. Caracteristicas de aguamiel de maguey manso de la regién de Nanacamilpa, Tlaxcala.

Pardmetro Resultados
Sin tratamiento Microfiltrado
Sdlidos solubles totales (°Bx) 12.1+1.4° 11.0+0.1°2
pH 6.0 +0.4° 5.3+0.0°
Bacterias Mesdfilas aerobios (UFC/mL) >250¢ <1049
Mohos y levaduras (UFC/mL) >150¢ < 10f
Coliformes totales (NMP/100mLl) 9.28 <1.1h

Valores seguidos de letras distintas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P < 0.05). Valores
medios + desviacién estandar (n=9). UFC: Unidad Formadora de Colonia. NMP: Niumero mas probable.

Con respecto a los pardmetros fisicoquimicos, la savia de maguey de Nanacamilpa, no entra
dentro de la clasificacion establecida por la norma NMX-V-022-1972, tanto por el contenido
de pH como SST. Muiiiz et al. (2015), reportan un valor de 10.60 °Brix + 0.10 para jarabe de
Agave salmiana proveniente de la localidad de Mangas en Saltillo, Coahuila, valor que
difiere con el obtenido en este estudio (12.10 °Brix + 1.4), a pesar de pertenecer a la misma

variedad.

Existen muchas variantes que pueden estar ocasionando esta diferenciacion, por ejemplo,
las caracteristicas de la savia van cambiando de acuerdo al tiempo de produccidn, detectado
por Ortiz-Basurto et al. (2008) a partir de un estudio de aguamiel de Agave mapisaga blanco
de la regidon de Lomas de Romero, Tecamachalco-Puebla, donde los resultados de SST

fueron disminuyendo a través del tiempo de produccién del aguamiel.

El valor de pH obtenido (6.0 + 0.4) es equiparable con lo reportado por Escalante et al.
(2008), quienes muestran un valor igual a 6.0 de una muestra recién colectada de la regién
de Morelos, esto hace referencia de que a pesar de haber transportado el producto, el

proceso de congelacién detuvo hasta cierto grado la fermentacion del mismo e incluso
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dicho parametro se mantuvo constante después del proceso de microfiltracion, asi como el

contenido de SST, de acuerdo a los resultados del analisis estadistico efectuado.

Los parametros microbiolégicos para savia, demostraron que la solucidon azucarada sin
tratamiento es un nicho importante de bacterias meséfilas, asi como mohos y levaduras, tal
como lo reportd Escalante et al. (2008), quienes analizaron muestras de aguamiel de la
regiéon de Huitzilac, ubicada en el estado de Morelos, obteniendo 1.3 x 10’ UFC/mL para
bacterias mesofilas y 3.1 x 10* para el caso de levaduras; las determinaciones de este
estudio se efectuaron al realizar diluciones hasta 10°®, mientras que en el presente proyecto
s6lo se efectud hasta 1073, aun asi se denota la riqueza microbioldgica del aguamiel tal como
lo establece Santos-Zea et al. (2016), quienes también comentan, que dicha carga
microbiana no permite que la bebida se almacene por periodos prolongados, por lo que
podemos inferir, dados los resultados microbiolégicos obtenidos para los 3 grupos
estudiados en el producto tratado, que la microfiltracion contrarresta dicho aspecto

haciendo que la bebida ya no siga fermentando.

Mufiz-Mdrquez et al. (2015) estiman que la Unica forma de aprovechar la composicién
funcional derivada de los componentes bioactivos que contiene el aguamiel, como son
aminodcidos libres y azlcares, sélo es inmediatamente después de efectuar la recoleccién
de la bebida, de tal manera que ahora el producto tratado podria ser aun el vehiculo de los

componentes bioactivos de interés.

Otra de las ventajas que ofrece la microfiltracién es que se evita la reaccién de Maillar en
esta bebida al ser un proceso en frio, a comparacién de un tratamiento térmico que provoca
el oscurecimiento en mieles de agave que son sometidas a calor (Muiiz-Marquez et al.,
2015), dada la presencia de azucares reductores (AR), compuestos necesarios para llevar a
cabo dicha reaccidny que estan presentes en la savia de maguey, tal como lo reporta Mufiiz-
Marquez et al. (2015) quienes obtuvieron un contenidos de AR para aguamiel de Agave

salmiana igual a 32.33 g/L + 2.38.
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6.2 MICROFILTRACION DE PULQUE

Los cambios ocurridos en el pulque al momento de ser microfiltrado se observan en la tabla

VII.

Tabla VII. Caracterizacién de pulque de la regidn de Nanacamilpa, Tlaxcala y Zozutla, Yehualtepec,
Puebla sin tratamiento y microfiltrado.

Resultados promedio

Pardametros evaluados Nanacamilpa Zozutla
Sin tratamiento | Microfiltrado = Sin tratamiento = Microfiltrado

Sélidos solubles totales (°Bx) 3.2+0.32 3.0+0.0° 5.0+0.0¢ 40+0.0¢

pH 34+0.2¢ 3.2+0.3fs 3.6+0.18 3.5+0.1¢8

Densidad a 20°C (kg/cm’) 994 +4.0" 990 + 3.0 hi 987 +6.0 1 980+0.01

Contenido alcohdlico (% V/V) 2.9+0.2k 3.0+0.0k 3.9+0.1' 3.8+0.1"
Mesdfilos aerobios (UFC/mL) 173 +15™ <10n 123 +4° <10n
Mohos y levaduras (UFC/mL) 510 +41°P <101 430+ 35" <104
Coliformes totales (NMP/100mL) <1158 <1.1°% <1.1°% <1158

Valores seguidos de letras distintas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P < 0.05). Valores
medios + desviacidn estandar (n=9). UFC: Unidad Formadora de Colonia. NMP: Niumero mas probable.

Para las muestras sin microfiltrar de ambas regiones, el contenido alcohdélico difiere con lo
reportado por Gomez-Aldape et al. (2012), quienes indican un valor igual a 5.4%, mientras
gue Rivera-Vargas et. al. (2016) mencionan que las bebidas suaves contienen 6 °G.L. y para
pulques fuertes el contenido es igual a 20 ° G. L. por su parte, Muiiiz-Marquez et al. (2015),
establecen que el pulque puede presentar un contenido alcohélico de 3 a 6%, rango al que
se acercan las muestras de Nanacamilpa y que coinciden con las de Zozutla. Definitivamente
esta diversidad de valores, permite vislumbrar la falta de estandarizacién en el
procesamiento de pulque o inclusive que esta propiedad es peculiar para cada zona o

caracteristica para cada productor.

Considerando la normativa mexicana NMX-V-022-1972, que seria una forma de evitar la
disparidad de valores, el pulque de ambos lugares de estudio entra en la clasificacién de
tipo Il, de acuerdo al contenido alcohdlico, denominandose como pulque comercial. Sin
embargo por el resultado de pH de pulque de Nanacamilpa, éste se clasifica como tipo |,

so6lo con respecto a este parametro. La coincidencia con las especificaciones resulta ser
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interesante, tomando en cuenta, que el aguamiel, siendo la materia prima de ese producto,

no seria apta para la normativa de referencia.

Dentro del andlisis estadistico, el contenido etandlico es una de las propiedades que no
cambia para las bebidas de ambas regiones después de haber sido tratadas, favoreciendo

asi una de las propiedades que las hacen ser bebidas alcohdlicas.

Los resultados microbioldgicos de muestras sin tratamiento, demuestran que la carga
microbiana meséfila aerobia es menor en comparacién con el contenido de levaduras, lo
cual es notable tanto en las muestras de Zozutla y Nanacamilpa, municipio que resulté tener
un nicho mayor significativamente para ambos grupos de microorganismos. Sin embargo
de manera general los contenidos disminuyeron con respecto a la proporcién obtenida en
aguamiel (Tabla VI), reduccién que se puede estar originando dado que la carga microbiana
inicial no soporta las condiciones de pH y contenido alcohélico del medio (Gutiérrez-Uribe

etal., 2007; Escalante et al., 2008).

Comparando los resultados microbiolégicos de pulque con los de Escalante et al. (2008),
quienes obtuvieron, para muestras fermentadas durante 6 horas, un contenido de bacterias
mesdfilas aerobias igual a 3.5 x 107 UFC/mL y 1.4 x 10’ UFC/mL para el caso de levaduras,
las cuales fueron inicialmente (aguamiel) de 3.1 x 10* UFC/mL, donde es evidente que el
periodo de fermentacién es menor con respecto a las muestras analizadas y tomando en
cuenta que al paso del tiempo hay una disminucién de pH y un aumento en la proporcion
de alcohol, se reafirma la idea de la inhibicién microbiana por parte de la concentracién de

estos compuestos.

Con respecto a los valores en muestras tratadas, se determinan varias ventajas del método
aplicado, una de ellas es que el producto no se obscurece, evitando asi que se lleve a cabo
la reaccion de Maillar, lo cual produce melanoidinas que dan un color pardo a productos
que son tratados térmicamente (Ver ilustracion XIV, inciso c), siempre y cuando existan
azucares reductores y grupos amino, los cuales son caracteristicos de este tipo de producto,
tal como lo reporta Escalante et al. (2008) debido a que muestras de pulque fermentadas

después de seis horas tuvieron un valor de fructosa igual 12.43 mM y 3.82 mM de glucosa.
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En contraparte del tratamiento mencionado, la tecnologia de separacién por membranas
utilizada proporciona un producto de color translucido, resultado caracteristico de un
proceso de microfiltracion, tal como lo reporta Destro-dos-Santos et al. (2016) quienes
estudiaron la clarificacion de remolacha roja por medio de microfiltracién combinado con
ultrafiltracion, reduciendo el valor de turbidez al ser microfiltrada de 4408 NTU a 20.7 NTU
(Unidades Nefelométricas), utilizando una membrana de cerdmica con tamafio de poro
menor (0.05 um) al del presente: el proceso de clarificacion es evidente dadas las
caracteristicas natas del pulque en cuanto a su turbiedad, sin presentar un color caramelo

como si fuese tratado térmicamente.

llustracion XIV. Pulque sin tratamiento (a), Pulque microfiltrado (b) y Pulque tratado térmicamente

(c).

Con respecto al sabor y olor del producto, estas caracteristicas perduran en la bebida
microfiltrada, situacion similar que en el aguamiel tratado. Dada la permanencia de estas
propiedades sensoriales, la cerveza de barril es microfiltrada, tecnologia que presenta la
gran ventaja de que dicho producto, a pesar de ser procesado, no pierde su sabor (Zeman
y Zydney, 1996), aspecto que para este proyecto requiere equipararse con una evaluacion
sensorial, dado que el contenido de SST y pH fueron modificados al tratar el producto, a
excepcion del valor de potencial de hidrégeno para la region de Zozutla, donde no hubo un

cambio significativo estadisticamente.

La microfiltraciéon para ambos productos estudiados, logra bebidas estériles, lo cual para

efectos de la conservacion es favorable, evitando asi que sigan fermentando y conserven
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sus propiedades por un tiempo determinado, sopesando asi el riesgo de consumirlos,
tomando en cuenta las condiciones no asépticas en las que se procesan, tanto en cuestion
de infraestructura como del personal que se encarga de la elaboracion (Gomez-Aldape et

al., 2012; Escalante et al., 2008).

Siguiendo con el aspecto de inocuidad de los productos microfiltrados, en las tres
determinaciones efectuadas por triplicado de las muestras de pulque, estas siempre
presentaron resultados favorables con respecto al contenido de coliformes totales, grupo
microbiano dentro del cual se encuentran los coliformes fecales, como es Escherichia coli y
Salmonella spp., microorganismos que no pueden sobrevivir a las condiciones de pH vy
contenido alcohdlico de la bebida, tal como se demostré en un estudios donde se
adicionaron Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Shigella flexneri y Shigella sonne, las cuales fueron eliminados dados los resultados

microbianos finales en muestras de pulque (Gédmez-Aldape et al., 2012).

Sin embargo, se ha identificado que E. coli0157:H7 puede sobrevivir en la bebida alcohdlica,
a pesar de sus caracteristicas fisicoquimicas (Gutiérrez-Uribe et al., 2007), situacién que ya
no es un riesgo en la bebida procesada, dada la eliminacién de microorganismos al que
pertenece esta bacteria. Inclusive la microfiltracién ha llegado a sustituir la pasteurizacién
en el procesamiento de vino blanco, alargando la vida util de esta bebida (Zeman y Zydney,

1996).

A pesar de que el aguamiel y el pulque microfiltrado resulten seguros para su consumo, se
estd en el entendido de que la parte bioactiva de ambos productos es afectada al aplicar
esta tecnologia. Sin embargo, en el permeado todavia podria quedar una cierta
composicion de interés, dado que de acuerdo a Khemakhem et al. (2017), quienes
evaluaron el contenido de ciertos compuestos funcionales en un extracto de hojas de oliva
utilizando una membrana con la misma apertura de poro que para este estudio,
encontraron que el producto microfiltrado contiene 182.19 mgoleuropeina/ 1008extracto + 1.87
para fenoles totales, con una composicion inicial de 289.57 mgoleuropeina/1008extracto + 3.16 y

para el caso de flavonoides se obtuvo 128.45 mgrutina/ 1008extracto + 0.17 en el permeado, con
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un contenido inicial de 180.92 mgrytina/1008extracto + 1.64. Como se puede observar, ambos
componentes no fueron retenidos en su totalidad en la membrana, lo que significa que para
el pulque y aguamiel podria ser el mismo caso, tomando en cuenta también que
propiamente la microfiltracidn tiene por objetivo principal remover la carga microbiana del
fluido, a diferencia de la ultrafiltracion que remueve proteinas, coloides suspendidos,
compuestos polifendlicos, almiddn, pectina y microorganismos, aplicdndose esta operacion

unitaria en jugo de frutas (Zeman y Zidney, 1996).
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6.3 RESULTADOS DE NIVEL DE AGRADO.

6.3.1 Bebida a partir de aguamiel microfiltrado.

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de bebidas a partir
de aguamiel microfiltrado del municipio de Nanacamilpa, tomando en cuenta que para
cada sabor se realizaron dos variaciones.

Tabla VIIl. Resultados de aceptabilidad general de formulaciones desarrolladas a partir de aguamiel
microfiltrado del municipio de Nanacamilpa.

Formulacion Aceptabilidad general Ingredientes (%)
~ F2H  82+#07°  93.9AMM,5.8SABCC
F2D 7.7+0.7° 98.5 AMM, 1.2 SABCC
F2P 7.8+0.9° 97.7 AMM, 1.9 SABCC
F1H 7.5+0.9% 89.7 AMM, 10.0 SABCC
F1P 6.9+0.9° 96.7 AMM, 2.8 SABCC
F1D 6.88 + 1.166" 96.2 AMM, 3.5 SABCC

Valores seguidos de letras distintas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P < 0.05).
AMM: Aguamiel microfiltrado, SABCC: Saborizante con color, F1H: Formulacion uno sabor horchata, F2H:
Formulacién dos sabor horchata, F1P: Formulacion uno sabor a pistache, F2P: Formulacién dos sabor a pistache
F1D: Formulacién uno sabor a durazno y F2D: Formulacion dos sabor a durazno. Todas las bebidas tienen un
contenido de conservador igual al 0.3%.

La bebida que presentd una mejor aceptacién fue la F2H, con un nivel de agrado igual a 8.2
+ 0.7, la cual a pesar de ser el mas alto no mostro diferencia significativa con respecto a la
formulacién del mismo sabor que contiene menor proporcién de aguamiel microfiltrado,
situacion que no se presenta en las formulaciones de durazno y pistache, donde si existe
una significancia con respecto al contenido de aguamiel microfiltrado, siendo las
formulaciones con mejor puntuacion aquellas que presentan un porcentaje ligeramente

mayor de este ingrediente.

Durante el estudio de bebidas lacteas con diferentes concentraciones de suero, se obtuvo
gue la puntuacion para las mejores fue de 6.4 (20% suero) y 7.0 (35% suero), mismas que

no presentaron diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P < 0.05) (Castro
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etal., 2012). Los resultados obtenidos en el presente proyecto oscilan entre los reportados

por dicho articulo e inclusive superan la puntuacion mdaxima obtenida.

6.3.2 Bebida a partir de pulque microfiltrado.

En la tabla IX se muestran los resultados obtenidos para las bebidas de pulque tratado tanto

de la regidn de Zozutla como del municipio de Nanacamilpa.

Tabla IX. Resultados de aceptabilidad general de formulaciones desarrolladas a partir de pulque
tratado del municipio de Nanacamilpa y la regidn de Zozutla.

Nanacamilpa Zozutla
Nuez 6.3+23°2 5.7+2.4°2
Café N/A 59+232b
Pifia-Coco = 5.7+1.7 @ 7.4+2.1°"

Valores seguidos de letras distintas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P <
0.05). N/A: No aplica.

Los resultados demuestran que las muestras de Nanacamilpa sabor nuez son las de mejor
agrado, sin embargo, estas no presentan significancia con respecto a las de pifia-coco. En el
caso de las formulaciones para pulque tratado de Zozutla, la bebida con nivel de agrado
mayor fue la de pifia-coco, seguida por el sabor café, mismas que entre si, no tienen
diferencia significativa, a excepcion del sabor nuez, la cual presentd un nivel de agrado

menor y estadisticamente es diferente a la formulacién de pifia-coco.

Es interesante denotar que para las regiones fueron adversos los resultados, dado que para
Zozutla la formulacién con un nivel de agrado mayor fue la de pifa-coco, a la cual se le
adicioné una proporcién menor de pulque microfiltrado (75%) y un concentrado de coco
(20.5 %), mientras que la de Nanacamilpa sélo se adiciona saborizante (1.6%), una
proporcion mucho mayor de pulque microfiltrado (91.5%) y no se hace uso de concentrado,
lo cual puede estar marcando la diferencia con los niveles de agrado obtenidos, asi como
en las muestras de nuez donde el ingrediente microfiltrado se adiciona en 95.2 % y 94.4%

para Nanacamilpa y Zozutla respectivamente, con una diferencia considerable entre el
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contenido de edulcorante (2.4 %) y saborizante (2.3 %) para la bebida desarrollada a partir
de muestras del estado de Tlaxcala, proporciones que son menores en comparacién de la
otra region, donde se utiliz6 un contenido mayor de los dos ingredientes antes

mencionados (5.5 % de edulcorante y 10% de saborizante).

De manera general la puntuacién obtenida para todas las bebidas es mayor comparada con
el resultado obtenido en un estudio de bebida fermentada elaborada a partir de malta con
una determinada variedad de levadura, la cual obtuvo 5.33 + 0.51, siendo ésta la que obtuvo
la mejor puntuacion con respecto a otras ocho formulaciones desarrolladas vy
considerandose como un resultado que arroja un sabor aceptable (Salmerén et al., 2015).
A diferencia de este estudio, Salgado et al. (2016) obtuvieron un rango de puntuacion de
5.32 a 5.68 para muestras de vino blanco, de las cuales dos fueron nanofiltradas,
detectando que el método de tratamiento no tiene efecto sobre las muestras tratadas y
gue las bebidas estudiadas son ligeramente aceptadas, considerando los valores de la escala
heddnica, clasificacion en la que se encuentran la mayoria de las formulaciones
desarrolladas a excepcion de la bebida de pifia-coco de Zozutla y nuez de producto tratado

de Nanacamilpa, las cuales estan por arriba de dicha puntuacion.
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CAPITULO VILI.
CONCLUSION




Después de haber microfiltrado las muestras de aguamiel y pulque de las diferentes zonas
de estudio, se puede establecer que la hipdtesis planteada se cumple parcialmente, puesto
gue para el aguamiel y pulque la microfiltracion resulta ser una tecnologia de conservacion
dada la disminucién de carga microbiana de estos producto. En cuanto a las caracteristicas
fisicoquimicas, para el caso de aguamiel, el tratamiento aplicado, no tuvo efectos sobre
estos parametros para la bebida fermentada, pero si hubo cambios en el contenido de SST
para muestras de ambas regiones, lo cual para efectos de este proyecto, no resulta ser un
problema, porque esta composicidn se puede estandarizar con la adicidon del edulcorante

gue se agrega a la bebida desarrollada.

La formulaciénn que se sugiere elaborar para el caso de aguamiel microfiltrado, es el sabor
horchata con un porcentaje de AMM minimo igual a 89.7%, para el caso de durazno y
pistache, habrd que adcionar una proporcion igual a 98.5% y 97.7%, respectivamente,
menor a estos porcentajes no se recomienda, siempre y cuando se quiere tener niveles de
aceptacidon mayores a 7.0. Para el caso de las bebidas de pulque tratado, se considera usar
las formulaciones de pifia-coco y café, aplicadas a las muestras de Zozutla y en el caso del
sabor nuez, es recomendable usar la proporcién de ingredientes establecidos para las

muestras de Nanacamilpa.

Este trabajo soporta la idea de que la microfiltracion disminuye la carga microbiana de los
liquidos procesados por esta tecnologia, permitiendo considerar como alternativa de
conservaciéon. Sin embargo hay que tomar en cuenta que dentro de la remociéon de
microrganismos se estan eliminando aquellos que son benéficos para al ser humano,
mismos que se pueden aislar y volverse a inocular en la bebida, teniendo asi que estudiar

el comportamiento o efecto que estos tienen en el sustrato adicionado.

Se considera también imprescindible evaluar en posteriores investigaciones si el proceso de
microfiltracién mantiene los componentes bioactivos que caracterizan tanto al aguamiel
como al pulque, los cuales al ser mantenidos a pesar de ser tratado el producto, sopesaria

la eliminacion de microorganimos benéficos.
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Tomando en cuenta la informacion de la investigacion realizada, se denota que el pulque,
al igual que otros productos endémicos de nuestro pais, les hace falta actualizar
regulaciones que garanticen la calidad y seguriad alimentaria de los mismos, y de esta
menera, no crear ideas preconcebidas de que el producto mexicano no tiene las mismas
caracteristicas que un producto importado. Asi mismo, se recomeinda a los productores de
Zozutla dar un periodo mayor de madurez entre el capado y la primera recoleccion de
aguamiel, lo cual podria mejorar las caracteristicas de la savia, esencialmente el contenido

de sélidos solubles totales, sustrato necesario para efectuar el proceso fermentativo.
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ANEXOS




ANEXO I: MICRORGANISMOS PRESENTES A DIFERENTES TIEMPOS DEL PROCESO DE ELABORACION
DE PULQUE.

Pulque Pulque Pulque Pulque

Microorganismo Aguamiel (a Oh) (a 3h) (a 6h) Comercial

Acetobacter aceti X

>
>
>

Acetobacterium molorum

>
>
>

Acinetobacter radioresintens

>

Bacillus licheniformis

>

Bacillus subtilis

>

Chryseobacterium spp.

Enterobacter spp. X

Erwinia rhapontici X

>

Flavobacterium johnsoniae

>

Hafnia alvei

>

Kluyvera cochleae

>
>
>
>

Lactobacillus spp.

Lactobacillus acidophilus

>
>
>

>
>

Lactobacillus hilgardii

>

Lactobacillus paracollinoides

>

Lactobacillus sanfranciscensis

>

Lactococcus spp.

Leuconostoc spp.

Leuconostoc gasicomitatum

>

>

>
>
>
>
>

Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc pseudomesenteroides

>
>

>

Microbacterium aborescens

Pediococcus urinaeequi X
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Pulque Pulque Pulque Pulque
(a Oh) (a3h) (a 6h) Comercial

Providencia spp. X

Microorganismo Aguamiel

Serratia gremensis

Sterotrophomonas spp. X

Levaduras

Candida lusitaneae X

Candida valida X

Debaryomyces carsonii

Kluyveromyces lactis

Geotrichum candidum X

Pichia guilliermondii X

Rhodotorula spp. X

Saccharomyces bayanus X

Saccharomyces pastorianus X

Fuente: Gutiérrez-Uribe et al., 2017
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ANEXO II: FORMATO UTILIZADO PARA LA REALIZACION DE PRUEBAS SENSORIALES

Producto: Fecha:

Instrucciones: En el espacio indicado coloca el cddigo de la muestra y de acuerdo a tu
preferencia marca con una X en el lugar que corresponda a su eleccién de cada muestra.

Escala Cdodigo de muestra

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta bastante

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente
Me disgusta bastante

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

Observaciones:

iGRACIAS!
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