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RESUMEN

El bacanora es una bebida regional y artesanal del Estado de Sonora. Con el
reciente auge de bebidas destiladas de agave a nivel internacional, resulta importante
conocer las caracteristicas de calidad de esta bebida, asi como determinar cual es la
participacion de las cepas de levaduras nativas involucradas en el proceso de
elaboracion, objetivo planteado en este trabajo. Se analizaron 77 muestras donde el
55.8% de ellas cumplieron con las especificaciones de la norma oficial para bacanora,
sin embargo se observa una alta variabilidad entre las muestras. Diecisiete muestras
sobrepasaron los limites permitidos para alcoholes superiores, 11 para metanol, 8 para
aldehidos y una para ésteres. Posteriormente un panel entrenado diferenci6 ocho perfiles
diferentes de las 44 bebidas restantes (dentro de norma) y se describieron diversos
atributos de olor, aroma, gusto y sensaciones trigeminales. Solo el atributo de olor a
humo mostr6 diferencias significativas (P < 0.05), relacionandose con la elaboracion
artesanal, muy rudimentaria. Algunos compuestos estan correlacionados con los
atributos descritos en este estudio por el panel entrenado, estdn asociados a la materia
prima (olor y aroma a agave y a agave verde) y otros al proceso de fermentacion (frutal,
alcoholizado, etc.). El andlisis con consumidores mostré que el perfil representado con la
muestra 72 del municipio de Huépac fue preferida con un 41 % y se describié como una
bebida suave, de buen olor, sabor y con cuerpo. Ademas se seleccionaron levaduras
nativas, en base a caracteristicas enoldgicas y de fermentacion, aisladas de algunos
municipios donde se produce bacanora. Se encontrd que hay levaduras Saccharomyces y
no-Saccharomyces adecuadas para éste proceso, por ejemplo que fermentan los
carbohidratos presentes en el mosto y toleran etanol (20%). Las levaduras S. cerevisiae
mostraron mayor adaptacion al jugo de agave, ademas las cepas probadas resistieron las
condiciones al final de la fermentacion. Las levaduras no-Saccharomyces fueron menos
tolerantes al medio de fermentacion y solo la especie de Torulaspora delbrueckii logréd

adaptarse y sobrevivir al final de la fermentacion.

Palabras clave: bacanora, volatiles mayoritarios, volatiles minoritarios, sensorial,

levaduras.



ABSTRACT

Bacanora is a regional beverage elaborated in the Sonora, México. Due to the
world wide boom of agave-distilled-beverages, it is important to characterize this drink
as well as the native yeast involved in the fermentative process. 77 samples were
analyzed, and 55.8 % of them met the specifications of the official standard for
bacanora, however there is a high variability between samples. 17 samples exceeded the
limits allowed for higher alcohols, 11 for methanol, 8 for aldehydes and one for esters. A
trained panel distinguished eight different profiles on 44 samples, which meet the
official standards, and described various attributes of odor, aroma, taste and trigeminal
sensations. Only the smoke odor showed significant differences (P < 0.05), the odor
come from the rudimentary production process. Some of the bacanora attributes
described in this study by the trained panel are associated with the raw material (agave
or green agave) and others to the fermentation process (fruity, alcoholized, etc.).
Preference test showed that the sample 72 of the municipality of Huépac was the
preferred by 41% of the consumers, and was described as a soft drink, with good smell
and flavor, and body. Subsequently native yeasts isolated from some municipalities
where the bacanora is produced, were selected due to its oenological and fermentation
characteristics. the yeast were Saccharomyces and non-Saccharomyces species with
suitable characteristics for this process, for example, they ferment the carbohydrates in
the must and tolerate 20% ethanol. In assessing the fermentation characteristics of yeast,
S. cerevisiae showed better adaptation to the agave juice and withstand the strains tested
at the end of fermentation. The non-Saccharomyces yeasts were less tolerant to the
fermentation medium and just the strains of Torulaspora delbrueckii managed to adapt

and survive the end of fermentation.

Key words: bacanora, major volatile, minor volatile, sensorial, yeast.



SINOPSIS

En México existen diferentes bebidas destiladas de agave, las cuales tienen
actualmente un gran auge a nivel nacional e internacional, tales como tequila, mezcal,
sotol y bacanora. La principal diferencia entre algunas de estas bebidas es el tipo de
agave utilizado y en menor escala, el proceso de elaboracion (Mancilla-Margalli y
Lopez, 2006; Lappe-Oliveras et al., 2008).

El bacanora es una bebida tradicional del Estado de Sonora, México, la cual se
elabora de manera artesanal en el Area de Denominacién Origen Bacanora (ADOB), que
comprende 35 municipios, ubicados la mayoria en la sierra sonorense (Gutiérrez-
Coronado et al., 2007, Alvarez-Ainza et al., 2009). La elaboracion de las bebidas a base
de agave, comienza con la recolecta y jima de las pifias de agave silvestre,
posteriormente se realiza una coccion de las pifias en hornos rusticos, generalmente bajo
tierra. Una vez cocidas las pifas, éstas son molidas, desfibradas y sometidas a
fermentacion natural por la microbiota presente en los mostos durante varios dias,
tiempo que varia dependiendo de la region, temperatura y caracteristicas del agua.
Finalmente el mosto fermentado es destilado dos veces, y se obtiene un producto que
contiene 38-55 % de alcohol v/v (Gutiérrez-Coronado et al., 2007; Lappe-Oliveras et al.,
2008; Alvarez-Ainza et al., 2009, NOM-168-SCTI-2004).

En el proceso fermentativo se ha observado que el paso mas critico es el de la
trasformacion de azucares en etanol y otros subproductos, ya que en éste se van a formar
la mayoria de los compuestos involucrados en el aroma y caracteristicas tipicas de la

bebida. Estudios en diferentes bebidas principalmente en vino, han demostrado que el
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utilizar cultivos iniciadores beneficia al proceso y al producto, ya que se asegura una
buena fermentacion y se obtienen lotes de productos mas homogéneos (Esteve Zarzoso
et al., 2001; Wondra y Berovic, 2001; Mas et al., 2002). Ademas la tendencia actual es
el uso de cultivos iniciadores de levaduras nativas, tanto para vinos como para otras
bebidas alcoholicas, ya que éstas estan adaptadas a la materia prima y a las condiciones
de fermentacion, asi como a las condiciones climaticas (Mas et al., 2002; Querol et al.,
2003; Diaz-Montafio et al., 2008; Arellano et al, 2008).

En bebidas a base de agave, se ha encontrado varios compuestos involucrados en
el aroma y sabor, tales como: alcoholes, acidos grasos, ésteres, aldehidos, terpenos,
fenoles, lactonas, compuestos azufrados, etc., en diferentes concentraciones (Vallejo-
Cordoba et al., 2004; de Ledon-Rodriguez et al., 2008). En bacanora existe una alta
variabilidad en algunos componentes mayoritarios y a diferencia de otros destilados de
agave, ¢ésta variabilidad se atribuye principalmente al proceso artesanal de fabricacion.
Dentro de las bebidas mexicanas de agave el tequila es la que presenta menor
variabilidad, seguramente por que el proceso de fabricacion es controlado y tecnificado
(Lachenmeire et al., 2006; de Leon-Rodriguez et al., 2008).

Todas las bebidas poseen un aroma primario, caracteristico, el cual proviene de
la materia prima utilizada, en el caso de las bebidas destiladas de agave, este aroma
proviene del agave. El segundo aroma depende de la fermentacion, la destilacion y la
maduracion del producto. Las levaduras son las que determinan fundamentalmente esta
caracteristica, ya que son las que transformaran los azicares presentes en los mostos a
compuestos que formaran parte de la bebida (Pefia-Alvarez et al., 2004).

En bacanora no existen estudios sobre su composicion o acerca de sus

caracteristicas sensoriales y de los compuestos responsables de las mismas, asi como

-4



tampoco sobre el uso de levaduras nativas como cultivos iniciadores, durante el proceso
de fermentacion. En la produccion de bacanora, diversos productores se enfrentan a
serios problemas y pérdidas econdmicas durante la produccion, como: paradas de
fermentacion, bajos rendimientos de etanol (Comunicacion personal), “avinagrado”, etc.,
lo cual esta relacionado directamente con el proceso de elaboracion, desde la seleccion
de la planta, fermentacién y destilacion. Aunado al interés cientifico por conocer los
parametros de calidad y sensoriales del bacanora, asi como de los microorganismos
involucrados en la fermentacion de loa azicares del Agave angustifolia Haw, del cual se
produce el Bacanora, existe un interés particular en la industrializacion de la bebida y la
necesidad de mantener y asegurar la calidad homogénea del producto. Es por esto que en
el presente trabajo se propuso la siguiente hipotesis:

Las levaduras nativas utilizadas como cultivos iniciadores incrementan la
eficiencia del proceso de fermentacion y el conocer la composicion de la bebida y sus
caracteristicas sensoriales, ayudan a mejorar el proceso en otras etapas como la
destilacion y coccion.

Para demostrar lo anterior se planted el objetivo general de analizar parametros
de calidad y caracteristicas sensoriales de bacanoras que se elaboran actualmente en el
ADOB vy seleccionar un cultivo iniciador para la fermentacion de los azcares del Agave
angustifolia Haw., en base a sus caracteristicas fenotipicas y fermentativas. Con los
objetivos especificos siguientes:

1. Determinar los parametros de calidad de bacanoras obtenidos del ADOB, de
acuerdo a la NOM, mediante cromatografia de gases (GC) y GC-Masas.
2. Determinar las caracteristicas sensoriales del bacanora, mediante panel entrenado

y consumidores.



3. Seleccionar cepas de S. cerevisiae y no-Saccharomyces nativas presentes en la

fermentacion natural del bacanora en base a sus caracteristicas fenotipicas.

4. Analizar las caracteristicas fermentativas de las levaduras previamente

seleccionadas en cultivos mixtos.

Este trabajo se dividi6 en varias etapas, las cuales estan descritas en los cuatro
capitulos que conforman esta tesis. En el capitulo 1: “Perspectivas para el uso de
levaduras nativas durante la elaboracion de bacanora” (Alvarez-Ainza et al., 2009), se
desarrolla una revision bibliografica en donde se enfatiza la importancia de conocer las
caracteristicas de las bebidas y de evaluar las caracteristicas de levaduras nativas para
seleccionar aquellas que ayuden a mejorar la calidad y el rendimiento del producto. Esta
revision muestra como en diferentes estudios se demuestra que utilizar levaduras nativas
con caracteristicas adecuadas ayuda en la obtencién de un producto homogéneo y de
mejor calidad, lo cual nos da un panorama de los objetivos para este trabajo.

Asi mismo, para cumplir con el objetivo especifico numero uno se llevo acabo la
cuantificacion de compuestos mayoritarios en bacanoras elaborados de manera artesanal
y estos resultados se presentan en el capitulo 2: “Quantification of major volatile
compounds in artisanal bacanora”. Se muestran los resultados del analisis de volatiles
mayoritarios cuantificados por cromatografia de gases, muchos de los cuales estan
regulados debido a la toxicidad que presentan y que pueden poner en riesgo la salud del
consumidor. Este estudio mostréo que los alcoholes superiores son los que presentan
mayores concentraciones, superando a las especificadas en la norma oficial para
bacanora.

Por otra parte se llevo a cabo un “Anadlisis sensorial y de compuestos minoritarios en

destilados de Agave angustifolia Haw. (Bacanora)” descrito en el capitulo 3 y con éste
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anélisis se cumple con el objetivo niimero dos planteado en este trabajo. Este trabajo
muestra el primer andlisis sensorial con panel entrenado que describe la bebida
bacanora, asi como la preferencia del consumidor por esta bebida. Se reportan los
atributos de importancia en esta bebida, asi como ocho perfiles de bacanora diferentes,
donde el tnico atributo que mostréd diferencias estadisticamente significativas entre los
perfiles fue el olor a humo. También en éste estudio se correlacionaron los atributos
descritos por los jueces con algunos compuestos minoritarios.

Finalmente los objetivos especificos tres y cuatro se desarrollan en el capitulo 4:
“Selection of native yeast for the bacanora production”. En este capitulo se describe un
analisis de las caracteristicas fenotipicas de una coleccion de levaduras nativas
(coleccion del Laboratorio de Microbiologia, CIAD), que fueron aisladas durante la
fermentacion alcoholica en la produccion de bacanora. Se observd que hay levaduras del
tipo Saccharomyces y no-Saccharomyces adecuadas tomando en cuenta algunos criterios
establecidos de acuerdo a la revision hecha en el capitulo 1. Al evaluar las caracteristicas
fermentativas, las levaduras Saccharomyces cerevisiae mostraron mayor adaptacion al
jugo de agave y las cepas probadas se mantuvieron viables hasta el final de la
fermentacion. Las especies de levaduras no-Saccharomyces fueron menos tolerantes al
mosto y al medio de fermentacion y solo la especie de Torulaspora delbrueckii logrd
adaptarse y sobrevivir hasta el final de la fermentacion.

Con los resultados generados en este trabajo, se comprob6 que el utilizar levaduras
como cultivo iniciador hace mas eficiente el proceso fermentativo. El conocer la
composicion sensorial e identificar los volatiles contenidos en el bacanora nos orienta a
modificar otros puntos del proceso como son la coccion, que de acuerdo los datos

obtenidos, ésta tiene un gran impacto en el aroma de bacanora.
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Asi mismo, también se puede modificar el proceso de destilacion, ya que se observo
que casi la mitad de las muestras estan fuera de norma, la mayoria por presentar altas
concentraciones de alcoholes superiores, esto puede ser corregido eliminando una mayor
proporcidn de “colas” durante la destilacion.

Ademas, con los resultados obtenidos se abren nuevas lineas de investigacion con los
cultivos iniciadores y la evaluacion de los compuestos volatiles producidos por los
mismos. Asi como, la necesidad de investigar la composicion o identidad de los
compuestos minoritarios, para establecer cuales son los compuestos que le dan sus

caracteristicas organolépticas especiales y la huella a los productos.
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RESUMEN. El bacanora es una bebida regional elaborada en el Es-
tado de Sonora, México de manera artesanal a partir de Agave angus-
tifolia Haw, sus cabezas son cocidas, molidas y después sometidas a
fermentacién alcohélica. de manera natural, para finalmente realizarse
una doble destilacién y obtener un producto con un contenido de alco-
hol que oscila entre 40 y 55 °GL. Se revisaron investigaciones de bebi-
das alcohdlicas fermentadas, como vino, tequila y mezcal. De acuerdo
a las conclusiones de los autores, es de importancia conocer los com-
puestos voldtiles que constituyen una bebida, para seleccionar aquellas
levaduras que mantengan su identidad. Los resultados mostrados por
la investigacién con levaduras autctonas seleccionadas de vino, fun-
damentan la recomendacién para escoger levaduras para la produccion
de el bacanora, pues esto permitird una mejor calidad y homogeneidad
de la bebida.

Palabras clave: Bacanora, levaduras, fermentacion alcohdlica.

INTRODUCCION

El bacanora. se define como: «bebida alcohélica regional
del Estado de Sonora, México. obtenida por destilacion y
rectificacion de mostos, preparados directa y originalmen-
te con los azicares extraidos de la molienda de las cabezas
de Agave angustifolia Haw, hidrolizadas por cocimiento y
sometidas a fermentacién alcohdlica con levaduras. El baca-
nora es un liquido que segiin su tipo es incoloro o amarillen-
to, cuando es madurado en recipientes de madera de roble o
encino, o cuando se aboque sin maduracién», segiin la Nor-
ma Oficial Mexicana publicada en el afio 2005. Actualmen-
te, el proceso de fermentacién de el bacanora se realiza de
manera natural, donde los productores no agregan indculo
de levadura. Estudios en diversas bebidas enfocados prin-
cipalmente a la fermentacién, proporcionan una abundancia
de conocimientos del proceso de elaboracién. El vino es una
de las bebidas miés estudiadas, donde se ha determinado que
contiene una amplia diversidad de compuestos, la mayoria
de los cuales son producidos por las levaduras existentes en
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Perspectivas para el uso de levaduras nativas
durante la elaboracién de bacanora
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ABSTRACT. Bacanora is a typical Mexican alcoholic beverage man-
ufactured in Sonora State by artisan process, obtained from Agave an-
gustifolia Haw. The heads of agave are cooking, ground, and ferment-
ed by natural fermentation and finally the fermented juice of agave is
distillated to obtain a product with 45-50° GL of alcohol contain. Some
investigations related to alcoholic beverages like wines, tequila and
mezcal were analyzed. Authors conclude that is very important know
the volatile compounds to make a selection of wild yeast that support
the identity of each beverage. The studies using local yeast selected
in wine are really spirited to use this yeast in the manufacture of ba-
canora, witch can be used to obtain a better quality and homogeneity
of the beverages.

Key words: Bacanora, yeast, alcoholic fermentation.

los mostos; las mds abundantes son las levaduras nativas,
las que dan sus propiedades organolépticas a los distintos
vinos aun cuando se utilice un indculo microbiano especi-
fico (Esteve-Zarzoso et al, 2001; Querol et al, 2003; NOM-
168-SCFI-2004). El resultado de estos trabajos fundamenta
la recomendacion para seleccionar levaduras nativas para la
produccién de bacanora, como se hace con otras bebidas, lo
que permitiria alcanzar una mejor calidad y homogeneidad
en el producto final.

BACANORA
Proceso de elaboracion de bacanora

El bacanora ha sido elaborado desde hace mis de 300 afios
de manera artesanal. Es uno de los destilados de agave impor-
tantes de México. Actualmente la zona tradicional de produc-
cion de bacanora incluye 35 municipios situados dentro del
Area de la Denominacion de Origen Bacanora (ADOB), que
comprende: Bacanora, Sahuaripa, Arivechi, Soyopa, San Ja-
vier, Cumpas, Moctezuma, San Pedro de la Cueva, Tepache,
Divisaderos, Granados, Hudsabas, Villa Hidalgo, Bacadéhua-
chi. Nacori Chico, Huachineras, Villa Pesqueira, Aconchi,
San Felipe de Jesids, Huépac, Banamichi, Ray6n, Bavidcora,
Opodepe, Arizpe, Rosario. Quiriego, Suaqui Grande, Onavas,
Yécora, Alamos, San Miguel de Horcasitas, Ures, Mazatdn y
La Colorada (Moreno 1998; Niiez, 2001; Yifez, 2003; de la
Cruz, 2003: NOM-168-SCFI-2004).
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La elaboracion de el bacanora tradicional o artesanal se
realiza con agave silvestre por coccién o «tatema» de la pifia
de agave en hornos subterrineos rudimentarios, recubiertos
con piedra volcdnica, que son cubiertos con ldmina de me-
tal y tierra para evitar la salida de calor, para hidrolizar los
carbohidratos de reserva que contiene la pina: los fructanos
como los fructooligosacdridos y la inulina, que su mayor
parte se convierte en fructosa (97%) y en menor proporcion
en glucosa (3%), segiin la estructura de inulina contenida en
alta concentracion en A.e angustifolia (Garcia et al, 2007).
Seguida de una molienda con hacha, mazos o palos de ma-
dera, y posteriormente la fermentacién en barriles rudimen-
tarios con capacidad de 200 litros, o bien, en barrancas:
hoyos subterrdneos, recubiertos de cemento ristico, donde
se deja reposar por 7 o mds dias, segtin la temperatura am-
biental. Al fermento se le realiza una primera destilacién o
desflemado, en barriles metdlicos, calentados con lefia de
mezquite, para lo que se utiliza un sombrero y serpentina
de cobre, rudimentarios. Una vez que se hierve el barril se
cubre y se sella con lodo, para evitar fuga de vapores; al
terminar se desecha el bagazo y el producto se somete a una
segunda destilacion, de la que se obtienen tres porciones:
cabezas, medios y colas, las que al mezclarse generan un
producto con un contenido de alcohol que oscila entre los
35" y los 55° Gay Lussac (GL) (Nifez, 2001).

La principal diferencia que existe entre las bebidas des-
tiladas de agave mexicanas como el tequila. mezcal, sotol y
bacanora es que provienen de diversas especies de agaves:
todas se elaboran o se realizan alguna vez de manera artesa-
nal. En el tequila para su elaboracién se usan herramientas
mids sofisticadas y mayor cantidad de materia prima, para al-
canzar una calidad uniforme de la bebida, donde las diferen-
tes etapas estdn determinadas por las caracteristicas especi-
ficas de cada una, como en la fermentacion, que es de suma
importancia, donde se vigilan con detalle la concentracién
de los componentes y el inGculo de levaduras; en cambio. en
el bacanora todo se hace empiricamente a célculo del vina-
tero (Bautista-Justo, 2001).

LEVADURAS

Las levaduras son hongos unicelulares microscépicos
sencillos que se reproducen por gemacién o fisién; este
grupo comprende 46 géneros y alrededor de 462 especies
(TOWMSG, 2007). Son microorganismos cosmopolitas
conocidos como los agentes de la fermentacién. Antes se
crefa que sélo Saccharomyces cerevisiae participaba en la
fermentacion y produccion de bebidas alcohdlicas. Actual-
mente se sabe que los diferentes géneros de levaduras no-
Saccharomyces participan en el proceso, principalmente en
su inicio, lo que influye en las propiedades organolépticas
de las bebidas alcohdlicas (Bourgeous y Larpent, 1995; Fra-

zier y Weathoff, 1998). Las levaduras tienen necesidades
en lo que se refiere a nutricién y temperatura, nutricién del
ambiente en que viven, tienen ciclos reproductivos cortos,
lo que hace que el inicio de la fermentacién sea rapida, pero
asf como se multiplican mueren ficilmente por la carencia
de alguna de sus necesidades fisiolGgica vitales (Querol et
al, 1992a: Querol et al, 1992b; Steinkraus, 1997).

El metabolismo fermentativo de las levaduras de mane-
ra habitual genera alcoholes superiores, aldehidos, dcidos
grasos, ésteres y compuestos azufrados e incluso fenélicos
y algunos forman terpenos. Su fisiologia obviamente esta
condicionada por factores fisicoquimicos durante la fer-
mentacién, dependiente de sus propiedades genéticas. Estos
compuestos aparecen principalmente como metabolitos se-
cundarios durante la fermentacién glicerol-pirdvica, particu-
larmente los alcoholes, ésteres y dcidos voldtiles. Diversos
estudios en vino, cerveza, whisky, cofiac y ron sugieren que
las diferencias en los componentes del sahor se atribuyen a
la actividad biolGgica de los diferentes géneros y cepas de
levaduras usadas en los respectivas tipos de fermentacién
(Sudrez, 2002; Fachine et al, 2005).

Fermentacion alcohdlica

La fermentacién alcohélica es uno de los procesos mis
importante para la sintesis de los compuestos de aroma.
Bioquimicamente es compleja para convertir aziicares fer-
mentables en energia, en etanol y CO, por la via metabélica
conocida como Embden-Meyerhof. La fermentacién alco-
hélica es la base de la vinificacion, sin embargo, su impor-
tancia no radica tnicamente en la generacién de etanol a
partir de los aziicares, sino que durante la fermentacién se
forman una amplia diversidad de metabolitos secundarios
que influyen en la calidad y tipo de cada bebida alcohdlica
(Esteve-Zarzoso et al, 1999; Mathews y van Holde, 2000;
Wondra y Berovic, 2001; Combina et al, 2003; Querol et al,
2003: Romano et al, 2003).

En el vino se reporta que la mayoria de los aldehidos
son sintetizados en la primera fase por oxigenacién y una
extendida prefermentacion. En esta etapa el acetaldehido
es producido como consecuencia de la ausencia de la en-
zima alcohol deshidrogenasa en las levaduras, que reducen
el acetaldehido en etanol. Los acetales, asi como varias ce-
tonas, dicetonas e hidroxicetonas son sintetizadas de este
acetaldehido. La segunda etapa es empleada para generar
acetales y cetales; en esta fase se intensifica la temperatura
y la acidez. En los vinos, los alcoholes superiores se for-
man de la transaminacion de aminodcidos, descarboxilacién
y reduccion particularmente de los cetodcidos, por la ruta
del metabolismo de Ehrlich. Los alcoholes superiores son
cuantitativamente la mayoria de las sustancias aromiticas
en el vino. Como parte de la calidad del vino existe también
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un alto ndmero de écidos grasos esterificados, de la primera
fase de la fermentacion (Wondra y Berovic, 2001).

Las fermentaciones alcohdlicas espontineas involu-
cran en su primera etapa la produccion de los compuestos
de aroma, por los denominados géneros de levaduras no-
Saccharomyces como lo son Kloeckera spp, Hanseniospo-
ra spp, Candida spp, Pichia spp, Zygosaccharomyces spp,
Shizosaccharomyces spp, Torulaspora spp, Hansenula spp
y Metschnikowia spp. Estos géneros y especies se reportan
como productoras de importantes cantidades de algunos
compuestos, con efecto en la calidad sensorial de vinos. Es-
tas levaduras crecen durante los primeros dias (4-6), des-
pués mueren por su intolerancia a las altas concentracio-
nes de etanol por arriba del 6%. Sin embargo, los géneros
y cepas de no-Saccharomyces generan sabores deseables e
indeseables en el mosto fermentado. Hansianospora spp y
Pichia spp, promueven la esterificacién de varios alcoholes
como etanol, geraniol, alcohol isoamilico y 2-feniletanol,
incrementan asf los ésteres con aroma a fruta; estas cepas y
géneros silvestres son mds dtiles en la sintesis de compues-
tos voldtiles. Un estudio realizado por Migorance-Cazoria
et al (2003) observaron que una cepa de P. fermentans in-
cremento la concentracién de alcoholes superiores y acetato
de etilo, lo que le dio al vino una mayor calidad sensorial en
comparacién con cepas no-Saccharontyces evaluadas.

En la mayoria de las bebidas alcohélicas, los compuestos
responsables del olor y el sabor son los volitiles. En los vi-
nos los alcoholes y los ésteres son cualitativamente los mds
importantes, sin embargo su impacto en el aroma no es el
mismo. Los alcoholes son compuestos que individualmen-
te no tienen un olor marcado, pero cuando estin diluidos
refuerzan el aroma. Los ésteres contribuyen fuertemente
al aroma frutal de vinos jévenes, en especial los ésteres de
dcidos grasos de cadena corta. La capacidad de generar al-
coholes superiores es una propiedad de todas las levaduras,
pero la cantidad varia en funcién del género, de la especie
y de la cepa. Como se ha mencionado, existen numerosos
investigaciones sobre vino donde se han detectado mis de
650 compuestos y la mayor parte de los cuales se genera en
la fermentacion (Sudrez, 2002).

Bioquimica de la fermentacion alcohélica

Se ha visto que una etapa clave en la fermentacién por
las levaduras es el transporte de los azicares, ya que su
concentracién interna se mantiene baja comparada con la
externa, lo que limita la fermentacién. Esto se ha reportado
en estudios de la produccién de vinos, particularmente con
S. cerevisiae, donde se inhibe el transporte de los aziicares;
en consecuencia, espontdneamente se interrumpe la fermen-
tacién; dada la importancia del proceso, se han realizado
investigaciones para entender el mecanismo de transporte.

Rev Latinoam Microbiol 2009; 51 (1-2): 00-00

Se ha demostrado la existencia de genes que codifican para
la sintesis de proteinas transportadoras en S. cerevisiae: 20
genes principalmente de transportadores de glucosa y fruc-
tosa. Estos transportadores tienen diferente afinidad por los
aziicares, que hace que el transporte sea variable. En otros
géneros y especies de levaduras se han encontrado trans-
portadores parecidos a los de S. cerevisiae y otros especi-
ficos. Posterior al transporte de los aziicares sencillos fer-
mentables, se realiza la glucélisis, la que es catalizada por
la accién consecutiva de 10 enzimas que permiten obtener
piruvato a partir de glucosa o fructosa. Posteriormente, el
piruvato es convertido a etanol a través de la fermentacién
alcohdlica, una reaccién con un solo intermediario, el ace-
taldehido, el que es convertido a etanol por la enzima alco-
hol deshidrogenasa (ADH). En Saccharomyces se conocen
4 deshidrogenasas dependientes de NAD o NADP :ADH I,
ADH II, ADH Il y ADH 1V, las primeras dos son consti-
tutivas, la ADH I trasforma el acetaldehido a alcohol yla
ADH II realiza la reaccién inversa, la funcién de las demis
no estd bien definida (Mathews y Van Holde, 2000; Gschae-
dler et al, 2004).

Entre los compuestos que se forman estdn las grandes
familias de alcoholes superiores, carbonilos como los alde-
hidos, los ésteres, los dcidos orgdnicos, las grasas y los com-
puestos con azufre. Es importante comentar que los géneros
de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces involu-
cradas en la fermentacién, tienen metabolismo semejante y
generan los mismos compuestos, pero la capacidad de sinte-
tizar cada uno de éstos estd mds desarrollada en algunos gé-
neros y especies que en otros. Los alcoholes superiores son
aquellos con mds de dos dtomos de carbono, y excluyen en-
tonces al metanol y el etanol. Las levaduras sintetizan estos
alcoholes por la descarboxilacién de los cetodcidos, seguida
de una reduccién del aldehido al alcohol correspondiente.
Los cetodcidos se sintetizan por dos vias: catabélica, a par-
tir de los aminodcidos, o anabélica, a partir de los azicares
del ambiente; ambas vias actiian simultineamente durante la
fermentacion. La contribucién relativa de cada via depende
del nivel y la composicién de nitrégeno asimilable, asi como
de la oxigenacidn, la temperatura, y de la concentracién de
dcidos grasos y dcido pantoténico. Los principales alcoholes
superiores son: el isobutanol, 3-metil-butanol, 2-feniletanol
e isobutanol. Los aldehidos se forman principalmente du-
rante la fase fermentativa por la descarboxilacion de cetod-
cidos; destacan el acetaldehido relacionado con la actividad
de la piruvato descarboxilasa, dependiente de la levadura,
y de los nutrientes, ya que su falta de viabilidad, provoca
la acumulacién de aldehidos, porque la fermentacitn queda
incompleta y se detiene a nivel de aldehido. Las cetonas ge-
neralmente se forman del catabolismo de aminoacidos que
depende de las levaduras: en bebidas, las cetonas son en su
mayoria dicetona, se sintetizan por descarboxilacién oxida-
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tiva de dcidos acetohidréxidos que excretan las levaduras.
La mayor cetona en bebidas alcohdlicas es la diacetil, que se
forma a partir del acetolactato, generado por el metabolismo
de dos aminodcidos: la valina y la leucina. Las levaduras no
generan acetales: se sintetizan a partir de los aldehidos, los
cuales son reactivos, y de los alcoholes, que se liberan de
dos moléculas de alcohol y un aldehido. Los ésteres se sin-
tetizan a partir de un alcohol y un 4cido (orgdnico o graso);
cuando €stos reaccionan el proceso es lento y reversible: son
producidos por las levaduras mediante la esterificacién en-
zimitica entre los alcoholes libres y los dcidos carboxilicos
en forma activa como la acil-CoA; el mds abundante es el
acetato de etilo. Los dcidos orgdnicos derivan del metabo-
lismo intermediario, de la via del dcido pirtivico: acetato,
malato, succinato y citrato; otros provienen del metabolis-
mo de los dcidos grasos, en particular el malonil-CoA y su
acumulacién depende de la rapidez de la fermentacién. Los
compuestos azufrados no son sintetizados por las levaduras,
algunos derivan de aminodcidos como la cisteina y la me-
tionina: los principales son el diéxido de azufre y sulfuro
de hidrégeno (Mathews y Van Holde, 2000; Gschaedler et
al, 2004).

PARTICIPACION DE LEVADURAS DURANTE LA
FERMENTACION DE DIFERENTES BEBIDAS

En algunos estudios se reporta que para que una fermen-
tacion tenga €xito son indispensables materias primas de
alta calidad, que proporcionen a las levaduras los nutrimen-
tos necesarios para su crecimiento 6ptimo. En la industria
tequilera se paga menos dinero a los vendedores de pifias de
agave cuando estdn inmaduras o su contenido de azicares
no es el adecuado. En el agave azul se sabe que contiene
principalmente agua: 60%, inulina: 24%, fibras: 11%, azi-
cares reductores: 1.5%, proteinas: 0.02% y cenizas: 2.7%
(Lanchenmeier et al, 2006; CIATEJ, 2004: Bautista-Justo,
2001: Munoz et al, 2005). Recientemente, con el trabajo
de Moreno (2006) se reporté que A. angurifolia contiene
42.43% de aziicares reductores totales, que incluyen la inu-
lina; y los azicares reductores no provenientes de la inulina,
con estos datos se podria pensar que se tendrian mayores
rendimientos/kilo de cabezas de A. angustifolia que con el
agave azul, por lo que habria que analizar a detalle estos
datos para optimizar al méximo la produccién de bacano-
ra, lo que actualmente no ocurre. Los reportes de diversos
resultados del andlisis en la fermentaci6n de vino y en el
aguardiente han sido de un valor, ya que bebidas alcohdlicas
son similares y lo que cambia es la fuente de azicares fer-
mentable; en el proceso, la etapa mds importante en la ela-
boracién de cualquier bebida, es el papel de las levaduras,
pues son las responsables de la sintesis de la mayor parte de
los compuestos que les dan las propiedades dnicas a cada
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bebida: el bouquet (Fleet et al, 1984; Pataro et al, 2000). En
vinos se reporta que al incorporar sulfato antes de iniciar
la fermentacién se inhibe la diversidad bacteriana, y si se
usan cultivos iniciadores también se impide el crecimiento
de las levaduras nativas, lo que ayuda a la implantacién de
la que se desea, se conduzca la fermentacién, asi como la
incorporacién de compuestos con nitrégeno en cierta etapa
del proceso, lo que evita que la fermentacién se detenga y
que el metabolismo de la levadura sea la sintesis de metabo-
litos secundarios, que formen compuestos de sahor y aroma
(Arrizon y Gschedler, 2002; Tdboas et al, 2002; Gschaedler
et al, 2004).

El uso de levaduras comerciales durante la fermentacién
es efectiva para los productores de vino, lo que les ha ayu-
dado a homogeneizar la calidad de los vinos en las dife-
rentes vendimias. La mayoria de los géneros de cepas de
levaduras empleadas industrialmente pertenecen al género
Saccharomyces y la especie comdn es S. cerevisiae, ya que
posee un alto potencial fermentativo en diferentes ambien-
tes. Segtin Querol et al, (2003) se adapta ficilmente a distin-
tas actividades a las que se somete en la domesticacion: se-
guin estos autores, S. cerevisiae posee un alto polimorfismo
en sus cromosomas provenientes de vinaterias espaiolas.

En numerosos paises se utilizan levaduras comerciales
en la elaboracién de bebidas con excelentes resultados, con
productos de buena calidad y uniformes, en comparacién
con las bebidas de fermentacion natural. Sin embargo, en
vinos se reporta que el uso de alguna levadura comercial no
garantiza que sea la tinica que realiza la fermentacion, pero
si ayuda a la implantacién de las levaduras al inicio del pro-
ceso, porque inhiben la actividad de bacterias contaminan-
tes; por lo anterior, es mds efectivo emplear cultivos puros
de levaduras que procedan de una zona vitivinicola espe-
cifica e incluso de la misma vinateria donde se pretenden
colocar, conocidas como levaduras locales seleccionadas
(Mas et al, 2002); éstas son nativas del drea, estdn adaptadas
a las condiciones climticas de la zona, a la materia prima, y
son responsables, al menos parcialmente, de las propiedades
tnicas de la bebida alcohdlica.

Para seleccionar levaduras nativas de una zona, el pri-
mer paso es conocer la microbiota autéctona del drea y/o
vinaterfa, donde se confirme que son cepas de S. cerevisiae
que dominen en las fermentaciones alcohdlicas: de ahi se
preseleccionan aquellas que intervengan en la mayor parte
de la fermentaci6n, principalmente al final ¥ que cumplan
con las caracteristicas enolégicas deseadas seglin la clase
de bebida. Por lo tanto, la seleccién de la cepa adecuada
para cada tipo de fermentacion es una estrategia importan-
te para garantizar una fermentacion correcta, asi como para
mejorar las propiedades deseables del producto final, ya que
los diferentes géneros de levaduras forman compuestos que
dan un toque de distincion a la bebida, ya sea por los tipos
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y concentracion de compuestos que contienen tales como:
alcoholes superiores, ésteres, glicerol, etc. (Esteve-Zazorso
et al, 2001; Mas et al, 2002: Querol et al, 2003).

Wondra y Berovic et al, (2001), reportaron que diferentes
cepas de S. cerevisiae generan los mismos compuestos: 14
alcoholes superiores, 4 dcidos grasos de alto peso molecular
y 14 ésteres: sin embargo, a concentracion variable, de 29
cepas de S. cerevisiae evaluadas, una produjo un vino ex-
celente y 10 cepas s6lo vinos buenos. En bebidas destiladas
tres alcoholes superiores: el 2-metilpropanol, 2-metilbutanol
y 3-metilbutanol juegan un papel importante por su olor pe-
netrante, que se detecta ficilmente. Been y Peppard (1996)
detectaron en tequila 22 alcoholes superiores diferentes;
respecto a su concentracion, los méds importantes, fueron
los alcoholes isoamilicos: 2 y 3 metilbutanol; el propanol
el metilpropanol, el isopropanol y el butanol; también en-
contraron 8 aldehidos: destacd: el acetaldehido y 47 ésteres,
predominando el acetato de etilo. Ledauphin et al, (2004)
en un estudio con 331, identificaron estos compuestos en
calvados y conac; de esos 331, 162 se consideraron como
trazas, de los que 39 fueron comunes para ambas bebidas,
30 fueron especificos del cofiac y sélo 93 se encontraron en
los calvados. Leén Rodriguez et al, (2006) analizaron varios
tipos de mezcales elaborados a partir de A. salmiana, donde
se identificaron 37 compuestos. 9 se clasificaron como los
mds comunes, ahi incluyeron los alcoholes saturados, ace-
tato de etilo, etil-2-hidroxipropionato y dcido acético; estos
compuestos existen también en tequila y otras bebidas alco-
hélicas, sin embargo el mezcal contiene compuestos Ginicos
como: el limoneno y el pentilbutanoato, utilizados para la
autentificacién de esta bebida, producida dnicamente con
A. salmiana. Lachenmeier et al, (2006) evaluaron algunos
compuestos voldtiles de diversas bebidas destiladas de agave
mexicana tequila, mezcal, sotol y bacanora y concluyen que
las bebidas varfan en un amplio rango en su composicion.
Donde el tequila muestra diferencias en la concentracién de:
metanol, 2,3-metil-1-butanol y 2-pentiletanol pero con baja
cantidad en los tequilas que no son 100% agave; el mez-
cal no mostré diferencias entre los pardmetros evaluados,
mientras que el sotol contiene alta concentracién de nitrato
y baja de 2,3-metil-1-butanol el bacanora se caracterizé por
una elevada concentracin de acetaldehido y baja de lactato
de etilo. Segiin estos mismos autores, se reportan marcadas
diferencias genéticas en los géneros de levaduras aisladas de
bebidas de agave mexicana; en el tequila que regularmente
se elabora industrialmente se usan cepas de levaduras, que
son importantes porque tienen influencia en la concentra-
cién de alcoholes superiores generados con el etanol. Se ha
reportado que las cepas nativas de levaduras aisladas de te-
quila producen elevada concentracién de compuestos como
alcohol isoamilico e isobutanol comparada con los géneros
de levaduras de panaderia.
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Molina-Guerrero et al, (2007), identificaron 835 compues-
tos en mezcal, de los cuales 30 se reportan como constitu-
yentes en otras bebidas alcohdlicas. De estos compuestos, el
76% coincide con los encontrados en el tequila. Segiin Been
y Peppard (1996), en el tequila los compuestos mds abun-
dantes que se detectan son los alcoholes: sin embargo, en el
trabajo de Molina-Guerrero et al, (2007) se reporta mayor
concentracion de ésteres, dcidos orgdnicos y acetales, asi
como una amplia variabilidad en la composicién quimica,
lo que significa que el mezcal es una bebida con rasgos ca-
racteristicos de las distintas especies de agave y de los pro-
cesos tradicionales locales empleados en su elaboracién. En
el trabajo de Romano et al, (1998) se sugiere una seleccién
de levaduras, en base a la generacién de metabolitos secun-
darios y la estabilidad que tienen en las diferentes etapas de
fermentacién en la produccién de vinos.

La alta variabilidad de las bebidas de agave tiene que
ver con la variedad empleada en su fabricacién; por ejem-
plo en el mezcal usan distintas clases de agave porque
existe tanta diversidad entre los tipos de mezcal: ademais
la elaboracion es artesanal, como en el sotol y el bacanora,
lo que posiblemente no sucede con las que provienen de un
sola clase de agave. En el tequila y algunos tipos de mez-
cal se usan levaduras comerciales sin seleccionar de alguna
destileria, puesto que con levaduras nativas seleccionadas
podria mejorarse la produccién y la calidad de estas bebi-
das. En el de bacanora, los productores no inoculan para
su elaboraci6n artesanal ningiin tipo de levadura. Actual-
mente no existen trabajos publicados sobre los géneros de
levaduras involucradas en la elaboracién de el bacanora,
sin embargo, en el laboratorio de Microbiologia Molecular
del Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo,
A.C., se evalda la participacién de cepas nativas durante la
fermentacién de el bacanora.

CONCLUSION

El estado del arte de la literatura revisada muestra
que recientemente se ha incrementado el uso de levadu-
ras nativas seleccionadas para la elaboracién industrial
de vinos, lo que es de vital importancia para conocer
los compuestos voldtiles que constituyen una bebida, y
seleccionar aquellas levaduras que mantengan la identi-
dad de la bebida. Las investigaciones realizadas con esas
levaduras en el vino, son realmente alentadoras para la
seleccion de levaduras nativas, que sean empleadas en
la elaboracién de bebidas alcohélicas, para alcanzar su
mejor calidad y homogeneidad. En el bacanora con su
reciente auge y tendencia a la industrializaci6n, el utili-
zar levaduras locales seleccionadas estimulard una mayor
eficiencia en la etapa de fermentacién y un producto de
buena calidad.
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Summary

Bacanora is an artisanal beverage distilled from agave, which is manufactured on a small
scale in the state of Sonora, Mexico. This study identified the major volatile compounds in
77 bacanora beverages by gas chromatography, to determine the samples that comply with
the Mexican Standards for bacanora. The samples were collected in 28 municipalities in the
area with the denomination of origin (ADOB). It was found that only 55.8 % of the
samples (43) meet the parameters established in the Official Mexican Standards, whereas
44.2 % of the samples (34) do not comply: 3 samples for alcohol content, 8 for
acetaldehyde, 1 for esters, 11 for methanol and 17 for higher alcohols. Some of the samples
do not comply because of more than one analyzed parameter. The bacanora samples
showed great variability among the sampled regions as well as within the same

municipalities (p < 0.05).
Key words: alcoholic beverages, Bacanora, volatile compounds.
Introduction

Bacanora is a distilled beverage with high alcohol content and is produced on a
small scale in the area with the denomination of origin (ADOB), which comprises 35
municipalities of the state Sonora in northwestern Mexico. The traditional production of the
drink is performed using wild agave (Agave angustifolia Haw.). The process starts by
cooking the core of the agave, called the pifia (pineapple) to hydrolyze inulin, which is the
carbohydrate reserve in the pifia, into mostly fructose (95 %). After grinding and water
addition, spontaneous alcoholic fermentation proceeds for 7 to 14 days, depending on the
temperature high and region. When the ferment is ready, a first distillation is performed. At
the end, the bagasse is discarded, and the product is subjected to a second distillation in
which three parts are collected: the head, media and tail. Then, the beverage is adjusted or
mixed depending on the particular preference of each artisanal producer. This yields a

product with an alcohol content ranging between 38 and 55 % (1, 2, 3).

Other agave-distilled beverages can be found in México, such as tequila, mezcal and

sotol, each with its own ADOB and Official Mexican Standards (3, 4, 5). Tequila is
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elaborated only on an industrial standardized scale and has international recognition. The
others are still produced on a small scale and, in some cases, without regulations.
Particularly for bacanora, there are no studies describing the composition of this beverage,
in contrast to tequila or mezcal, which are more commercially produced. A report exists
where tequila presented less variability and better complied with the Official Mexican
Standards, followed by mezcal, while sotol and bacanora had greater variability. However,
the quality of an alcoholic beverage is not only measured by its ability to meet the
specifications of the official standards that are enforced but also by other factors, such as
compounds that contribute to consumer acceptance. The importance of the Official
Mexican Standards is to control beverages that cause damage to humans, described in the
Mexican Norm for bacanora NOM-168-SCFI-2004, such as beverages with high methanol
content (Table 1) (6).

During alcoholic fermentation performed by yeast, ethanol and CO, are the main
products of metabolism, but other compounds are also produced that contribute to the
flavor (taste and aroma) and are known as secondary products of fermentation (7).
Regarding the composition of tequila, more than 175 volatile compounds have been
distinguished, including high amounts of alcohols and low amounts of esters, acetals,
terpenes, furans, acids, aldehydes, ketones, phenols and sulfides (8). In mezcal, another
artisanal beverage, 85 different components have been reported, 30 of which have already
been reported as important odorants in other alcoholic beverages and 76% of these are
found in Tequila. The predominating compounds in mezcal were alcohols, esters and
organic acids (9, 10). It was also observed that the profile of volatile items depends on the
amount and type of the fructans contained in the agave plant (11). The primary aroma
component of these beverages comes from the agave plant. They can undergo chemical
transformation or can be modified during the process. The secondary aroma compounds are

produced during the cooking, fermentation, distillation and maturity processes (12).

Few studies on bacanora quality have identified volatiles, such as ethanol, organic
acids, esters, aldehydes, ketones, terpenes and other minor hydrocarbons (13, 14, 15).
However, there are no studies on whether the beverages that are currently elaborated in the

ADOB comply with the parameters established in the Official Mexican Standards.
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Currently, efforts are being made to establish formal standard methods of production for
industrialization, which has attracted interest in the chemical characterization of the

bacanora produced in the different municipalities of ADOB. The aim of this study was to
evaluate the major volatile compounds in artisanal bacanora, which is still produced on a

small scale within the ADOB.
MATERIALS AND METHODS
Chemicals and bacanora samples

Acetaldehyde, ethyl acetate, acetal, methanol, 2-butanol, ethyl butyrate, 1-propanol,
2-methyl-1-propanol, 2-propen-1-ol, 1-butanol, 2-methyl-1-butanol and 3-methyl-1-butanol
(J.T. Baker, Mallinckrodt Baker) were used as standards. A total of 77 samples were
obtained of the beverage produced in the different municipalities of ADOB. The ADOB
was divided into 4 regions: 18 samples from the Sonora River (7 municipalities), 20
samples from the High Sierra (10 municipalities), 21 samples from the Sierra (10

municipalities), and 16 samples from the Central and Southern Region (9 municipalities)

3.
Analysis of Alcohol Content

The alcohol content, expressed as % alcohol volume (% alc. vol.), was evaluated
using a set of calibrated breathalyzers (Dujardin-Salleron, Paris, France) and a calibrated

thermometer (Kessler, USA) (16).
Chromatographic analysis of the major volatile

The quantitative determination of the major volatile compounds presents in the
samples of bacanora was performed using gas chromatography (GS) with flame ionization
detection (FID). The method was based on the recommendations of the norm published by
the Mexican government (3). The GS system used was a Varian CP-3800 model. The
separation was performed using a capillary column (US5247141H DB-WAXJ. W.
Scientific) with a 60 m x 0.25 mm internal diameter and a film thickness of 0.25 pym. The

carrier gas was nitrogen, set at a flow rate of 1 mL/min. Nitrogen was also used as a make-

4
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up gas, or auxiliary, set at a rate flow of 25 mL/min, with hydrogen and air set at flow rates
of 30 and 300 mL/min, respectively, at the detector. The temperature program used
consisted of an initial hold at 34 °C for 12.5 minutes, followed by a gradual warming of 4
°C per minute to 105 °C and then a second gradual warming of 15 °C per minute to reach a
final temperature of 150 °C, which was maintained for 1 minute. The injection port
temperature was set at 200 °C. The samples were directly injected after adding the internal
standard (2-pentanol) using a split injection mode in an automated manner (1 pL, 10:1). For
the quantification, peak area ratios of different volatiles according to the internal standard
were calculated as a function of the concentrations of the substances. The programming of
the gas chromatograph oven temperature and carrier gas flow was selected to achieve
greater clarity and definition of the separation of the peaks in the chromatograms without

interference by the overlap of peaks.
Statistics

All data were processed using the statistical package NCSS 2007 (Kaysville, Utah,
USA). Initially, descriptive statistics were used to understand the centrality and dispersion
of the data. Subsequently, one way analysis of variance (ANOVA) was performed to
estimate differences between regions. Mean comparisons were performed with the Tukey-

Kramer test. Significance was estimated at a 0.05 probability level with a type I error.
Results and Discussion

The samples were collected only from the 28 municipalities considered within the
ADOB. Bacanora beverages analyzed in the present work were elaborated with 100% A.
angustifolia Haw. It was observed at the time of sampling that some producers elaborate a
beverage called “bacanora,” but they do not use the pifia from A. angustifolia Haw. as the
raw material, as stated in the Mexican Official Standards (3). Instead, these beverages are
produced with Agave lechuguilla, which is abundant in the High Sierra, but these were not

included in this study.
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Alcoholic content

Most of the analyzed samples, except four, were in agreement with the Mexican
Official Standards for alcohol content (3). Three of them exceeded the 55 % alc. vol.
standard for alcoholic strength, and one of them showed an alcoholic content below the
lower level of the official standard of 36.7 % alc. vol. Table 1 shows the regulated
parameters and established content for safety by the Official Mexican Standards for

Bacanora.
Chromatographic analysis

The results of the analysis by gas chromatography showed that 39 % of the samples
did not meet the requirements established in the Official Mexican Standards. Six samples (8
%) exceeded the parameters for aldehydes (as acetaldehyde), with a concentration higher
than 40 mg/dL of anhydrous alcohol. One sample (1.3%) exceeded the parameters for
esters (concentration of ethyl acetate and ethyl butyrate), with concentrations greater than
200 mg/dL of anhydrous alcohol. Eleven samples (14.6 %) showed methanol
concentrations over 300 mg/dL of anhydrous alcohol. Seventeen samples (22.6 %) showed
higher alcohol (i.e., the sum of 2-butanol, 1-propanol, 2-methyl-1-propanol, 2-propen-1-ol,
1-butanol and 2-/3-metil-1-butanol) concentrations greater than 400 mg/dL of anhydrous
alcohol. Table 2 shows descriptive statistics of the results of the samples in the different

regions of ADOB.

There was great variability in the volatile content among the different regions and
even among samples of the same region. The Sonora River region shows the highest
variability between samples, with higher coefficients of variation than the other regions. It
was observed that the Sierra region had the highest mean of five compounds specified in
the Official Mexican Standards, including acetaldehyde and methanol. This high variability
is attributed to the process because Bacanora is still elaborated in an artisanal way, which
produces unique, irreproducible features for this spirit, even by the same producer. Table 3
shows the results of the ANOVA of the groups of compounds that are specified in the
Official Standards for Bacanora. It was observed that the ethanol, aldehydes and methanol

contents were significantly different between regions (P<0.05). The Sierra region showed
6
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the highest means in ethanol, aldehydes and methanol and was significantly different from
the values observed in the central/southern regions. No significant differences were found

in higher alcohols and esters among the regions sampled.

Ethanol is one of the main products of yeast fermentation. However, some higher
alcohols may be produced by yeast during the catabolism of amino acids or from the
reduction of aldehydes. Esters are also produced by esterification reactions of ethanol and
other alcohols (8, 9, 10). The excessive production of acetaldehyde and ethyl acetate is
often correlated with hygiene practice, considering that the fermentation used in this kind of
production is natural; not only yeast are involved, other microorganism are present, such as

spoiler bacteria (15).

The higher alcohols described in this study are those known as fusel alcohols or
fusel oils (alcohols with two or more carbons) formed by fermentation. Excessive
concentrations of these fractions may cause undesired flavors, sometimes described as
spicy, hot or solvent-like. During distillation, fusel alcohols are concentrated at the end of
the process (known as the tail among bacanora producers). The higher alcohols have an oily
consistency, which is noticeable in distilled products, hence, the name fusel oil (17). It was
observed that these groups of compounds were the most problematic in this study when
they were compared with the parameters described in the official standards. These
compounds showed the largest numbers of samples with concentrations higher than those
specified in the Official Mexican Standars (22.6 % of the samples). The distillation method
used for bacanora production is simple distillation in metallic “alambique,” and the last part
of the distilled product (known as the tail or “colas”) is used to dilute the middle part
section of bacanora. Few producers use distilled water to dilute the middle portion, which is
between 60 and 70 % alcohol, to create the final alcohol content of the beverage, according
to the Mexican norm. These practices create a higher alcohol content than what is outlined

in the Official Mexican Standards.

However, methanol is produced during the cooking process of agave “pifias” due to
the demethylation of pectins in unripe agaves or by high temperatures during cooking and

the low pH of the agave juices (“saite”). Moreover, there are published data which refer to
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the production of methanol by some strains of yeast that have the enzyme pectin methyl
transferase, which hydrolyzes agave pectin (7, 18, 19). Methanol is a compound that, in
high concentrations, may cause damage to humans. The mean concentrations of methanol
for all analyzed samples were relatively low, as in other Mexican beverages, such as tequila
and mezcal. In this study, the highest concentration was 580 mg/dL of anhydrous alcohol,
but according to Lachenmeier et al. (2006), these levels are not yet of toxicological
relevance (3, 15), although the Official Mexican Standards require a concentration of 300
mg/dL or less. Lachenmeier et al. (2006) reported that bacanora was characterized by high
concentrations of acetaldehyde however, in our analysis, only 8% of the samples showed
high concentrations of acetaldehyde. They also evaluated only 13 samples of bacanora,
and of these, six (46%) contained high concentrations of methanol, with the highest
concentration of anhydrous alcohol at 601 mg/dL. Their results are similar the results of

this study (15).

The main volatiles for tequila and mezcal agave are higher alcohols, esters,
aldehydes and methanol, the most abundant higher alcohols being amyl alcohol, isoamyl,
isobutanol, n-propanol, n-butanol and 2-phenylethanol. Yeast has been implicated as the
most important influential factor in the formation of volatiles. Native strains in Tequila
have been reported to be producers of large quantities of compounds, such as isoamyl
alcohol (2-methyl-1-butanol) and isobutanol (2-butanol), compared to strains used in
baking (10, 12). According to the results obtained from bacanora, these volatile compounds
are also present in high quantities; however, in tequila, they meet the specifications of the
Official Standards. Based on this fact, we can deduce that the native strains present in the
preparation of bacanora have characteristics similar to the native strains present in the

production of tequila.

The bacanora industry is still developing, and there is a need for a regulatory
council or official institution to regulate this beverage, as exists for Tequila and other
beverages. Interest in bacanora studies has been generated by its producers to assess their
products to standardize the process and to offer a better product (1, 20). Given the lack of
studies on bacanora, especially on the compounds that characterize this beverage, we

recommend that studies be performed to evaluate both the chemical and the sensory
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composition (including minority compounds), as has been carried out for tequila and
mezcal. However, producers also believe that it is important to maintain the identity of their
bacanora and retain their organoleptic characteristics, which can be accomplished by

conducting this type of study.
Conclusions

The 77 samples collected show a great variability among the sampled regions as
well as within the same municipalities (p < 0.05). It was found that only 55.8 % of the
samples (43 bacanoras) meet the parameters established in the Official Mexican Standards,
whereas 44.2 % of the samples (34 bacanoras) do not comply: 3 samples for alcohol
content, 8 for acetaldehyde, 1 for esters, 11 for methanol and 17 for higher alcohols. Some
of the samples do not comply because of more than one analyzed parameter. The bacanora

samples showed great variability.
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Table 1. Regulated safety parameter and content established for the Official Mexican

Standards for Bacanora (3).

Parameter

NOM-168-SCFI-2004 specification

Plant type

Alcohol strength (vol %)
Aldehydes (g/hL of alcohol)
Esters (g/hL of alcohol)
Methanol (g/hL of alcohol)
Higher alcohols (g/hL of alcohol)

Agave angustifolia Haw
38-55
0-40
2-200
30-300
100-400

12



Tabla 3. Described statistic of the major compounds in the bacanora obtained of ADOB by regions.

Region/compounds | 1 11 AV} V VI VI VI IX X Xl Xl X1
Central and Southern
Media 4431 8.37 37.46 6.57 152.29 0.013 0 17.58 64.43 0.412 0.602 183.76 0.233
S.D. 1.85 5.66 41.61 4.36 63.84 0.052 0 5.39 32.76 0.262 0.276 60.86 0.458
C.V. 4.17 67.62 111.07 66.36 41.92 401.53 0 30.65 50.84 63.70 45.84 33.11 196.19
Min. 41.3 2.22 8.66 1.84 81.3 0 0 10.37 36.81 0 0.36 97.73 0
Max. 47.6 18.8 153.68 16.22 269.67 0.202 0 28.75 163.18  0.8562 1.43 263.97 1.72
River Sonora
Media 45.34 16.37 70.9 15.90 228.58 0.121 0.175 22.80 50.59 0.598 0.617 148.75 0.527
D.S. 5.57 23.09 57.55 28.18 112.47 0.165 0.499 11.24 27.34 0.834 0.417 55.06 0.764
C.V. 12.28 141.03 81.17 177.23 49.20 136.27 284.34 49.29 54.04 139.56 66.67 37.01 144.9
Min. 36.7 0 8.57 2.86 83.69 0 0 9.91 27.8 0 0.283 67.52 0
Max. 55.7 108.76  192.86  128.88 580.51 0.477 2.18 50.56 139.31 3.98 2.1 318.3 2.79
High Sierra
Media 47.26 10.43 35.64 9.31 145.25 0.441 0.390 20.17 35.88 0.556 1.001 138.15 0.595
D.S. 3.39 7.18 21.82 6.48 47.13 0.565 0.537 13.70 17.10 0.537 0.865 68.39 0.819
C.V. 7.17 68.83 61.22 69.6 280.91 128.23  137.50 67.92 47.65 96.62 86.48 49.50 137.53
Min. 41.8 1.79 7.51 1.24 110.23 0 0 7.07 4.17 0 0.322 13.13 0
Max. 52.8 24.03 82.79 22.29 573.84 2.48 1.91 70.15 61.33 2.35 4.09 239.98 2.739
Sierra
Media 47.27 30.96 69.14 35.07 280.91 0.211 0.262 24.61 47.61 .5598 1.596 156.31 0.546
D.S. 3.39 3421 103.10 46.93 131.82 0.416 0.515 10.76 16.54 0.292 1.57 44.24 1.28
C.V. 7.5 110.49 149.11 133.81 46.92 197.20 196.08 43.72 34,74 52.30 98.74 28.30 2.3
Min. 41.9 3.94 10.94 3.14 110.23 0 0 11.09 19 263 0313 76.8 0
Max. 56.8 151.02 490.51 21344 575.84 1.78 2.23 62.45 76.97 1.494 7.13 240 5.73

S.D.: Standard deviation; C.V.: coefficient of variation; Min.: minimum value in the samples; Max. maximum value in the samples; I, ethanol; II, acethaldehyde;

111, ethyl acetate; IV, acetal; V, methanol; VI, 2-butanol; VII, ethyl burytate; VIII, 1.propanol; IX 2-methyl-1-propanol; X, 2-propen.1-ol; XI, 1.butanol, XII 'y
XII1, 2/3methyl-1-butanol.
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Table 3. Means values of quantified major volatile compounds expressed as mg/dL of

anhydrous alcohol (specified on the Official Mexican Standards) from Bacanora beverage

by Regions.
Parameter Regions

Central/southern  River Sonora  High Sierra  Sierra  ESM P value
Ethanol 4431 45.34% 4726  48.42° 088  0.01%
Aldehydes 3.37° 11.50° 10.43* 30.96° 493 0.002*
Methanol 152.29° 228.58" 145.25% 280.91° 21.84 0.001*
Esters 37.46" 71.08" 36.36" 69.40° 16.93 0.09
Higher 389.04° 344.03* 311.50° 343.49* 21.35 0.06
alcohols

ESM: error standard of the media; *Significant differences P < 0.05.
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RESUMEN

En este trabajo se evaluaron los perfiles sensoriales de 44 bebidas de bacanora elaboradas en el
area con denominacién bacanora (ADOB), con los perfiles obtenidos por el panel entrenado se
correlacionaron algunos compuestos minoritarios en las bebidas. Adicionalmente se realizdo un
andlisis sensorial de preferencia de los diferentes perfiles de bacanora encontrados con
consumidores. El panel entrenado diferenci6 ocho perfiles diferentes y describieron atributos de
olor, aroma, gusto y sensaciones trigeminales. No se encontraron diferencias en los atributos
sensoriales examinados por el panel entrenado, a excepcion del atributo correspondiente al olor a
humo (P < 0.05), relaciondndose éste con la forma de elaboracion, la cual es muy rudimentaria. No
se encontraron mayores variaciones significativas en los atributos, debido principalmente a que las
muestras per se cuentan con mucha variabilidad dentro del ADOB, ¢ incluso entre las muestras del
mismo productor. Algunos de los compuestos analizados estan relacionados con los atributos
descritos en este estudio por el panel entrenado, algunos de ellos asociados a la materia prima (olor
y aroma a agave y agave verde) y otros al proceso de fermentacion (frutal, alcoholizado, etc.). Estos
compuestos tienen una participacion importante en el impacto del aroma y tipicidad de la bebida. El
andlisis con consumidores mostrd que el perfil representado con la muestra 72 del municipio de
Huépac fue la preferida por el 41 % de los participantes y se describié como una bebida suave, de
buen olor, sabor y con cuerpo.

Palabras clave: bacanora, Agave angustifolia Haw, atributos sensoriales, compuestos volatiles.



SUMMARY

This study evaluated the sensory profile of 44 bacanora drinks made in the area with the
denomination of origin (ADOB), and the profiles obtained were correlated with some minor
compounds present in the beverage. Additionally, a sensory analysis of preference with consumers
was made with the different profiles of bacanora. The trained panel could distinguish eight different
profiles and described various attributes of smell, aroma, taste and trigeminal sensations. The
samples showed no differences in the sensory attributes examined by the trained panel, except the
attribute of smoke smell (P < 0.05), this relates to the type of processing, which is very rudimentary
at present. May not be able to determine more significant variations in the attributes, mainly
because the samples have much variation within Adobe, and even between the same producer.
Some minor compounds are related to the attributes described in this study by the trained panel,
some of them associated with the raw material (smell and aroma of agave, agave green) and others
to the fermentation process (fruity, Alcohol, etc.). Possibly these compounds have an important role
in the impact of the flavor and authenticity of this drink. The consumer sensory analysis showed
that the profile represented by the sample 72 of the municipality of Huépac was preferred by 41 %
of the consumers and was described as a soft drink, good smell, flavor and body.

Index words: bacanora, Agave angustifolia Haw, sensory attributes, volatile compounds.



INTRODUCCION

En México existen diferentes bebidas destiladas de agave, las cuales estdn teniendo un gran auge
a nivel nacional e internacional como tequila, mezcal, sotol y bacanora. La principal diferencia
entre estas bebidas es el tipo de agave utilizado como materia prima, el cual contiene fructanos (de
cadena larga tipo inulina y ramificados tipo neo-fructanos), como material de reserva de la planta

(Mancilla-Margalli y Lopez, 2006; Lappe-Oliveras et al., 2008).

El Bacanora es una bebida tradicional del estado de Sonora, México, la cual se elabora de manera
artesanal en el Area de Denominacion Origen Bacanora (ADOB), que comprende a 35 municipios
de ese estado, ubicados la mayoria en la sierra sonorense (Gutiérrez-Coronado et al., 2007, Alvarez-
Ainza et al., 2009). La elaboracion de las bebidas a base de agave, comienza con la recolecta y jima
de las pinas de agave silvestre, posteriormente se realiza una coccion de las pifas en hornos
rusticos, generalmente bajo tierra, para hidrolizar la inulina, que es el carbohidrato de reserva y para
facilitar el molido de las pifias. Durante la coccioén se forman compuestos importantes involucrados
en las caracteristicas sensoriales del producto final, como aldehidos y compuestos de Maillard
(Mufioz-Rodriguez et al., 2005; Lappe-Oliveras et al., 2008). Una vez cocidas las pifas, estas son
molidas y desfibradas y sometidas a fermentacion natural por la microbiota presente en los mostos
durante varios dias, tiempo que varia dependiendo de la region, temperatura y condiciones del agua.
Finalmente el mosto fermentado es destilado dos veces, donde se obtiene un producto de 38-55 %
de alcohol volumen (Gutiérrez-Coronado et al., 2007; Lappe-Oliveras et al., 2008; Alvarez-Ainza

etal., 2009, NOM-168-SCTI-2004).

En estudios realizados en bebidas a base de agave, se ha observado que son diferentes los
compuestos involucrados en el aroma y sabor, por ejemplo: alcoholes, acidos grasos, ésteres,
aldehidos, terpenos, fenoles, lactonas, compuestos azufrados, etc. (Vallejo-Cordoba et al., 2004; de

Ledn-Rodriguez et al., 2008). Las bebidas poseen un aroma primario ¢l cual proviene de la materia



prima utilizada, en el caso de las bebidas destiladas de agave, proviene del tipo de agave. Un
segundo aroma que proviene de la fermentacion, destilacion y maduracion del producto (Pena-

Alvarez et al., 2004).

El aroma esta constituido por diversos compuestos voldtiles, como los aromaticos, que se
encuentran en concentraciones relativamente altas (como los alcoholes superiores) denominados
compuestos mayoritarios, algunos toxicos (como metanol), mismos que se tratan de controlar
durante el proceso y cuya concentracion esta regulada por las Normas Oficiales Mexicanas (DOF,
2005). Existen compuestos en menor concentracion denominados minoritarios, como los ésteres,
aldehidos, cetonas, acidos organicos, acidos grasos, furanos, terpenos, naftalenos y alquenos, los
cuales tienen un gran impacto en el aroma y sabor de las bebidas, gracias a la armonia que su
combinacion presenta (Pefia-Alvarez et al., 2004; de Ledn-Rodriguez et al., 2006; de Leo6n

Rodriguez et al., 2008; Vera-Guzman et al., 2009).

Sin embargo, la calidad de una bebida alcohdlica no solamente consiste en cumplir con las
especificaciones de las normas oficiales vigentes, sino también de otros factores, siendo el mas
importante la aceptacion del consumidor, en funcién a las caracteristicas sensoriales que éste
percibe. Las caracteristicas sensoriales se asocian a la composicion de la bebida, ya que la
interaccion de los compuestos volatiles entre si y el paladar del consumidor son los que van a

producir la sensacion de sabor y aroma (Tesevic et al., 2005).

Para la mayoria de las bebidas mexicanas destiladas de agave, no se han reportado estudios con
analisis sensoriales para poder asociarlos a los diferentes compuestos que constituyen la bebida, en
el caso de tequila posiblemente por politicas industriales y en las otras bebidas por ser aun
artesanales. Actualmente no se conoce el perfil sensorial de la bebida bacanora y cual es la
preferencia del consumidor respecto de las bebidas elaboradas en el ADOB. Es por esto, que el

objetivo del presente trabajo fue conocer el perfil sensorial de bacanoras elaborados en el ADOB



correlacionando éste con algunos compuestos minoritarios, asi como también realizar un analisis
sensorial de preferencia de los diferentes perfiles de bacanora, con consumidores habituales de la

bebida.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis sensorial con panel entrenado y consumidores

Sorting. Se realiz6 una evaluacion sensorial de 44 bebidas de bacanora mediante un panel
entrenado (30 jueces), perteneciente a la tequilera Casa Herradura. Las muestras evaluadas
cumplian con las especificaciones de la NOM (NOM-168-SCTI-2004). Primeramente las muestras
fueron diluidas al 20 % de alcohol volumen y presentadas a los jueces en copas de vidrio cubiertas
con un vidrio reloj e identificadas con digitos de tres numeros al azar, se dispuso de agua y galletas
para enjaguar la boca entre muestras para realizar el andlisis de sorting. Se hizo un arreglo
estadistico mediante cuadros latinos, cada juez evalud el mismo nimero de muestras y cada muestra
fue evaluada el mismo nimero de veces. En este mismo analisis, los jueces del panel entrenado
identificaron los atributos que constituyen a cada bebida dando asi una descripcion cualitativa de la

bebida.

Anélisis descriptivo cuantitativo (QDA). Se analizaron los atributos descritos por los jueces en
la prueba de sorting, se cuantificaron estandarizando las bebidas a 20 % alcohol volumen. Las
bebidas se presentaron a los jueces en copas de vidrio cubiertas con un vidrio reloj e identificadas
con digitos de tres niimeros al azar, se dispuso de agua y galletas para enjaguar la boca entre

muestras.

Analisis Sensorial con Consumidores. Se realizd un analisis de preferencia con ranking,
utilizando una escala hedonica para reforzar los datos. Las bebidas fueron presentadas como se

obtuvieron de los productores, sin estandarizar y se presentaron a los consumidores en copas de



vidrio cubiertas con un vidrio reloj e identificadas con digitos de tres nimeros al azar, se dispuso de
agua y galletas para enjaguar la boca entre muestras. Ademas se dejoé un espacio en blanco en el

formato de calificacion, para tomar en cuenta los comentarios de los consumidores habituales de la

bebida.

Cuantificacion de compuestos minoritarios por cromatografico-espectometria de gases (GC-
MS). Este analisis fue realizado en Casa Herradura S. A. de C. V. Se realiz6 la determinacion de
los compuestos volatiles minoritarios como el 1-propanol, 2-metil-1-propanol (isobutanol),
hexanoato de etilo, octanoato de etilo, acido etanoico (acido acético), trans-2-nonenal, acido
propioénico, S5-metil-furfural, acido butirico, acido isovalérico, a-terpineol, fenil acetato de etilo,
dodecanoato de etilo, acido hexanoico, S5-metoxi-fenol (guaiacol), alcohol de fenetilo, acido
tetradecanoico, acido octanoico, 2-isopropil-2-metilfenol (carvacrol), hexadecanoato de etilo, acido
decanoico e isoeugenol de 44 bacanoras obtenidos del ADOB. Se utilizé un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas y un detector de flama (FID). Se utilizd6 2-pentanol como
estandar interno, de acuerdo a las condiciones estandarizadas en el Laboratorio de Analitica de Casa

Herradura.

Andlisis de Resultados. Los datos obtenidos del QDA de los atributos sensoriales, fueron
normalizados mediante la férmula valor observado-media/desviacion estdndar. Posteriormente se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA), para estimar diferencias en cada uno de los atributos
entre las muestras seleccionadas. Las comparaciones de medias se realizaron con la prueba de rango
multiple de Tukey-Kramer y las significancias se estimaron a un nivel por debajo de 0.05 en el
error. Adicionalmente y con el fin de estimar correlaciones entre las variables medidas y reducir su
dimensionalidad para su interpretacion, se llevd a cabo un andlisis de componentes principales
(ACP). Finalmente se realizaron correlaciones entre los compuestos minoritarios evaluados y los
atributos sensoriales descritos por el panel entrenado. Todos los andlisis fueron realizados en el

paquete estadistico NCSS 2007 (Kaysville, Utah, USA).
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RESULTADOS

Anélisis sensorial con panel entrenado y consumidores.

Sorting. El analisis sensorial realizado mediante sorting con el panel entrenado, ayudo a agrupar
las muestras por caracteristicas similares y se obtuvieron 8 grupos o perfiles (Figura 1). De estos
grupos, 7 de ellos estaban conformados por una sola muestra, y un grupo mayoritario, compuesto
por 37 muestras. Seguramente las muestras de bacanora son muy semejantes entre ellas,
posiblemente por su forma de elaboracion artesanal de siempre, por lo que se formé el grupo
mayoritario. Los perfiles con una sola muestra pertenecian a los municipios de Moctezuma (dos
muestras), Cumpas (dos muestras), Opodepe (una muestra), Tepache (una muestra) y la Gltima de
Huépac. La muestra que represent6 al octavo grupo fue elaborada también en Opodepe, por lo que
podemos aseverar que los jueces fueron capaces de discriminar entre muestras de un mismo
municipio. Asi mismo, en este andlisis de sorting, se les pidio a los jueces que describieran los
atributos que percibian en las bebidas, coincidiendo éstas en la mayoria de las muestras. Se
distinguieron atributos percibidos por la nariz (atributos de olor), los percibidos retronasalmente al
probar la bebida (aroma), los percibidos por el gusto y de sensaciones trigeminales (ambos
percibidos en lengua). Para olor (O) y aroma(A) se describieron las notas de: acedo, agave cocido,
agave verde, ahumado, cabezas citrico, frutal, mentol, paja, aceite, alcoholizado, floral, cuero,
herbaceo, herbal, metal, humedad, humo, moho, ordinario, plastico, quemado, solvente, tierra
mojada y tufoso. Para gusto (G) las notas de: dulce, dcido y amargo, mientras que para sensaciones
trigeminales (ST) los atributos de astringente, rispido y quemante. Los atributos encontrados en la
bebida son debidos tanto a la materia prima (agave verde, agave cocido, ahumado, humo, etc) como

al proceso de fermentacion (frutal, Alcoholizado, etc), principalmente a este Gltimo que es cuando



se producen los compuestos de aroma por las levaduras presentes (De Ledn-Rodriguez et al., 2006;

Diaz-Montafio et al., 2008; Lachenmeier et al., 2006).

Anélisis descriptivo cuantitativo (QDA). De cada uno de los atributos descritos por el panel
entrenado (30 jueces) se obtuvieron valores cuantitativos de 0-15 (Figura 2). Para el anélisis de los
datos y disminuir un poco la dimension de los datos, se tomd como consideracion técnica que
aquellos atributos con valores menores a 3.0 serian descartados. Posteriormente con los datos de los
atributos con valores mayores a 3.0 se realizo un ANOVA (Cuadro 1), de los ocho perfiles
diferentes de bacanora identificados por los jueces. Se puede observar que Unicamente el olor a
humo (O-humo) es el que mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los perfiles
encontrados por el panel entrenado (P < 0.05). Dadas las diferencias en esta nota aromatica o
atributo se pueden distinguir dos perfiles diferentes. Es posible que la manera de elaborar la bebida
sea aun muy similar entre los productores, ya que no hubo mayores diferencias entre los demas
atributos solo con el O-humo, y esto nos indica que el tipo de coccidn es un factor muy importante
en la elaboracion de bacanora. Los hornos utilizados son rudimentarios sin, control de temperatura,
como tampoco de la lefia que se emplea en la coccidn, lo que pudo ocasionar las diferencias en esta
nota aromatica. Se ha reportado en otras bebidas notas a humo dadas por el compuesto guaiacol
(Been y Peppard, 1996; De Ledn-Rodriguez et al., 2006; Molina-Guerrero et al., 2007; Vera-
Guzman et al., 2009). En mezcales del estado de Michoacan se han reportado diferencias
sensoriales significativas con la nota ahumado y de mezcal verde, notas provenientes de la materia

prima y tipo de elaboracion, el cual es artesanal también (Gallardo-Valdez et al., 2008).

Posteriormente los diferentes perfiles fueron analizados mediante componentes principales (CP)
para recudir las dimensionalidades de los resultados obtenidos del QDA realizado por los 30 jueces
del panel entrenado. Se encontraron cuatro componentes principales (CP1, CP2, CP3 y CP4) con
un autovalor por arriba de 1 (Goldner y Zamora 2007). Las cuatro componentes principales que

explican alrededor del 65.05 % de la varianza total de los datos obtenidos mediante el QDA
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(Cuadro 2). EI CP1 es una componente positiva y es un promedio de los atributos A-tufo, A-humo,
A-herbaceo, A-ahumado, O-alcohol, O-tufo, O-solvente, O-humo y O-herbaceo. El CP1 sugiere que
hay bebidas en el ADOB de bacanora caracteristicas por estos atributos o pueden ser descritas por
ellos. Muchos de estos atributos son debidos al procesamiento de la materia prima e incluso la
materia prima misma, asi como por el proceso fermentativo. El CP2 es una componente
contrastante, ya que presenta atributos con coeficientes positivos de los atributos de A-solvente, O-
tufo, O-solvente y con atributos con coeficientes negativos para los atributos de O-agave, O-
ahumado y A-agave verde. Este componente sugiere que existe un grupo de bebidas de bacanora
con cantidades altas de los atributos, con coeficientes positivos relacionados con el proceso
fermentacion y con cantidades bajas de los atributos con coeficientes negativos relacionados a la
materia prima. El CP3, al igual que el componente anterior, también es contrastante, cuenta con
atributos con coeficientes positivos de ST-astringente, ST-rispido, ST-quemante y con atributos

negativos de O-herbaceo y A- herbaceo.

Posteriormente se realizd un andlisis de correlacion entre los atributos de los perfiles encontrados
con los compuestos minoritarios correspondientes a las muestras representativas para cada perfil. Se
encontraron correlaciones estadisticamente significativas (P < 0.05); para el compuesto terpineol se
encontro correlacion con los atributos de O-agave verde (0.82) y O-solvente (0.68), este compuesto
tiene como descriptor un delicado olor a flores, aceite de pino y coniferas. El compuesto 2-
isopropil-2-metilfenol (carvacrol) presenta correlacion con A-agave verde (0.69), A-herbaceo (0.77)
y G-amargo (0.81), este compuesto ha sido descrito con las notas aromaticas de orégano y especies.
El 4cido decanoico presentd correlacion con O-tufo (0.69), A-agave verde (0.75), G-amargo (0.94)
y G-dulce (0.87), cuyos descriptores son acidos grasos, seco, lefioso, citrico. El acido acético tuvo
correlacion con G-acido (0.71) y su descriptor es el vinagre. El compuesto octanoato de etilo tuvo
correlacion con ST-quemante (0.71) y tiene como descriptor la sensacion jabonosa. El compuesto 5-

metoxi-fenol (guaiacol) mostr6 correlacion con A-herbaceo (0.73), A-quemado y G-amargo (0.85)
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y tiene como descriptores al humo y compuestos fendlicos. El 4cido isovalérico mostro correlacion
con el G-amargo (0.74) descrito por el aroma a queso azul. El dcido octanoico tuvo correlacion con
el G-dulce (0.86) y G-amargo (0.67), cuyos descriptores reportados para este compuesto son a
mantequilla rancia, lacteo, seco, rancio, duro. Finalmente, el dcido hexanoico mostrd correlacion
con ST-quemante (0.84) y tiene como descriptores el aroma a queso y sudor (Been y Peppard, 1996;
De Leodn-Rodriguez et al.,, 2006; Molina-Guerrero et al., 2007; Bellon et al., 2011). Las
correlaciones sugieren que los atributos sensoriales asociados con los diferentes compuestos tiene
una gran participacion en el aroma de esta bebida ya que al ser compuestos minoritarios pudieron
ser percibidos por los jueces. En otras bebidas se ha observado que los compuestos tipo terpenos
(como terpineol y carvacrol) son notas deseables de aroma y olores agradables, estos compuestos
provienen del agave, es decir son parte del aroma primario. Posiblemente el guaiacol se forma
durante la coccidn de las pifias de agave, dando las notas aromaticas a humo, la cual tiene un gran
impacto en el aroma de esta bebida, al ser el Unico atributo que mostré diferencias significativas
(Pefia-Alvarez et al., 2004). El 4cido acético es un compuesto que se forma desde la coccion de las
pifias y sigue forméandose durante la fermentacion, por bacterias acéticas, como lo sugieren Vera-
Guzman et al. (2009). Los demas compuestos acidos, alcoholes y esteres correlacionados con los
atributos detectados por los jueces en este estudio, son resultado del metabolismo de las levaduras
durante el proceso de fermentacion. Sin embargo al no encontrar mas atributos significativamente
diferentes no se observan mds compuestos claves, ademas de guaiacol producidos durante la

fermentacion.

Andlisis Sensorial con Consumidores. Una vez establecidos los perfiles de bacanora y sus
diferencias, éstas bebidas fueron evaluadas con consumidores. Se realizé una prueba de preferencia
con ranking u ordenamiento, donde los consumidores mostraron preferencia por alguno de los
perfiles. E1 40% de los consumidores mostraron preferencia el perfil representado con la muestra 72

perteneciente al municipio de Huépac, seguida del perfil representado por la muestra 41 con el 33%
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perteneciente al municipio de Opodepe. La muestra 71 descrita con el perfil 8 en el cuadro 1
muestra que sus valores estan centralizados con respecto a los demads, es decir es una muestra
balanceada con respecto a las demas, por ejemplo con el atributo de O-humo es de los perfiles que
posee el valor bajo o alto y la muestra 71 estd entre las del centro. El valor de esta prueba fue
reforzado con una escala hedonica donde ademas, se obtuvieron entre los comentarios mas
repetidos para la muestra mayormente preferida: que les gustaba el sabor y el aroma, lo suave, buen
olor, el sabor, no era tan fuerte y con cuerpo. Sin embargo cada productor debe establecer que perfil

desea para su producto, para asi mejorar su proceso.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El panel entrenado pudo diferenciar ocho perfiles diferentes entre las 44 muestras
procedentes del ADOB. Se describieron diversos atributos de olor, aroma, gusto y sensaciones
trigeminales. Las muestras representantes de cada perfil, no mostraron diferencias en los atributos
sensoriales examinados por el panel sensorial a excepcion del atributo de Olor a humo. Relacionado
con el tipo de elaboracion, la cual es muy rudimentaria. Posiblemente no se pudieron determinar
mayores variaciones significativas en los atributos por la misma variacion que existe entre las
muestras dentro del ADOB. Algunos compuestos estan relacionados con los atributos descritos en
este estudio por el panel entrenado, algunos de ellos asociados a la materia prima (agave) y otros al
proceso de fermentacion. Posiblemente estos compuestos tengan una participacion importante en el
impacto del aroma y tipicidad de esta bebida. El analisis con consumidores mostrdé que la muestra
72 del municipio de Huépac fue la preferida con un 41 % y se describiéo como una bebida suave, de

buen olor y sabor y con cuerpo.
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Figura 1. Andlisis sensorial mediante sorting con panel entrenado de 44 muestras de bacanora

de diversos municipios de ADOB.
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Figura 2. Analisis descriptivo cuantitativo de los atributos de los ocho perfiles identificados

por el panel entrenado.
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Cuadro 1. Analisis de varianza de los atributos presentes en los diferentes perfiles encontrados por el panel entrenado.

Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6 Perfil 7 Perfil8 EEM

Atributo M#9)"  (M#30)7 (M#32)7 (M#39)" (M#4)" M#57)) M#6)T  (M#72)
O-acedo 3.05 222 2.56 3.26 3.0 2.33 2.82 137 0.10
O-agave verde 372 3.28 3.12 3.96 3.33 2.92 3.56 286 036
O-Ahumado 4.60 3.64% 2.02° 5.05° 421% 4.82° 5.19° 3.77% 0.40
O-herbéceo 3.95 3.04 3.54 3.99 4.14 375 4.53 313 037
O-humo 3.49 415 2.76 4.80 430 419 435 352 038
O-solvente 2.77 2.64 2.23 3.77 2.43 3.24 4.03 2.66 0.
O-tufo 3.52 3.17 2.41 3.90 2.86 436 321 252 043
O-alcohol 2.75 2.58 3.41 3.90 3.07 3.68 3.94 296  0.39
A-agave verde 3.59 3.12 325 3.71 3.36 351 333 311 0.36
A-Ahumado 425 3.59 2.96 471 428 3.92 4.24 356 038
A-herbéceo 3.65 3.00 3.12 3.26 336 3.37 432 270 036
A-humo 3.99 3.42 3.16 2.37 3.99 3.85 432 365 038
A-solvente 2.60 2.29 2.18 3.94 2.49 2.91 375 205 036
A-tufo 331 2.92 2.47 3.50 272 3.70 3.23 251 041
G-dulce 2.83 3.12 325 338 3.45 2.43 371 380 037
G-amargo 5.82 5.12 451 4.75 4.65 6.06 5.53 478 034
G-4cido 338 3.15 413 3.84 3.73 413 2.85 317 034
ST-astringente 3.92 3.62 4.45 4.40 4.07 411 435 387 038
ST-rispido 3.08 3.18 2.85 2.91 3.18 3.40 3.42 312 038
ST-quemante 5.34 5.01 4.87 4.89 5.30 5.42 5.7 528 036

EEM: error estdndar de la media; O= olor; A= aroma; G= gusto; ST= sensaciones trigeminales; medias con letras iguales no son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05); ": nimero de muestra que representa a ese perfil.
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Cuadro 2. Analisis de componentes principales de los atributos de los diferentes perfiles

encontrados por el panel entrenado.

% de Varianza % de Varianza
Componente Autovalor . .
explicada explicada acumulada
CP1 9.09 43.33 43.33
CP2 1.82 8.69 52.02
CP3 1.52 7.25 59.28
CP4 1.21 5.79 65.07
Total 13.64 65.07
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ABSTRACT

Bacanora is a Mexican distilled beverage made from agave, similar to tequila, mezcal and sotol, with
organoleptic characteristics that vary highly from producer to producer, because their traditional methods of
production. The aim of this study was to select native yeast involved in the artisanal process of fermentation
to produce Bacanora beverage. We perform an initial pre-selection based upon the phenotypic characteristics
of 580 strains of yeast, and then, based in the fermentation characteristics, to select some strains which satisfy
with desirable characteristics for the fermentation of sugars from the Agave angustifolia Haw. Three strains of
S. cerevisiae and three yeast non-Saccharomyces were evaluated in mixed culture. As expected,
Saccharomyces yeasts, produced at the end of the fermentation 8.27 = 0.24 g/L of biomass, 25.51 £ 1.19 g/L
of ethanol, with a volumetric productivity of ethanol production of 1.76+0.17 g/L/h, while the strains non-
Saccharomyces the parameters were 3.86 + 1.14 g/L, 15.56+ 1.68 g/L and 0.484+0.06 g/L/h respectively. The
yeast who dominated the course of the fermentation at the end of each culture was determined by PFGE and it
was found that in the mixed culture using three strains of S. cerevisiae, all were found at the end, but one of
them predominates, the yeast with the key 1101. In the mixed culture of non-Saccharomyces yeasts,
Torulaspora delbrueckii was the predominant yeast. The results showed that the native yeasts are adapted at
the agave juice used in the fermentation for Bacanora and the results obtained with the S. cerevisiae species
were better than the produced of Bacanora at the present obtained. The combined use which the predominant
Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts will introduce an important and positive impact in the process

and yields.

Keywords: Bacanora, Alcoholic fermentation, native yeast, mixed cultures.

INTRODUCTION

Bacanora is a Mexican distilled beverage made from agave, similar to tequila, mezcal and sotol, with
organoleptic characteristics that vary highly from producer to producer, because their traditional methods of
production. According to the Official Mexican Standards for Bacanora, the drink should be made only from
Agave angustifolia Haw and in the Denomination of Origin Bacanora (ADOB) [1, 28]. The process is similar

that of mescal, soltol and tequila. First the agave core is cooked in ovens with mezquite-wood, to hydrolyze
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the inulin, then cores are milling to obtain the must named “saite” and it is fermented by native yeasts. Finally
fermented agave must is distilled and standardized b the particular touch of each producer [1, 26, 10, 30, 35].
From the Mexican agave distilled beverages (tequila, mezcal, sotol and bacanora), only the tequila batches
keep a constant sensorial quality, because it is produced in large technificaty facilities. While mezcal, sotol
and bacanora have large variations in sensory quality, since they are produced using artisanal process, even
more mezcal, is made of different types of agave, not only from one species like sotol, tequila and bacanora
[27, 29]. In addition the fermentation is spontaneous that it is drive by the combined action of various species
of yeasts and bacteria and the species and species ratio change during the fermentation, dominating at the end
S. cerevisiae [21]. Also in the tequila industry, most companies use spontaneous fermentation, in many cases
by ignoring the benefits of using a yeast inoculums or by the policy of the company of keeping a natural
fermentation. In case of using yeast, Tequila companies use different strains of S. cerevisiae. Which generally
are yeasts for wine, beer or whisky fabrication and even bakery yeast, which although they are able to ferment

the tequila must, they are not the best suited to carry out this process [18].

It was observed that the typical quality and reproducibility of wine, has required the use of starter
cultures. However, although there are commercial yeasts for fermentation, is more effective the use of pure
cultures of yeasts from the same area where they will be used. It is believed that these yeasts called selected
local yeast are better, because they are completely adapted to the climatic conditions and the raw material, ie
the must to ferment and they are responsible for at least part of the unique characteristics of the beverage [21,
31]. It is important the native yeasts selection because they has different fermentation characteristics and it
was observed that despite the use of native yeasts, it is possible to obtain products of varying quality. Wondra
and Berovic [34], evaluated 29 native strains of Saccharomyces cerevisiae during wine making and found that
only one of these strains produced an excellent wine and 11 wines hah not good quality. The main phenotype
characteristics desirable to select a yeast as inoculum, are that they resist adverse factors such as high
concentrations of ethanol, low pH. In addition other desirable characteristic are a short lag phase, complete
consumption of fermentable sugars, glycerol and production of killer toxin. On the other hand productions of
undesirable characteristics are production of H,S, volatile acids and some of intermediate metabolites like

acetaldehyde and pyruvate [21].
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It was observed, in several studies, that the species and the strains of the yeast involved in
fermentation processes are different, even in the fermentations performed with a started culture [11]. Heart &
Fleet [19] assessed the evolution of some wines fermentation that were inoculated with S. cerevisiae, this
yeast dominated the fermentations course, but there was significant growth of other non-Saccharomyces yeast
species like Kloeckera, Candida y Hansenula. Lachance [20] identify various species of yeast, at different
points in the Tequila production like S. cerevisiae, Hanseniaspora, Pichia kluyveri y Candida krusei.
Arellano et al. [2] evaluated the kinetic parameters and the formation of volatile compounds from native
strains of S. cerevisie and Kloeckera sp isolated from agave juice for the tequila production and observed that
strains of S. cerevisiae behavior similar, and also Kloeckera species. However between these species, the

production of aromatic compounds was different.

These results support the idea that both species play an important role in the fermentation process for
the tequila production so they recommended the evaluation of mixed cultures. The objective of this work is to
select native yeast of Saccharomyces cerevisiae and non-Saccharomyces strains isolated during the alcoholic
fermentation process of bacanora production and evaluated the best yeast as started culture in the fermentation

of Agave angustifolia Haw. juice for production of bacanora.

MATERIALS AND METHODS

Yeast Strain. 205 strains of S. cerevisiae and 375 strains no-Saccharomyces yeast isolated from fermentation
tank bacanora-cultures in Sonora, México were used (Collection of the laboratory of Microbiology in the
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Hermosillo, Sonora, México). The yeasts were stored
at-70 °C in a YEPD medium (yeast extract 10g/L, peptone 20g/L and dextrose 20g/L) and 30% of glycerol.
Phenotypical characteristics of yeast. Utilization of 1% of glucose, fructose and inulin was assessed
according to Garcia-Galaz et al. [15]. Growth at 37 and 42 °C was evaluated in PDA (Potato Dextrose Agar,
Difco) plates acidified with tartaric acid 10%, and incubated 48 h [7]. Tolerance to ethanol was evaluated
according to Lachance [20], using 3, 5, 8, 10, 15 and 20% of ethanol. Growth at different pH was evaluated

on PDA plates, pH was adjusted with tartaric acid in a pH range from 2.5 to 7.5 in increments of 0.5 and
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incubated at 30 °C for 48 h. The determination of H,S production was performed by inoculating the strains on
plates of Bismuth Sulfite Agar (Difco) and incubating for 5 days at 30 °C [5]. Killer factor was also evaluated
using reference of killer-sensitive strain CECT 1018 and the Killer strain CECT 1891 [6, 32]. Yeast were
cultivated in YEPD broth 1.8 % of fructose was used in stead of glucose, absorbance at 600 nm was fallow
until stationary phase please was reached and from the growth kinetic the length of the lag phase was
determined. The analysis of phenotype characteristics were conducted by BioNumerics software (Applied
Maths 1998-2002), using UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arimetic Mean) and the DICE

coefficient.

Evaluation of mixed cultures as starter for bacanora production

Inoculum. S. cerevisiae and non-Saccharomyces (Torulaspora delbrucekii, Pichia membranefaciens
and Kluyveromyces marxianus) with the best phenotype characteristics were evaluated. Each of yeast were
inoculated in the fermentation medium, to obtain the pre-inoculum and the inoculum, the agave juice was
incubated by 12 h at 30 °C with low stirring (200 rpm). Two inoculums were used ones with three strains of
S. cerevisiae (key 46, 591 and 1101) and another with three species of non-Saccharomyces (Torulaspora

delbrucekii key 1227, Pichia membranefaciens key 807 and Kluyveromyces marxianus key251)

Fermentation. Juice from Agave angustifolia Haw filtered and sterilized was used, the sugar
concentration was adjusted at 12°Brix (55+3 g/L reducing sugars). The agave juice was supplemented with
ammonium sulfate (1g/L). Fermentations were carried in 3L bioreactor (Applikon, The Netherlands) at 30 °C
and 200 rpm, using 2.5 L of the agave juice and no-aeration. Yeast were inoculated to an initial concentration
of 2 x 107 cells/mL. Two fermentations were performed for each culture. The fermentation course was fallow
for 24 h and sampling was performed every hour during the first 12 h and every 2 hours the remaining 12
hours. The kinetic parameters specific growth rate ([), substrate consumed rate (r), ethanol production rate (
Iy ), biomass, ethanol yield (Y, Yps) as well as a maximal biomass production (X) were evaluated using the

statistical package NCSS 2007 (Kaysville, Utah, USA).

Analytical methods. Biomass concentration was estimated by total count using a neubauer chamber

and dry weigth. Total reducing sugar were determinate in previously hydrolyzed ferment must free of yeast by
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DNS method [24]. Viability was estimated after dying cells with methylene blue [9]. Ethanol concentration
was determined using an enzymatic method measurement in a YSI biochemical analyzer 2700 (Yellow Spring
Instrument). Karyotype technique was determined by pulsed clamp electrophoresis (PFGE) according to
Bruzanello et al. [4] with some modifications using zymoliase-20T (25 pg/mL, Seikaguru Corporation).
Saccharomyces cerevisiae YPH80 was used as molecular weight (Molecular Weigth log Biolabs Inc.). The

gel was stained with ethidium bromide and photograph with a GelDoc camera (BioRad).

RESULTS

AlL S. cerevisiae strains ferment glucose and fructose but only the 43% (88 strains) ferment inulin.
8.2% of the non-Saccharomyces yeast did not ferment glucose, 7.4 % were unable to ferment fructose and
57.3%could use inulin. 94% of the S. cerevisiae strains were able to grow at 37 °C and 64% at 42 °C, for the
non-Saccharomyces yeast 97.4% were able to grow at 37 °C and 95.8 % at 42 °C. All the yeast were able to
grow and resist ethanol concentrations from 3-15% and the 95% of S. cerevisiae yeast were able to resisted
20% ethanol and 95.7% of the non-Saccharomyces strains. Only 8 strains of S. cerevisiae strains were unable
to grow at pH 2.5 and 170 non-Saccharomyces strain were also unable. 17% of the yeasts S. cerevisiae were
able to produce H,S and the 16.5% of non-Saccharomyces yeast. The killer phenotype was present only in

three Saccharomyces yeasts, in 14 were killer-sensible and in 257 were killer-neutral.

The Figure 1 show the results of the analysis performed by the BioNumerics program, where the
coefficient Dice and UPGMA were used to obtain a dendrogram and it can observed a group or cluster with
the suitable characteristics recommended by Alvarez-Ainza et al. [1] for the Bacanora production. This group
is the cluster 8 and is constituted by 40 yeasts, 30 of S. cerevisiae and 10 of non-Saccharomyces. After of the
analysis of the phenotypic characteristics the analyses of the growth curves were done. These analysis show
that the latency phase were diverse in the different kind of yeast, where the non-Saccharomyces show
latencies phases until of 5 hours and the S. cerevisiae strains no more than 2.5 h. These results help to
determinate the yeasts that are adapted to the medium with fructose, fermentable carbohydrate present in the

agave juice (data no shown).
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Later three non-Saccharomyces yeasts, with the phase of latency minor to 2 h and different velocity
of grow were chosen to evaluate in mixed cultures. Likewise 3 different species of non-Saccharomyces were
chosen to be evaluated in mixed cultures: Kluyveromyces marxianus, Pichia membranefaciens y Toluraspora

delbrueckii.

The evolution of biomass, reducing sugar consumption and the production of ethanol with respect to
time, using the mixed cultures was plotted in Figure 2. Table 1 shows the kinetic parameters and the changes
in fermentation of each mixed culture. The development of the mixed cultures with Saccharomyces strains
was different at the mixed culture using non-Saccharomyces strains. The Saccharomyces strains grew faster
and in greater numbers than the non-Saccharomyces, which yielded the final biomass of 8.275 £ 0.24 g/L and
the direct reducing sugars, were consumed at 18-20 h of fermentation. Moreover, the mixed culture using the
non-Saccharomyces strains was slower and yielded a maximum rate of biomass produced from 3.8687+1.14
g/L and at 24 h the sugar levels have not been consumed entirely. On the other hand the ethanol production,
from the Saccharomyces strains were more efficient than non-Saccharomyces, where at the end of
fermentation the first one were able to produce 25.51+ 1.19 g/L with an ethanol, with a production rate of
1.76+0.17 g/L/h. While non-Saccharomyces strains produced 15.56 + 1.68 g/L of ethanol with a maximum

rate production of 0.484+0.06 g/L/h.

The technique of PFGE helps to found the yeasts strains that were dominating at the end of the
fermentation. Figure 3 show the karyotypes founded in the different cultures used. In mixed culture using S.
cerevisiae the strain with the key 1101 was the predominant at the end, but the other strains of S. cerevisiae
were not inhibited in the process. The three S. cerevisiae strains used in this culture were able to grow at the
end and were identifying by their chromosomal profile. When the non-Saccharomyces strains were used in
the cultures, the strain predominant were the specie of Torulaspora delbrueckii, and occasionally were

isolated some strains of Kluyveromyces marxianus.

DISCUSSION

The fermentation of carbohydrates were performed in order to assess the ability of yeast strains to

use these sugars in anaerobic conditions, since fermentation process takes place down under anaerobic
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conditions [33]. We assessed glucose, fructose and inulin, as in theory these are the sugars in the juice of
agave for the production of Bacanora, because when cooked agave “pifias" hydrolyzes the carbohydrate
reserve, are that the predominating with other no identified fructans. In the fermentation broth or “saite” the
largest concentration is of fructose, and glucose only slightly since the inulin is a fructan-type polysaccharide,
which consists of 20 to 60 monomers of fructose, and glucose units terminal, which can be separated either
enzymatic or heat treatment. In the Bacanora process is by a thermal treatment, however during the cooking
process cannot hydrolyze all the inulin present in the “pifias”, therefore also we assessed whether these yeast

strains ferment inulin.

The tolerance or ability to grow at 37 and 42 °C was tested in base to the reports for the fermentation
of Tequila and whisky. Optimum temperature for yeasts growth is 35 °C, but this temperature may increase
during the process from 2 or 3 degrees and in summer, it has been observed that process reaches until 40 °C
for Tequila fermentation [16]. In the development of production of Bacanora, we can take into account the
weather conditions in the region to select yeasts; they will be more thermotolerant so that temperatures from
the region evidence that was up to 42 °C. The ability for ethanol tolerance of yeast was performed by the
recommendations of Lachance [20] in that work, most of the Saccharomyces strains resisted until 11%

ethanol, and in the present work almost all the yeasts resist the 20%.

Moreover, in musts fermented of cane juice and agave are achieved between 4 and 6.5% ethanol, so
the native strains involved in the process of developing Bacanora have this great quality [18].The pH of the
must in most cases is around 5 and 6, in some cases lower [14], so in this study we determined the survival of
yeast at different pH. Moreover, also evaluated the production of H,S on each of the strains, it has been
observed during fermentation, that this feature is a disadvantages in the wine aroma [5, 21]. It has not been
reported whether this feature can affect the final alcoholic beverages like wine. In Bacanora process we did
not found some information, but was taken into account because during the fermentation the broth may
deteriorate and cause unwanted odors and flavors. Some visited producers commented about the sulfur aroma
(rotten eggs) of the “saite” in fermentation, producing economic losses because “saite” is dismissed (personal
communication). Killer phenotype may represent a mechanism of antagonism between yeasts during

spontaneous fermentation process [6, 32]. The native populations may be a relatively high number of killer-
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resistant strains to the toxin and low presence of strains with killer-killer phenotype. Moreover killer native
populations in a given area could put in interrogative the inoculation of a killer-sensitive strain selected for
observe its best oenological characteristics. It is then recommended to select those strains that show the killer-

neutro o killer-killer phenotype, because it favors when are used as starter culture [32].

Of the group of 580 strains isolated, currently have 40 strains that meet these characteristics, as
shown in Figure 1. By the analysis in BioNumerics software it is shown the percentage of similarity among
the phenotypic characteristics of S. cerevisiae strains. Dendrogram shows 28 groups or clusters from which
the cluster 8 is the most interesting for the fermentation of Bacanora, as is the group of strains that have
desirable characteristics for the development process of Bacanora. These characteristics are that ferment three
carbohydrates tested, grow up to 42 °C and low pH (2.5), tolerate high concentrations of ethanol (20%) and

possess the killer or neutral phenotype [1].

The kinetic parameter evaluated obtained in the fermentations, indicate the degree of adaptation of
the microorganisms to the culture and if they are adapted to it. In this study the yeasts in mixed cultures were
able to grow and achieve a transformation of sugars into ethanol, similar results were reported by Arellano et
al. [2]. Should be noted here that in the case of mixed cultures there is also a competition between the
inoculated strains and the best adapted will be the predominant. In the study made by Arellano et al. [2] the
species of S. cerevisiae and Kloeckera sp strains were used in monocultures. Our results are different with the
reported by Di Serio et al (2003) who evaluated baker yeast on YEPD medium and other medium made with
molass and different salts. The values reported by Di serio et al [8] of the maximum growth rate and the rate
of biomass yield per substrate consumption are bigger than our results. This means that the medium YEPD
and the molass are more completed than the agave juice or the agave juice has some kind of inhibitors that
affect the yeast, like some maillard compounds produced in the cooking of the agave, like the furfural. On the
other hand the results obtained are encouraging because the producer of Bacanora obtained less than 20 g/L of

ethanol in their fermentations.

According to the data obtained from the culture of non-Saccharomyces strains, these yeasts are less

efficient in fermentations, because they are more susceptible than Saccharomyces strains, possible they are
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affected by nutritional limitations and vitamins, which are loss during cooking of the “pifia” due to
degradation by heat and/or toxic compounds such as ethanol and some other. The strains of Saccharomyces
and non-Saccharomyces that prevailed at the end in each culture, must share similar phenotypic
characteristics. Possibly these are more adapted to the conditions of the agave juice that becomes increasingly
hostile, by the concentrations of ethanol or toxic compounds that can be found as well as the limitations of the
medium [19]. It is reported that non-Saccharomyces species are often found in alcoholic fermentations of
different products, in wine are reported that the participation of non-Saccharomyces yeast have an important
impact in the final aroma. And also has been observed that the species used in this study like Torulaspora

delbrueckii can be used to improve products modulating sensory parameters such as acidity [3].

CONCLUSIONS

The phenotypic characteristics of 580 native yeasts were evaluated. 40 yeasts count with the suitable
phenotypic characteristics for the Bacanora production. The native S. cerevisiae present more adaptation at
medium with fructose than the native yeast of non-Saccharomyces. The kinetic parameters measured show
that the yeast probed was allowed to grow in the agave juice. The native yeast was not inhibited by the toxins
that the medium could be have. The biomass and the maximum rate of sugar consumption as an indication of
adaptation to the agave juice (the raw material) as have been reported in the must of Tequila. Taking into
consideration the operating conditions of fermentation of a Tequila industry, the results are encouraging
because they were similar to those reported in other studies, and a best yield of ethanol was obtained than the
artisan producers who make Bacanora. The combined use of these predominant yeasts will be present an

important positive impact in the process and also in the aroma of the final product.
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Figure 1 Dendrogram of the phenotypic characteristics of the yeast of S. cerevisae and non-Saccharomyces

obtained by the BioNumerics program, where the coefficient Dice and UPGMA.

30

45

a0

75

Do o N

o [Tl

o o = },N

[ B o=

o M

Mg e 2

o w oz ¢ o o
z 5—‘—“6‘_ L B
5E£ 3 22 553 2
23 ¢ £ Z (5 — [
[ e MM H E )
HoE B U U A4 U
|

]

[ |

|

[ |

|

L | [ | L | |

Cluater1.8

Cluster7

Clusterd

Clustard
Clustar 10

Cluster 11
Clustor 12

Clusber 13

Cluster 14

T char 447

¥ Cluzer 1843

1CIulhrNJO

14



Figure 2 Kinetic profiles of the fermentation of the cultures with S. cerevisiae (1) and non-Saccharomyces
(m) ARD: reduction sugar concentration profile; Ethanol: ethanol concentration profile; Biomass: biomass

concentration profile.
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Figure 3 Karyotypes of the yeast founded at the end of the cultures mixed probed.

M 1 2 3 M 4

M: molecular weight of S. cerevisiae YPH80; 1-3, S. cerevisiae strains isolated at the end of the fermentation;
4, K. marxianus control; 5, P. membranefaciens control; 6, Torulaspora delbrueckii control; 7-10, strains
isolated at the end of the fermentation from the culture no-Saccharomyces.
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Table 1 Kinetics parameters of growth and fermentation of mixed cultures of strains S cerevisiae and non-

Saccharomyces.
Parameter S. cerevisiae no-Saccharomyces Statistical
culture culture difference
U (per h) 0.29 £ 0.09 0.24 +0.06 0.6418
rs (g/L/h) 3.84+0.12 1.03+£0.22 0.0008*
r, (g/L/h) 1.76 £0.17 0.48 £0.03 0.0000*
Yys (g/2) 0.07 £0.02 0.24 +0.03 0.0733
Yois (8/8) 0.45 +0.06 0.47 +£0.03 0.8584
Biomass (g/L) 8.27+0.24 3.86+1.14 0.0331*
Total Alcohol (g/L) 255+1.19 15.56 = 1.68 0.0179*
Fermentation time (h) 18 >24

*P < 0.05, M. specific rate of growth; r,, substrate consumed rate; I, ethanol production rate; Yy, yield of
biomass produced by mass substrate consumed; Y, yield of ethanol produced by substrate consumed.
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