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RESUMEN GENERAL 

Ozonización para la estabilidad microbiológica, calidad fisicoquímica y 
nutracéutica de aguamiel de Agave salmiana  

La savia de A. salmiana (aguamiel) cuenta con atributos nutricionales, 
nutracéuticos y alto contenido de carbohidratos, que permiten el desarrollo de un 
consorcio de microorganismos y hace esta bebida altamente perecedera. El uso 
de tecnologías emergentes ha mostrado la disminución de microorganismos y 
preservación de compuestos bioactivos. El objetivo de este estudio fue evaluar 
el efecto de la aplicación de ozono sobre la estabilidad microbiológica, 
fisicoquímica y nutracéutica de aguamiel. Mediante un modelo de regresión lineal 
se comparó el uso de placas 3M-PETRIFILM® contra el método convencional. 
Ello, para validar su equivalencia y elegir el mejor método en el recuento de 
microorganismos en aguamiel. Se evaluó el efecto de 0 (testigo), 3, 6, 9 y 12 min 
de aplicación de ozono en muestras de aguamiel y almacenado durante 12 h a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se evaluó el efecto de los mejores 
tratamientos de ozono y se les aplicó una reozonización a las 48 h de tiempo de 
almacenamiento, hasta acumular 72 h en almacenamiento. Se usó un modelo 
mixto con diseño en bloques completos aleatorios y el método de Tukey-Kramer 
(α=0.05). Se aplicó el método convencional, dado que las placas 3M-
PETRIFILM® sobreestimaron el conteo de microorganismos en aguamiel. El 
efecto de 12 min permitió mayor reducción de la población total de 
microorganismos (PTM) durante 12 h (7.26 a 6.85 log10mL-1). En la vida de 
anaquel, el ozono conservó una baja PTM (6.35 log10mL-1) y actividad 
antioxidante (AA) con respecto al testigo. A mayor tiempo de almacenamiento, el 
pH, los SST, la concentración de compuestos fenólicos solubles totales (CF) y 
AA, disminuyeron. La reozonización redujo la AA del aguamiel. La aplicación del 
ozono logró mantener una baja PTM con respecto al testigo durante 48 h, sin 
embargo, no conservó las propiedades fisicoquímicas y nutracéuticas del 
aguamiel.  
 
Palabras clave: microorganismos, savia, anaquel, ozonización, preservación. 
 
 
 
 
Tesis de Maestría en Ciencia y Tecnología Agroalimentaria, Departamento de Ingeniería 
Agroindustrial, Universidad Autónoma Chapingo  
Autor: Alejandra Cristina Corona Pérez 
Director de Tesis: Dr. J. Joel Enrique Corrales García
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GENERAL ABSTRACT 

Ozonation for microbiological stability, physicochemical and nutraceutical 
quality of Agave salmiana mead 

The sap of A. salmiana (mead) has nutritional attributes, nutraceutical and high 
carbohydrate content, which allow the development of a consortium of 
microorganisms and make this beverage highly perishable. The use of emerging 
technologies has shown the reduction of microorganisms and preservation of 
bioactive compounds. The objective of this study was to evaluate the effect of 
ozone application on the microbiological, physicochemical and nutraceutical 
stability of mead. A linear regression model was used to compare the use of 3M-
PETRIFILM® plates versus the conventional method; mainly to validate the 
methods equivalence and to choose the best one for microorganism counting in 
mead. Then, the effect of 0 (control), 3, 6, 9 and 12 min of ozone application on 
mead samples was evaluated after 12 h of storage at room temperature. 
Subsequently, the effect of the best ozone treatments was chosen and a 
reozonization was applied after 48 h of storage, then the mead was storage to 
complete 72 h. A mixed model with a randomized complete block design and the 
Tukey-Kramer method (α=0.05) were used. The conventional method was 
selected because the 3M-PETRIFILM® plates overestimated the count of 
microorganisms in the mead. The 12 min treatment had the maximum reduction 
of the total population of microorganisms (MTP) during 12 h (7.26 to 6.85 log10mL-

1). The mead with the ozone treatment retained a low MTP (6.35 log10mL-1) and 
antioxidant activity (AA) compared to the control during the shelf life. An increment 
of the storage time of the mead decreased the pH, TSS, the concentration of total 
soluble phenolic compounds (CF) and AA. The application of ozone keeps a low 
MTP with respect to the control for 48 h; however, the physicochemical and 
nutraceutical properties of the mead were lost. 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

El género Agave es endémico de América, con 211 especies conocidas que 

predominan en provincias áridas y semiáridas (Garcia-Mendoza, 2018). Al menos 

75 % de las especies se distribuyen en México, por lo que es considerado posible 

centro de origen (García-Mendoza, 2007; Narváez, Saldaña, Martínez, & 

Jiménez, 2016). Los agaves son fuente de diversos productos, tales como: 

alimentos, medicamentos, fibras, bebidas alcohólicas (tequila, mezcal, 

aguardiente, sotol y pulque), forraje y biomasa para la producción de 

biocombustibles (García-Herrera et al., 2010).  

Uno de los agaves de larga tradición es el maguey pulquero, recurso importante 

en las regiones áridas y semiáridas de la altiplanicie central de México, y su 

principal producto es el aguamiel, substrato fermentable para la elaboración de 

pulque (Reyes, Peña, Aguirre &  Mora, 2019). Existen diversas especies 

pulqueras: A. americana, A. atrovirens, A. ferox, A. mapisaga y A. salmiana 

(Santos, Leal, Cortes & Gutierrez, 2012); sin embargo, no todas las especies de 

agave son adecuadas para la extracción de aguamiel. La edad de 

aprovechamiento para la obtención de aguamiel del agave fluctúa entre los 8 y 

10 años (Chagua-Rodríguez et al., 2020).  

El aguamiel se define como la savia comestible, extraída del cajete o cavidad 

central de plantas de agave maduras, su consumo es en fresco, fermentado o 

concentrado (Leal et al., 2015); es un líquido rico en carbohidratos, de color que 

varía de blanco tenue a amarillo claro, olor a azúcares y dulces, sin presencia de 

espuma, y un pH estable cercano al neutro (Chagua-Rodríguez et al., 2020; 

Bautista & Arias, 2008; Bautista, 2006), lo que constituye una matriz acuosa que 

hace al aguamiel favorable como sustrato para el desarrollo y obtención de   

microorganismos y muy sensible a procesos fermentativos espontáneos  en el
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propio cajete del agave (Chagua-Rodríguez et al., 2020). Por otra parte,el 

aguamiel contiene compuestos bioactivos como saponinas, vitaminas, 

aminoácidos, compuestos fenólicos y ácidos grasos, que lo hacen un posible 

alimento funcional (Contreras & Guzmán, 2018). Así, la producción de aguamiel 

puede aprovecharse para elaborar diversos productos. La producción de Agave 

salmiana es un motor económico en regiones rurales áridas y semiáridas, cuyos 

productores muestran una alta incidencia de pobreza.  

A. salmiana es una especie importante en Valle del Mezquital, Hidalgo, región 

semiárida del centro de México donde se localiza el municipio de Cardonal, 

principal productor de agave pulquero, el cual representa una de las principales 

fuentes de ingresos para la población de la región, con la obtención de diferentes 

productos de importancia económica, histórica y cultural, tal como el aguamiel, 

gusano de maguey, escapo floral, cutícula y las pencas (Narváez et al., 2016. 

Además, este cultivo tiene importante impacto ecológico dado que evita la 

erosión del suelo, al ser usado como cerca viviente. El principal aprovechamiento 

del cultivo en la región de estudio es la obtención de aguamiel de A. salmiana 

(García et al., 2016). En Cardonal, Hidalgo se localiza la comunidad rural 

Durango Daboxtha, constituida por campesinos del pueblo originario ñañú, 

quienes crearon la Sociedad S.P.R de R.I. denominada “Xamini”, (S.P.R. de R.I. 

“Xamini”) cuya agroindustria procesa el aguamiel para producir jarabe de agave. 

Sin embargo, factores como el cambio de uso de suelo, los problemas 

fitosanitarios de A. salmiana, la sobreexplotación del cultivo y la falta de nuevas 

plantaciones han ocasionado insuficiente materia prima para la producción de 

jarabe. Esto, conduce a un proceso productivo por lotes, implicando tiempos 

prolongados de espera y complicando el control de la actividad microbiana que 

causa la fermentación del aguamiel, condición que la desecha para elaborar 

jarabe, puesto que afecta el sabor, el contenido de azúcares y el rendimiento.  

Los tratamientos térmicos son los procesos más utilizados para conservar los 

alimentos, pero debido a las altas temperaturas que se requieren, estas pueden 

afectar las propiedades organolépticas y nutricionales en algunos alimentos en 
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comparación con las tecnologías no convencionales (Barbosa-Cánovas & 

Bermúdez-Aguirre, 2010; Figueroa-Sepúlveda et al., 2021). Actualmente, el 

desarrollo de nuevas tecnologías no térmicas para alargar la vida útil de los 

alimentos, tales como los campos eléctricos pulsados, altas presiones, cool 

plasma, los pulsos de luz y el ozono, entre otras, han demostrado ser alternativas 

para conservar la calidad final de los productos alimenticios (Akyildiz & Akdemir, 

2016; Almeida et al. 2015).  

 

Por lo tanto, es necesario la búsqueda de una tecnología no térmica para 

incrementar la vida de anaquel y conservar al máximo las características 

nutricionales y sensoriales del aguamiel, dada su insuficiente disponibilidad para 

un proceso continuo en la elaboración de jarabe. Una alternativa, aún no aplicada 

en el acondicionamiento del aguamiel, es la ozonización, tratamiento no térmico, 

como una tecnología emergente y ecológica de inocuidad, debido a su 

significativa actividad desinfectante y antimicrobiana (Pandiselvam, Sunoj, 

Manikantan, Kothakota & Hebbar, 2017).  

 

Esta alternativa requiere de investigación experimental para buscar las 

condiciones de ozonización que permitan controlar el crecimiento microbiano del 

aguamiel. Con ello, se contribuiría a mejorar el proceso agroindustrial, esto 

mediante la conservación de la calidad del aguamiel (tal que preserve sus 

características fisicoquímicas y algunos compuestos con propiedades 

nutracéuticas), reducir los costos de producción, conocer, valorar y rescatar una 

bebida de alto potencial cultural.  Por lo tanto, la ozonización podría ser un 

método alternativo y económico en la reducción de la actividad microbiológica del 

aguamiel durante su acumulación, previo a su proceso para obtener jarabe.  

 

Con la presente investigación se espera que la aplicación de ozono en aguamiel 

permita reducir la actividad microbiana y con ello, preservar su calidad e 

incrementar su vida útil como materia prima para elaborar jarabe. Así, el objetivo 

de esta investigación fue evaluar el efecto de la aplicación de ozono sobre la 
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estabilidad microbiológica, fisicoquímica y nutraceútica de aguamiel de A. 

salmiana.  

Para lograr lo anterior, en este trabajo de investigacion se desarrollaron cuatro 

etapas, las cuales se describen a partir del Capítulo 3 de la presente tesis. 

El Capítulo 3 se enfoca en el estado del arte de la descripción botánica, 

distribución, cultivo y fisiologíadel género Agave específicamente sobre la 

especie A. salmiana. Posteriormente, se describe el principal producto obtenido 

de esta especie, denominado aguamiel, su recolección, composición química, 

nutricional y nutraceútica, asi como su uso agroindustrial. Finalmente, se expone 

el uso y características de la aplicación de ozono como una tecnología alternativa 

utilizada para la conservación de alimentos, así como para la estabilidad 

microbiológica, fisicoquímica y nutraceútica del aguamiel de A. salmiana. Con 

ello,  promover su estudio, difusión, producción, consumo y uso agroindustrial .  

El Capítulo 4 con el fin de establecer un método apropiado para recuento de 

microorganismos en aguamiel, se reporta la comparación entre un método 

estandarizado (convencional), mediante la siembra en medios de cultivo y un 

método rápido mediante la siembra en placas 3M-Petrifilm® para el recuento de 

mesófilos aerobios, coliformes y levaduras totales en aguamiel de A. salmiana. 

El Capítulo 5 se evaluó el efecto de la aplicación de 0, 3, 6, 9 y 12 min de ozono 

en aguamiel sobre la poblacion total de microorganismos y variables 

fisicoquimicas (pH y SST) del aguamiel de A. salmiana.  

El Capítulo 6 comprende el estudio del efecto de la aplicación de los mejores 

niveles de tiempo de exposición de ozono (0, 6 y 12 minutos) y una reozoniación 

(en aguamiel con 48 h de almacenamiento) sobre la cuantificación de la población 

total de microorganismos (PTM), propiedades fisicoquímicas (pH, sólidos 

solubles totales y acidez titulable), la calidad nutracéutica (compuestos fenólicos 

solubles totales y actividad antioxidante) y sobre la cantidad de etanol producido. 

 



5 
 

2. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de la aplicación de ozono sobre la estabilidad microbiológica, 

fisicoquímica y nutracéutica de aguamiel de A. salmiana  

Objetivos específicos 

Comparar el método convencional y método rápido (3M-Petrifilm®) para el 

recuento de mesófilos aerobios, coliformes totales y levaduras en aguamiel de A. 

salmiana. 

Establecer el método apropiado del recuento de microorganismos para evaluar 

el efecto del tiempo de aplicación de ozono en aguamiel. 

Establecer las condiciones apropiadas de aplicación de ozono en aguamiel de A. 

salmiana Otto ex Salm-Dyck para reducir su actividad microbiológica. 

Evaluar el efecto del tiempo de ozonización (0, 3, 6, 9 y 12 min) en la reducción 

de la actividad microbiana del aguamiel de A. salmiana.  

Evaluar el efecto de la aplicación de ozono de los mejores tratamientos obtenidos, 

previamente y la aplicación de una reozonización sobre la estabilidad 

fisicoquímica (pH, sólidos solubles totales y acidez titulable), nutracéutica 

(compuestos fenólicos) y actividad antioxidante. 

Evaluar el efecto de la aplicación de ozono y reozonización sobre la producción 

de etanol (% v/v) en aguamiel de A. salmiana. 

Hipótesis 

La aplicación de ozono reducirá la actividad microbiológica del aguamiel, 

redundando en la preservación de las propiedades fisicoquímicas, calidad 

nutracéutica y actividad antioxidante del aguamiel de A. salmiana. 
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3. REVISIÓN DE LITERATURA 

3.1. Familia Agavaceae 

La familia Agavaceae fue propuesta por Endlicher, quien tomó como tipo 

nomenclatura al género Agave, incluyendo además al género Furcraea (García-

Mendoza & Galván 1995). Dentro de la familia Agavaceae existen ocho géneros 

reconocidos (Yuca, Hesperaloe, Furcraea, Beschoria, Agave, Manfreda, 

Polianthes y Prochnyanthes), entre ellos el género Agave (García-Mendoza, 

1995; Good-Avila et al., 2006), el cual es el género con mayor riqueza en México 

(Villaseñor, 2016).  

3.1.1. Género Agave: clasificación y distribución 

El género Agave fue clasificado por Gentry (1982) en dos subgéneros de acuerdo 

a la forma de su inflorescencia: Littaea que incluye a todas los agaves con 

inflorescencia espigada y el subgénero Agave con inflorescencias paniculadas o 

ramificadas (García-Mendoza, 2007), en 20 grupos, 211 especies, 20 

subespecies, 30 variedades y 7 formas (López, Compés et al., 2017). La 

clasificación taxonómica del género Agave ha sido objeto de controversias, por 

lo que aún no está totalmente delimitada, debido a su gran variación fenotípica y 

genotípica, incluso dentro de la misma especie y de una misma población 

(Verduzco-Martínez et al., 2009). 

El género Agave pertenece a la familia Agavaceae, es endémico de América. Se 

distribuye del norte de los Estados Unidos de América, hasta Colombia y Brasil. 

También se encuentra presente en algunos países del continente Africano, 

Europeo y de Oceanía (Global Biodiversity Information Facility [GBIF], 2018).
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De las 211 especies que integran el género Agave, 159 están distribuidas en 

territorio mexicano, de las cuales 36 pertenecen a categorías infraespecíficas 

(categorías de nomenclatura taxonómica inferiores a la especie) y 119 son 

endémicas (García-Mendoza, 2011). Por este motivo, México es considerado el 

centro de origen y distribución del género Agave (González- Castillo & Quintos-

Escalante, 2006; Colunga, 2018; García-Mendoza, 2011). 

3.2. Agaves pulqueros 

Las principales especies de magueyes pulqueros se encuentran dentro del 

subgénero Agave en la sección Salmianae, grupo con gran variabilidad 

morfológica y grados de domesticación (Gentry, 1982; Mora-López, Reyes-

Agüero, Flores-Flores, Peña-Valdivia & Aguirre-Rivera, 2011). Dentro de las 

especies pulqueras se encuentran: Agave americana L., A. americana L. var. 

americana, A. atrovirens Karw. ex Salm-Dyck, A. ferox K. Koch, A. hookeri Jacobi, 

A. mapisaga Trel., A. marmorata Roezl, A. salmiana Otto ex Salm-Dyck, A. 

salmiana Otto ex Salm-Dyck subsp. salmiana, A. scaposa Gentry y A. 

seemanniana Jacobi (Álvarez-Duarte et al., 2018; García-Mendoza, 2011; 

Gentry, 1982; Mora-López et al., 2011). El Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck, 

es endémico de México y se encuentra presente en Coahuila, Colima, Durango, 

Estado de México, Hidalgo, Puebla, San Luis Potosí, Tlaxcala y Zacatecas 

(Chávez-Güitrón et al., 2019). 

3.2.1. Producción de Agave salmiana 

Los principales estados productores de maguey pulquero son Hidalgo, Puebla, 

Tlaxcala y Estado de México (Servicio de Información Agroalimentaria y 

Pesquera [SIAP], 2020). Se estima que alrededor de 27 especies crecen en el 

estado de Hidalgo, entre ellas A. salmiana, una de las especies de agave con 

mayor número de variedades y una de las principales especies pulqueras. 

(Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad [CONABIO], 

2013). En el año 2019 se tenía en todo el país una superficie total de 8 388.50 

ha de maguey pulquero; sin embargo, para el año 2020 la superficie sembrada 
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de maguey pulquero se redujo a una superficie total 7 421.05 ha, en donde el 

Estado de Hidalgo es el primer productor de maguey pulquero con una superficie 

sembrada de 4 858.20 ha, seguido de Puebla con 814 ha, Tlaxcala con 648 ha, 

y el Estado de México en cuarto lugar con una superficie sembrada de 369 ha 

(Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2020). 

3.2.2. Usos y aprovechamiento  

Los agaves son fuente de diversos productos, tales como: alimentos, 

medicamentos, fibras, bebidas, combustible, forraje y biomasa para la producción 

de biocombustibles. En general, los productos obtenidos de primera instancia y 

de mayor valor agregado son: aguamiel del cual se deriva el pulque, las cutículas, 

pencas y gusanos de maguey (para uso gastronómico). Sin embargo, la 

obtención de aguamiel es el principal uso de casi todas las especies pulqueras 

(75 %) (Reyes-Aguero, Peña-Valdivia, Aguirre-Rivera & Mora-Lopez, 2019). 

3.3. Aguamiel 

El aguamiel, es savia extraída de diversas especies de agave (Agave spp.) 

(Guzmán-pedraza & Contreras-esquivel, 2018), entre las cuales se encuentran 

Agave atrovirens, A. americana, A. ferox, A. mapisaga, y A. salmiana (Ortiz-

Basurto et al., 2008). El aguamiel es un líquido translúcido que llega a tener un 

color ámbar, de un pH cercano a la neutralidad y con un ligero olor herbal cuando 

se encuentra recién secretado (Guzmán-pedraza & Contreras-Esquivel, 2018); 

contiene azúcares como glucosa, sacarosa y fructosa, fructanos, gomas, 

proteínas, minerales, vitaminas, aminoácidos, saponinas y compuestos fenólicos 

(Enríquez-Salazar et al., 2017; Muñiz-Márquez et al., 2015; Ortiz-Basurto et al., 

2008; Romero-Lopez et al., 2015). No obstante, estos componentes dependen 

del medio natural en el que se desarrollan los agaves, temporada y la especie 

(García et al., 2016). 
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3.3.1. Proceso de obtención  

La obtención del aguamiel comienza con la preparación del maguey, el cual debe 

ser un maguey de 8 a 10 años de edad (Chagua-Rodríguez et al., 2020). En la 

zona de cañadas y planicies de la región del Valle del Mezquital el A. salmiana 

cv. xamini inicia su preparación entre los 7 u 8 años, mientras que en la zona de 

cerro o lomerío entre los 10 y 12 años (Hernández et al., 2014).  

Se cortan todas las pencas tiernas del centro de la planta, para evitar que el 

escapo floral utilice los azúcares de la planta (Chagua-Rodríguez et al., 2020). 

Se realiza el capado (picazón) en la base de la piña y  se dejan orar (añejar el 

aguamiel) durante un periodo de aproximadamente 90 días, durante este tiempo 

la savia se acumula por exudación (Chagua-Rodríguez et al., 2020; Hernández 

et al., 2016). Seguido, la recolecta de aguamiel se realiza cada 12 h, después de 

raspar la cavidad hecha al agave, y el periodo de producción oscila de 4 a 6 

meses (Sela et al., 2008). 

3.3.2. Componentes químicos del aguamiel 

El aguamiel contiene agua, sacarosa, glucosa, fructosa, goma, proteínas, 

minerales y vitaminas (Estrada-Godina et al., 2001; Ortiz-Basurto et al., 2008); 

también contiene 11 % de inulina prebiótica en peso fresco (Cruz-Guerrero, 

Olvera, García-Garibay & Gómez-Ruíz, 2006; Martinez, 1999). Romero-López et 

al., (2015) caracterizaron los compuestos siguientes en el aguamiel (A. 

atrovirens): 89.61 % de humedad, 3.50 % de proteína, 3.10 % de cenizas, 61.31 

% azúcares reductores totales (32.63 % fructosa y 28.68 % glucosa), mientras 

que el contenido de fructo-oligosacáridos fue 15.51 %. El aguamiel es una bebida 

de gran interés debido a su contenido de compuestos bioactivos como saponinas, 

antioxidantes, vitaminas, aminoácidos y ácidos grasos, que lo hacen una posible 

bebida funcional (Guzmán-pedraza & Contreras-esquivel, 2018). 

3.3.3. Importancia nutricional 

Las propiedades nutricionales de aguamiel han sido ampliamente documentadas 

(Silos-Espino et al., 2007). Si se le adiciona un microorganismo probiótico puede 
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aumentar aún más el valor nutricional del aguamiel (Ramirez & Yañez, 2014). 

Martinez (1999) y Silos-Espino et al. (2007) mencionan que el aguamiel contiene 

aproximadamente 11 % de inulina (materia seca), mientras que el contenido de 

hierro y zinc es de 2.15 y 1.41 mg 100 g-1, respectivamente; niveles 

considerablemente más altos que los encontrados en la leche. Mientras que 

Tovar-Robles et al. (2011) reportaron el contenido de Fe, Zn, Mg, Ca y P en 

concentraciones de 0.15, 1.03, 0.97, 24.53 y 12.77 mg 60 mL-1, respectivamente 

en aguamiel de A. salmiana. Por su parte, Silos-Espino et al. (2007) 

recomendaron una ingesta de aguamiel de medio litro, a fin de que una persona 

pudiera obtener aproximadamente el 60 % de las necesidades diarias de Fe y 

Zn.  

3.3.4. Importancia nutracéutica 

Las tendencias mundiales de la alimentación indican un interés acentuado de 

los consumidores hacia ciertos alimentos (Alvídrez-Morales, González-Martínez 

& Jiménez-Salas, 2002). Los nutracéuticos han revolucionado en el mercado por 

ser ingredientes o compuestos bioactivos de origen natural que se usan como 

complementos en la alimentación. Estos productos tienen como propósito 

mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades e incrementar la calidad de 

vida (Meléndez-Sosa et al., 2020).  

Los nutracéuticos son sustancias consideradas como alimento o como parte de 

éste y que proporciona beneficios a la salud, incluyendo la prevención o el 

tratamiento de una enfermedad (Leonard, 2006; Valencia, 2009;). La clasificación 

de los nutracéuticos, por mecanismo de acción, se divide según las funciones 

metabólicas y fisiológicas sobre las que actúan (Jiménez et al., 2015). Entre ellos 

se pueden reconocer los agentes antioxidantes, reguladores del metabolismo 

lipídico, antiinflamatorios e inmunorreguladores, osteogénicos y que tienen 

actividad anticancerígena (Balcerczyk et al., 2014; González-Sarrías et al., 2013; 

Paparo et al., 2014; Prabu et al., 2012; Martinez & Herradora, 2019). Con base a 

la naturaleza química los nutracéuticos pueden ser clasificados como: fuentes 
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proteicas, carbohidratos, lípidos, además de micronutrientes como metales y los 

compuestos por bacterias (Rojas et al., 2015). 

El aguamiel puede ser considerado como un producto natural con propiedades 

nutracéuticas, dada su composición (compuestos prebióticos como los 

fructooligosacáridos, compuestos bioactivos como saponinas, vitaminas y 

aminoácidos) (Guzmán-pedraza & Contreras-esquivel, 2018). Tovar-Robles et al. 

(2011) informaron que en aguamiel la actividad antioxidante y concentración de 

compuestos fenólicos era casi el doble que el jugo de naranja mezclado con 

extracto de nopal. Por otra parte, se ha reportado que la capacidad antioxidante 

del aguamiel destaca sobre la papaya, el nopal, el aguacate, el mango y la 

chumbera (Corral-Aguayo et al., 2008). Aunado a lo anterior, el contenido de 

ácido ascórbico en aguamiel es de aproximadamente 0.8 g en base seca (Tovar-

Robles et al. 2011).  

3.3.5. Capacidad antioxidante 

Los antioxidantes son compuestos que tienen la capacidad de interactuar con los 

radicales libres y parar a las reacciones en cadena, los radicales libres son 

causantes de  estrés  oxidativo y este a su vez está relacionado con fenómenos 

de padecimientos sobre la salud humana, de esta manera el beneficio del 

consumo con alto contenido de antioxidantes genera control en el crecimiento y 

multiplicidad de radicales libres, reduciendo así el riesgo a sufrir de 

enfermedades degenerativas (Chagua-Rodríguez et al., 2020). 

 

Actualmente, existe un  aumento de enfermedades degenerativas que demandan 

el consumo frecuente de alimentos con gran potencial antioxidante que ayuden 

a inhibir el efecto de los radicales libres (Chagua-Rodríguez et al., 2020). Por tal 

motivo, la capacidad antioxidante de los alimentos ha recibido mucha atención 

por parte de los consumidores (Yoshimura et al., 2016). 

 

La eficiencia de los antioxidantes depende de las características químicas del 

alimento que provee este tipo de compuestos (Oroian & Escriche, 2015; Pérez-
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Cabeza et al., 2018). Los antioxidantes abarcan diferentes clases de compuestos 

que pueden interferir en los ciclos oxidativos para inhibir o retardar el daño 

oxidativo de las biomoléculas. Las principales clases de compuestos con 

actividad antioxidante son: vitaminas (vitamina C y vitamina E), carotenoides 

(carotenos y xantofilas) y polifenoles (flavonoides, flavonoles, flavonas, 

flavanonas, antocianinas, isoflavonas, ácidos fenólicos, taninos, estilbenos y 

lignanos) (Oroian & Escriche, 2015), que son fuertes antioxidantes y contribuyen 

significativamente a la capacidad antioxidante total de los alimentos (Zavala et 

al., 2007). 

Los agaves son fuente de flavonoides con importancia como antioxidantes 

(Almaraz-Abarca et al., 2013). Así, Bautista & Arias (2008) mencionan que el 

aguamiel es una fuente rica de antioxidantes, por su contenido de vitamina C 

(14.82 mg 100 g-1 aguamiel). Tovar-Robles et al. (2011) indicaron que el aguamiel 

proveniente de A. salmiana mostró una actividad antioxidante adecuada, en 

comparación con otras bebidas (jugo de naranja mezclado con extracto de 

nopal). Por otro lado, el aguamiel al ser fermentada (pulque) disminuye 

aproximadamente la mitad de su capacidad antioxidante (Romero-López et al., 

2015). 

3.3.6. Compuestos fenólicos totales 

Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios distribuidos ampliamente 

en el reino vegetal, cuya función es proporcionar un buen desarrollo y crecimiento 

y, a su vez, ser un mecanismo de defensa (Aguilar-Raymundo & Vélez-Ruiz, 

2013; De la Rosa-Alcaraz et al., 2017). Además, estos compuestos son 

responsables del color y las características sensoriales de las plantas y alimentos 

(Peñarrieta et al., 2014). Los compuestos fenólicos son moléculas que tienen uno 

o más grupos hidroxilo unidos a un anillo aromático; el fenol es la molécula básica 

de los compuestos fenólicos.  

Los compuestos fenólicos se clasifican en dos grupos: flavonoides que contienen 

un esqueleto básico C6-C3-C6 y los no flavonoides. Los flavonoides incluyen 

varias subcategorías como los flavones, flavonoles, flavanones, y antocianinas 
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(Vicaş et al., 2017). En los alimentos de origen vegetal, la capacidad antioxidante 

se atribuye a la presencia de compuestos fenólicos principalmente (Ciappini et 

al., 2013). La especie de Agave es rica en flavonoides, y fenólicos ácidos con 

importancia como antioxidantes, antibacterianos y compuestos antimicóticos, 

sustancias inmunomoduladoras, y componentes antinematodos, que podrían 

considerarse como producto nutracéutico para su aplicación en alimentos, 

bebidas, y como sustancias con potencial para desarrollar compuestos 

medicinales para humanos y animales (Almaraz-Abarca et al., 2013).  

 

3.3.7. Microbiota del aguamiel  

La microbiota de aguamiel incluye varias especies de bacterias y levaduras con 

importancia en la industria alimentaria. Esta microbiota determina la calidad y la 

vida útil de la bebida (Enríquez-Salazar et al., 2017). Durante la recolección y 

acumulación del aguamiel se favorece el crecimiento de microorganismos, que 

conducen a una fermentación alcohólica (obtención de pulque), lo que genera 

características indeseables para la elaboración del jarabe de agave. 

Al respecto, Guzmán-Pedraza y Contreras-esquivel (2018) indicaron que el 

aguamiel es una fuente rica de carbohidratos y con pH aproximadamente neutro, 

características que lo constituyen como sustrato para el desarrollo y obtención de 

microorganismos. Por otra parte, Escalante et al., (2004) reportaron que la 

fermentación del aguamiel ocurre en el maguey, debido a la acción de algunos 

microorganismos, tal como; levaduras, bacterias lácticas, bacterias productoras 

de etanol y bacterias productoras de polisacáridos. Los microorganismos 

presentes en aguamiel se clasifican en dos grupos principales, bacterias y 

levaduras, aunque también pueden estar presentes hongos de los géneros 

Aspergillus, Mucor y Penicillium (Lappe-Oliveras et al., 2008).  

Enríquez-Salazar et al. (2017) identificaron en aguamiel de A. salmiana y A. 

atrovirens, recolectado durante el invierno y el verano, 49 cepas microbianas (38 

bacterias y 11 levaduras) entre las cuales se encontraron diferentes bacterias del 
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ácido láctico y géneros de levadura con posibles aplicaciones industriales, como 

Acetobacter, Lactobacillus, Leuconostoc y Clavispora. 

3.3.8. Producción de etanol en aguamiel 

El aguamiel constituye un medio favorable para la proliferación de numerosos 

microorganismos asociados al medio ambiente, tales como las paredes del 

cajete, las herramientas de raspado o extracción, el polvo, o los insectos (Hui et 

al., 2012). El proceso de fermentación del aguamiel inicia en el maguey, donde 

se encuentran microorganismos autóctonos como levaduras, bacterias lácticas, 

bacterias etanólicas y bacterias productoras de exopolisacáridos (Cervantes & 

Pedroza, 2007). La gran diversidad de microorganismos se encargan de 

degradar los azúcares del aguamiel y convertirlos en productos como el etanol y 

otros compuestos volátiles (Dragone et al., 2009). 

Existen dos tipos de compuestos volátiles, aquellos que se encuentran en mayor 

concentración o compuestos volátiles mayores (alcoholes superiores), y los 

compuestos volátiles que se encuentran en pequeñas concentraciones, 

compuestos volátiles menores (ésteres, aldehídos, cetonas, etc.). Los 

compuestos volátiles pueden variar en función de la especie de agave y también 

de los microorganismos existentes (Gómez et al., 2016). Durante la fermentación 

se forman compuestos por acción enzimática (metanol), asimismo por acción de 

las levaduras (etanol y anhidro carbónico como productos principales, y glicerina, 

acetaldehído, ácidos volátiles, butilenglicol, alcoholes superiores y ácidos 

orgánicos como secundarios) (Gallegos-Jara & Gallegos-Hidalgo, 2019). Los 

alcoholes superiores son el producto del metabolismo secundario de las 

levaduras, son formados durante la fermentación y se generan en altas 

concentraciones (Loviso & Libkind, 2019). Entre los alcoholes superiores se 

conocen: propanol, metil-propanol, butano, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol, 

hexanol y fenil etanol (Gallegos & Gallegos, 2019). Mientras que, los aldehídos 

son compuestos muy volátiles, y su formación puede ocurrir por oxidación de los 

alcoholes o por descarboxilación de los alfa-cetoácidos (Borroto-Mato et al., 

2017; Gallegos & Gallegos, 2019). 
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3.4. Tecnologías para la preservación de alimentos 

El procesamiento o transformación de los alimentos permite ampliar su vida útil y 

su disponibilidad (Gamboa-Santos et al. 2016). Las técnicas tradicionales para la 

conservación de alimentos se fundamentan en la aplicación de altas 

temperaturas, tal como: la pasteurización, la esterilización, el escaldado y 

cocción, estas técnicas han sido evaluadas y aplicadas para contrarrestar los 

problemas relacionados con la inocuidad alimentaria. La mayoría de ellas se 

fundan en la destrucción o prevención del desarrollo de microorganismos 

(Pandiselvam et al., 2019). Sin embargo, el uso excesivo de estos tratamientos 

térmicos ocasionan pérdida de nutrientes y vitaminas, además degradan las 

características organolépticas y sensoriales de los alimentos (Camacho, 1994). 

Aunado a esto, el interés por consumir alimentos mínimamente procesados, 

seguros, que conserven en totalidad sus características y junto con esto cumplan 

las exigencias medio ambientales, es motivo del surgimiento de nuevas 

tecnologías para la conservación y transformación de alimentos; tal es el caso de  

tecnologías "emergentes" y de procesamiento no térmico de alimentos que han 

dado importancia y aceptación entre los consumidores (Torres-Ferrer et al., 

2016). Las tecnologías emergentes pueden ser utilizadas como métodos 

alternativos o algunas veces complementarias a los métodos tradicionales de 

conservación (Cruz, 2017).  

Una alternativa, aun no aplicada en el acondicionamiento del aguamiel, previo 

para la obtención de jarabe, es la ozonización, como una tecnología emergente 

y ecológica de inocuidad, debido a su significativa actividad desinfectante y 

antimicrobiana (Pandiselvam et al., 2017). Los usos actuales del ozono en la 

industria alimentaria incluyen el incremento de la vida útil del producto, la 

esterilización de equipos, y la eliminación de aditivos y microbios indeseables 

durante el almacenamiento y el transporte (Pandiselvam et al., 2019). 
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3.4.1. Ozono 

La molécula de ozono está formada por tres átomos de oxígeno; es una forma 

alotrópica y la disposición de sus electrones no apareados con un núcleo de 

oxígeno en su centro le proporciona una fuerte reactividad (Mohammadi et al., 

2017).  

El ozono es un poderoso oxidante, capaz de degradar las enzimas e inactivar 

microorganismos, sin la generación de residuos tóxicos (Choi et al., 2012; Khadre 

& Yousef, 2001). Su multifuncionalidad lo convierte en un prometedor agente de 

procesamiento de alimentos, cuyo exceso se descompone automáticamente para 

producir oxígeno y, por lo tanto, no deja residuos de su descomposición en los 

alimentos (Prabha, Deb Barma, Singh & Madan, 2015). Por ello, ha sido utilizado 

ampliamente por su poder oxidante como desinfectante en la producción de agua 

potable (Van Leeuwen et al., 2009). Su poder desinfectante hace que el ozono 

pueda aplicarse en sectores de la salud, en la ganadería, avicultura y en el 

proceso de empacado de frutas y verduras (Barboza et al., 2016).  

 

3.4.2. Características del ozono  

El Ozono (O3) es un gas compuesto por moléculas triatómicas de oxígeno unidas 

cíclicamente (Quispe, 2017). En la estructura de la molécula los átomos de 

oxígeno (O2) se organizan en un ángulo de aproximadamente 116 º 49’ y la 

longitud del enlace es de 1.178 Å (Audran et al., 2018). Tiene bajo peso molecular 

(48 Da) además de un gran poder oxidante después del flúor, cloro, trifluoruro, 

oxígeno atómico y el radical libre hidroxilo (Aguayo, Giménez, Escalona & Artés, 

2005; Bocci, 2006; Gonlçalves & Paiva, 2004).   

El ozono es un gas incoloro, mientras que a una temperatura de -112 °C se 

convierte en un líquido azulado, capaz de solidificar a -193 °C en una sustancia 

de color azul-violáceo oscuro, casi negro (Chicón, 2014).Tiene un característico 

olor acre, es inestable, por lo que no puede almacenarse y debe usarse de 

inmediato, dado que tiene una vida media de 40 min a 20 °C (Bocci, 2006; Chicón, 

2014). 
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3.4.3. Formación del ozono  

En la naturaleza, el ozono se genera a partir de la irradiación ultravioleta o 

descargas eléctricas (relámpagos o auroras boreales), que al incidir sobre las 

moléculas de oxígeno rompen el enlace O—O del O2 (oxígeno).  Los átomos de 

oxígeno liberados se combinan rápidamente con el O2 para formar O3 (Vinicio & 

Vega, 2008). 

Por otra parte, además del método fotoquímico (radiación UV) y las descargas 

eléctricas (arcos eléctricos de alta tensión), existen otros métodos para la 

generación de ozono, entre ellos químicos, térmicos y electrolíticos (Kim et al., 

1999; Patil & Bourke, 2012). Sin embargo, los métodos de generación de ozono 

por descarga eléctrica son muy utilizados porque proporcionan niveles de 

concentración muy altos (García-Chamizo et al., 2020). Estos métodos se dividen 

en dos tipos: descarga por el método Corona y descarga de Barrera Dieléctrica 

(DBD) (Silva, 2010). En ambos métodos, el ozono se forma a través de una 

descarga eléctrica de alta tensión que divide las molécula de oxígeno (O2) que 

se encuentra en el medio ambiente y que se une rápidamente a otra molécula de 

oxígeno (O2), produciendo así ozono (O3) (García-chamizo et al., 2020; Shrestha 

et al., 2015). 

3.4.4. Descomposición del ozono 

La descomposición del ozono está dada por su reacción con compuestos 

orgánicos (Oner & Demirci, 2016).  La ozonización de los compuestos orgánicos 

presentes en los alimentos es un mecanismo complejo que implica la 

transferencia de masa y una variedad de posibles reacciones químicas (Cullen et 

al., 2009).  

3.5. El ozono en la industria alimentaria 

Actualmente, los consumidores se centran en productos de alto valor nutritivo y 

mínimo contenido de aditivos sintéticos. Con base en estas premisas, la industria 
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alimentaria está centrando sus esfuerzos en el desarrollo de productos con alta 

calidad y aspecto fresco (Aguilar et al., 2018). 

La Food and Drug Administration (FDA) en 1997 aprobó al ozono como GRAS 

(Generally Recognized As Safe) y reconoció sus propiedades antimicrobianas en 

el tratamiento de alimentos (Rice & Graham, 2001).  

Las técnicas ecológicas como la ozonización (O3) han llamado la atención debido 

a su actividad desinfectante y antimicrobiana significativa (Pandiselvam et al., 

2017). Los usos actuales del ozono en la industria alimentaria incluyen extender 

la vida útil de verduras, frutas y jugos;  la esterilización de equipos y eliminar los 

aditivos y microbios indeseables durante el almacenamiento y el transporte 

(Pandiselvam et al., 2019). Aunado a esto, el tratamiento con ozono asegura la 

retención de las características sensoriales, nutricionales y fisicoquímicas de los 

alimentos. Las condiciones de tratamiento deben determinarse específicamente 

para todo tipo de productos para el uso efectivo y seguro del ozono (Prabha et 

al., 2015).  

3.6. Inactivación de microorganismos por ozono 

El ozono (O3) es un desinfectante eficaz para destruir bacterias y virus (Ebihara 

et al., 2013). Ha sido reportado que destruye las bacterias por una oxidación 

progresiva de los componentes celulares (Venta, Santa, Broche & Pérez, 2010). 

De tal modo que oxida fuerte y directamente las membranas citoplasmáticas y 

las paredes celulares de las bacterias; las vías de ataque del ozono pueden ser 

dos: por el camino de las glicoproteínas o a través de los aminoácidos  

(Pandiselvam et al., 2019). En este sentido, Arana et al. (1999) informaron que la 

inactivación de Escherichia coli por el ozono fue debida a un cambio en la 

permeabilidad de la membrana celular. Por otro lado, la célula posee varios sitios 

donde el ozono puede reaccionar, lo que conduce a la muerte celular; aunado a 

esto, cada microorganismo posee una inherente sensibilidad al ozono.  
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La Figura 1 muestra de manera general el proceso de formación de ozono y la 

inactivación microbiana por ozono. Inicialmente, el ozono es formado a través del 

rompimiento de las moléculas de oxígeno, donde los átomos de oxígeno libres 

se unen con moléculas de oxígeno formando así moléculas triatómicas (ozono). 

Posteriormente, las moléculas de ozono logran introducirse a la célula a través 

de la pared celular de los microorganismos, la inactivación microbiana por ozono 

está asociada principalmente con el daño a la superficie celular, lo que provoca 

la lisis celular (Cho et al., 2010). Asokapandian et al. (2018) informaron que los 

hongos y levaduras son más resistentes al ozono que las bacterias; las bacterias 

Gram-positivas son más sensibles que los microorganismos Gram-negativos y 

las células vegetativas son más sensibles que las esporas. 

El ozono se encuentra de manera natural en los vegetales y reacciona con la 

fitohormona etileno formando un producto intermedio, óxido de etileno y 

posteriormente se convierte en dióxido de carbono y agua. Sin embargo, el óxido 

de etileno formado es un inhibidor efectivo de mohos, levaduras, y bacterias, 

principalmente en frutos secos, especias y alimentos para animales (Pérez-

Calvo, 2019). 
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Figura 1. Formación de ozono y destrucción de microorganismos mediante ozono. 
Fuente: Elaboración propia con datos de Asokapandian et al. (2018) y Parzanese 
(2013).  
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El Cuadro 1 muestra diversos estudios donde se aplicó ozono en alimentos 

líquidos para la destrucción de microorganismos.  

 

Cuadro 1. Efecto de la aplicación de ozono sobre los microrganismos en 
diferentes productos líquidos. 

 

Producto Condiciones y función Referencia 

Jugo de 

pitaya  

Aplicación de ozono con una concentración y a un flujo de 24 mg O3
-

1 L min-1 durante 9.6 minutos. Reducción de 0.47-log10 y 2.51-log10 

UFC mL-1 de S. cerevisiae y L. innocua, respectivamente. 

(García-

Mateos et al., 

2019) 

Jugo de 

melón 

Aplicación de ozono a una concentración de 7.0 ± 2.4 g L-1 durante 

60 minutos. Reducción de 2.22 ± 0.04 ciclos logarítmicos de esporas 

de A. acidoterrestris.  

(Fundo et al., 

2018) 

Leche 
Aplicación de ozono gaseoso con un flujo de 80 mg min-1 durante 5 

minutos. Reducción del 50 % de Aflatoxin M1. 

(Mohammadi 

et al., 2017) 

Jugo de 

tuna 

blanca 

Aplicación de una concentración de ozono (180 mg de O3*hr-1) 

durante 8 min. Eliminación total de S. aureus y hongos.  (Vidal, 2015) 

Jugo de 

durazno 

Aplicación de ozono acuoso a una concentración de 10 o 18 ppm 

durante 12 minutos. Reducción de 4.3 ciclos log de coliformes 

totales, 3.9 y 4.9 ciclos logarítmicos de L. innocua ATCC y 1 ciclo 

logarítmico de S. cerevisiae. 

(Garcia 

Loredo et al., 

2015) 

Jugo de 

manzana 

Aplicación de ozono con un flujo de 2.8 y 5.3 mg L-1 durante 40 

minutos a 4 ° C. Reducción de 2.2 y 2.8 log de esporas de A. 

acidoterrestris, respectivamente. 

(Torlak, 2014) 

Jugo de 

manzana 

Aplicación de ozono gaseoso con un flujo de 3.0 L min-1 con una 

concentración de 2.0-3.0 g m3 durante un 1 min a una temperatura 

de 25 y 45 ° C. Reducción de 1.50 y 1.60 log UFC mL-1, 

respectivamente de E. coli  

(Choi et al., 

2012) 
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3.7. El pH y el efecto del ozono 

El valor del pH hace referencia a la medida de equilibrio de la concentración de 

iones de hidrógeno (H+) en una solución y refleja el grado de acidez y alcalinidad 

(Lugo-Varillas et al., 2020).  

El mecanismo de acción del ozono se caracteriza por su poder oxidativo sobre 

los microorganismos, no obstante, el pH de la solución es uno de los factores que 

influyen durante la oxidación. En la Figura  2, se puede observar dos tipos de 

reacción oxidativa dependiendo de las condiciones de pH presentes en las 

soluciones acuosas (Rodriguez et al., 2008): (a) para condiciones ácidas la 

oxidación directa se presenta con ozono molecular, mientras que (b) en 

condiciones básicas  predomina  la  oxidación  debida  al  radical  hidroxilo  OH·  

(mecanismo  fundamental cuando el propósito de la utilización del ozono es la 

oxidación o la conversión de compuestos recalcitrantes) (Lorenzi-Newman, 

2018). 

 

 

 

 

 

 

 

Por su parte, Hoigne & Bader (1970) mencionan que independientemente de un 

valor de pH crítico, existen dos vías de reacción del ozono, la primera mediante 

la formación de radicales hidroxilo que se convierten en oxidantes importantes.  

La segunda vía de reacción depende de la velocidad con la cual el O3 reacciona 

directamente con los sustratos y sobre los solutos, incluidos los productos de 

reacción. 

 

Es decir, a pH bajo el ozono produce mayor grado de mineralización, dando como 

resultado productos que ayudan a la reducción de la actividad microbiana 

comparado con productos formados a pH más alto (Alvares, Diaper & Parsons, 

O3 

Oxidación directa del sustrato 

Descomposición del ozono 
 

OH· (principal especie oxidativa) 

𝑂2
− ↔𝐻𝑂2

·  (especies reactivas) 

libres 

Disminución del pH 

Figura  2. Mecanismo de acción del ozono según el pH 
Fuente: (Hoigne & Bader, 1970; Rodriguez et al., 2008) 
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2001). El efecto del pH sobre la inactivación del ozono se atribuye principalmente 

al hecho de que la tasa de descomposición del ozono cambia sustancialmente 

con los cambios en el pH. A pH alto, las reacciones en cadena de la 

descomposición del ozono dan como resultado la formación de numerosas 

especies de radicales con altas capacidades oxidativas (Patil et al., 2010).  

 

3.8. Efecto del ozono sobre compuestos bioactivos  

La preservación de los compuestos bioactivos, la estabilidad durante el 

almacenamiento y la seguridad son de suma importancia en la industria de 

alimentos frescos mínimamente procesados (Alothman et al., 2010). El uso del 

nivel adecuado de ozono ha demostrado un efecto positivo en algunos 

compuestos bioactivos, ayuda a mantener los atributos de frescura en los 

alimentos, preservan el estado de los antioxidantes, da estabilidad de 

almacenamiento y, sobre todo, la inocuidad de los alimentos.   

El ozono (O3) es un fuerte oxidante, su poder oxidativo es 1.5 más veces que el 

cloro (Andrade et al., 2018). Una sola molécula de oxígeno que libera el ozono 

se adhiere a cualquier otro compuesto en el agua, oxidando esos compuestos en 

otros compuestos diferentes, es decir, una molécula de oxígeno reaccionará con 

todos los compuestos orgánicos y muchos inorgánicos, y los oxidará. (Shezi et 

al., 2020). Esto se denomina estrés oxidativo, en los sistemas biológicos, y resulta 

de la presencia de niveles elevados de agentes oxidantes que pueden abstraer 

electrones de moléculas orgánicas esenciales y perturbar las funciones celulares 

(Baier et al., 2005). Por lo tanto, el ozono, al entrar en contacto con los alimentos, 

es un activador para la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) como 

los radicales hidroxilos, los aniones superóxido, el peróxido de hidrógeno, etc. en 

las células (Karaca & Velioglu, 2014; Rozpądek et al., 2014). Sin embargo, las 

ROS oxidan los componentes celulares como los lípidos, las proteínas y los 

ácidos nucleicos y puede iniciar reacciones en cadena. En consecuencia, una red 

de mecanismos de defensa y reparación contrarresta estas reacciones de 

oxidación (Baier et al., 2005). Los compuestos fenólicos y otros compuestos 
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antioxidantes, como el ácido ascórbico (Rysman et al., 2016), reaccionan con las 

ROS presentes en la matriz del alimento para evitar daños (Larson, 1995; 

Moldau, 1998), por lo cual esta es una de las causas que disminuye la 

concentración de algunos compuestos bioactivos durante la aplicación de ozono. 

Lv et al. (2019) mencionan que los compuestos fenólicos en las frutas reaccionan 

con las ROS y previenen daño a otros compuestos como lípidos y proteínas, por 

tal motivo las concentraciones fenólicas son disminuidas. Por otra parte, un 

estrés oxidativo que puede generar ROS (Wang et al., 2012), que a su vez 

pueden activar mecanismos de defensa, puede inducir una variedad de 

compuestos de defensa en la planta, como el de la fenilalanina amonio-liasa 

(PAL) (Koch et al., 1998). La PAL es la enzima clave que puede sintetizar más 

compuestos fenólicos y de esta manera aumentar sus concentraciones (Lv et al., 

2019).  

Por otra parte, la alta concentración de ozono y un largo tiempo de tratamiento, 

puede ocasionar efectos negativos en algunos alimentos. Tiwari et al. (2009) 

demostraron que la alta concentración de ozono durante un tiempo prolongado 

dio lugar a una importante degradación de las antocianinas y el color en zumo de 

mora, jugo de uva (Tiwari et al., 2009) y jugo de fresa con una aplicación de 7.8 

% de ozono durante 10 min (Tiwari et al., 2009b). 

Fundo et al. (2018) indicaron que algunos parámetros de calidad pueden ser 

afectados por tratamientos con ozono, sin embargo, las condiciones de 

tratamiento deben determinarse específicamente para cada producto (Prabha et 

al., 2015). Se debe buscar la concentración y el tiempo correctos, para aumentar 

el sistema antioxidante enzimático y no enzimático en los alimentos (Goffi et al., 

2020). Finalmente, la concentración de ozono, el tiempo de tratamiento y los 

métodos de aplicación deben evaluarse detalladamente para lograr el máximo 

efecto de desinfección y la mínima e incluso evitar la descomposición de los 

compuestos bioactivos en la aplicación futura (Li et al., 2017).  
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4. COMPARACIÓN DE MÉTODOS PARA EL RECUENTO DE 
MESÓFILOS AEROBIOS, COLIFORMES Y LEVADURAS EN 
AGUAMIEL 

4.1. Resumen 

Debido a sus características y composición fisicoquímica, el aguamiel cuenta con 
una gran diversidad microbiana. La cuantificación de microorganismos es un 
parámetro crítico en los estudios de alimentos y bebidas, por lo tanto, se han 
desarrollado diversas metodologías y técnicas para su cuantificación. Es 
importante establecer un método apropiado para la cuantificación de 
microorganismos característicos de cada alimento y bebida. Por lo anterior, el 
objetivo del presente trabajo fue validar el método rápido (uso de placas 3M-
PETRIFILM®) en comparación con el método convencional (a base de medios de 
cultivo) para la cuantificación de mesófilos aerobios totales (MAT), coliformes 
totales (CT) y levaduras totales (LT) en aguamiel; mediante un análisis de 
regresión lineal simple. Se inoculó un mililitro de aguamiel, previamente diluido 
(10-3, 10-4 y 10-5) en 30 placas 3M-PETRIFILM® y en 30 medios de cultivo 
tradicionales. Los resultados evidenciaron que existen diferencias significativas 
entre el método rápido y método convencional (p ≤ 0.05) para el recuento de 
MAT, CT y LT en aguamiel, con un porcentaje de concordancia entre el valor 
obtenido (método rápido) y el valor estandarizado (método tradicional) de 128.71, 
149.99 y 105.97 %, respectivamente. Es decir, con el uso de placas 3M-
PETRIFILM® para el conteo de microorganismos en aguamiel, se obtienen 
valores mayores de log10UFCmL-1, en comparación con los valores 
estandarizados obtenidos a través del método convencional. La microbiota 
natural del aguamiel y la composición de las placas 3M-PETRIFILM®, son 
factores que influyen en el crecimiento de los microorganismos y por ende en el 
recuento que se obtiene en cada uno de ellos. Finalmente, el uso de placas 3M-
PETRIFILM® no permitió un conteo preciso de los microrganismos presentes en 
aguamiel.  

Palabras clave: método convencional, placas 3M-PETRIFILM®
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4.2. Introducción  

El aguamiel se define como la savia comestible, extraída del cajete o cavidad 

central de plantas de agave maduras, su consumo es en fresco, fermentado o 

concentrado (Leal et al., 2015), es un líquido rico en carbohidratos y muy sensible 

a procesos fermentativos espontáneos en el propio cajete del agave, tiene un 

color dorado traslúcido, olor a azúcares y dulces, sin presencia de espuma, y un 

pH estable cercano al neutro (7.0) (Chagua-Rodríguez et al., 2020; Bautista & 

Arias, 2008; Jurado & Sarzosa, 2009).  

Debido a la composición fisicoquímica del aguamiel, existe el desarrollo de un 

consorcio microbiano en el propio cajete del maguey, entre los microorganismos 

que se pueden encontrar están las bacterias productoras de etanol y productoras 

de exopolisacáridos, bacterias lácticas y levaduras (Escalante et al., 2004).  

Estos microorganismos transforman de manera natural parte de los azúcares 

disponibles en aguamiel, dando lugar a una fermentación, proceso que demerita 

la calidad del aguamiel para ser utilizado como materia prima para la elaboración 

de jarabe de agave (Cervantes-Contreras & Pedroza-Rodríguez, 2007).  

Para evaluar la calidad del aguamiel como materia prima para la elaboración de 

jarabe de agave, generalmente se recurre al recuento de microrganismos 

mesófilos aerobios totales, levaduras totales y con menor frecuencia coliformes 

totales.  

Existen numerosos métodos para la cuantificación de microrganismos en una 

muestra dada, no obstante, la elección de un método para el recuento de 

microorganismos presentes en los alimentos y bebidas depende de la microbiota 

natural encontrada y la efectividad del método.   

Actualmente, los métodos microbiológicos “convencionales”, son utilizados en 

diversos laboratorios y considerados en muchos casos como métodos 

estándares de análisis microbiológico de los alimentos, tienen la particularidad de 

ser laboriosos, emplear grandes cantidades de medios de cultivo y tiempo para 
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obtener resultados (González, 2016). Por otro lado, el desarrollo de técnicas 

modernas está mostrando nuevas alternativas, siendo importante conocer las 

ventajas de cada una de ellas para cada aplicación (Rosmini et al., 2004). La 

mayoría de estos métodos tienen atributos de las técnicas convencionales 

(especialmente la confiabilidad) y además, el tiempo entre el muestreo y los 

resultados es más corto (Bird et al., 2016; Feng, 1996; Fung, 1994). Entre las 

condiciones que cumplen los métodos rápidos están su exactitud, rapidez, costo 

mínimo, aceptabilidad, sencillez de manejo, fiabilidad del método, soporte técnico 

adecuado y un mínimo espacio requerido (Jasson, Jacxsens, Luning, Rajkovic & 

Uyttendaele, 2010; Martín de Santos, 2010). Es importante, conocer la 

efectividad de aplicar una metodología rápida para detectar la existencia de 

microorganismos dado que es crucial para tomar acciones correctivas en las 

instalaciones de procesamiento.  

El uso del método 3M-Petrifilm® ha reportado ventajas con respecto al método 

convencional estandarizado, en ciertos factores técnicos y económicos, tal como: 

optimización del tiempo, poca necesidad de equipamiento e infraestructura, 

disminución de costos y poca generación de residuos sólidos (Apaza et al., 2018). 

En este contexto, este estudio tuvo como objetivo validar el uso de un método 

rápido (placas 3M-Petrifilm®) para la cuantificación de mesófilos aerobios torales 

(MAT), coliformes totales (CT) y levaduras totales (LT) en aguamiel, en 

comparación con el método convencional y así, posteriormente, elegir un método 

apropiado para el recuento de microorganismos en aguamiel.  

4.3. Materiales y métodos 

4.3.1. Material vegetal 

Se utilizaron muestras de 1 L de aguamiel de Agave salmiana cv manso y carrizo 

recolectadas en el municipio de Texcoco, Estado de México (19° 45" LN y 98° 

47” LW, altitud de 2246 m). Durante los meses de noviembre y diciembre del 

2020, matutinamente se recolectó aguamiel de plantas en producción intermedia 

y se colocó en botellas de vidrio, previamente esterilizadas. Se conservó y 
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traslado a una temperatura de aproximadamente 2 ºC con el uso de hielo seco 

durante aproximadamente 1 h hasta su análisis. 

4.4. Planeación experimental 

Se ensayaron 30 repeticiones en cada uno de los tratamientos (método 3M-

Petrifilm® y método convencional). Las variables respuesta evaluadas fueron: 

cuantificación de mesófilos aerobios totales (MAT), coliformes totales (CT) y 

levaduras totales (LT). En ambos métodos las observaciones de los conteos se 

transformaron a log10 para aplicar correctamente las metodologías propuestas 

(Apaza et al., 2018). En las tres variables respuesta hubo repeticiones excluidas 

debido a la ausencia de microorganismos y por tanto observaciones con valor 

igual a cero. Se aplicó un modelo de regresión lineal simple, una prueba t-

Student, una correlación de Pearson y el porcentaje de exactitud relativa. Ello con 

la finalidad de ajustar un modelo que explique el método 3M-Petrifilm® en función 

del convencional; así como, comparar y evaluar la asociación entre los 

tratamientos (método convencional y método 3M-Petrifilm®). 

El modelo estadístico de la RLS expresa (Montgomery, 2013) :  

yi = β0 + β1xi + Ԑi 

Donde: 

yi : variable respuesta  
xi : variable explicativa  
Ԑi : Error aleatorio ~ NI (µ, σ2) con σ2 homogénea. 
 

Se realizó un análisis del coeficiente de correlación de Pearson entre métodos, 

el cual está definido por la Ec.1 (Montgomery & Peck, 2012). 

𝑟𝑗𝑘 =
∑ (𝑋𝑖𝑗 −𝑖  𝑋̅𝑗)(𝑋𝑖𝑘 − 𝑋̅𝑘)

√∑  (𝑋𝑖𝑗 −  𝑋̅𝑗)2√∑  (𝑋𝑖𝑘 − 𝑋̅𝑘)2
𝑖𝑖

 

i = 1,2,3,…,n 

(Ec.1) 
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Donde Xij es el valor de la variable i para el caso j, y 𝑋̅𝑗 es la media de todas las 

variables que definen el caso j.  

Para la determinación de las diferencias significativas entre dos muestras 

pareadas se usó una prueba de t de student pareada (Ec. 2) (Hines & 

Montgomery, 1973).  

𝑡 =
𝑑̅ − µ0

𝑆𝑑/√𝑛
 

Donde µ0 es la media hipotética de la población para las diferencias, d̅ es la media 

de las diferencias de las muestras pareadas, Sd es la desviación estándar de la 

muestra para las diferencias de las muestras pareadas y n es el tamaño de 

muestra.  

Finalmente, el grado de concordancia entre los valores obtenidos por el método 

rápido 3M-Petrifilm® y el valor de referencia aceptado (método tradicional) se 

calculó con la Ec.3.  

𝐸𝑥𝑎𝑐𝑡𝑖𝑡𝑢𝑑 =  
𝑋̅

𝑋̅𝑟𝑒𝑓

∗ 100 

Donde 𝑋̅ es el valor medio de los resultados de un número n de mediciones 

repetidas, 𝑋̅𝑟𝑒𝑓 es el valor medio de referencia.  

4.3.3 Recuento de mesófilos aerobios, coliformes totales y levaduras 

totales. 

Preparación de la muestra para el análisis microbiológico 

Con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, el aguamiel sin 

tratar se diluyó decimalmente. Las primeras diluciones consistieron en diluir 25 

mL de aguamiel en 225 mL de agua peptonada al 0.1 % y en las siguientes se 

diluyeron 10 mL de la primera dilución en 90 mL de agua peptonada al 0.1 %. Se 

(Ec.2) 

(Ec.3) 
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repitió el proceso dos veces más para obtener las siguientes diluciones 1:10, 

1:100, 1:1000 y 1:10000. 

Método rápido: 3M-Petrifilm® 

 Una vez preparadas las muestras, se realizó el recuento de MAT, la 

determinación de CT y el recuento de LT con base en la metodología propuesta 

por la AOAC 990.12 (1990), AOAC 991.14 (2012) y AOAC 997.02 (2016), 

respectivamente. En el Cuadro 2 se muestra la composición de cada una de las 

placas 3M-Petrifilm®. 

 

 
Cuadro 2. Composición química de las palcas 3M-Petrifilm®, Coliformes totales 
(CC), Levaduras totales (YM) y Mesófilos aerobios totales (AC).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se colocó la placa 3M-Petrifilm® en una superficie plana y nivelada, y se levantó 

la película superior. Con una pipeta perpendicular a la placa, se colocó 1 mL de 

la muestra en el centro de la película, cuidando no tocar el film inferior. 

Posteriormente, se dejó caer la película superior sobre la muestra, cuidando que 

Compuestos (g L-1) AC CC YM 

Agar 20.0 2.5-7.5 20.0 
Dextrosa 11.0  20.0 
Peptona, extracto de levadura 2.0   
Peptona, caseínahidrolizado 10.0  20.0 
Extracto de levadura  3.0-18.0  
Peptona (otra) 5.0 9.0  
Sulfato de magnesio 0.5  0.5 
Cloruro de potasio 0.5  0.5 
Sulfato, fosfato 1.0  1.0 
Alginato de sodio 40.0  17.0 
Piruvato de sodio <10   20.0 
Triptosa  15.0  
Lactosa  10.0  
Cloruro de sodio  5.0  
Sales biliares  1.5  
Tetrazolio  1.25  
Antibióticos   0.05 

Fuente: elaboración propia con datos de Meador et al. (2016) y Mach et al. 
(1998) 
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no se formen burbujas. Se colocó el aplicador en el film superior bien centrado 

sobre el inóculo. Se usó el aplicador con la cara hacia abajo (cara lisa hacia 

arriba), seguido, se aplicó presión de manera suave, sin mover y girar, sobre el 

aplicador para distribuir el inóculo por toda la zona circular. Finalmente, se 

incubaron las placas boca arriba, en las condiciones indicadas en el Cuadro 3, 

según corresponda. Para la lectura se seleccionó aquellas placas donde 

aparecieron entre 25 a 250 UFC. 

 

Cuadro 3. Condiciones de temperatura y tiempo para la incubación de 
microorganismos en placas 3M-Petrifilm®. 

 

Método convencional 

Una vez preparadas las diluciones con aguamiel, se realizó el recuento de MAT 

de acuerdo con el método propuesto por la NOM-092-SSA1-1994. La 

determinación de CT se realizó según lo descrito por la NOM-113-SSA1-1994 y 

el recuento de LT se llevó a cabo según lo indicado con la NOM-111-SSA1-1994. 

En el Cuadro 4 se muestra la composición de cada uno de los medios de cultivo 

utilizados.  

 

 

 

Microorganismos Temperatura Tiempo 
Características físicas de 

las colonias 

Mesófilos aerobios 
totales (MAT) 

35° ± 2 °C 48 h Colonias color rojizo 

Coliformes totales 
(CT) 

35° ± 2 °C 24 h 
Colonias color rojo 

 

Levaduras totales 
(LT) 

25 ± 1 °C 5 días 

Colonias pequeñas con 
borde definido y de color 

azul-verdoso color rojo con 
presencia de gas 
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Cuadro 4. Composición de los medios utilizados en el método tradicional, CT: 
AVRB (agar bilis y rojo violeta), LT: PDA (agar papa dextrosa) y MAT: PCA (agar 
para métodos estándar). 

 

Se tomó una alícuota de 1 mL de aguamiel, previamente diluida y se colocó en 

cada una de las cajas petri, seguido se vertieron 15 mL de medio de cultivo en 

las cajas petri previamente inoculadas. Se homogeneizó el contenido de las cajas 

petri mediante un movimiento lento de izquierda a derecha y de delante hacia 

atrás, y se dejaron reposar hasta que solidificó el medio. Posteriormente, se 

invirtieron las placas y se llevaron a incubación, según el tipo de microorganismo 

( Cuadro 5). Para la lectura se seleccionaron aquellas placas donde aparecieron 

entre 25 a 250 UFC. 

 Cuadro 5. Condiciones de temperatura y tiempo para la incubación de 
microorganismos en placas Petri. 

 

Compuestos (g L-1) PCA AVRB PDA 

Agar 15.0  15.0 
Dextrosa 1.0  20.0 
Digestión pancreática 
de caseína 

5.0 
  

Rojo neutral  0.03  
Extracto de levadura 2.5 3.0  
Peptona (otra)  7.0  
Cloruro de sodio  5.0  
Lactosa  10.0  
Sales biliares  1.5  
Cristal violeta  0.002  
Almidón de papa    40 

pH 
7.0  
0.2 

7.4  0.2 5.5  0.2 

Fuente: elaboración propia con datos de Meador et al. (2012) y Mach et al. (1998) 

Microorganismos Temperatura Tiempo Características físicas de 
las colonias 

Mesófilos aerobios 
totales (MAT) 

35° ± 2 °C 48 h 
Colonias color blancas 

Coliformes totales 
(CT) 

35° ± 2 °C 24 h 
Colonias color rojo oscuro 

 
Levaduras totales 

(LT) 
25 ± 1 °C 5 días 

Colonias color blancas 
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4.5. Resultados y discusión  

Mesófilos aerobios totales  

Con base en los resultados obtenidos (Cuadro 6), para el conteo de mesófilos 

aerobios totales (MAT) en aguamiel el modelo ajustado no fue significativo y no 

existió correlación significativa entre ambos métodos, así mismo, hubo 

diferencias significativas entre el método 3M-Petrifilm® AC y el convencional (p ≤ 

0.05) con una exactitud relativa de 127.72 %. Estos resultados indican que ambos 

métodos reportan diferente valor de MAT y no existe asociación lineal entre ellos, 

tal que se registró un mayor número de colonias en 3M-Petrifilm® AC con 

respecto al método convencional (PCA) (Figura  3). 

 

El  mayor número de colonias obtenido por el método 3M-Petrifilm® AC puede 

deberse a una sobreestimación, dado que este método además de permitir el 

crecimiento de bacterias mesófilas aerobias permite el crecimiento de algunos 

otros microorganismos, tal como las bacterias ácido lácticas (BAL), y el aguamiel 

se caracteriza por una microbiota natural compuesta generalmente por bacterias 

del ácido acético (AAB), levaduras y en su mayoría por bacterias ácido lácticas 

(BAL) (Pérez-Armendáriz & Cardoso-Ugarte, 2020). Incluso los fabricantes de 

placas 3M- Petrifilm®  (3M Microbiology, St. Paul, MN) recomiendan el uso de 3M- 

Petrifilm®  AC para recuentos de BAL (Nero et al., 2006).  
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Cuadro 6. Parámetros de correlación y equivalencia entre el método 3M-Petrifilm® y método convencional para el recuento 
de microorganismos en aguamiel.  
 

Microorganismos 

 Parámetros 

N Pendiente p valor Intercepto 
Correlación de 

Pearson 

T de 

Student 

pareada 

Exactitud 

relativa 

Mesófilos aerobios 

totales 
28 0.03 0.89 6.02 0.03 

- 10.96* 

0.00 
127.72 % 

Coliformes totales 29 - 0.04 0.60 5.48 0.10 
- 6.08* 

0.00 
150.25 % 

Levaduras totales 27 12.11 0.000 - 32.29 0.91 
- 25.33* 

0.00 
105.97 % 

* Diferencias significativas entre los métodos para el recuento de microorganismos (p < 0.05). 
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Otro factor que pudo influir en la sobreestimación obtenida es la composición del 

medio de ambos métodos, en el Cuadro 4 se observa que 3M-Petrifilm® AC 

contiene 10 g más de dextrosa (carbohidrato fermentable que provee de carbono 

y energía) que en PCA, además algunos otros compuestos presentes en las 

placas 3M-Petrifilm® AC, tal como sulfato de magnesio y potasio que son algunos 

minerales presentes en medio MRS utilizados para el crecimiento de BAL. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Así mismo, se han publicado estudios considerando usar 3M-Petrifilm® AC para 

el recuento de BAL, pero centrados en los productos lácteos. Colombo et al. 

(2014) indicaron que placas 3M-Petrifilm® AC se pueden utilizar junto con medios 

de cultivo selectivos para permitir la enumeración de grupos específicos de BAL, 

específicamente Lactobacillus casei en leche fermentada.  

Por su parte, Nero et al. (2006) demostraron que el recuento de BAL en diferentes 

muestras de leche en 3M-Petrifilm® AC y agar de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) no 

mostró diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre ambos métodos.  

 

Por otro lado, Alhelfi (2016) y Bermúdez et al. (2015) reportaron para el caso de 

productos de cacao, en leche cruda, yogur y queso que no existieron diferencias 

entre el método 3M- Petrifilm® y el convencional (p ≤ 0.05). Mientras que, en la 

comparación del recuento mesofílico de muestras de pescado, el método 3M- 

Figura  3. Comparación del crecimiento de 
mesófilos totales en Petrifilm AC: dilución 10-5 (a) 
y método convencional: dilución 10-3 (b): dilución 
10-3 (b). 

a b 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactic-acid-bacterium
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Petrifilm®  y el método del plato vertido mostraron una correlación significativa (r 

= 0.991, p ≤ 0.05) (Hassan & Nija, 2017).   

 

Coliformes totales  

El análisis estadístico de los resultados entre los métodos comparados mostró 

una baja correlación de Pearson de 0.10 (Cuadro 6) y diferencias significativas 

entre los métodos (p ≤ 0.05) con una exactitud relativa de 150.25 %, lo que indica 

una sobreestimación del uso de las placas 3M- Petrifilm® CC con respecto al uso 

del medio agar rojo bilis violeta (VRB). Los coliformes totales no forman parte de 

la microbiota natural del aguamiel, dado que son ampliamente reconocidos como 

indicadores bacteriológicos y son evidencia de contaminación fecal (Hernández-

Morales & Poot-Delgado, 2018). Por consiguiente, existieron muestras con cero 

crecimiento de CT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, la sobreestimación pudo deberse a la presencia de ciertas 

bacterias no coliformes en placas 3M-Petrifilm® CC, ya que durante este trabajo 

se contabilizó las colonias rojas con y sin presencia de gas en las placas 3M-

Petrifilm® CC (Figura  4). Con base en la guía del uso de 3M-Petrifilm® CC (3M 

Microbiology, St. Paul, MN) estas contienen un indicador de tetrazolio que facilita 

la enumeración de colonias, este compuesto cuando es reducido por la actividad 

Figura  4. Comparación del crecimiento de coliformes 
totales en Petrifilm EC: dilución 10-4 (a) y método 
convencional: dilución 10-3 (b). 

a b 
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metabólica de los microorganismos produce formazán, un pigmento rojo insoluble 

que se mantiene dentro de las células formando gránulos de color rojo (Baravalle 

et al., 2014). 

 

Con base en lo anterior, las placas 3M-Petrifilm® CC reportan el crecimiento de 

colonias de coliformes y no coliformes, con la misma estructura física que las 

colonias de CT, con la diferencia que estas últimas presentan burbujas de gas, 

no obstante, en algunas ocasiones la presencia de burbujas pudo ser atribuida a 

un mal manejo de la siembra del inóculo sobre 3M-Petrifilm® CC. En contraste, 

los medios de cultivo RVB contienen indicador de pH rojo neutro cuyo 

fundamento demuestra que, si la lactosa es fermentada, el medio de cultivo se 

acidifica, causando el vire del indicador a rojo; así, las colonias de los 

microorganismos fermentadores de lactosa aparecen de color rojo oscuro o 

rosadas. Esto permite visualizar la presencia de CT, debido a que las colonias de 

las bacterias no fermentadoras de lactosa son transparentes, incoloras o ámbar 

(NOM-113-SSA1-1994).  

 

Rojas et al. (2020) indicaron que 3M- Petrifilm® CC permite la visualización del 

crecimiento de bacterias Gram negativas no coliformes después de 48 h de 

incubación, tal como Pseudomonas, microorganismo que forma parte de la 

microbiota natural del aguamiel. Por su parte, De La Cruz (2013) a través de un 

análisis de agua observó que la técnica de 3M- Petrifilm®  detectó mayor número 

de coliformes totales que en la técnica de membrana filtrante.  

 

Por otra parte, dicha sobreestimación o variación en el conteo como indican 

Apaza et al., (2018) se puede deber a muchos factores, por un lado, relacionados 

con la matriz del alimento y por el otro lado las condiciones de laboratorio para 

poder realizar el recuento de este microorganismo en un alimento dado. 
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Levaduras totales  

Las levaduras totales constituyen uno de los grupos de los microorganismos 

encontrados en la microbiota natural del aguamiel (Herrera-Solórzano et al., 

2008). El uso del método rápido con 3M-Petrifilm YM para levaduras en alimentos 

y bebidas, a pesar de ofrecer la ventaja de ser de fácil uso, requerir de poco 

tiempo en preparación y emisión de resultados, para el caso del aguamiel este 

método evidenció una diferencia significativa con respecto al método 

convencional.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis estadístico de los resultados entre los métodos comparados mostró un 

coeficiente de correlación (R2 = 0.82) mayor a la correlación que se obtuvo para 

MAE y CT (Figura 5). 

Sin embargo, la prueba de t indicó diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los 

métodos comparados y una exactitud relativa de 105.97 %, lo que indica una 

sobreestimación del uso de 3M- Petrifilm® YM sobre el uso del medio PDA (Figura 

6). 

 

Figura  5. Regresión lineal de los recuentos de 
mesófilos aerobios totales (a), coliformes totales 
(b) y levaduras totales (c) obtenidos en 3M- 
Petrifilm® y método convencional.   

y = -32.29 + 12.11 x 
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La causa de estos resultados podría atribuirse a la composición de las placas 

3M-Petrifilm® YM, como Teramura et al. (2015) indicaron que el sustrato 

cromogénico para la fosfatasa que se incorpora en los sistemas de cultivo secos, 

en este caso 3M- Petrifilm® YM, provoca la coloración del medio por las enzimas 

alimentarias e interfiere con la enumeración. Por otra parte, 3M-Petrifilm® YM 

contiene algunos otros componentes que las levaduras utilizan para su 

metabolismo tales como: fuentes de carbono, nitrógeno, azufre, hierro, sodio, 

potasio y otros minerales (Mansilla & Álvarez, 2005).  

 

Finalmente, además de los factores mencionados anteriormente existen otros 

factores externos a considerar tal como los tiempos de inoculación y 

manipulación, que probablemente incidieron en la recuperación y enumeración 

de colonias, causando esta diferencia entre ambos métodos (Amer et al., 2000).  

 

4.6.  Conclusiones 

El método convencional y el método 3M-Petrifilm® resultaron diferentes (p ≤ 0.05) 

sobre la cuantificación de MAT, CT y LT. El uso alternativo de placas 3M- 

Petrifilm® para el conteo de CT, MAT y LT en aguamiel demostró un mayor 

número de CFU mL-1 con respecto al recuento con el método convencional. El 

uso de placas 3M-Petrifilm® para el recuento de los diversos microorganismos 

presentes en aguamiel no es apropiado, debido a que sobreestiman el recuento 

de los microorganismos en comparación con el método convencional 

estandarizado. Para la utilización de este método rápido (3M-Petrifilm®) es 

Figura  6. Comparación del crecimiento de 
levaduras totales en Petrifilm YM: dilución 10-4 
(a) y método convencional: dilución 10-3 (b) 

a b 
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necesario tomar en cuenta diversos factores tal como la composición de los 

medios, su manipulación y uso. 
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5. EFECTO DEL OZONO SOBRE LA POBLACIÓN TOTAL DE 
MICROORGANISMOS Y PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS EN 
AGUAMIEL. 

5.1. Resumen 

El aguamiel constituye una matriz favorable para el desarrollo y crecimiento de 
microorganismos autóctonos, por lo cual esta bebida tiende a la fermentación y 
junto con esto existe una pérdida de sus propiedades fisicoquímicas. El uso de 
tecnologías emergentes ha mostrado la disminución de microorganismos y 
conservación de las características fisicoquímicas de los alimentos. Por lo 
anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del tiempo de 
ozonización (0, 3, 6, 9 y 12 min) en la reducción de la actividad microbiana y 
preservación del contenido de sólidos solubles totales (SST) y pH del aguamiel 
de A. salmiana. Se evaluó a las 0, 4, 8 y 12 h de almacenamiento el efecto de 
cinco niveles de tiempo (0, 3, 6, 9 y 12 min) de aplicación de ozono sobre la 
población total de microorganismos (PTM), pH y sólidos solubles totales (SST) 
en aguamiel. Se aplicó un modelo mixto bajo un diseño de bloques completos 
aleatorios y una prueba de Tukey–Kramer (α=0.05). En cada una de las muestras 
se visualizaron dos grupos de microorganismos: mayormente bacterias ácido-
lácticas (BAL) entre ellos, lactobacilos y leuconostoc; y en menor cantidad 
levaduras. A lo largo de 12 h, la aplicación de 12 min de ozono permitió una mayor 
reducción de la PTM de 7.26 a 6.85 log10mL-1 (p ≤ 0.05). En cuanto a los 
parámetros fisicoquímicos, hubo un efecto significativo del tiempo de 
almacenamiento (p ≤ 0.05), que causó una disminución del valor del pH de 4.78 
a 3.62 y contenido de SST de 12.73 a 12.28 °Bx. Finalmente, la aplicación de 12 
min de ozono permitió disminuir la PTM a lo largo de 12 h de almacenamiento, 
sin embargo, este tratamiento no logró conservar el contenido de SST y pH del 
aguamiel durante el almacenamiento. 

  

  

Palabras clave: BAL, levaduras, ozono, microorganismos.  
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5.2. Introducción 

El maguey pulquero (A. salmiana) es una planta de la familia Agavaceae, crece 

en el clima semiseco y frío de la altiplanicie mexicana (Espíndola-Sotres, Trejo-

Márquez, Lira-Vargas, Pascual-Bustamante, 2018). Dicha variedad se utiliza 

principalmente para la producción de aguamiel, obtenido mediante el raspado 

previo del cajete o cavidad central del maguey pulquero (Espíndola-Sotres et al., 

2018; NMX-V-022-1972). 

En aguamiel el contenido de azúcares se encuentra generalmente en un rango 

de 7 a 14 % (Lappe-Oliveras et al., 2008). Con base en sus características 

fisicoquímicas, es un líquido turbio amarillento pálido, pH cercano a la 

neutralidad, compuesto en su mayoría por agua y azúcares (glucosa, fructosa y 

sacarosa). También contiene bajas cantidades de proteínas, polisacáridos 

(inulina) y minerales (Castro-Díaz & Guerrero-Beltrán, 2021; Lappe-Oliveras et 

al., 2008).    

Debido a sus características, el aguamiel es un sustrato favorable para el 

desarrollo de microorganismos lo que ocasiona una corta vida de anaquel, al ser 

un producto altamente susceptible a fermentación, proceso que inicia 

aproximadamente 2 h después de haber sido cosechado y almacenado a 

temperatura ambiente (Espíndola-Sotres et al., 2018).  

En la actualidad, se busca la conservación de los alimentos frescos a través del 

uso de tecnologías que logren prolongar la vida útil y la calidad de los productos, 

además que puedan utilizarse como potenciadores de sustancias que mejoren 

las propiedades nutricionales de los mismos (Ramos-García, Romero-Bastida & 

Bautista-Baños, 2018). 

Actualmente, el uso de ozono es una tecnología con alto potencial para alargar 

la vida útil de los alimentos altamente perecederos, debido a su elevado poder 

oxidante, el ozono elimina tanto los microorganismos patógenos como los 

oportunistas presentes en los alimentos sin dejar agentes químicos residuales y 



60 
 

sin afectar las propiedades organolépticas de los alimentos tratados (Pérez-

Calvo, 2019). De esta manera, el ozono podría ser una alternativa para disminuir 

o eliminar el amplio consorcio de microorganismos que presenta el aguamiel, y 

al mismo tiempo se logre preservar sus propiedades benéficas. Además, el uso 

de ozono ha sido aprobado para su utilización en contacto con alimentos por la 

U.S. Food and Drug Administration (FDA) (Andrade et al., 2018).  

Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de 

aplicación ozono (0, 3, 6, 9 y 12 min) sobre la estabilidad microbiológica y 

fisicoquímica de aguamiel de A. salmiana, mediante la cuantificación de la 

población total de microorganismos, pH y sólidos solubles totales en aguamiel de 

A. salmiana, a lo largo de 12 h de almacenamiento.  

5.3. Materiales y métodos 

5.3.1. Material vegetal 

Se utilizaron muestras de 1 L de aguamiel de A. salmiana cv. Ayoteco del 

municipio de Texcoco, Estado de México. Durante los meses de marzo y abril del 

2021, el aguamiel se recolectó matutinamente de plantas en producción 

intermedia durante 5 días. El aguamiel se colocó en botellas de vidrio, 

previamente esterilizadas. Se conservó y traslado a una temperatura de 

aproximadamente 2 ºC con el uso de hielo seco durante aproximadamente 1 h 

hasta su análisis. 

5.4. Planeación experimental 

Se utilizó un modelo mixto bajo un diseño de bloques completos aleatorios cuyo 

factor de bloqueo fue el día de recolecta y una prueba de Tukey–Kramer (α=0.05). 

Se ensayaron cinco repeticiones. La unidad experimental se constituyó de 100 

mL de aguamiel colocados en probetas de vidrio. 

Se evaluó el efecto de cinco niveles de aplicación de ozono (0, 3, 6, 9 y 12 

minutos) y se midió la población total de microorganismos, pH y SST a las 0, 4, 
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8 y 12 h de almacenamiento.  El modelo estadístico se expresa (Littell et al., 

2006):  

                𝒚𝒊𝒋𝒌 =  𝝁 + 𝜷𝒊 + 𝝉𝒋 +  𝜶𝒌 + (𝝉𝜶)𝒋𝒌+𝜹𝒋𝒌 +  𝝐𝒋𝒌 

Donde yijk es la respuesta en el i-ésimo bloque con el j-ésimo tratamiento en el 

k-ésimo tiempo, µ es la media general, Ʈj es el efecto del j-ésimo tratamiento, βi 

es el efecto del i-iesimo bloque, 𝜶𝒌 es el efecto a leatorio del k-ésimo tiempo, 

(𝝉𝜶)𝒊𝒕 es el efecto de la interacción del j-ésimo tratamiento y el k-ésimo tiempo,  

𝝐𝒊𝒋𝒌 es el error aleatorio asociado al  i-ésimo bloque con el j-ésimo tratamiento en 

el k-ésimo tiempo y 𝜹𝒋𝒌 es el error aleatorio del factor tiempo. Modelo bajo los 

supuestos 𝝐𝒊𝒋𝒌~ 𝑵𝑰 (𝟎, 𝝈𝝐
𝟐) y  𝜹𝒊𝒋~ 𝑵𝑰 (𝟎, 𝝈𝜹

𝟐) con σ2 homogénea. 

5.4.1. Aplicación de ozono 

La ozonización del aguamiel se efectuó con un equipo (Biozon, PTA mini, México) 

con una producción de ozono de 1.2 g h-1. El aguamiel fue colocado en probetas 

de vidrio de 300 mL, la inyección de ozono se realizó a través de una manguera 

de polipropileno con orificios la cual se introdujo a través de la probeta de vidrio 

para lograr un mayor contacto del ozono con la muestra.  

 

5.4.2. Recuento de la población total de microorganismos en aguamiel. 

a) Recuento de la población total de microorganismos 

El recuento total de la población de microorganismos se realizó mediante el uso 

de la cámara Neubauer (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007). Se tomó 1 mL de 

cristal violeta y se diluyó en 9 mL de agua esterilizada (Gómez & Martínez, 2021). 

Seguido, se tomó 0.5 mL de muestra y se le añadió 0.5 mL de cristal violeta, 

previamente diluido. Con el uso de microscopio óptico y el objetivo a 100x, se 

contó el número total de microorganismos de cinco cuadrantes y se calculó el 

promedio. Posteriormente, se utilizó la siguiente fórmula (Arredondo-Vega & 

Voltolina, 2007). 

i = 1, 2,…,r. 
j = 1, 2,...,p. 
k = 1, 2,…,t. 
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𝑃𝑇𝑀 = (𝑌̅)(𝐹𝐷)(2)(10,000) 

Donde: 

‾ PTM es la población total de microorganismos 

‾ 𝑌̅ es el promedio de cinco cuadrantes 
‾ FD es el factor de dilución de la muestra 
‾ 2 corresponde al factor de dilución de la tinción  

 

b) Recuento de células viables 

Se realizó el recuento de mesófilos aerobios totales de acuerdo con la 

metodología propuesta por la NOM-092-SSA1-1994, así como, el recuento de 

bacterias ácido-lácticas (BAL) mediante el uso de Placas BAL 3M-Petrifilm®. 

5.4.3. Variables fisicoquímicas  

pH. Se medió con un potenciómetro (H1 2221 Hanna Instruments, Woonsocket, 

RI, USA) según lo descrito por la 981.12-AOAC (2019). 

Sólidos solubles totales. Se determinó con la ayuda de un refractómetro digital 

portátil PAL-1 según lo indicado en 932.12-AOAC (2010). 

5.5. Resultados y discusión 

Efecto del ozono sobre la población total de microorganismos 

Se identificaron dos grupos de microorganismos en aguamiel, bacterias ácido-

lácticas y levaduras, y con menor frecuencia se lograron visualizar algunos 

bacilos (Figura 7). En el producto obtenido de la fermentación del aguamiel se 

han reportado la presencia de Bacillus, Lactobacillus y Streptococcus (Escalante, 

2004). Por su parte, Torres-Rodríguez et al. (2014) reportaron que la diversidad 

microbiana presente en bebidas fermentadas tradicionales son las bacterias 

ácido-lácticas (BAL) y que en aguamiel la BAL L. mesenteroides es una de las 

más importantes para lograr la fermentación.  
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De igual modo, en esta investigación dentro del grupo BAL encontrado en el 

aguamiel se identificó la presencia de microorganismos del género Leuconostoc 

(Figura 7C). Escalante et al. (2004) reportaron una importante diversidad de BAL, 

compuesta de especies de Lactobacillus y Leuconostoc, en muestras de 

aguamiel y pulque de diferentes regiones del centro de México. Por su parte, 

Valadez-Blanco et al. (2012)  reportaron la presencia de poblaciones de BAL 

aerobias y anaerobias, tanto en aguamiel como en pulque en un rango de 6x107 

a 2x1011 CFU mL-1. 

 

El efecto de la aplicación de ozono sobre la población total de microorganismos 

mostró diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre tratamientos a lo largo de 12 h 

de almacenamiento. La exposición de 12 min de ozono logró mantener una mayor 

reducción significativa (p ≤ 0.05) de microorganismos (de 7.26 a 6.85 log10mL-1) 

aproximadamente un 3.85 %, con respecto al testigo 1 a lo largo de 12 h. Al 

término de 12 h de almacenamiento la mayor reducción de PTM, con respecto al 

testigo, se presentó con 6 y 12 min de aplicación de ozono, obteniendo una 

población total de 6.88 y 6.85 log10mL-1, respectivamente (Figura 8).  

 

 

 

A 

B 

C 

Figura  7. Visualización de microorganismos en la Cámara 
Neubauer, al microscopio óptico 100x. Levaduras (A), 
Bacterias ácido-lácticas (B) y (C) Leuconostoc. 
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Cho et al. (2010) indican que el daño a los microorganismos por ozono ocurre 

principalmente a través del contacto sobre la membrana celular y los 

componentes de la pared, afectando las glicoproteínas y / o glicolípidos de la 

membrana. Así mismo, la disminución de microorganismos en aguamiel se pudo 

deber a que el ozono a pH bajos tiene mayor eficacia sobre la reducción de 

microorganismos, debido a una acción directa del ozono (por vía molecular) y a 

través de una reacción muy selectiva (Bataller et al., 2010).  

 

El Cuadro 7 reporta el número de células viables obtenido al terminó de 12 h. La 

mayor exposición de ozono permitió una mayor reducción de microorganismos, 

con respecto al testigo, de 3.68 y 14.81 % de bacterias ácido-lácticas 

(Log10UFCmL-1) y mesófilos aerobios totales (Log10UFCmL-1), respectivamente.  
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Figura  8. Población total de microorganismos (log10mL-1) en aguamiel de A. 
salmiana tratada con diferentes niveles de ozonización: (0, 3, 6, 9 y 12 min) 
y analizada en diferentes tiempos de almacenamiento (0, 4, 8 y 12 h).  
Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con 
un nivel de significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis 
estadístico entre mediciones a través del tiempo (h), letras minúsculas 
diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de ozono en min).  
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Cuadro 7. Población total de microorganismos (PTM) y células viables:  bacterias 
ácido-lácticas (BAL), mesófilos aerobios totales (MAT), y porcentajes de 
reducción microbiológica en aguamiel con diferentes tiempos de ozono.  

Tratamientos 
BAL 

(Log10UFCmL-1) 

MAT 
(Log10UFCmL-1) 

PTM  
(Log10mL-1) 

Testigo 6.66 6.32 7.44 
12 min de ozono 6.41 5.38 7.06 

(%) 3.68 14.81 5.19 

Nota:  % Porcentaje de reducción microbiológica 

 

Diversos factores, tales como, el método de aplicación, la dosis de ozono, el 

tiempo de tratamiento, la temperatura, incluso la composición del aguamiel, son 

determinantes para el nivel de oxidación generado y pudieron haber influido en 

los bajos porcentajes de reducción microbiana registrados en el número de 

células viables (Ayranci et al., 2019). Aunado a lo anterior, la eficacia del ozono 

gaseoso para la inactivación de microorganismos en alimentos depende en gran 

medida del ozono residual en el medio más que de la tasa de generación de 

ozono, y también esta significativamente influenciada por el contenido de sólidos 

presentes en los alimentos (Asokapandian et al., 2018).  

 

Parámetros fisicoquímicos 

 
Los parámetros pH y sólidos solubles totales no mostraron diferencias 

significativas entre tratamientos (p ≤ 0.05), las diferencias se presentaron entre 

los diferentes tiempos de almacenamiento (Cuadro 8). A partir de las 4 h, el pH 

del aguamiel mostró un promedio de 3.75. No obstante, el testigo a partir de las 

8 h presentó una disminución significativa de pH de 3.74 a 3.64. Oner y Demirci 

(2016) indican que el pH tiene un efecto significativo sobre la capacidad del ozono 

para reducir microorganismos, con una mayor tasa de inactivación a valores de 

pH más bajos. Del mismo modo, Alvares, Diaper y Parsons (2001) encontraron 

que se produce una disminución de la eficiencia del ozono a pH alto, dado que 

existe una mayor auto-descomposición. Patil et al. (2010) observaron que la 

inactivación de E. coli en jugo de manzana fue mucho más rápido a pH bajos que 
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a pH altos. Así mismo, afirman que la inactivación depende del caudal de entrada 

de ozono y se mejora positivamente a pH ácido. 

 

Por otra parte, los sólidos solubles totales disminuyeron consistentemente a lo 

largo del almacenamiento, sin encontrarse diferencias significativas (p ≤ 0.05) 

entre los diferentes niveles de aplicación de ozono. La concentración de SST 

logró mantenerse estable a partir de las 4 h de almacenamiento en un valor 

promedio de 12.33 °Bx, aproximadamente (Cuadro 8). Miller et al. (2013) 

indicaron que de manera general no se observan disminuciones significativas en 

el contenido total de azúcar en frutas y verduras después de tratamientos con 

agua que contiene ozono o cuando se aplicó un tratamiento con ozono gaseoso 

a corto plazo. Por su parte, Bataller et al., (2010) destacan que con sustancias 

orgánicas e inorgánicas el ozono reacciona directamente (por vía molecular).  

Incluso se ha reportado el uso de ozono para la degradación de la materia 

orgánica presente en aguas hospitalarias (Penagos, López & Chaparro, 2012). 

Así mismo, Gonçalves & Paiva (2004) mencionan que el ozono tiene la capacidad 

de degradar compuestos orgánicos. 
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Cuadro 8. Promedios y desviaciones estándares del contenido de sólidos solubles y pH de aguamiel tratado con diferentes 
niveles de tiempo exposición de ozono.  

 

 

 

 Tiempo 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono (min) 

 0 3 6 9 12 

pH 

0 
4 
8 

12 

4.78 ± 0.93 a,A 4.78 ± 0.93 a,A 4.78 ± 0.93 a,A 4.78 ± 0.93 a,A 4.78 ± 0.93 a,A 

3.92 ± 0.26 a,B 
3.74 ± 0.34 a,C 
3.64 ± 0.34 a,C 

3.91 ± 0.24 a,B 
3.72 ± 0.34 a,C 
3.64 ± 0.34 a,C 

3.90 ± 0.24 a,B 
3.67 ± 0.34 a,C   
3.60 ± 0.35 a,C 

3.91 ± 0.27 a,B 
3.67 ± 0.33 a,C 
3.59 ± 0.35 a,C 

3.98 ± 0.32 a,B 
3.73 ± 0.40 a,C 
3.64 ± 0.43 a,C 

SST 

0 12.73 ± 1.14 a,A 12.73 ± 1.14 a,A 12.73 ± 1.14 a,A 12.73 ± 1.14 a,A 12.73 ± 1.14 a,A 

4 
8 

12 

12.40 ± 1.04 a,B 
12.18 ± 0.84 a,C 
12.13 ± 0.90 a,D 

12.53 ± 1.22 a,B 
12.33 ± 1.22 a,C 
12.20 ± 1.00 a,D 

12.58 ± 1.28 a,B 
12.07 ± 0.72 a,C 
12.53 ± 0.93 a,D 

12.55 ± 1.40 a,B 
12.17 ± 1.08 a,C 
12.23 ± 0.97 a,D 

12.53 ± 1.38 a,B 
12.22 ± 0.98 a,C 
12.33 ± 0.88 a,D 

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis 
estadístico entre mediciones a través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de ozono en min) 
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5.6. Conclusión  

El efecto de la aplicación de 12 min de ozono en aguamiel logró mantener una 

mayor estabilidad microbiológica a través de una reducción de microorganismos 

de 7.26 a 6.85 log10mL-1 (p ≤ 0.05) durante 12 h. El efecto del tiempo de 

almacenamiento fue significativo (p ≤ 0.05) sobre el contenido de sólidos solubles 

totales, y sobre el pH. 
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6. IMPACTO DE LA APLICACIÓN DE OZONO PARA LA VIDA DE 

ANAQUEL DE AGUAMIEL. 

6.1. Resumen 

Debido a la composición del aguamiel, existe el desarrollo de un consorcio 
microbiano, que da lugar a una fermentación y disminución de los compuestos 
bioactivos del aguamiel. De esta manera, la fermentación afecta la calidad del 
aguamiel para ser utilizado como materia prima para la elaboración de jarabe de 
agave. El uso de ozono ha mostrado tener la capacidad de alargar la vida de 
anaquel y obtener una mayor retención de los compuestos bioactivos de los 
alimentos y bebidas. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el 
efecto de la aplicación de ozono sobre la estabilidad fisicoquímica, nutracéutica 
y producción de etanol en aguamiel. Se evaluó el efecto de tres niveles de tiempo 
(0, 6 y 12 min) de aplicación de ozono y el efecto de la reozonización (a las 48 h 
de tiempo de almacenamiento) en aguamiel sobre la población total de 
microorganismos (PTM), pH, sólidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT), 
etanol (% v/v), actividad antioxidante (AA) y compuestos fenólicos solubles 
totales (CF) a lo largo de 72 h (25.44 ± 1.18 °C). Se empleó un modelo mixto bajo 
un diseño de bloques completos aleatorios y una prueba de Tukey–Kramer 
(α=0.05). A lo largo de 48 h de almacenamiento, la aplicación de ozono en 
aguamiel mantuvo una baja PTM (p ≤ 0.05) (entre 6.10 y 6.54 log10mL-1) y 
actividad antioxidante (AA), con respecto al testigo. Por otra parte, a mayor 
tiempo de almacenamiento, el pH, los SST, los CF y la AA, disminuyeron. En 
cuanto a la reozonización se evidenció una disminución de la AA del aguamiel. 
Finalmente, la aplicación del ozono logró mantener una baja PTM con respecto 
al testigo durante 48 h, sin embargo, no conservó las propiedades fisicoquímicas 
y nutracéuticas del aguamiel a lo largo del tiempo de almacenamiento.  

 
 
 

Palabras clave: reozonización, potencial nutracéutico, estabilidad 

microbiológica. 
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6.2. Introducción 

El aguamiel es la savia extraída de varias especies de agaves, principalmente 

de A. atrovirens, A. salmiana, A. americana y A. potatorum (Sánchez, 2017). 

Generalmente, la producción del aguamiel se destina a elaboración del pulque, 

sin embargo, hoy en día una alternativa de mayor aprovechamiento es la 

elaboración de concentrado de aguamiel (miel de maguey) (Chagua-Rodríguez 

et al., 2020; Valadez-Blanco et al., 2012).  

Al ser el aguamiel la materia prima principal para la elaboración de miel de 

maguey es necesario asegurar su calidad y preservación de compuestos 

bioactivos a lo largo del tiempo de almacenamiento (Inocente-Quiroz et al., 2021). 

De este modo, para garantizar la vida de anaquel de un alimento es fundamental 

partir de materias primas de calidad, conocer sus características y 

requerimientos, por tal motivo, es fundamental conocer parámetros como la carga 

microbiológica, los procesos bioquímicos y metabólicos involucrados, el 

porcentaje de acidez, el pH y entre otros (Kader, 2002).  

Los alimentos al exponerse a agentes químicos y biológicos, son susceptibles a 

cambios físicos, enzimáticos e interacciones que influyen sobre el procesado, la 

calidad final y sobre todo la vida de anaquel, además, la tendencia de los 

consumidores es elegir alimentos frescos, de calidad organoléptica y con 

potencial funcional, por sus bioactivos (Boatella et al., 2004; Rodríguez & de 

Hernández, 2021). En este contexto, el ozono ofrece a la industria alimentaria un 

agente limpiador y desinfectante alternativo o complementario, se ha informado 

de su eficacia para la limpieza física, química y biológica dentro de las unidades 

de procesamiento de alimentos (O’Donnell et al., 2012). Y así mismo, se ha 

reportado que el ozono tiene la capacidad de mantener un calidad organoléptica, 

nutricional y funcional en los alimentos y bebidas tratados (Sánchez-Moreno et 

al., 2018). 

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigación fue evaluar el efecto de la 

aplicación de ozono y reozonización sobre la estabilidad microbiológica, 

fisicoquímica (pH, SST y acidez titulable), producción de etanol (% v/v) y calidad 
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nutracéutica (actividad antioxidante y compuestos fenólicos) en aguamiel de A. 

salmiana. 

6.3. Materiales y métodos 

6.3.1. Material vegetal 

Se utilizaron muestras de 1 L de aguamiel de A. salmiana cultivar Ayoteco 

recolectadas en Coatepec, Estado de México. Durante el mes de mayo del 2021, 

el aguamiel se recolectó matutinamente de plantas en producción intermedia 

durante 5 días. El aguamiel se colocó en botellas de vidrio, previamente 

esterilizadas. Se conservó y trasladó a una temperatura de aproximadamente 2 

ºC con el uso de hielo seco durante aproximadamente 1 h hasta su análisis. 

6.4. Planeación experimental 

Se utilizó un modelo mixto bajo un diseño de bloques completos aleatorios y una 

prueba de Tukey–Kramer (α=0.05). La unidad experimental se constituyó de 100 

mL de aguamiel colocados en probetas de vidrio. Se aplicaron 6 y 12 min de 

ozono) más un control (0 min). Posteriormente, se evaluó el efecto de la 

aplicación de ozono sobre la población total de microorganismos (PTM), SST, 

pH, acidez titulable, producción de etanol (% v/v), compuestos fenólicos solubles 

totales y actividad antioxidante a las 0, 12, 24 y 48 h de tiempo de 

almacenamiento. Posteriormente, se realizó una reinyección de ozono en 

aguamiel ozonizado con 48 h de tiempo de almacenamiento (reozonización). Así 

mismo, a través del tiempo de almacenamiento, se realizó un registro de 

temperatura del ambiente con un sensor Hobo®, cada hora.  

 El modelo estadístico se expresa (Littell et al., 2006): 

                𝒚𝒊𝒋𝒌 =  𝝁 + 𝜷𝒊 + 𝝉𝒋 +  𝜶𝒌 + (𝝉𝜶)𝒋𝒌+𝜹𝒋𝒌 +  𝝐𝒋𝒌 

Donde yijk es la respuesta en el i-ésimo bloque con el j-ésimo tratamiento en el 

k-ésimo tiempo, µ es la media general, Ʈj es el efecto del j-ésimo tratamiento, βi 

es el efecto del i-iesimo bloque, 𝜶𝒌 es el efecto aleatorio del k-ésimo tiempo, 

i = 1, 2,…,r. 
j = 1, 2,...,p. 
k = 1, 2,…,t. 
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(𝝉𝜶)𝒊𝒕 es el efecto de la interacción del j-ésimo tratamiento y el k-ésimo tiempo,  

𝝐𝒊𝒋𝒌 es el error aleatorio asociado al  i-ésimo bloque con el j-ésimo tratamiento en 

el k-ésimo tiempo y 𝜹𝒋𝒌 es el error aleatorio del factor tiempo. Modelo bajo los 

supuestos 𝝐𝒊𝒋𝒌~ 𝑵𝑰 (𝟎, 𝝈𝝐
𝟐) y  𝜹𝒊𝒋~ 𝑵𝑰 (𝟎, 𝝈𝜹

𝟐) con σ2 homogénea. 

6.4.1. Aplicación de ozono 

La ozonización del aguamiel se efectuó con un equipo (Biozon, PTA mini, México) 

con una producción de ozono de 1.2 g h-1. El aguamiel fue colocado en probetas 

de vidrio de 300 mL, la inyección de ozono se realizó a través de una manguera 

de polipropileno con orificios la cual se introdujo a través de la probeta de vidrio 

para lograr un mayor contacto del ozono con la muestra.  

 

6.4.2. Recuento de la población total de microorganismos en aguamiel. 

a) Recuento de la población total de microorganismos 

El recuento total de la población de microorganismos se realizó a través del uso 

de la cámara Neubauer (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007). Se tomó 1 mL de 

cristal violeta y se diluyó en 9 mL de agua esterilizada (Gómez & Martínez, 2021). 

Seguido, se tomó 0.5 mL de muestra y se le añadió 0.5 mL de cristal violeta, 

previamente diluido. Con el uso de microscopio óptico y el objetivo a 100x, se 

contó el número total de microorganismos de cinco cuadrantes y se calculó el 

promedio. Posteriormente, se utilizó la siguiente fórmula (Arredondo-Vega & 

Voltolina, 2007). 

𝑃𝑇𝑀 = (𝑌̅)(𝐹𝐷)(2)(10,000) 

Donde: 

‾ PTM es la población total de microorganismos 

‾ 𝑌̅ es el promedio de cinco cuadrantes 
‾ FD es el factor de dilución de la muestra 
‾ 2 corresponde al factor de dilución de la tinción  

 

b) Recuento de células viables 
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Se llevó a cabo el recuento de levaduras según lo reportado con la AOAC 997.02 

(1988), a través del uso de Placas YM 3M Petrifilm® y un recuento de Bacterias 

Ácido-Lácticas en agar MRS.   

6.4.3. Variables fisicoquímicas  

Acidez titulable. Se determinó por el método descrito en el manual AOAC 939.05 

(2000), que se basa en la titulación de 10 mL de muestra de aguamiel con una 

solución valorada de NaOH 0.1 N, y fenolftaleína como indicador. Se reportó 

como porcentaje de ácido láctico.  

Determinación de etanol por CG. Este compuesto volátil se cuantificó mediante 

cromatografía de gases siguiendo la técnica de espacio de cabeza (head space) 

propuesta por Davis y Chase (1969). Se colocó una muestra de 5 mL de aguamiel 

en un vial de vidrio de 26 mL y se selló. Seguido, se tomó una alícuota gaseosa 

de 1 mL del espacio superior con una jeringa y se inyectó en una columna GC 

(Varian Star 3400, EE. UU.) SS empaquetada con Poropak N, 2 mx 3 mm externo 

y diámetro interno de 2 mm, equipado con TCD detector de conductividad 

térmica) y FID (detector de ionización de llama). Se utilizó He como gas portador. 

Posteriormente, se inyectó un estándar de etanol de concentración conocida para 

construir la curva estándar. Los resultados se expresaron en % de etanol (v/v). 

pH. Se medió con un potenciómetro (H1 2221 Hanna Instruments, Woonsocket, 

RI, USA) según lo descrito por la 981.12-AOAC (2019). 

Sólidos solubles totales. Se determinó con la ayuda de un refractómetro digital 

portátil PAL-1 según lo indicado en 932.12-AOAC (2010). 

 

6.4.4. Variables nutracéuticas 

Preparación del extracto. Se tomaron 1.5 mL de aguamiel y se aforo a 5 mL 

con metanol acuoso al 80 % (v/v), seguido se dejó el extracto en refrigeración 

durante 24 h. Se decantó el extracto en matraces de 5 mL y se aforó con metanol 

acuoso al 80 % (v/v). Después, se centrifugaron las muestras durante 5 minutos 
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a 4000 rpm, esto con fin de poder separar los sólidos no solubles que pudieran 

interferir en los análisis nutracéuticos.  

 

Cuantificación de compuestos fenólicos solubles totales. El contenido de CF 

solubles totales se determinó por el método de Folin-Ciocalteu propuesto por 

Singleton y Rossi (1965). Una alícuota de 0.2 mL del extracto fenólico (aguamiel) 

se mezcló con 2 mL de agua y 0.2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (2 N, Sigma 

- Aldrich), se dejó reposar durante 3 min. Posteriormente, a la mezcla se le 

adicionaron 0.8 mL de Na2CO3 (7.5 % p/v) y se dejó reposar en oscuridad a 

temperatura ambiente, durante 1 h. Finalmente, se tomó lectura de la 

absorbancia a 760 nm en un espectrofotómetro (Genesys 10s, Thermo Scientific, 

USA). Para cuantificar la concentración de fenoles, se realizó una curva estándar 

preparada a base de ácido gálico, se realizaron los cálculos pertinentes y se 

expresó el resultado en mg equivalentes de ácido gálico por 100 mL de aguamiel 

(mg EAG 100 mL-1). 

Actividad antioxidante 

Método ABTS. La medición de la AA por medio de la captación del radical ABTS 

se realizó de acuerdo con la metodología propuesta por Miller y Rice-Evans 

(1996) con algunas modificaciones. Se preparó una solución 7 mM de ABTS en 

agua destilada y otra solución de 2.45 mM de K2S2O8, las cuales se combinaron 

en una relación 1:1. La mezcla se dejó reposar en oscuridad por 16 h. 

Posteriormente, se diluyó con etanol anhidro hasta obtener una absorbancia de 

0.7 ± 0.01 a una longitud de onda de 734 nm. Se tomó lectura en el 

espectrofotómetro de un blanco (metanol acuoso al 80 % v/v), seguido, se 

preparó una solución con 2000 µL de ABTS más 20 µL de metanol acuoso al 80 

% (v/v) y se realizó la lectura en el espectrofotómetro. Por otra parte, se preparó 

una solución con 2000 µL de ABTS más 20 µL del extracto de la muestra y se 

dejó en almacenamiento durante 30 minutos en oscuridad, se realizó la lectura 

en el espectrofotómetro. La AA se cuantificó a través de una curva estándar de 
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trolox. Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de trolox por 

cada 100 mL de aguamiel en peso fresco (μM TE 100 mL-1). 

Método FRAP. La medición de la AA por medio del poder antioxidante reductor 

férrico (FRAP), se realizó según el método de Benzie y Strain (1999). El reactivo 

FRAP se preparó con 0.3 M de buffer de acetato con un pH= 3.6, una solución 

de 10 mM de férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) en HCl 40 mM y 20 mM de 

FeCl3, para obtener el FRAP, en un frasco ámbar se mezcló el buffer, cloruro 

férrico y TPTZ en una relación 10:1:1. Se tomó 3 mL de FRAP a 37º C y se mezcló 

con 0.1 mL de extracto y 0.3 ml de agua destilada. Seguido se colocó en baño 

de agua a 37 °C por 30 minutos. Se midió la absorbancia de la mezcla del FRAP 

con el extracto a 593 nm a través del espectrofotómetro. Para cada análisis se 

tuvo en cuenta la lectura de FRAP sin extracto. La AA se cuantificó a través de 

una curva estándar de trolox. Los resultados se expresaron en micromoles 

equivalentes de trolox por cada 100 mL de aguamiel en peso fresco (μM TE 100 

mL-1). 

 

6.5. Resultados y discusión 

a) Ozonización 

Población total de microorganismos. La Figura 9 muestra que, a lo largo de 

48 h de almacenamiento, la población total de microorganismos en el testigo fue 

estadísticamente superior (p ≤ 0.05) al encontrado en aguamiel con diferentes 

niveles de tiempo de ozono. De esta manera, se obtuvieron dos grupos diferentes 

(p ≤ 0.05) de aguamiel, el aguamiel testigo y aguamiel con ozono (6 y 12 min). 

Entre las 12 y 24 h no se evidenció un incremento de microorganismos en 

aguamiel, teniendo en promedio un valor de 6.56 y 6.38 log10 mL-1 en el testigo y 

con la aplicación de ozono, respectivamente. A partir de a las 48 h de tiempo de 

almacenamiento se observó un incremento significativo de 0.038 y 0.141 log10 

mL-1 en cada grupo de aguamiel.  
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Células viables. No se observó efecto significativo (p ≤ 0.05) de los tratamientos 

a lo largo de 48 h de almacenamiento sobre el conteo de levaduras totales (LT), 

bacterias acido-lácticas (BAL) y la población total de microorganismos (PTM). Sin 

embargo, el factor tiempo de almacenamiento incrementó significativamente el 

conteo de BAL y la PTM de 5.135 a 5.922 UFC Log10mL-1 y 7.258 a 7.446 

Log10mL-1, respectivamente (Cuadro 9).  Es importante reportar que la 

temperatura fue un factor significativo que influyó en el crecimiento de los 

microorganismos durante las primeras 48 h, dado que las muestras se 

encontraban a 25.44 ± 1.18 °C. Velázquez-López et al. (2018) informaron el 

crecimiento de cepas de BAL en pozol tradicional chiapaneco en un rango de 

temperatura de 28 a 37 °C. Asimismo, Paula et al. (2018) indicaron que el 

crecimiento de BAL está fuertemente influenciado por la temperatura de 

almacenamiento. En el caso de las levaduras, Lin et al. (2012) reportaron el 

crecimiento de estas en un rango de 10 a 50 °C donde la tasa máxima de 
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Figura  9. Cambios de la población total de microorganismos (log10 
mL-1) en aguamiel tratado con diferentes niveles de tiempo de 
ozonizado a lo largo de 48 h de almacenamiento. Letras distintas 
indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel 
de significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis 
estadístico entre mediciones a través del tiempo (h), letras 
minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de 
ozono en min).  
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crecimiento fue en un rango de 30 a 45 °C, no obstante, otros autores reportan 

que entre 20 a 35 ° C es el rango ideal. 

Cuadro 9. Población total de microorganismos (PTM) y células viables: Bacterias 
acido-lácticas (BAL) y Levaduras totales (LT) en aguamiel tratado con diferentes 
niveles de tiempo exposición de ozono.  

 
 

Acidez titulable. El efecto de ozono sobre la producción de ácido láctico en 

aguamiel fue consistente entre los tratamientos (Figura  10), por lo tanto, para 

esta variable no hubo diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los diferentes 

niveles de aplicación de ozono.  

Sin embargo, el factor tiempo de almacenamiento mostró efecto (p ≤ 0.05) sobre 

la producción de ácido láctico. Por consiguiente, a lo largo de 48 h el valor de la 

acidez aumentó de 0.062 a 1.044 g de ácido láctico L-1 de aguamiel en promedio. 

Esta producción de ácido láctico se puede atribuir al grupo de bacterias 

encontradas, en su mayoría BAL. Así, Trevanich et al., (2016) indican que las 

BAL provocan una rápida acidificación de las materias primas mediante la 

producción de ácidos orgánicos, principalmente ácidos lácticos.  Por su parte, 

Escalante et al. (2016) mencionan que en aguamiel a lo largo del tiempo (durante 

la fermentación del pulque) se desarrollan algunos productos metabólicos 

distintivos, entre ellos, el ácido láctico que es producido 

por Lactobacillus sp. y Leuconostoc sp. que conducen la fermentación ácida.   

 
Tiempo de 

almacenamiento 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono 
(min) 

 0 12 

BAL  
(UFC Log10mL-1) 

24 5.26 ± 0.16 a,A 5.01 ± 0.25  a,A 
48 5.98 ± 0.06 a,B 5.86 ± 0.33 a,B 

LT  
(UFC Log10mL-1) 

24 5.85 ± 0.16  a,A 5.70 ± 0.07  a,A 
48 6.68 ± 0.06  a,A 6.28 ± 0.46  a,A 

PTM  
(Log10mL-1) 

24 7.27 ± 0.01  a,A 7.25 ± 0.23  a,A 

48 7.45 ± 0.03  a,B 7.34 ± 0.15  a,B 
Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre mediciones a 
través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de 
ozono en min). 
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Sólidos solubles totales (SST). Los sólidos solubles totales (SST) facilitan 

información sobre el contenido de azúcares, ácidos orgánicos y compuestos 

inorgánicos y sus variaciones durante el almacenamiento (Panou et al., 2021). 

En la Figura  11 se visualiza que la concentración de SST en aguamiel disminuyó 

con el tiempo, no se evidenció diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre 

tratamientos a lo largo de 48 h, es decir, se observó un comportamiento similar 

en todos los tratamientos. 

Durante las 12 y 24 h no se observó cambios significativos (p ≤ 0.05) sobre el 

contenido de SST en aguamiel, obteniendo en promedio una concentración de 

12.56 °Bx. Por otro lado, a las 48 h existió una disminución significativa (p ≤ 0.05) 

de 2.01 °Bx en promedio. Se ha reportado que el ozono puede llegar a reaccionar 

rápidamente con moléculas orgánicas y ocasionar una autodegradación del 

mismo hasta oxígeno, y de esta manera interferir sobre la inactivación microbiana 

(Gil-Muñoz et al., 2005). Así, al no tener efecto el ozono sobre los SST, dicho 

comportamiento se puede atribuir a la fermentación, de acuerdo con Luis et al. 
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Figura  10. Producción de g /L de ácido láctico en aguamiel tratada con 
diferentes niveles de tiempo de aplicación de ozono. Letras distintas 
indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico 
entre mediciones a través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias 
entre tratamientos (tiempo de exposición de ozono en min).  
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(2019) durante la fermentación existe una transformación de azúcares en etanol. 

Por su parte, Valadez-Blanco et al. (2012) afirman que la concentración de 

carbohidratos en aguamiel disminuye con el tiempo después de la apertura de la 

planta, lo cual puede deberse a la fermentación.  Además, como en el caso del 

crecimiento de la población de microorganismos, la temperatura fue un factor 

significativo que influyó sobre la reducción de los SST durante las primeras 48 h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH. En el caso del valor de pH, al igual que el resto de las variables 

fisicoquímicas. En general el pH en aguamiel se mantuvo estable, sin efectos 

significativos (p ≤ 0.05) en los diferentes tratamientos aplicados. Sin embargo, 

hubo un efecto significativo (p ≤ 0.05) del tiempo sobre el valor de pH en aguamiel 

(Figura 12), demostrando una disminución significativa (p ≤ 0.05) durante las 

primeras 12 h (6.356 a 2.994, Figura 12). 

Así, Ortiz-Basurto et al. (2008) indicaron que los valores de pH se mantienen 

alrededor de 4.5 a lo largo del tiempo, en todas las muestras de aguamiel de A. 

mapisaga.  Además, cabe destacar que algunos autores tal como Velázquez-

López et al., (2018) indican que las BAL resisten a los cambios de pH, 
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demostraron que cepas aisladas de BAL en muestras de pozol blanco y pozol 

con cacao, almacenadas a temperatura ambiente, resistieron cambios de pH 

durante 24 h, mostrando mayor crecimiento a valores cercanos a 4.0.  

Este efecto no significativo sobre los parámetros fisicoquímicos puedo deberse a 

la inestabilidad del ozono, como indican García-Chamizo et al., (2020) la 

estabilidad del ozono depende de diversos factores, tal como: la temperatura, 

humedad, la interacción con otras sustancias entro otros factores, además, en 

medios líquidos y sobre todo a pH elevados el ozono es rápidamente eliminable 

debido a su auto descomposición.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuantificación de etanol.  En la Figura  13 se observa el efecto significativo (p 

≤ 0.05) del factor tiempo de almacenamiento sobre la producción de etanol en 

aguamiel. Al no existir una eliminacion completa de la población total de 

microorganismos en aguamiel, la produccion de etanol se pudo deber a la 

prescencia de ciertos microorganismos; tal como Saccharomyces sp, 
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Lactobacillus sp y Zymomonas sp los cuales son responsables de la producción 

de etanol (Cervantes Contreras & Pedroza, 2007). De esta manera, se produjó 

una baja concentracion de etanol en aguamiel durante las primeras 24 h, con una 

producción de 0.134 a 0.441 % de etanol (v/v).  A partir de las 48 h se evidenció 

un incremento en cada uno de los tratamientos, siendo el testigo el de mayor 

concentracion con una producción de 3.181 % de etanol (v/v).  

El efecto del ozono a lo largo de 48 h de almacenamiento no fue significativo. 

Cervantes Contreras & Pedroza (2007) reportaron que el producto obtenido en 

aguamiel tras 48 h de fermentación a temperatura ambiente se caracterizó por 

tener 10.35 % (v/v) de etanol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  13. Producción de % de etanol (v/v) tratada con 
diferentes niveles de tiempo de aplicación de ozono en aguamiel 
de A. salmiana Letras distintas indican diferencias de acuerdo al 
test Tukey - Kramer con un nivel de significancia de p ≤ 0.05. 
Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre 
mediciones a través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias 
entre tratamientos (tiempo de exposición de ozono en min).  
 

 

2D Graph 1

Tiempo (h)

0 10 20 30 40 50

%
 d

e
 e

ta
n

o
l (

v
/v

)
 

0

1

2

3

4

5

Testigo
6 min O3

12 min O3A 

a,B 

a,B 
a,B 

a,C 

a,C 

a,C 

Tiempo de almacenamiento (h) 



84 
 

Compuestos fenólicos solubles totales. En la Figura 14 se observa que no 

existió diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los diferentes niveles de tiempo 

de aplicación de ozono. Sin embargo, a mayor tiempo de almacenamiento existió 

una disminución del contenido de CF en aguamiel. De manera general, se 

observó una disminución del contenido de CF de 20.22 a 15.69 mg EAG 100 mL-

1 de aguamiel, a lo largo del tiempo de almacenamiento.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shah et al. (2019) indicaron que los compuestos fenólicos son particularmente 

susceptibles al ataque del ozono dado que la autodescomposición del oxígeno 

triatómico se acompaña de la producción de númerosas ROS. Las ROS, a su 

vez, pueden ser eliminadas por los CF, lo que podría reducir el contenido de estos 

después de la exposición al ozono. Por su parte, Aparecida et al., (2017) 

mencionan que el ozono puede dividir el anillo de benceno de los grupos fenólicos 

y los CF pueden sufrir oxidación a través del mecanismo de Criegee. 

Figura  14. Concentración de compuestos fenólicos (mg EAG/100 mL de 
aguamiel) en aguamiel ozonizada. Letras distintas indican diferencias de 
acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer con un nivel de significancia de p 
≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre tiempos, 
letras minúsculas diferencias entre tratamientos 
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Actividad antioxidante. Al igual que los compuestos fenólicos, se observó una 

disminución en los valores de la AA en aguamiel a través del tiempo de 

almacenamiento. Fundo et al. (2021) mencionan que la presencia de compuestos 

fenólicos, es uno de los principales factores que influyen en la capacidad 

antioxidante de las frutas. 

Una vez aplicados los diferentes tiempos de ozono en aguamiel, en el método 

ABTS se evidenció un efecto significativo del ozono (p ≤ 0.05). A lo largo de 24 h 

el mayor tiempo de exposición de ozono (12 min) ocasionó una mayor reducción 

de AA (121.424 μM ET 100 mL-1 de aguamiel, Figura 15a). Al terminó de las 48 

h, la AA descendió en todas las unidades experimentales sin mostrar diferencias 

entre los tratamientos, obteniendo un promedio general de 220.296 μM ET 100 

mL-1 de aguamiel. Miller et al. (2013) mencionan que se espera que el ozono 

provoque la pérdida de compuestos antioxidantes debido a su fuerte actividad 

oxidante en frutas y vegetales, esto debido a la acción de una reacción directa 

entre el ozono y un antioxidante que desencadena un proceso de desintoxicación 

del ozono resultado de la formación de diferentes ROS, como el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), radicales superóxido (O2
-) y radicales hidroxilo (OH) dentro de 

la célula vegetal (Moldau, 1998). 
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En el método FRAP no hubo efecto significativo (p<0.05) del ozono sobre la AA 

en aguamiel a lo largo de 48 h. Sin embargo, hubo un efecto significativo del 

tiempo (p ≤ 0.05) sobre la AA. De esta manera, durante las primeras 24 h de 

almacenamiento ocurrió una disminución significativa de la AA de 72.64 a 56.66 

µM ET 100mL-1 (Figura 15b), mientras que entre las 24 y 48 h se mantuvo estable 

con un valor promedio de 56.97 µM ET 100mL-1. 

Como afirman Khadre et al. (2001) el ozono se descompone continuamente, en 

soluciones acuosas es altamente inestable. Ademas, la literatura describe que la 

disminución del contenido de compuestos fenólicos se debe principalmente al 

potencial oxidante del ozono (Sachadyn-Król & Agriopoulou, 2020). 

Por su parte, Sachadyn-Król & Agriopoulou (2020) reportan que el ozono funciona 

como un inductor de diversos compuestos entre ellos los compuestos fenólicos, 

seguido el ozono se puede eliminar fácilmente en cualquier momento después 

de la aplicación.  

b) Reozonizacion 

A las 48 h de tiempo de almacenamiento se reinyectó ozono a las unidades 

experimentales de los tratamientos, excluyendo aquellas del testigo.  

 

Población total de microorganismos. La reozonización no mostró efecto 

significativo (p ≤ 0.05) sobre la población total de microorganismos, por 

consiguiente, a las 72 h se evidenció un incremento medio de 2.184 log10 mL-1 

en cada uno de los tratamientos (Cuadro 10). 

 
Cuadro 10. Cambios en la población total de microorganismos (PTM) en 
aguamiel reozonizado, a lo largo del tiempo de almacenamiento. 

 

 

 Tiempo 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono (min) 

 0 6 12 

PTM 
(log10 mL-1) 

48 
72 

6.63 ± 0.14 a,A 
6.68 ± 0.08 a,B 

6.66 ± 0.10 a,A 
6.62 ± 0.06 a,B 

6.52 ± 0.13 a,A 
6.59 ± 0.05 a,B 

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre mediciones a 
través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de 
ozono en min). 
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En las células viables la aplicación de una reozonización y el tiempo de 

almacenamiento no causaron efecto significativo (p ≤ 0.05) sobre los 

microorganismos, de acuerdo con esto, al término de las 72 h se obtuvieron 7.078 

UFC Log10mL-1 de LT, 6.538 UFC Log10mL-1 de BAL y 7429 Log10 mL-1 de PTM 

(Cuadro 11).  Esto se pudo deber a que el ozono como indica Martins Pinheiro et 

al. (2019) en pH ácido es menos eficiente para la oxidación, mientras que en 

medio alcalino este gas reacciona a través de radical hidroxilo y por lo general es 

más eficiente en la oxidación.  

 

Cuadro 11. Población total de microorganismos (PTM) y células viables: bacterias 
ácido-lácticas (BAL), levaduras totales (LT) presentes en aguamiel reozonizado. 

 

 

 

Acidez titulable, SST y pH. Los análisis entre las 48 y 72 h no evidenciaron 

diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los tratamientos. No obstante, se 

observó un aumento significativo de 1.044 a 1.218 g de ácido láctico L-1 de 

aguamiel, una disminución significativa (p ≤ 0.05) de 10.547 a 8.260 de SST y 

una disminución de pH de 2.751 a 2.671 (Cuadro 12). 

 

 

 

 Tiempo 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono (min) 

 0 12 

BAL 
(UFC Log10mL-1) 

24 5.260 ± 0.163 a,A 5.010 ± 0.251  a,A 
48 5.984 ± 0.057 a,B 5.859 ± 0.334 a,B 

LT 
(UFC Log10mL-1) 

24 5.850 ± 0.163  a,A 5.698 ± 0.068  a,A 
48 6.684 ± 0.057  a,A 6.277 ± 0.460  a,A 

PTM 
(Log10mL-1) 

24 7.267 ± 0.004  a,A 7.250 ± 0.233  a,A 

48 7.446 ± 0.026  a,B 7.343 ± 0.147  a,B 

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre mediciones a 
través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de 
ozono en min). 
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Cuadro 12. Cambios en los valores de pH, contenido de SST y producción de 
acidez en aguamiel reozonizado, a lo largo del tiempo de almacenamiento.  

 

Cuantificación de etanol. La producción de etanol no resultó afectada por la 

reozonización, pero fue favorecida por el tiempo de almacenamiento debido a  

que se observó un incremento significativo (p ≤ 0.05) de producción de etanol 

(1.033 a 1.488 % etanol (v/v), Cuadro 13) de las 48 a las 72 h. 

 

Cuadro 13. Porcentaje de producción de etanol obtenido en aguamiel 
reozonizado, a lo largo del tiempo de almacenamiento.  

 

 

 

Shmit et al. (2014) reportaron que una característica química importante del 

pulque, es que presenta un contenido de etanol del 4-9 % (v/v), por tal motivo, se 

puede decir que el aguamiel entre las 48 y 72 h de tiempo de almacenamiento, 

presentó indicios de una fermentacion. Los principales microorganismos 

encontrados en el pulque son los géneros Lactobacilos responsables de 

incremetar la acidez láctica del pulque y Leuconostoc generadores de la 

viscosidad de la bebida así como cepas de Saccharomyces carbajail sp., el cual 

 Tiempo 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono (min) 

 0 3 6 

pH 
48 
72 

2.79 ± 0.10 a,A 
2.64 ± 0.07 a,B 

2.75 ± 0.11 a,A 
2.68 ± 0.08 a,B 

2.732 ± 0.09 a,A 
2.692 ± 0.08 a,B 

Sólidos 
solubles 

totales (°Bx) 

48 
72 

10.48 ± 1.16 a,A 
8.06 ± 0.50 a,B 

10.52 ± 1.00 a,A 
8.12 ± 0.62 a,B 

10.64 ± 1.10 a,A 
8.6 ± 1.30 a,B 

Acidez (g L-1 
ácido láctico) 

48 
72 

1.01 ± 0.13 a,A 
1.22 ± 0.14 a,B 

1.08 ± 0.11 a,A 
1.20 ± 0.13 a,B 

1.07 ± 0.13 a,A 
1.23 ± 0.21 a,B 

 Tiempo 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono (min) 

 0 6 12 

etanol  
(% v/v) 

48 
72 

3.18 ± 0.99 a,A 
5.95 ± 1.35 a,B 

2.59 ± 0.94 a,A 
4.75 ± 1.55 a,B 

2.37 ± 1.17 a,A 
4.75 ± 1.57 a,B 

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre mediciones a 
través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de 
ozono en min). 

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre mediciones 
a través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de 
exposición de ozono en min). 
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es un fermentador alcohólico; y Pseudomonas lindneri, productoras de etanol 

(González et al., 2016). Así mismo, es importante reportar que la temperatura de 

almacenamiento influyó significativamente (p ≤ 0.05) sobre la producción del % 

de etanol (v/v) en aguamiel. 

 
Actividad antioxidante. En ambos métodos (ABTS y FRAP) hubo efecto 

significativo (p ≤ 0.05) de la reozonización. Durante las 48 y 72 h de 

almacenamiento, mediante el método de FRAP la aplicación de 6 y 12 min de 

ozono evidenció una mayor disminución de AA de 12.11 y 17.45 µM ET 100mL-

1, respectivamente (Cuadro 14). En contraste, el método ABTS registró una 

mayor reducción de AA con la aplicación de 12 min de ozono (45.38 µM ET 

100mL-1) de AA.  

 

Compuestos fenólicos solubles totales. Con relación a la reozonización no 

hubo efectos significativos (p ≤ 0.05) entre tratamientos, evidenciando así una 

disminución de 15.22 a 13.45 mg EAG 100 mL-1 de aguamiel (Cuadro 14) a lo 

largo del tiempo de almacenamiento. 

 
Cuadro 14. Cambios en el contenido de compuestos fenólicos solubles totales 
(CF) y actividad antioxidante (ABTS y FRAP) en aguamiel reozonizado, a lo largo 
del tiempo de almacenamiento.  

 

 

 

 Tiempo 
(h) 

Tiempo de exposición de ozono (min) 

 0 6 12 

ABTS 
48 
72 

239.81 ± 7.82 Aa 
242.26 ± 29.38 Ba 

216.71 ± 17.88 Aab 
185.88 ± 22.37 Bab 

204.37 ± 12.61 Ab 
158.99 ± 30.65 Bb 

FRAP 48 
72 

61.94 ± 7.56 Aa 
58.17 ± 12.26 Ba 

54.42 ± 10.21 Ab 
42.31 ± 5.43 Bb 

55.49 ± 8.36 Ab 
38.03 ± 9.50 Bb 

CF 48 
72 

15.99 ± 1.28 Aa 
15.22 ± 0.96 Ba 

14.89 ± 3.03 Aa 
12.98 ± 2.63 Ba 

14.77 ± 3.00 Aa 
12.17 ± 3.00 Ba 

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de 
significancia de p ≤ 0.05. Letras mayúsculas indican el análisis estadístico entre mediciones a 
través del tiempo (h), letras minúsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposición de 
ozono en min). 
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Un factor que probablemente influyó sobre la disminución de los CF en aguamiel 

fue el proceso de fermentacion, como indican García-Martínez et al. (2021) la 

pérdida de CF en el mosto del vino se debió a la adsorción de estos compuestos 

a las paredes celulares de las levaduras, que son las responsables de la 

producción de una fermentación alcoholica. Por otro lado, Bustamante & Tenorio 

(2013) encontraron que los niveles de procianidinas (CF) disminuyen de 3 a 5 

veces durante la fermentación de diferentes clones de cacao colombiano.  
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6.6. Conclusión 

Ozonización 

‾ El aguamiel tratado con 6 y 12 min de ozono mantuvo una baja población 

total de microorganismos con respecto al testigo, a lo largo de 48 h de 

tiempo de almacenamiento. 

‾ En el caso de los parámetros fisicoquímicos pH, SST y acidez (g de ácido 

láctico L-1 de aguamiel) no se afectaron por la aplicación de diferentes 

niveles de tiempo de ozono. Sin embargo, el factor tiempo de 

almacenamiento influyó en cada una de las variables fisicoquímicas.   

‾ La producción de etanol (% v/v) en aguamiel no se afectó con los 

diferentes niveles de tiempos de aplicación de ozono, sin embargo, a 

mayor tiempo de almacenamiento hubo una un aumento de etanol (% v/v) 

en aguamiel. 

‾ El contenido de compuestos fenólicos solubles totales (CF) no se afectó 

significativamente (p ≤ 0.05) por la aplicación de diferentes tiempos de 

ozono, pero a mayor tiempo de almacenamiento menor concentración de 

CF.  

‾ Se obtuvo una mayor reducción de la actividad antioxidante en aguamiel, 

mediante la aplicación de 12 min de ozono. 

Reozonización 

‾ El efecto de la reozonización no fue significativo sobre la población total 

de microorganismos (PTM) durante las 48 y 72 h de almacenamiento, no 

obstante, a mayor tiempo de almacenamiento mayor número de PTM. 

‾ La reozonización no afectó significativamente (p ≤ 0.05) los parámetros 

fisicoquímicos y la concentración de etanol (% v/v) en aguamiel. 

‾ A mayor tiempo de almacenamiento se evidenció una disminución 

significativa (p ≤ 0.05) de la concentración de CF en aguamiel 

‾ Tanto la reozonización como el tiempo de almacenamiento fueron 

significativos (p ≤ 0.05) sobre la actividad antioxidante del aguamiel.  
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7. CONCLUSIONES GENERALES 

 

El uso del método rápido (3M-PETRIFILM®) no fue adecuado para el conteo de 

los microorganismos encontrados en aguamiel. Debido a que sobreestimó el 

recuento de las BAL, CT y LT en aguamiel con respecto al método tradicional.  

La aplicación de 12 min de ozono logró una mayor disminución de la población 

total de microorganismos a lo largo de 12 h. Por otro lado, el efecto del tiempo de 

almacenamiento disminuyó los valores de pH y SST en aguamiel. 

La aplicación de los tratamientos de 6 y 12 min de ozono puede ser una 

alternativa para mantener una baja población total de microorganismos a lo largo 

de 48 h. No obstante, la aplicación de estos tratamientos no logró conservar las 

propiedades fisicoquímicas del aguamiel. 

 

A mayor tiempo de almacenamiento existió una disminución del contenido de 

compuestos fenólicos solubles totales en aguamiel. 

 

En el método ABTS, la aplicación de 12 min de ozono causó una mayor reducción 

de actividad antioxidante en aguamiel a lo largo de 48 h. Por otra parte, a través 

del método FRAP no se evidenció efecto de los diferentes tiempos de aplicación 

de ozono en aguamiel a lo largo del tiempo de almacenamiento. 

La reozonización disminuyó la actividad antioxidante del aguamiel a lo largo del 

tiempo de almacenamiento.  

 


