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RESUMEN GENERAL

Ozonizacion para la estabilidad microbioldgica, calidad fisicoquimicay
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 tecnologias emergentes ha mostrado la disminucion de microorganismos y
preservacion de compuestos bioactivos. El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de la aplicacibn de ozono sobre la estabilidad microbioldgica,
fisicoguimica y nutracéutica de aguamiel. Mediante un modelo de regresion lineal
se comparé 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 evalué el efecto de O (testigo), 3, 6, 9y 12 min
de aplicacion de ozono en muestras de aguamiel y almacenado durante 12 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se evalu6 el efecto de los mejores
tratamientos de ozono y se les aplicé una reozonizacién a las 48 h de tiempo de
almacenamiento, hasta acumular 72 h en almacenamiento. Se us6 un modelo
mixto con disefio en bloques completos aleatorios y el método de Tukey-Kramer
(a=0.05). Se aplicé el método convencional, dado que las placas 3M-
PETRIFILM® sobreestimaron el conteo de microorganismos en aguamiel. El
efecto de 12 min permiti6 mayor reduccion de la poblacion total de
microorganismos (PTM) durante 12 h (7.26 a 6.85 logiomL?). En la vida de
anaquel, el ozono conservd una baja PTM (6.35 logiomL?) y actividad
antioxidante (AA) con respecto al testigo. A mayor tiempo de almacenamiento, el
pH, los SST, la concentracion de compuestos fendlicos solubles totales (CF) y
AA, disminuyeron. La reozonizacion redujo la AA del aguamiel. La aplicacion del
ozono logré6 mantener una baja PTM con respecto al testigo durante 48 h, sin
embargo, no conservd las propiedades fisicoquimicas y nutracéuticas del
aguamiel.

Palabras clave: microorganismos, savia, anaquel, ozonizacién, preservacion.
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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 (0=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 logiomL-
1). The mead with the ozone treatment retained a low MTP (6.35 logiomLt) 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.

Keywords: microorganisms, sap, shelf life, ozonation, preservation.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El género Agave es endémico de América, con 211 especies conocidas que
predominan en provincias aridas y semiaridas (Garcia-Mendoza, 2018). Al menos
75 % de las especies se distribuyen en México, por lo que es considerado posible
centro de origen (Garcia-Mendoza, 2007; Narvaez, Saldafia, Martinez, &
Jiménez, 2016). Los agaves son fuente de diversos productos, tales como:
alimentos, medicamentos, fibras, bebidas alcohodlicas (tequila, mezcal,
aguardiente, sotol y pulque), forraje y biomasa para la produccion de
biocombustibles (Garcia-Herrera et al., 2010).

Uno de los agaves de larga tradicion es el maguey pulquero, recurso importante
en las regiones aridas y semiaridas de la altiplanicie central de México, y su
principal producto es el aguamiel, substrato fermentable para la elaboracion de
pulque (Reyes, Pefia, 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 extraccion de aguamiel. La edad de
aprovechamiento para la obtencion de aguamiel del agave fluctia entre los 8 y
10 afios (Chagua-Rodriguez et al., 2020).

El aguamiel se define como la savia comestible, extraida del cajete o cavidad
central de plantas de agave maduras, su consumo es en fresco, fermentado o
concentrado (Leal et al., 2015); es un liquido rico en carbohidratos, de color que
varia de blanco tenue a amarillo claro, olor a aztcares y dulces, sin presencia de
espuma, y un pH estable cercano al neutro (Chagua-Rodriguez 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 obtencion de

microorganismos y muy sensible a procesos fermentativos espontaneos en el



propio cajete del agave (Chagua-Rodriguez et al., 2020). Por otra parte,el
aguamiel contiene compuestos bioactivos como saponinas, vitaminas,
aminoacidos, compuestos fendlicos y acidos grasos, que lo hacen un posible
alimento funcional (Contreras & Guzman, 2018). Asi, la produccién de aguamiel
puede aprovecharse para elaborar diversos productos. La produccién de Agave
salmiana es un motor econémico en regiones rurales aridas y semiaridas, cuyos

productores muestran una alta incidencia de pobreza.

A. salmiana es una especie importante en Valle del Mezquital, Hidalgo, region
semiarida 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 poblacion de la region, con la obtencidn de diferentes
productos de importancia econdémica, histérica y cultural, tal como el aguamiel,
gusano de maguey, escapo floral, cuticula y las pencas (Narvéaez et al., 2016.
Ademas, este cultivo tiene importante impacto ecologico dado que evita la
erosion del suelo, al ser usado como cerca viviente. El principal aprovechamiento
del cultivo en la regién de estudio es la obtencion de aguamiel de A. salmiana
(Garcia et al.,, 2016). En Cardonal, Hidalgo se localiza la comunidad rural
Durango Daboxtha, constituida por campesinos del pueblo originario Aafid,
quienes crearon la Sociedad S.P.R de R.l. 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 sobreexplotacion del cultivo y la falta de nuevas
plantaciones han ocasionado insuficiente materia prima para la produccion 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 fermentacién del aguamiel, condiciébn que la desecha para elaborar

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

Los tratamientos térmicos son los procesos mas 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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comparacion con las tecnologias no convencionales (Barbosa-Canovas &
Bermudez-Aguirre, 2010; Figueroa-Sepulveda et al., 2021). Actualmente, el
desarrollo de nuevas tecnologias no térmicas para alargar la vida util 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 busqueda de una tecnologia no térmica para
incrementar la vida de anaquel y conservar al maximo las caracteristicas
nutricionales y sensoriales del aguamiel, dada su insuficiente disponibilidad para
un proceso continuo en la elaboracion de jarabe. Una alternativa, ain no aplicada
en el acondicionamiento del aguamiel, es la ozonizacién, tratamiento no térmico,
como una tecnologia emergente y ecoldgica de inocuidad, debido a su
significativa actividad desinfectante y antimicrobiana (Pandiselvam, Sunoj,
Manikantan, Kothakota & Hebbar, 2017).

Esta alternativa requiere de investigacion experimental para buscar las
condiciones de ozonizacion que permitan controlar el crecimiento microbiano del
aguamiel. Con ello, se contribuiria a mejorar el proceso agroindustrial, esto
mediante la conservacion de la calidad del aguamiel (tal que preserve sus
caracteristicas fisicoquimicas y algunos compuestos con propiedades
nutracéuticas), reducir los costos de produccion, conocer, valorar y rescatar una
bebida de alto potencial cultural. Por lo tanto, la ozonizacion podria ser un
método alternativo y econdémico en la reduccion de la actividad microbiol6gica del

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

Con la presente investigacion se espera que la aplicacion de ozono en aguamiel
permita reducir la actividad microbiana y con ello, preservar su calidad e
incrementar su vida Gtil como materia prima para elaborar jarabe. Asi, el objetivo

de esta investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacién de ozono sobre la



estabilidad microbioldgica, fisicoquimica y nutraceutica 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 Capitulo 3 de la presente tesis.

El Capitulo 3 se enfoca en el estado del arte de la descripcion botanica,
distribucion, cultivo y fisiologiadel género Agave especificamente sobre la
especie A. salmiana. Posteriormente, se describe el principal producto obtenido
de esta especie, denominado aguamiel, su recoleccién, composicion quimica,
nutricional y nutracedtica, asi como su uso agroindustrial. Finalmente, se expone
el uso y caracteristicas de la aplicacion de ozono como una tecnologia alternativa
utiizada para la conservacion de alimentos, asi como para la estabilidad
microbiolégica, fisicoquimica y nutraceutica del aguamiel de A. salmiana. Con

ello, promover su estudio, difusién, produccion, consumo y uso agroindustrial .

El Capitulo 4 con el fin de establecer un método apropiado para recuento de
microorganismos en aguamiel, se reporta la comparacion entre un método
estandarizado (convencional), mediante la siembra en medios de cultivo y un
método rapido mediante la siembra en placas 3M-Petrifilm® para el recuento de

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

El Capitulo 5 se evalu6 el efecto de la aplicacién 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 Capitulo 6 comprende el estudio del efecto de la aplicacion de los mejores
niveles de tiempo de exposicién de ozono (0, 6 y 12 minutos) y una reozoniaciéon
(en aguamiel con 48 h de almacenamiento) sobre la cuantificacion de la poblacion
total de microorganismos (PTM), propiedades fisicoquimicas (pH, sdélidos
solubles totales y acidez titulable), la calidad nutracéutica (compuestos fendlicos

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



2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacién de ozono sobre la estabilidad microbiologica,

fisicoquimica y nutracéutica de aguamiel de A. salmiana

Objetivos especificos

Comparar el método convencional y método rapido (3M-Petrifilm®) para el
recuento de mesdfilos 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 aplicacion de ozono en aguamiel.

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

salmiana Otto ex Salm-Dyck para reducir su actividad microbiol6gica.

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

de la actividad microbiana del aguamiel de A. salmiana.

Evaluar el efecto de la aplicacion de ozono de los mejores tratamientos obtenidos,
previamente y la aplicacion de una reozonizacibn sobre la estabilidad
fisicoquimica (pH, solidos solubles totales y acidez titulable), nutracéutica

(compuestos fendlicos) y actividad antioxidante.

Evaluar el efecto de la aplicacion de ozono y reozonizacion sobre la produccion
de etanol (% v/v) en aguamiel de A. salmiana.
Hipotesis

La aplicacion de ozono reducird la actividad microbiolégica del aguamiel,
redundando en la preservacion de las propiedades fisicoquimicas, calidad

nutracéutica y actividad antioxidante del aguamiel de A. salmiana.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Familia Agavaceae

La familia Agavaceae fue propuesta por Endlicher, quien tomé como tipo
nomenclatura al género Agave, incluyendo ademés al género Furcraea (Garcia-
Mendoza & Galvan 1995). Dentro de la familia Agavaceae existen ocho géneros
reconocidos (Yuca, Hesperaloe, Furcraea, Beschoria, Agave, Manfreda,
Polianthes y Prochnyanthes), entre ellos el género Agave (Garcia-Mendoza,
1995; Good-Avila et al., 2006), el cual es el género con mayor riqueza en México
(Villasefior, 2016).

3.1.1. Género Agave: clasificaciéon y distribucion

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 (Garcia-Mendoza, 2007), en 20 grupos, 211 especies, 20
subespecies, 30 variedades y 7 formas (Lopez, Compeés et al., 2017). La
clasificacién taxonémica del género Agave ha sido objeto de controversias, por
lo que aun no esta totalmente delimitada, debido a su gran variacién fenotipica y
genotipica, incluso dentro de la misma especie y de una misma poblacién
(Verduzco-Martinez 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 paises del continente Africano,

Europeo y de Oceania (Global Biodiversity Information Facility [GBIF], 2018).



De las 211 especies que integran el género Agave, 159 estan distribuidas en
territorio mexicano, de las cuales 36 pertenecen a categorias infraespecificas
(categorias de nomenclatura taxondmica inferiores a la especie) y 119 son
endémicas (Garcia-Mendoza, 2011). Por este motivo, México es considerado el
centro de origen y distribucion del género Agave (Gonzalez- Castillo & Quintos-
Escalante, 2006; Colunga, 2018; Garcia-Mendoza, 2011).

3.2. Agaves pulqueros

Las principales especies de magueyes pulqueros se encuentran dentro del
subgénero Agave en la seccion Salmianae, grupo con gran variabilidad
morfologica y grados de domesticacion (Gentry, 1982; Mora-Lopez, Reyes-
Aguero, Flores-Flores, Pefa-Valdivia & Aguirre-Rivera, 2011). Dentro de las
especies pulgueras 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 (Alvarez-Duarte et al., 2018; Garcia-Mendoza, 2011;
Gentry, 1982; Mora-Lo6pez 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 Potosi, Tlaxcala y Zacatecas
(Chévez-Guitron et al., 2019).

3.2.1. Produccion de Agave salmiana

Los principales estados productores de maguey pulquero son Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala y Estado de México (Servicio de Informaciéon 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 numero de variedades y una de las principales especies pulqueras.
(Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad [CONABIO],
2013). En el afio 2019 se tenia en todo el pais una superficie total de 8 388.50

ha de maguey pulquero; sin embargo, para el afio 2020 la superficie sembrada



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 Informacion 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 produccion
de biocombustibles. En general, los productos obtenidos de primera instancia y
de mayor valor agregado son: aguamiel del cual se deriva el pulque, las cuticulas,
pencas y gusanos de maguey (para uso gastrondémico). Sin embargo, la
obtencion de aguamiel es el principal uso de casi todas las especies pulqueras

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

El aguamiel, es savia extraida de diversas especies de agave (Agave spp.)
(Guzméan-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 liquido translicido que llega a tener un
color &mbar, de un pH cercano a la neutralidad y con un ligero olor herbal cuando
se encuentra recién secretado (Guzméan-pedraza & Contreras-Esquivel, 2018);
contiene azucares como glucosa, sacarosa y fructosa, fructanos, gomas,
proteinas, minerales, vitaminas, aminoacidos, saponinas y compuestos fendlicos
(Enriquez-Salazar et al., 2017; Muiiz-Marquez 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
(Garcia et al., 2016).



3.3.1. Proceso de obtencidon

La obtencién del aguamiel comienza con la preparacién del maguey, el cual debe
ser un maguey de 8 a 10 afios de edad (Chagua-Rodriguez et al., 2020). En la
zona de cafiadas y planicies de la region del Valle del Mezquital el A. salmiana
Cv. Xxamini inicia su preparacion entre los 7 u 8 afios, mientras que en la zona de

cerro o lomerio entre los 10 y 12 afios (Hernandez et al., 2014).

Se cortan todas las pencas tiernas del centro de la planta, para evitar que el
escapo floral utilice los azucares de la planta (Chagua-Rodriguez et al., 2020).
Se realiza el capado (picazén) en la base de la pifia y se dejan orar (afiejar el
aguamiel) durante un periodo de aproximadamente 90 dias, durante este tiempo
la savia se acumula por exudacion (Chagua-Rodriguez et al., 2020; Hernandez
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 produccion oscila de 4 a 6
meses (Sela et al., 2008).

3.3.2. Componentes quimicos del aguamiel

El aguamiel contiene agua, sacarosa, glucosa, fructosa, goma, proteinas,
minerales y vitaminas (Estrada-Godina et al., 2001; Ortiz-Basurto et al., 2008);
también contiene 11 % de inulina prebittica en peso fresco (Cruz-Guerrero,
Olvera, Garcia-Garibay & Gémez-Ruiz, 2006; Martinez, 1999). Romero-Lopez et
al.,, (2015) caracterizaron los compuestos siguientes en el aguamiel (A.
atrovirens): 89.61 % de humedad, 3.50 % de proteina, 3.10 % de cenizas, 61.31
% azUcares reductores totales (32.63 % fructosa y 28.68 % glucosa), mientras
que el contenido de fructo-oligosacaridos fue 15.51 %. El aguamiel es una bebida
de gran interés debido a su contenido de compuestos bioactivos como saponinas,
antioxidantes, vitaminas, aminoacidos y acidos grasos, que lo hacen una posible

bebida funcional (Guzman-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 probidtico puede
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aumentar aun mas el valor nutricional del aguamiel (Ramirez & Yarfez, 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, respectivamente; niveles
considerablemente mas altos que los encontrados en la leche. Mientras que
Tovar-Robles et al. (2011) reportaron el contenido de Fe, Zn, Mg, Cay P en
concentraciones de 0.15, 1.03, 0.97, 24.53 y 12.77 mg 60 mL%, 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 alimentacion indican un interés acentuado de
los consumidores hacia ciertos alimentos (Alvidrez-Morales, Gonzéalez-Martinez
& 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 alimentacion. Estos productos tienen como propdésito
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 prevencion o el
tratamiento de una enfermedad (Leonard, 2006; Valencia, 2009;). La clasificacion
de los nutracéuticos, por mecanismo de accion, se divide segun las funciones
metabdlicas y fisioldgicas sobre las que actian (Jiménez et al., 2015). Entre ellos
se pueden reconocer los agentes antioxidantes, reguladores del metabolismo
lipidico, antiinflamatorios e inmunorreguladores, osteogénicos y que tienen
actividad anticancerigena (Balcerczyk et al., 2014; Gonzalez-Sarrias et al., 2013;
Paparo et al., 2014; Prabu et al., 2012; Martinez & Herradora, 2019). Con base a

la naturaleza quimica los nutracéuticos pueden ser clasificados como: fuentes
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proteicas, carbohidratos, lipidos, ademas 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 composicion (compuestos prebidticos como los
fructooligosacéaridos, compuestos bioactivos como saponinas, vitaminas y
aminoacidos) (Guzman-pedraza & Contreras-esquivel, 2018). Tovar-Robles et al.
(2011) informaron que en aguamiel la actividad antioxidante y concentracion de
compuestos fendlicos 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
acido ascorbico 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 esta relacionado con fenomenos
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 asi el riesgo a sufrir de

enfermedades degenerativas (Chagua-Rodriguez 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-Rodriguez et al., 2020). Por tal
motivo, la capacidad antioxidante de los alimentos ha recibido mucha atencién

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

La eficiencia de los antioxidantes depende de las caracteristicas quimicas 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 dafio
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, acidos fendlicos, 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). Asi, Bautista & Arias (2008) mencionan que el
aguamiel es una fuente rica de antioxidantes, por su contenido de vitamina C
(14.82 mg 100 g* aguamiel). Tovar-Robles et al. (2011) indicaron que el aguamiel
proveniente de A. salmiana mostré0 una actividad antioxidante adecuada, en
comparacion 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-Lopez et al.,
2015).

3.3.6. Compuestos fenolicos totales

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios distribuidos ampliamente
en el reino vegetal, cuya funcion 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). Ademas, estos compuestos son
responsables del color y las caracteristicas sensoriales de las plantas y alimentos
(Pefarrieta et al., 2014). Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno
0 mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico; el fenol es la molécula basica

de los compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos se clasifican en dos grupos: flavonoides que contienen
un esqueleto béasico Cs-C3-Cs y los no flavonoides. Los flavonoides incluyen

varias subcategorias como los flavones, flavonoles, flavanones, y antocianinas
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(Vicas et al., 2017). En los alimentos de origen vegetal, la capacidad antioxidante
se atribuye a la presencia de compuestos fendlicos principalmente (Ciappini et
al., 2013). La especie de Agave es rica en flavonoides, y fendlicos acidos con
importancia como antioxidantes, antibacterianos y compuestos antimicoticos,
sustancias inmunomoduladoras, y componentes antinematodos, que podrian
considerarse como producto nutracéutico para su aplicacion 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 util de la bebida (Enriquez-Salazar et al., 2017). Durante la recoleccion y
acumulacion del aguamiel se favorece el crecimiento de microorganismos, que
conducen a una fermentacion alcohdlica (obtencion de pulque), lo que genera
caracteristicas indeseables para la elaboracion del jarabe de agave.

Al respecto, Guzman-Pedraza y Contreras-esquivel (2018) indicaron que el
aguamiel es una fuente rica de carbohidratos y con pH aproximadamente neutro,
caracteristicas que lo constituyen como sustrato para el desarrollo y obtencién de
microorganismos. Por otra parte, Escalante et al., (2004) reportaron que la
fermentacion del aguamiel ocurre en el maguey, debido a la accién de algunos
microorganismos, tal como; levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras
de etanol y bacterias productoras de polisacaridos. 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).

Enriquez-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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acido lactico y géneros de levadura con posibles aplicaciones industriales, como

Acetobacter, Lactobacillus, Leuconostoc y Clavispora.

3.3.8. Produccion de etanol en aguamiel

El aguamiel constituye un medio favorable para la proliferacion de numerosos
microorganismos asociados al medio ambiente, tales como las paredes del
cajete, las herramientas de raspado o extraccion, el polvo, o los insectos (Hui et
al., 2012). El proceso de fermentacion del aguamiel inicia en el maguey, donde
se encuentran microorganismos autéctonos como levaduras, bacterias lacticas,
bacterias etandlicas y bacterias productoras de exopolisacéaridos (Cervantes &
Pedroza, 2007). La gran diversidad de microorganismos se encargan de
degradar los azucares del aguamiel y convertirlos en productos como el etanol y

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

Existen dos tipos de compuestos volatiles, aquellos que se encuentran en mayor
concentracibn o compuestos voléatiles mayores (alcoholes superiores), y los
compuestos volatiles que se encuentran en pequefias concentraciones,
compuestos volatiles menores (ésteres, aldehidos, cetonas, etc.). Los
compuestos volatiles pueden variar en funcion de la especie de agave y también
de los microorganismos existentes (Gomez et al., 2016). Durante la fermentacion
se forman compuestos por accidn enzimatica (metanol), asimismo por accion de
las levaduras (etanol y anhidro carbénico como productos principales, y glicerina,
acetaldehido, acidos volétiles, butilenglicol, alcoholes superiores y acidos
organicos como secundarios) (Gallegos-Jara & Gallegos-Hidalgo, 2019). Los
alcoholes superiores son el producto del metabolismo secundario de las
levaduras, son formados durante la fermentacion 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 aldehidos
son compuestos muy volatiles, y su formacion puede ocurrir por oxidacién de los
alcoholes o por descarboxilacion de los alfa-cetoacidos (Borroto-Mato et al.,
2017; Gallegos & Gallegos, 2019).
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3.4. Tecnologias para la preservacion de alimentos

El procesamiento o transformacion de los alimentos permite ampliar su vida atil y
su disponibilidad (Gamboa-Santos et al. 2016). Las técnicas tradicionales para la
conservacion de alimentos se fundamentan en la aplicacibn de altas
temperaturas, tal como: la pasteurizacion, la esterilizacion, el escaldado y
coccion, estas técnicas han sido evaluadas y aplicadas para contrarrestar los
problemas relacionados con la inocuidad alimentaria. La mayoria de ellas se
fundan en la destruccion o prevencion del desarrollo de microorganismos
(Pandiselvam et al., 2019). Sin embargo, el uso excesivo de estos tratamientos
térmicos ocasionan pérdida de nutrientes y vitaminas, ademas degradan las

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

Aunado a esto, el interés por consumir alimentos minimamente procesados,
seguros, que conserven en totalidad sus caracteristicas y junto con esto cumplan
las exigencias medio ambientales, es motivo del surgimiento de nuevas
tecnologias para la conservacion y transformacion de alimentos; tal es el caso de
tecnologias "emergentes" y de procesamiento no térmico de alimentos que han
dado importancia y aceptacion entre los consumidores (Torres-Ferrer et al.,
2016). Las tecnologias emergentes pueden ser utilizadas como métodos
alternativos o algunas veces complementarias a los métodos tradicionales de

conservacion (Cruz, 2017).

Una alternativa, aun no aplicada en el acondicionamiento del aguamiel, previo
para la obtencion de jarabe, es la ozonizacién, como una tecnologia emergente
y ecoldgica 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 util del producto, la
esterilizaciéon de equipos, y la eliminacion 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 esta formada por tres atomos de oxigeno; es una forma
alotropica y la disposicion de sus electrones no apareados con un nucleo de
oXxigeno 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 generacién de residuos toxicos (Choi et al., 2012; Khadre
& Yousef, 2001). Su multifuncionalidad lo convierte en un prometedor agente de
procesamiento de alimentos, cuyo exceso se descompone automaticamente para
producir oxigeno y, por lo tanto, no deja residuos de su descomposicioén en los
alimentos (Prabha, Deb Barma, Singh & Madan, 2015). Por ello, ha sido utilizado
ampliamente por su poder oxidante como desinfectante en la produccion de agua
potable (Van Leeuwen et al., 2009). Su poder desinfectante hace que el ozono
pueda aplicarse en sectores de la salud, en la ganaderia, avicultura y en el

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

3.4.2. Caracteristicas del ozono

El Ozono (O3) es un gas compuesto por moléculas triatdmicas de oxigeno unidas
ciclicamente (Quispe, 2017). En la estructura de la molécula los atomos de
oxigeno (O2) se organizan en un angulo de aproximadamente 116 © 49’ y la
longitud del enlace es de 1.178 A (Audran et al., 2018). Tiene bajo peso molecular
(48 Da) ademéas de un gran poder oxidante después del fltor, cloro, trifluoruro,
oxigeno atomico y el radical libre hidroxilo (Aguayo, Giménez, Escalona & Artés,
2005; Bocci, 2006; Gonlcalves & Paiva, 2004).

El ozono es un gas incoloro, mientras que a una temperatura de -112 °C se
convierte en un liquido azulado, capaz de solidificar a -193 °C en una sustancia
de color azul-violaceo oscuro, casi negro (Chicon, 2014).Tiene un caracteristico
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; Chicon,
2014).
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3.4.3. Formacién del ozono

En la naturaleza, el ozono se genera a partir de la irradiacion ultravioleta o
descargas eléctricas (relampagos o auroras boreales), que al incidir sobre las
moléculas de oxigeno rompen el enlace O—O del Oz (oxigeno). Los atomos de
oxigeno liberados se combinan rapidamente con el Oz para formar Oz (Vinicio &
Vega, 2008).

Por otra parte, ademas del método fotoquimico (radiacién UV) y las descargas
eléctricas (arcos eléctricos de alta tension), existen otros métodos para la
generacion de ozono, entre ellos quimicos, térmicos y electroliticos (Kim et al.,
1999; Patil & Bourke, 2012). Sin embargo, los métodos de generacion de ozono
por descarga eléctrica son muy utilizados porque proporcionan niveles de
concentracién muy altos (Garcia-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 tension que divide las molécula de oxigeno (O2) que
se encuentra en el medio ambiente y que se une rapidamente a otra molécula de
oxigeno (O2), produciendo asi ozono (Os) (Garcia-chamizo et al., 2020; Shrestha
et al., 2015).

3.4.4. Descomposiciéon del ozono

La descomposicion del ozono esta dada por su reaccion con compuestos
organicos (Oner & Demirci, 2016). La ozonizacion de los compuestos organicos
presentes en los alimentos es un mecanismo complejo que implica la
transferencia de masa y una variedad de posibles reacciones quimicas (Cullen et
al., 2009).

3.5. Elozono en laindustria alimentaria

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

minimo contenido de aditivos sintéticos. Con base en estas premisas, la industria
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alimentaria esta 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 aprob6 al ozono como GRAS
(Generally Recognized As Safe) y reconocié sus propiedades antimicrobianas en

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

Las técnicas ecolégicas como la ozonizacion (Os) han llamado la atencion 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 util de verduras, frutas y jugos; la esterilizacién 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
retencion de las caracteristicas sensoriales, nutricionales y fisicoquimicas de los
alimentos. Las condiciones de tratamiento deben determinarse especificamente
para todo tipo de productos para el uso efectivo y seguro del ozono (Prabha et
al., 2015).

3.6. Inactivacion de microorganismos por 0zono

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 oxidacién
progresiva de los componentes celulares (Venta, Santa, Broche & Pérez, 2010).
De tal modo que oxida fuerte y directamente las membranas citoplasmaticas y
las paredes celulares de las bacterias; las vias de ataque del ozono pueden ser
dos: por el camino de las glicoproteinas o a través de los aminoacidos
(Pandiselvam et al., 2019). En este sentido, Arana et al. (1999) informaron que la
inactivacion 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 formacién de ozono y la
inactivacion microbiana por ozono. Inicialmente, el ozono es formado a través del
rompimiento de las moléculas de oxigeno, donde los 4&tomos de oxigeno libres
se unen con moléculas de oxigeno formando asi moléculas triatbmicas (0zono).
Posteriormente, las moléculas de ozono logran introducirse a la célula a través
de la pared celular de los microorganismos, la inactivacion microbiana por ozono
esta asociada principalmente con el dafio 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 mas resistentes al ozono que las bacterias; las bacterias
Gram-positivas son mas sensibles que los microorganismos Gram-negativos y

las células vegetativas son mas sensibles que las esporas.

El ozono se encuentra de manera natural en los vegetales y reacciona con la
fitohormona etileno formando un producto intermedio, 6xido de etileno y
posteriormente se convierte en dioxido de carbono y agua. Sin embargo, el 6xido
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. Formacién de ozono y destruccién de microorganismos mediante ozono.
Fuente: Elaboracion propia con datos de Asokapandian et al. (2018) y Parzanese
(2013).
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El Cuadro 1 muestra diversos estudios donde se aplic6 ozono en alimentos

liquidos para la destruccidon de microorganismos.

Cuadro 1. Efecto de la aplicacion de ozono sobre los microrganismos en
diferentes productos liquidos.

Producto Condiciones y funcion Referencia
] q Aplicacién de ozono con una concentraciéon y a un flujo de 24 mg Oz (Garcia-
ugo e . . L
. 1L min-* durante 9.6 minutos. Reduccién de 0.47-logio y 2.51-logic  Mateos et al.,
itaya
priay UFC mL-'de S. cerevisiae y L. innocua, respectivamente. 2019)
Aplicaciéon de ozono a una concentracion de 7.0 + 2.4 g L durante
Jugo de ] . ) o (Fundo et al.,
i 60 minutos. Reduccion de 2.22 + 0.04 ciclos logaritmicos de esporas
melén _ _ 2018)
de A. acidoterrestris.
Lech Aplicacion de ozono gaseoso con un flujo de 80 mg min* durante 5 (Mohammadi
eche
minutos. Reduccién del 50 % de Aflatoxin M1. et al., 2017)
Jugo de Aplicacién de una concentracion de ozono (180 mg de O3*hr-1)
tuna durante 8 min. Eliminacion total de S. aureus y hongos. (Vidal, 2015)
blanca
Aplicacién de ozono acuoso a una concentracién de 10 o 18 ppm (Garci
arcia
Jugo de durante 12 minutos. Reduccion de 4.3 ciclos log de coliformes
] o . ] Loredo et al.,
durazno totales, 3.9 y 4.9 ciclos logaritmicos de L. innocua ATCC y 1 ciclo 2015)
logaritmico de S. cerevisiae.
3 q Aplicacion de ozono con un flujo de 2.8 y 5.3 mg L durante 40
ugo e
I minutos a 4 ° C. Reduccién de 2.2 y 2.8 log de esporas de A. (Torlak, 2014)
manzana _ _ )
acidoterrestris, respectivamente.
Aplicacion de ozono gaseoso con un flujo de 3.0 L min-! con una
Jugo de concentracion de 2.0-3.0 g m®durante un 1 min a una temperatura  (Choi et al.,
manzana de 25 y 45° C. Reduccion de 150 y 1.60log UFC mL™, 2012)

respectivamente de E. coli
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3.7. ElpHy el efecto del ozono

El valor del pH hace referencia a la medida de equilibrio de la concentracion de
iones de hidrégeno (H*) en una solucion y refleja el grado de acidez y alcalinidad
(Lugo-Varillas et al., 2020).

El mecanismo de accidén del ozono se caracteriza por su poder oxidativo sobre
los microorganismos, no obstante, el pH de la solucion es uno de los factores que
influyen durante la oxidacién. En la Figura 2, se puede observar dos tipos de
reaccion oxidativa dependiendo de las condiciones de pH presentes en las
soluciones acuosas (Rodriguez et al., 2008): (a) para condiciones acidas la
oxidacion directa se presenta con ozono molecular, mientras que (b) en
condiciones béasicas predomina la oxidacién debida al radical hidroxilo OH-
(mecanismo fundamental cuando el proposito de la utilizacion del ozono es la
oxidacion o la conversion de compuestos recalcitrantes) (Lorenzi-Newman,
2018).

Oxidacion directa del sustrato Disminucién del pH

Os OH-" (principal especie oxidativa)

Descomposicion del ozono {

0, —HO, (especies reactivas)

Figura 2. Mecanismo de accion del ozono segun el pH
Fuente: (Hoigne & Bader, 1970; Rodriguez et al., 2008)

Por su parte, Hoigne & Bader (1970) mencionan que independientemente de un
valor de pH critico, existen dos vias de reaccion del ozono, la primera mediante
la formacion de radicales hidroxilo que se convierten en oxidantes importantes.

La segunda via de reaccion depende de la velocidad con la cual el Os reacciona
directamente con los sustratos y sobre los solutos, incluidos los productos de

reaccion.

Es decir, a pH bajo el ozono produce mayor grado de mineralizacién, dando como
resultado productos que ayudan a la reduccién de la actividad microbiana

comparado con productos formados a pH mas alto (Alvares, Diaper & Parsons,
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2001). El efecto del pH sobre la inactivacion del ozono se atribuye principalmente
al hecho de que la tasa de descomposicion del ozono cambia sustancialmente
con los cambios en el pH. A pH alto, las reacciones en cadena de la
descomposicion del ozono dan como resultado la formacién de numerosas

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

3.8. Efecto del ozono sobre compuestos bioactivos

La preservacion de los compuestos bioactivos, la estabilidad durante el
almacenamiento y la seguridad son de suma importancia en la industria de
alimentos frescos minimamente 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 (Os3) es un fuerte oxidante, su poder oxidativo es 1.5 mas veces que el
cloro (Andrade et al., 2018). Una sola molécula de oxigeno 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 oxigeno reaccionara con
todos los compuestos organicos y muchos inorganicos, y los oxidara. (Shezi et
al., 2020). Esto se denomina estrés oxidativo, en los sistemas bioldgicos, y resulta
de la presencia de niveles elevados de agentes oxidantes que pueden abstraer
electrones de moléculas organicas 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 formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como
los radicales hidroxilos, los aniones superéxido, el peréxido de hidrégeno, etc. en
las células (Karaca & Velioglu, 2014; Rozpadek et al., 2014). Sin embargo, las
ROS oxidan los componentes celulares como los lipidos, las proteinas y los
acidos nucleicos y puede iniciar reacciones en cadena. En consecuencia, unared
de mecanismos de defensa y reparacion contrarresta estas reacciones de

oxidacion (Baier et al., 2005). Los compuestos fendlicos y otros compuestos
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antioxidantes, como el acido ascérbico (Rysman et al., 2016), reaccionan con las
ROS presentes en la matriz del alimento para evitar dafios (Larson, 1995;
Moldau, 1998), por lo cual esta es una de las causas que disminuye la
concentracién de algunos compuestos bioactivos durante la aplicacion de ozono.
Lv et al. (2019) mencionan que los compuestos fendlicos en las frutas reaccionan
con las ROS y previenen dafio a otros compuestos como lipidos y proteinas, por
tal motivo las concentraciones fendlicas 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 mas
compuestos fendlicos y de esta manera aumentar sus concentraciones (Lv et al.,
2019).

Por otra parte, la alta concentracion de ozono y un largo tiempo de tratamiento,
puede ocasionar efectos negativos en algunos alimentos. Tiwari et al. (2009)
demostraron que la alta concentracién de ozono durante un tiempo prolongado
dio lugar a una importante degradacion de las antocianinas y el color en zumo de
mora, jugo de uva (Tiwari et al., 2009) y jugo de fresa con una aplicacién de 7.8

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

Fundo et al. (2018) indicaron que algunos parametros de calidad pueden ser
afectados por tratamientos con ozono, sin embargo, las condiciones de
tratamiento deben determinarse especificamente para cada producto (Prabha et
al., 2015). Se debe buscar la concentracion y el tiempo correctos, para aumentar
el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en los alimentos (Goffi et al.,
2020). Finalmente, la concentracién de ozono, el tiempo de tratamiento y los
métodos de aplicacion deben evaluarse detalladamente para lograr el maximo
efecto de desinfeccion y la minima e incluso evitar la descomposicion de los

compuestos bioactivos en la aplicacion futura (Li et al., 2017).
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4. COMPARACION DE METODOS PARA EL RECUENTO DE
MESOFILOS AEROBIOS, COLIFORMES Y LEVADURAS EN
AGUAMIEL

4.1. Resumen

Debido a sus caracteristicas y composicidn fisicoquimica, el aguamiel cuenta con
una gran diversidad microbiana. La cuantificacion de microorganismos es un
parametro critico en los estudios de alimentos y bebidas, por lo tanto, se han
desarrollado diversas metodologias y técnicas para su cuantificacion. Es
importante establecer un método apropiado para la cuantificacion de
microorganismos caracteristicos de cada alimento y bebida. Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue validar el método rapido (uso de placas 3M-
PETRIFILM®) en comparacién con el método convencional (a base de medios de
cultivo) para la cuantificacion de mesofilos aerobios totales (MAT), coliformes
totales (CT) y levaduras totales (LT) en aguamiel, mediante un analisis de
regresion lineal simple. Se inoculé un mililitro de aguamiel, previamente diluido
(103, 10* y 10%) en 30 placas 3M-PETRIFILM® y en 30 medios de cultivo
tradicionales. Los resultados evidenciaron que existen diferencias significativas
entre el método rapido 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 rapido) 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 logioUFCmL?, en comparacién con los valores
estandarizados obtenidos a través del método convencional. La microbiota
natural del aguamiel y la composiciéon 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 permitié un conteo preciso de los microrganismos presentes en
aguamiel.

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

El aguamiel se define como la savia comestible, extraida del cajete o cavidad
central de plantas de agave maduras, su consumo es en fresco, fermentado o
concentrado (Leal et al., 2015), es un liquido rico en carbohidratos y muy sensible
a procesos fermentativos espontaneos en el propio cajete del agave, tiene un
color dorado traslucido, olor a azucares y dulces, sin presencia de espuma, y un
pH estable cercano al neutro (7.0) (Chagua-Rodriguez et al., 2020; Bautista &
Arias, 2008; Jurado & Sarzosa, 2009).

Debido a la composicion fisicoquimica del aguamiel, existe el desarrollo de un
consorcio microbiano en el propio cajete del maguey, entre los microorganismos
gue se pueden encontrar estan las bacterias productoras de etanol y productoras

de exopolisacaridos, bacterias lacticas y levaduras (Escalante et al., 2004).

Estos microorganismos transforman de manera natural parte de los azlcares
disponibles en aguamiel, dando lugar a una fermentacién, proceso que demerita
la calidad del aguamiel para ser utilizado como materia prima para la elaboracion

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

Para evaluar la calidad del aguamiel como materia prima para la elaboracion de
jarabe de agave, generalmente se recurre al recuento de microrganismos
mesofilos aerobios totales, levaduras totales y con menor frecuencia coliformes

totales.

Existen numerosos métodos para la cuantificacion de microrganismos en una
muestra dada, no obstante, la eleccibn 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 microbiolégicos “convencionales”, son utilizados en
diversos laboratorios y considerados en muchos casos como métodos
estandares de analisis microbiolégico 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 (Gonzalez, 2016). Por otro lado, el desarrollo de técnicas
modernas esta mostrando nuevas alternativas, siendo importante conocer las
ventajas de cada una de ellas para cada aplicacién (Rosmini et al., 2004). La
mayoria de estos métodos tienen atributos de las técnicas convencionales
(especialmente la confiabilidad) y ademas, el tiempo entre el muestreo y los
resultados es mas corto (Bird et al., 2016; Feng, 1996; Fung, 1994). Entre las
condiciones que cumplen los métodos rapidos estan su exactitud, rapidez, costo
minimo, aceptabilidad, sencillez de manejo, fiabilidad del método, soporte técnico
adecuado y un minimo espacio requerido (Jasson, Jacxsens, Luning, Rajkovic &
Uyttendaele, 2010; Martin de Santos, 2010). Es importante, conocer la
efectividad de aplicar una metodologia rapida 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 econdmicos, tal como:
optimizacién del tiempo, poca necesidad de equipamiento e infraestructura,
disminucién de costos y poca generacién de residuos solidos (Apaza et al., 2018).

En este contexto, este estudio tuvo como objetivo validar el uso de un método
rapido (placas 3M-Petrifilm®) para la cuantificacion de mesofilos aerobios torales
(MAT), coliformes totales (CT) y levaduras totales (LT) en aguamiel, en
comparacion con el método convencional y asi, 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 recolectdé aguamiel de plantas en produccion intermedia

y se colocé en botellas de vidrio, previamente esterilizadas. Se conservd y
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traslado a una temperatura de aproximadamente 2 °C con el uso de hielo seco

durante aproximadamente 1 h hasta su analisis.
4.4. Planeacién experimental

Se ensayaron 30 repeticiones en cada uno de los tratamientos (método 3M-
Petrifilm® y método convencional). Las variables respuesta evaluadas fueron:
cuantificacion de mesdfilos aerobios totales (MAT), coliformes totales (CT) y
levaduras totales (LT). En ambos métodos las observaciones de los conteos se
transformaron a logio para aplicar correctamente las metodologias 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 aplic6 un modelo de regresion lineal simple, una prueba t-
Student, una correlacién de Pearson y el porcentaje de exactitud relativa. Ello con
la finalidad de ajustar un modelo que explique el método 3M-Petrifilm® en funcién
del convencional, asi como, comparar y evaluar la asociacién entre los

tratamientos (método convencional y método 3M-Petrifilm®).
El modelo estadistico de la RLS expresa (Montgomery, 2013) :
Yi = BO + lei + 8i i=1,23,...,n

Donde:
yi : variable respuesta

Xi: variable explicativa
€i: Error aleatorio ~ NI (4, 02) con 02 homogeénea.

Se realiz6 un analisis del coeficiente de correlaciéon de Pearson entre métodos,

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

YilXi; — X)) K — Xi)

Tjk =
\/Zi Xij — X2V K — Xp)?

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

variables que definen el caso j.

Para la determinacion de las diferencias significativas entre dos muestras
pareadas se usé una prueba de t de student pareada (Ec. 2) (Hines &

Montgomery, 1973).

£ = d — Ho (Ec.2)
Sa/Nn

Donde p, es la media hipotética de la poblacion para las diferencias, d es la media
de las diferencias de las muestras pareadas, S, es la desviacion estandar de la
muestra para las diferencias de las muestras pareadas y n es el tamafo de

muestra.

Finalmente, el grado de concordancia entre los valores obtenidos por el método
rapido 3M-Petrifim® y el valor de referencia aceptado (método tradicional) se
calcul6 con la Ec.3.

X

Exactitud = ——* 100 (Ec.3)
Xref

Donde X es el valor medio de los resultados de un nidmero n de mediciones

repetidas, X, es el valor medio de referencia.

4.3.3 Recuento de mesofilos aerobios, coliformes totales y levaduras

totales.

Preparacion de la muestra para el analisis microbiol6gico

Con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, el aguamiel sin
tratar se diluyé 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 dilucion en 90 mL de agua peptonada al 0.1 %. Se
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repitié el proceso dos veces mas para obtener las siguientes diluciones 1:10,
1:100, 1:1000 y 1:10000.

Método rapido: 3M-Petrifilm®

Una vez preparadas las muestras, se realizd el recuento de MAT, la
determinacion de CT y el recuento de LT con base en la metodologia propuesta
por la AOAC 990.12 (1990), AOAC 991.14 (2012) y AOAC 997.02 (2016),
respectivamente. En el Cuadro 2 se muestra la composicion de cada una de las
placas 3M-Petrifim®.

Cuadro 2. Composicién gquimica de las palcas 3M-Petrifilm®, Coliformes totales
(CC), Levaduras totales (YM) y Mesofilos aerobios totales (AC).

Compuestos (g L) AC CC YM
Agar 20.0 2.5-7.5 20.0
Dextrosa 11.0 20.0
Peptona, extracto de levadura 2.0
Peptona, caseinahidrolizado 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 15
Tetrazolio 1.25
Antibiéticos 0.05
Fuente: elaboracion propia con datos de Meador et al. (2016) y Mach et al.
(1998)

Se colocé la placa 3M-Petrifilm® en una superficie plana y nivelada, y se levanté
la pelicula superior. Con una pipeta perpendicular a la placa, se coloco 1 mL de
la muestra en el centro de la pelicula, cuidando no tocar el film inferior.

Posteriormente, se dejé caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que
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no se formen burbujas. Se colocé el aplicador en el film superior bien centrado
sobre el in6culo. Se uso el aplicador con la cara hacia abajo (cara lisa hacia
arriba), seguido, se aplico presion de manera suave, sin mover y girar, sobre el
aplicador para distribuir el in6culo por toda la zona circular. Finalmente, se
incubaron las placas boca arriba, en las condiciones indicadas en el Cuadro 3,
segun corresponda. Para la lectura se seleccion6 aquellas placas donde

aparecieron entre 25 a 250 UFC.

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

Caracteristicas fisicas de

Microorganismos Temperatura Tiempo .
las colonias

Mesofilos aerobios
totales (MAT)

Coliformes totales 35° + 2 °C 24 h Colonias color rojo

35°+2°C 48 h Colonias color rojizo

(CT)
Colonias pequefias con
Levaduras totales o . borde definido y de color
(LT) 25+1°C 5 dias azul-verdoso color rojo con

presencia de gas

Método convencional

Una vez preparadas las diluciones con aguamiel, se realizo el recuento de MAT
de acuerdo con el método propuesto por la NOM-092-SSA1-1994. La
determinacién de CT se realiz6 segun lo descrito por la NOM-113-SSA1-1994 y
el recuento de LT se llevo a cabo segun lo indicado con la NOM-111-SSA1-1994.
En el Cuadro 4 se muestra la composicion de cada uno de los medios de cultivo

utilizados.
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Cuadro 4. Composicion 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 estandar).

Compuestos (g L) PCA AVRB PDA
Agar 15.0 15.0
Dextrosa 1.0 20.0
Digestion pancreatica 50
de caseina '

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

Almidon de papa 40
7.0+ 7.4+0.2 55+0.2

PH 0.2

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

Se tom6 una alicuota de 1 mL de aguamiel, previamente diluida y se colocé en
cada una de las cajas petri, seguido se vertieron 15 mL de medio de cultivo en
las cajas petri previamente inoculadas. Se homogeneizé el contenido de las cajas
petri mediante un movimiento lento de izquierda a derecha y de delante hacia
atras, y se dejaron reposar hasta que solidifico el medio. Posteriormente, se
invirtieron las placas y se llevaron a incubacién, segun 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 incubacion de
microorganismos en placas Petri.

Microorganismos  Temperatura Tiempo Caracteristicas fisicas de

las colonias
Mesofilos aerobios o o Colonias color blancas
totales (MAT) 357x2°C 48h
Collforrg]g_?)totales 35° + 2 °C 24 h Colonias color rojo oscuro
Levadu(rLa_?)totales o5 + 1 °C 5 dias Colonias color blancas
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4.5. Resultados y discusion

Meso6filos aerobios totales

Con base en los resultados obtenidos (Cuadro 6), para el conteo de mesdfilos
aerobios totales (MAT) en aguamiel el modelo ajustado no fue significativo y no
existio correlacion significativa entre ambos métodos, asi mismo, hubo
diferencias significativas entre el método 3M-Petrifim® 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 asociacion lineal entre ellos,
tal que se registr6 un mayor nimero de colonias en 3M-Petrifim® AC con

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

El mayor nimero de colonias obtenido por el método 3M-Petrifilm® AC puede
deberse a una sobreestimacion, dado que este método ademas de permitir el
crecimiento de bacterias mesdfilas aerobias permite el crecimiento de algunos
otros microorganismos, tal como las bacterias acido lacticas (BAL), y el aguamiel
se caracteriza por una microbiota natural compuesta generalmente por bacterias
del acido acético (AAB), levaduras y en su mayoria por bacterias acido lacticas
(BAL) (Pérez-Armendariz & Cardoso-Ugarte, 2020). Incluso los fabricantes de
placas 3M- Petrifim® (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. Parametros de correlacion y equivalencia entre el método 3M-Petrifilm® y método convencional para el recuento
de microorganismos en aguamiel.

Parametros
Microorganismos Correlacion de T de Exactitud
g N Pendiente p valor Intercepto Student .
Pearson relativa
pareada
i : - 10.96*
Mesofilos aerobios g 0.03 0.89 6.02 0.03 127.72 %
totales 0.00
- 6.08*
Coliformes totales 29 -0.04 0.60 5.48 0.10 150.25 %
0.00
- 25.33*
Levaduras totales 27 12.11 0.000 - 32.29 0.91 105.97 %
0.00

* Diferencias significativas entre los métodos para el recuento de microorganismos (p < 0.05).
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Otro factor que pudo influir en la sobreestimacion obtenida es la composicion del
medio de ambos métodos, en el Cuadro 4 se observa que 3M-Petrifilm® AC
contiene 10 g mas de dextrosa (carbohidrato fermentable que provee de carbono
y energia) que en PCA, ademés 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.

Figura 3. Comparacion del crecimiento de
mesofilos totales en Petrifilm AC: diluciéon 10 (a)
y método convencional: dilucién 103 (b): dilucién
103 (b).

Asi mismo, se han publicado estudios considerando usar 3M-Petrifim® AC para
el recuento de BAL, pero centrados en los productos lacteos. Colombo et al.
(2014) indicaron que placas 3M-Petrifiilm® AC se pueden utilizar junto con medios
de cultivo selectivos para permitir la enumeracion de grupos especificos de BAL,
especificamente 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-Petrifiim® AC y agar de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) no

mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre ambos métodos.

Por otro lado, Alhelfi (2016) y Bermudez 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- Petrifim®y el convencional (p < 0.05). Mientras que, en la

comparacion del recuento mesofilico de muestras de pescado, el método 3M-
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Petrifilm® y el método del plato vertido mostraron una correlacion significativa (r
=0.991, p < 0.05) (Hassan & Nija, 2017).

Coliformes totales

El analisis estadistico de los resultados entre los métodos comparados mostré
una baja correlacién 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 sobreestimacion 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 bacteriologicos y son evidencia de contaminacion fecal (Hernandez-
Morales & Poot-Delgado, 2018). Por consiguiente, existieron muestras con cero

crecimiento de CT.

Figura 4. Comparacién del crecimiento de coliformes

totales en Petrifim EC: dilucion 10* (a) y método

convencional: dilucién 103 (b).
Por otra parte, la sobreestimacion pudo deberse a la presencia de ciertas
bacterias no coliformes en placas 3M-Petrifim® CC, ya que durante este trabajo
se contabilizé las colonias rojas con y sin presencia de gas en las placas 3M-
Petrifilm® CC (Figura 4). Con base en la guia del uso de 3M-Petrifim® CC (3M
Microbiology, St. Paul, MN) estas contienen un indicador de tetrazolio que facilita

la enumeracion de colonias, este compuesto cuando es reducido por la actividad
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metabdlica de los microorganismos produce formazéan, un pigmento rojo insoluble
gue se mantiene dentro de las células formando granulos 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 fisica que las
colonias de CT, con la diferencia que estas Ultimas presentan burbujas de gas,
no obstante, en algunas ocasiones la presencia de burbujas pudo ser atribuida a
un mal manejo de la siembra del in6culo 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; asi, 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 ambar
(NOM-113-SSA1-1994).

Rojas et al. (2020) indicaron que 3M- Petriflm® CC permite la visualizacién del
crecimiento de bacterias Gram negativas no coliformes después de 48 h de
incubacion, tal como Pseudomonas, microorganismo que forma parte de la
microbiota natural del aguamiel. Por su parte, De La Cruz (2013) a través de un
andlisis de agua observo que la técnica de 3M- Petrifilm® detecté mayor nimero

de coliformes totales que en la técnica de membrana filtrante.

Por otra parte, dicha sobreestimacion o variacion 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-Sol6rzano et al.,
2008). El uso del método rapido con 3M-Petrifilm YM para levaduras en alimentos
y bebidas, a pesar de ofrecer la ventaja de ser de facil uso, requerir de poco
tiempo en preparacion y emision de resultados, para el caso del aguamiel este
método evidencié una diferencia significativa con respecto al método

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

El analisis estadistico de los resultados entre los métodos comparados mostré un
coeficiente de correlacion (R? = 0.82) mayor a la correlacién que se obtuvo para
MAE y CT (Figura 5).

Sin embargo, la prueba de t indicé diferencias significativas (p < 0.05) entre los
métodos comparados y una exactitud relativa de 105.97 %, lo que indica una
sobreestimacion del uso de 3M- Petrifilm®YM sobre el uso del medio PDA (Figura
6).
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Figura 6. Comparacion del crecimiento de

levaduras totales en Petrifilm YM: dilucién 10

(a) y método convencional: dilucién 102 (b)
La causa de estos resultados podria atribuirse a la composicién de las placas
3M-Petrifim® YM, como Teramura et al. (2015) indicaron que el sustrato
cromogeénico para la fosfatasa que se incorpora en los sistemas de cultivo secos,
en este caso 3M- Petrifilm® YM, provoca la coloracién del medio por las enzimas
alimentarias e interfiere con la enumeraciéon. Por otra parte, 3M-Petrifilm® YM
contiene algunos otros componentes que las levaduras utilizan para su
metabolismo tales como: fuentes de carbono, nitrégeno, azufre, hierro, sodio,

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

Finalmente, ademéas de los factores mencionados anteriormente existen otros
factores externos a considerar tal como los tiempos de inoculacion y
manipulacion, que probablemente incidieron en la recuperacion y enumeracion

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 cuantificacion de MAT, CT y LT. El uso alternativo de placas 3M-
Petrifilm® para el conteo de CT, MAT y LT en aguamiel demostré un mayor
nimero de CFU mL™! 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 comparacion con el método convencional

estandarizado. Para la utilizacion de este método rapido (3M-Petrifiim®) es
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necesario tomar en cuenta diversos factores tal como la composicion de los

medios, su manipulacién y uso.
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S>. EFECTO DEL OZONO SOBRE LA POBLACION TOTAL DE
MICROORGANISMOS Y PARAMETROS FISICOQUIMICOS EN
AGUAMIEL.

5.1. Resumen

El aguamiel constituye una matriz favorable para el desarrollo y crecimiento de
microorganismos autéctonos, por lo cual esta bebida tiende a la fermentacion y
junto con esto existe una pérdida de sus propiedades fisicoquimicas. El uso de
tecnologias emergentes ha mostrado la disminucion de microorganismos y
conservacion de las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del tiempo de
ozonizacion (0, 3, 6, 9 y 12 min) en la reduccion de la actividad microbiana y
preservacion del contenido de soélidos solubles totales (SST) y pH del aguamiel
de A. salmiana. Se evalu6 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 aplicacion de ozono sobre la
poblacion total de microorganismos (PTM), pH y soélidos solubles totales (SST)
en aguamiel. Se aplic6 un modelo mixto bajo un disefio de blogques completos
aleatorios y una prueba de Tukey—Kramer (a=0.05). En cada una de las muestras
se visualizaron dos grupos de microorganismos: mayormente bacterias acido-
lacticas (BAL) entre ellos, lactobacilos y leuconostoc; y en menor cantidad
levaduras. A lo largo de 12 h, la aplicacion de 12 min de ozono permitié una mayor
reducciéon de la PTM de 7.26 a 6.85 logizomL? (p < 0.05). En cuanto a los
parametros fisicoquimicos, hubo un efecto significativo del tiempo de
almacenamiento (p < 0.05), que caus6 una disminucion del valor del pH de 4.78
a 3.62 y contenido de SST de 12.73 a 12.28 °Bx. Finalmente, la aplicacion de 12
min de ozono permitié disminuir la PTM a lo largo de 12 h de almacenamiento,
sin embargo, este tratamiento no logré conservar el contenido de SST y pH del
aguamiel durante el almacenamiento.

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

El maguey pulquero (A. salmiana) es una planta de la familia Agavaceae, crece
en el clima semiseco y frio de la altiplanicie mexicana (Espindola-Sotres, Trejo-
Marquez, Lira-Vargas, Pascual-Bustamante, 2018). Dicha variedad se utiliza
principalmente para la produccién de aguamiel, obtenido mediante el raspado
previo del cajete o cavidad central del maguey pulquero (Espindola-Sotres et al.,
2018; NMX-V-022-1972).

En aguamiel el contenido de azlcares se encuentra generalmente en un rango
de 7 a 14 % (Lappe-Oliveras et al., 2008). Con base en sus caracteristicas
fisicoquimicas, es un liquido turbio amarillento palido, pH cercano a la
neutralidad, compuesto en su mayoria por agua y azucares (glucosa, fructosa y
sacarosa). También contiene bajas cantidades de proteinas, polisacéridos
(inulina) y minerales (Castro-Diaz & Guerrero-Beltran, 2021; Lappe-Oliveras et
al., 2008).

Debido a sus caracteristicas, 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 fermentacion, proceso que inicia
aproximadamente 2 h después de haber sido cosechado y almacenado a

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

En la actualidad, se busca la conservacion de los alimentos frescos a traves del
uso de tecnologias que logren prolongar la vida util y la calidad de los productos,
ademas que puedan utilizarse como potenciadores de sustancias que mejoren
las propiedades nutricionales de los mismos (Ramos-Garcia, Romero-Bastida &
Bautista-Barios, 2018).

Actualmente, el uso de ozono es una tecnologia con alto potencial para alargar
la vida util de los alimentos altamente perecederos, debido a su elevado poder
oxidante, el ozono elimina tanto los microorganismos patégenos como los

oportunistas presentes en los alimentos sin dejar agentes quimicos residuales y
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sin afectar las propiedades organolépticas de los alimentos tratados (Pérez-
Calvo, 2019). De esta manera, el ozono podria 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. Ademas, el uso
de ozono ha sido aprobado para su utilizacién 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 investigacion fue evaluar el efecto de
aplicacion ozono (0, 3, 6, 9 y 12 min) sobre la estabilidad microbiolégica y
fisicoquimica de aguamiel de A. salmiana, mediante la cuantificacién de la
poblacion total de microorganismos, pH y sdlidos 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 recolect6 matutinamente de plantas en produccion
intermedia durante 5 dias. El aguamiel se coloc6 en botellas de vidrio,
previamente esterilizadas. Se conservé y traslado a una temperatura de
aproximadamente 2 °C con el uso de hielo seco durante aproximadamente 1 h

hasta su analisis.
5.4. Planeacion experimental

Se utilizé6 un modelo mixto bajo un disefio de bloques completos aleatorios cuyo
factor de bloqueo fue el dia de recolecta y una prueba de Tukey—Kramer (a=0.05).
Se ensayaron cinco repeticiones. La unidad experimental se constituyé de 100
mL de aguamiel colocados en probetas de vidrio.

Se evaluo el efecto de cinco niveles de aplicacion de ozono (0, 3, 6, 9y 12

minutos) y se midi6 la poblacion total de microorganismos, pHy SST a las 0, 4,
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8 y 12 h de almacenamiento. EI modelo estadistico se expresa (Littell et al.,
2006):

i=1,2,..,r.
yijk = u+ ﬁi + Tj + aj + (‘ra)]-k+6]-k + Ejk i=1,2p.
K=1,2,..t

Donde yij es la respuesta en el i-ésimo bloque con el j-ésimo tratamiento en el
k-ésimo tiempo, p es la media general, Tjes el efecto del j-ésimo tratamiento, Bi
es el efecto del i-iesimo bloque, a; es el efecto a leatorio del k-ésimo tiempo,
(ta);: es el efecto de la interaccion del j-ésimo tratamiento y el k-ésimo tiempo,

€;jx €s €l error aleatorio asociado al i-esimo blogue con el j-ésimo tratamiento en
el k-ésimo tiempo y &, es el error aleatorio del factor tiempo. Modelo bajo los

2 7
SUPUEStOS € ny(0,02) Y Oij~ w1 (0,52) CON 02 homogénea.

5.4.1. Aplicacion de ozono

La ozonizacion del aguamiel se efectu6 con un equipo (Biozon, PTA mini, México)
con una produccién de ozono de 1.2 g h't. El aguamiel fue colocado en probetas
de vidrio de 300 mL, la inyeccion de ozono se realizé 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 poblacion total de microorganismos en aguamiel.

a) Recuento de la poblacion total de microorganismos

El recuento total de la poblacion de microorganismos se realiz6 mediante el uso
de la cAmara Neubauer (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007). Se tom6 1 mL de
cristal violeta y se diluyé en 9 mL de agua esterilizada (Gomez & Martinez, 2021).
Seguido, se tomo6 0.5 mL de muestra y se le afiadié 0.5 mL de cristal violeta,
previamente diluido. Con el uso de microscopio Optico y el objetivo a 100x, se
cont6 el nimero total de microorganismos de cinco cuadrantes y se calculé el
promedio. Posteriormente, se utilizé la siguiente férmula (Arredondo-Vega &
Voltolina, 2007).
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PTM = (Y)(FD)(2)(10,000)
Donde:

PTM es la poblacion total de microorganismos
Y es el promedio de cinco cuadrantes

FD es el factor de dilucion de la muestra

2 corresponde al factor de dilucién de la tincion

b) Recuento de células viables

Se realizd el recuento de mesodfilos aerobios totales de acuerdo con la
metodologia propuesta por la NOM-092-SSA1-1994, asi como, el recuento de
bacterias acido-lacticas (BAL) mediante el uso de Placas BAL 3M-Petrifilm®.

5.4.3. Variables fisicoquimicas

pH. Se medi6 con un potenciémetro (H1 2221 Hanna Instruments, Woonsocket,
RI, USA) segun lo descrito por la 981.12-AOAC (2019).

Solidos solubles totales. Se determind con la ayuda de un refractémetro digital
portatil PAL-1 segun lo indicado en 932.12-A0OAC (2010).

5.5. Resultados y discusion

Efecto del ozono sobre la poblacion total de microorganismos

Se identificaron dos grupos de microorganismos en aguamiel, bacterias &cido-
lacticas y levaduras, y con menor frecuencia se lograron visualizar algunos
bacilos (Figura 7). En el producto obtenido de la fermentacion del aguamiel se
han reportado la presencia de Bacillus, Lactobacillus y Streptococcus (Escalante,
2004). Por su parte, Torres-Rodriguez et al. (2014) reportaron que la diversidad
microbiana presente en bebidas fermentadas tradicionales son las bacterias
acido-lacticas (BAL) y que en aguamiel la BAL L. mesenteroides es una de las

mas importantes para lograr la fermentacion.
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Figura 7. Visualizacién de microorganismos en la Camara
Neubauer, al microscopio Optico 100x. Levaduras (A),
Bacterias acido-lacticas (B) y (C) Leuconostoc.

De igual modo, en esta investigacion dentro del grupo BAL encontrado en el
aguamiel se identifico 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 pulgue en un rango de 6x107
a 2x10'* CFU mL™.

El efecto de la aplicacion de ozono sobre la poblacién total de microorganismos
mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos a lo largo de 12 h
de almacenamiento. La exposicién de 12 min de ozono logré6 mantener una mayor
reduccion significativa (p < 0.05) de microorganismos (de 7.26 a 6.85 logiomL™)
aproximadamente un 3.85 %, con respecto al testigo ' a lo largo de 12 h. Al
término de 12 h de almacenamiento la mayor reduccion de PTM, con respecto al
testigo, se presenté con 6 y 12 min de aplicacion de ozono, obteniendo una

poblacién total de 6.88 y 6.85 logiomL?, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Poblacion total de microorganismos (logiomL™) en aguamiel de A.
salmiana tratada con diferentes niveles de ozonizacién: (0, 3, 6, 9y 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 mayusculas indican el analisis
estadistico entre mediciones a través del tiempo (h), letras mindsculas
diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicién de ozono en min).

Cho et al. (2010) indican que el dafio a los microorganismos por 0zono ocurre
principalmente a través del contacto sobre la membrana celular y los
componentes de la pared, afectando las glicoproteinas y / o glicolipidos de la
membrana. Asi mismo, la disminucién de microorganismos en aguamiel se pudo
deber a que el ozono a pH bajos tiene mayor eficacia sobre la reduccion de
microorganismos, debido a una accién directa del ozono (por via molecular) y a

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

El Cuadro 7 reporta el nUmero de células viables obtenido al termin6 de 12 h. La
mayor exposicion de ozono permitié una mayor reduccion de microorganismos,
con respecto al testigo, de 3.68 y 14.81 % de bacterias acido-lacticas

(LogioUFCmL™?) y mesoéfilos aerobios totales (LogioUFCmL™?), respectivamente.
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Cuadro 7. Poblacion total de microorganismos (PTM) y células viables: bacterias
acido-lacticas (BAL), mesdfilos aerobios totales (MAT), y porcentajes de
reduccion microbiolégica en aguamiel con diferentes tiempos de o0zono.

Tratamientos BAL MAT PTM
(LogioUFCmL™?)  (Logi0UFCmL™Y) (LogiomL™?)

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 reduccién microbiolégica

Diversos factores, tales como, el método de aplicacién, la dosis de ozono, el
tiempo de tratamiento, la temperatura, incluso la composicion del aguamiel, son
determinantes para el nivel de oxidacion generado y pudieron haber influido en
los bajos porcentajes de reduccién microbiana registrados en el nimero de
células viables (Ayranci et al., 2019). Aunado a lo anterior, la eficacia del ozono
gaseoso para la inactivacion de microorganismos en alimentos depende en gran
medida del ozono residual en el medio mas que de la tasa de generacion de
ozono, y también esta significativamente influenciada por el contenido de sélidos

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

Parametros fisicoquimicos

Los pardmetros pH y sélidos 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 mostré un promedio de 3.75. No obstante, el testigo a partir de las
8 h presentd una disminucién 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 inactivacion a valores de
pH mas bajos. Del mismo modo, Alvares, Diaper y Parsons (2001) encontraron
que se produce una disminucién de la eficiencia del ozono a pH alto, dado que
existe una mayor auto-descomposicién. Patil et al. (2010) observaron gque la

inactivacién de E. coli en jugo de manzana fue mucho mas rapido a pH bajos que
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a pH altos. Asi mismo, afirman que la inactivacién depende del caudal de entrada

de ozono y se mejora positivamente a pH acido.

Por otra parte, los sélidos solubles totales disminuyeron consistentemente a lo
largo del almacenamiento, sin encontrarse diferencias significativas (p < 0.05)
entre los diferentes niveles de aplicacion de ozono. La concentracion de SST
logré 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 azucar en frutas y verduras después de tratamientos con
agua que contiene ozono o cuando se aplicé un tratamiento con 0zono gaseoso
a corto plazo. Por su parte, Bataller et al., (2010) destacan que con sustancias
organicas e inorganicas el ozono reacciona directamente (por via molecular).
Incluso se ha reportado el uso de ozono para la degradacion de la materia
organica presente en aguas hospitalarias (Penagos, Lépez & Chaparro, 2012).
Asi mismo, Gongalves & Paiva (2004) mencionan que el ozono tiene la capacidad
de degradar compuestos orgéanicos.
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Cuadro 8. Promedios y desviaciones estandares del contenido de sdlidos solubles y pH de aguamiel tratado con diferentes

niveles de tiempo exposicion de ozono.

Tiempo Tiempo de exposicion de 0zono (min)

(h) 0 3 6 9 12

0 478 +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
oH 4 3.92+£0.26 a,B 3.91+0.24 a,B 3.90+0.24 a,B 3.91+0.27 a,B 3.98+0.32 a,B

8 3.74+0.34a,C 3.72+0.34 a,C 3.67+0.34a,C 3.67+£0.33a,C 3.73+£0.40 a,C

12 3.64+0.34a,C 3.64 +0.34 a,C 3.60 +0.35 a,C 3.59+0.35a,C 3.64 +0.43 a,C

0 12.73+1.14 a,A 12.73+1.14aA 1273+1.14aA 1273+1.14aA 1273+1.14aA
SST 4 12.40£1.04 a,B 1253+ 1.22 a,B 1258 £1.28 a,B 1255+ 1.40 a,B 1253+ 1.38 a,B

8 12,18 +0.84 a,C 12.33+1.22a,C 12.07+0.72a,C 12.17+1.08a,C 12.22+0.984a,C

12 12.13+0.90 a,D 12.20+1.00a,D 12.53+0.93a,D

12.23+£0.97 a,D

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 mayusculas indican el analisis

estadistico entre mediciones a través del tiempo (h), letras mindsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de ozono en min)

67



5.6. Conclusién

El efecto de la aplicacion de 12 min de ozono en aguamiel logré mantener una

mayor estabilidad microbiolégica a través de una reduccién de microorganismos
de 7.26 a 6.85 logiomL?® (p < 0.05) durante 12 h. El efecto del tiempo de

almacenamiento fue significativo (p < 0.05) sobre el contenido de sélidos solubles

totales, y sobre el pH.
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6. IMPACTO DE LA APLICACION DE OZONO PARA LA VIDA DE
ANAQUEL DE AGUAMIEL.

6.1. Resumen

Debido a la composicién del aguamiel, existe el desarrollo de un consorcio
microbiano, que da lugar a una fermentacion y disminucion de los compuestos
bioactivos del aguamiel. De esta manera, la fermentacion afecta la calidad del
aguamiel para ser utilizado como materia prima para la elaboracion de jarabe de
agave. El uso de ozono ha mostrado tener la capacidad de alargar la vida de
anaquel y obtener una mayor retencion de los compuestos bioactivos de los
alimentos y bebidas. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la aplicacion de ozono sobre la estabilidad fisicoquimica, nutracéutica
y produccién de etanol en aguamiel. Se evalué el efecto de tres niveles de tiempo
(0, 6y 12 min) de aplicacion de ozono y el efecto de la reozonizacién (a las 48 h
de tiempo de almacenamiento) en aguamiel sobre la poblacion total de
microorganismos (PTM), pH, sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT),
etanol (% v/v), actividad antioxidante (AA) y compuestos fendlicos solubles
totales (CF) alo largo de 72 h (25.44 £ 1.18 °C). Se empled un modelo mixto bajo
un disefio de bloques completos aleatorios y una prueba de Tukey—Kramer
(a=0.05). A lo largo de 48 h de almacenamiento, la aplicacion de ozono en
aguamiel mantuvo una baja PTM (p < 0.05) (entre 6.10 y 6.54 logiomL™?) 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 reozonizacion se evidencio una disminucion de la AA del aguamiel.
Finalmente, la aplicacion del ozono logré mantener una baja PTM con respecto
al testigo durante 48 h, sin embargo, no conservé las propiedades fisicoquimicas
y nutracéuticas del aguamiel a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Palabras clave: reozonizacién, potencial nutracéutico, estabilidad

microbiologica.
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6.2. Introduccion

El aguamiel es la savia extraida de varias especies de agaves, principalmente
de A. atrovirens, A. salmiana, A. americanay A. potatorum (Sanchez, 2017).
Generalmente, la produccion del aguamiel se destina a elaboracion del pulque,
sin embargo, hoy en dia una alternativa de mayor aprovechamiento es la
elaboracion de concentrado de aguamiel (miel de maguey) (Chagua-Rodriguez
et al., 2020; Valadez-Blanco et al., 2012).

Al ser el aguamiel la materia prima principal para la elaboracion de miel de
maguey es necesario asegurar su calidad y preservacion 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 caracteristicas y
requerimientos, por tal motivo, es fundamental conocer pardmetros como la carga
microbioldgica, los procesos bioquimicos y metabdlicos involucrados, el
porcentaje de acidez, el pH y entre otros (Kader, 2002).

Los alimentos al exponerse a agentes quimicos y biolégicos, son susceptibles a
cambios fisicos, enzimaticos e interacciones que influyen sobre el procesado, la
calidad final y sobre todo la vida de anaquel, ademas, la tendencia de los
consumidores es elegir alimentos frescos, de calidad organoléptica y con
potencial funcional, por sus bioactivos (Boatella et al., 2004; Rodriguez & de
Hernandez, 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 fisica, quimica y biolégica dentro de las unidades
de procesamiento de alimentos (O’Donnell et al., 2012). Y asi mismo, se ha
reportado que el ozono tiene la capacidad de mantener un calidad organoléptica,
nutricional y funcional en los alimentos y bebidas tratados (Sanchez-Moreno et
al., 2018).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la
aplicacion de ozono y reozonizacion sobre la estabilidad microbiolégica,
fisicoquimica (pH, SST y acidez titulable), produccién de etanol (% v/v) y calidad
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nutracéutica (actividad antioxidante y compuestos fendélicos) 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 recolect6 matutinamente de plantas en produccion intermedia
durante 5 dias. El aguamiel se coloc6 en botellas de vidrio, previamente
esterilizadas. Se conservo y traslad6 a una temperatura de aproximadamente 2

°C con el uso de hielo seco durante aproximadamente 1 h hasta su analisis.
6.4. Planeacién experimental

Se utilizé un modelo mixto bajo un disefio de bloques completos aleatorios y una
prueba de Tukey—Kramer (a=0.05). La unidad experimental se constituyé de 100
mL de aguamiel colocados en probetas de vidrio. Se aplicaron 6 y 12 min de
ozono) mas un control (0 min). Posteriormente, se evalué el efecto de la
aplicacién de ozono sobre la poblacién total de microorganismos (PTM), SST,
pH, acidez titulable, produccién de etanol (% v/v), compuestos fendlicos solubles
totales y actividad antioxidante a las 0, 12, 24 y 48 h de tiempo de
almacenamiento. Posteriormente, se realiz6 una reinyecciébn de ozono en
aguamiel ozonizado con 48 h de tiempo de almacenamiento (reozonizacion). Asi
mismo, a través del tiempo de almacenamiento, se realizé un registro de

temperatura del ambiente con un sensor Hobo®, cada hora.

El modelo estadistico se expresa (Littell et al., 2006):

i=1,2,...r.
Vijk = U+ Bi +Tj + ay + (ta)jp+8ji + €y §=1,2p.
K=1,2,...t.

Donde yij es la respuesta en el i-ésimo bloque con el j-ésimo tratamiento en el
k-ésimo tiempo, u es la media general, Tjes el efecto del j-ésimo tratamiento, Bi

es el efecto del i-iesimo bloque, a; es el efecto aleatorio del k-ésimo tiempo,
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(ta);; es el efecto de la interaccion del j-ésimo tratamiento y el k-ésimo tiempo,

€. s el error aleatorio asociado al i-ésimo blogue con el j-ésimo tratamiento en
el k-ésimo tiempo y &, es el error aleatorio del factor tiempo. Modelo bajo los

2 7
SUPUESLOS € ny(0,02) Y Oij~ w1 (0,52) CON 02 homogénea.

6.4.1. Aplicacion de ozono

La ozonizacién del aguamiel se efectu6 con un equipo (Biozon, PTA mini, México)
con una produccién de ozono de 1.2 g h't. El aguamiel fue colocado en probetas
de vidrio de 300 mL, la inyeccién de ozono se realiz6 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 poblacién total de microorganismos en aguamiel.

a) Recuento de la poblacion total de microorganismos

El recuento total de la poblacién de microorganismos se realiz6 a través del uso
de la cdmara Neubauer (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007). Se tom6 1 mL de
cristal violeta y se diluyé en 9 mL de agua esterilizada (Gémez & Martinez, 2021).
Seguido, se tomd 0.5 mL de muestra y se le afiadid 0.5 mL de cristal violeta,
previamente diluido. Con el uso de microscopio Optico y el objetivo a 100x, se
contd el numero total de microorganismos de cinco cuadrantes y se calculo el
promedio. Posteriormente, se utilizé la siguiente férmula (Arredondo-Vega &
Voltolina, 2007).

PTM = (Y)(FD)(2)(10,000)
Donde:

PTM es la poblacion total de microorganismos
Y es el promedio de cinco cuadrantes

FD es el factor de dilucion de la muestra

2 corresponde al factor de dilucion de la tinciéon

b) Recuento de células viables

74



Se llev6 a cabo el recuento de levaduras segun lo reportado con la AOAC 997.02
(1988), a través del uso de Placas YM 3M Petrifilm® y un recuento de Bacterias

Acido-Lacticas en agar MRS.

6.4.3. Variables fisicogquimicas

Acideztitulable. Se determiné por el método descrito en el manual AOAC 939.05
(2000), que se basa en la titulacion de 10 mL de muestra de aguamiel con una
solucién valorada de NaOH 0.1 N, y fenolftaleina como indicador. Se reporto

como porcentaje de 4cido lactico.

Determinacion de etanol por CG. Este compuesto volatil se cuantificé mediante
cromatografia de gases siguiendo la técnica de espacio de cabeza (head space)
propuesta por Davis y Chase (1969). Se coloc6 una muestra de 5 mL de aguamiel
en un vial de vidrio de 26 mL y se sellé. Seguido, se tomé una alicuota gaseosa
de 1 mL del espacio superior con una jeringa y se inyecté en una columna GC
(Varian Star 3400, EE. UU.) SS empaquetada con Poropak N, 2 mx 3 mm externo
y didmetro interno de 2 mm, equipado con TCD detector de conductividad
térmica) y FID (detector de ionizacién de llama). Se utilizd6 He como gas portador.
Posteriormente, se inyect6 un estandar de etanol de concentracién conocida para

construir la curva estandar. Los resultados se expresaron en % de etanol (v/v).

pH. Se medié con un potenciometro (H1 2221 Hanna Instruments, Woonsocket,
RI, USA) segun lo descrito por la 981.12-A0OAC (2019).

Sdlidos solubles totales. Se determiné con la ayuda de un refractémetro digital
portatil PAL-1 segun lo indicado en 932.12-AOAC (2010).

6.4.4. Variables nutracéuticas

Preparacion del extracto. Se tomaron 1.5 mL de aguamiel y se aforo a 5 mL
con metanol acuoso al 80 % (v/v), seguido se dejé el extracto en refrigeracion
durante 24 h. Se decantd el extracto en matraces de 5 mL y se aforé 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 soélidos no solubles que pudieran

interferir en los analisis nutracéuticos.

Cuantificacion de compuestos fendlicos solubles totales. El contenido de CF
solubles totales se determin6 por el método de Folin-Ciocalteu propuesto por
Singleton y Rossi (1965). Una alicuota de 0.2 mL del extracto fendlico (aguamiel)
se mezcl6é con 2 mL de agua y 0.2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (2 N, Sigma
- Aldrich), se dej6 reposar durante 3 min. Posteriormente, a la mezcla se le
adicionaron 0.8 mL de Na2COs (7.5 % p/v) y se dejo reposar en oscuridad a
temperatura ambiente, durante 1 h. Finalmente, se tomdé lectura de la
absorbancia a 760 nm en un espectrofotdmetro (Genesys 10s, Thermo Scientific,
USA). Para cuantificar la concentracion de fenoles, se realiz6 una curva estandar
preparada a base de acido gdlico, se realizaron los calculos pertinentes y se
expreso el resultado en mg equivalentes de acido galico por 100 mL de aguamiel
(mg EAG 100 mL™Y).

Actividad antioxidante

Método ABTS. La medicion de la AA por medio de la captacion del radical ABTS
se realizd de acuerdo con la metodologia propuesta por Miller y Rice-Evans
(1996) con algunas modificaciones. Se prepard una solucién 7 mM de ABTS en
agua destilada y otra solucion de 2.45 mM de K2S20s, las cuales se combinaron
en una relacion 1:1. La mezcla se dejé reposar en oscuridad por 16 h.
Posteriormente, se diluy6 con etanol anhidro hasta obtener una absorbancia de
0.7 = 0.01 a una longitud de onda de 734 nm. Se tomd lectura en el
espectrofotometro de un blanco (metanol acuoso al 80 % v/v), seguido, se
prepard una solucion con 2000 pL de ABTS mas 20 uL de metanol acuoso al 80
% (v/v) y se realiz6 la lectura en el espectrofotdmetro. Por otra parte, se preparé
una solucién con 2000 pL de ABTS mas 20 uL del extracto de la muestra y se
dej6 en almacenamiento durante 30 minutos en oscuridad, se realiz6 la lectura

en el espectrofotdmetro. La AA se cuantificd a través de una curva estandar de
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trolox. Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de trolox por

cada 100 mL de aguamiel en peso fresco (UM TE 100 mL™1).

Método FRAP. La medicion de la AA por medio del poder antioxidante reductor
férrico (FRAP), se realizé segun el método de Benzie y Strain (1999). El reactivo
FRAP se prepar6 con 0.3 M de buffer de acetato con un pH= 3.6, una solucion
de 10 mM de férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) en HClI 40 mM y 20 mM de
FeCls, para obtener el FRAP, en un frasco ambar se mezcl6 el buffer, cloruro
férricoy TPTZ en unarelacion 10:1:1. Se tom6 3 mL de FRAP a 37° Cy se mezcld
con 0.1 mL de extracto y 0.3 ml de agua destilada. Seguido se colocé en bafio
de agua a 37 °C por 30 minutos. Se midi6 la absorbancia de la mezcla del FRAP
con el extracto a 593 nm a través del espectrofotometro. Para cada analisis se
tuvo en cuenta la lectura de FRAP sin extracto. La AA se cuantifico a traves de
una curva estandar de trolox. Los resultados se expresaron en micromoles
equivalentes de trolox por cada 100 mL de aguamiel en peso fresco (UM TE 100
mL1).

6.5. Resultados y discusion
a) Ozonizacion

Poblacién total de microorganismos. La Figura 9 muestra que, a lo largo de
48 h de almacenamiento, la poblacion total de microorganismos en el testigo fue
estadisticamente 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 evidencié un incremento de microorganismos en
aguamiel, teniendo en promedio un valor de 6.56 y 6.38 logio ML en el testigo y
con la aplicacién de ozono, respectivamente. A partir de a las 48 h de tiempo de
almacenamiento se observo un incremento significativo de 0.038 y 0.141 logio

mL* en cada grupo de aguamiel.
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Figura 9. Cambios de la poblacion total de microorganismos (logio
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 mayusculas indican el analisis
estadistico entre mediciones a través del tiempo (h), letras
minusculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de
0zOoNno en min).

Células viables. No se observo 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-lacticas (BAL) y la poblacion total de microorganismos (PTM). Sin
embargo, el factor tiempo de almacenamiento incrementd significativamente el
conteo de BAL y la PTM de 5.135 a 5.922 UFC LogiomL' y 7.258 a 7.446
LogiomL?, respectivamente (Cuadro 9). Es importante reportar que la
temperatura fue un factor significativo que influyé en el crecimiento de los
microorganismos durante las primeras 48 h, dado que las muestras se
encontraban a 25.44 + 1.18 °C. Velazquez-Lopez 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 estd 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 maxima de
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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. Poblacién total de microorganismos (PTM) y células viables: Bacterias
acido-lacticas (BAL) y Levaduras totales (LT) en aguamiel tratado con diferentes
niveles de tiempo exposicion de ozono.

Tiempo de Tiempo de exposicion de ozono
almacenamiento (min)
(h) 0 12
BAL 24 5.26 + 0.16 a,A 5.01+£0.25 a,A
(UFC LogiomL?) 48 5.98 + 0.06 a,B 5.86 + 0.33 a,B
LT 24 5.85+0.16 a,A 5.70+£0.07 a,A
(UFC LogiomL?) 48 6.68+0.06 a,A 6.28+0.46 a,A
PTM 24 7.27+0.01 a, A 7.25+0.23 aA
(LogiomL™) 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 mayusculas indican el analisis estadistico entre mediciones a
través del tiempo (h), letras minUsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de
0zono en min).

Acidez titulable. El efecto de ozono sobre la produccién de acido lactico 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 aplicacion de ozono.

Sin embargo, el factor tiempo de almacenamiento mostré efecto (p < 0.05) sobre
la produccién de acido lactico. Por consiguiente, a lo largo de 48 h el valor de la

acidez aumenté de 0.062 a 1.044 g de &cido lactico L de aguamiel en promedio.

Esta produccion de &cido lactico se puede atribuir al grupo de bacterias
encontradas, en su mayoria BAL. Asi, Trevanich et al., (2016) indican que las
BAL provocan una rapida acidificacion de las materias primas mediante la
produccion de acidos organicos, principalmente acidos lacticos. Por su parte,
Escalante et al. (2016) mencionan que en aguamiel a lo largo del tiempo (durante
la fermentacion del pulgue) se desarrollan algunos productos metabdlicos
distintivos, entre ellos, el acido lactico que es producido

por Lactobacillus sp. y Leuconostoc sp. que conducen la fermentacion acida.
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Figura 10. Produccion de g /L de &cido lactico en aguamiel tratada con
diferentes niveles de tiempo de aplicacion de ozono. Letras distintas
indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de
significancia de p < 0.05. Letras mayusculas indican el analisis estadistico
entre mediciones a través del tiempo (h), letras minusculas diferencias
entre tratamientos (tiempo de exposicion de ozono en min).

Sdlidos solubles totales (SST). Los solidos solubles totales (SST) facilitan
informacion sobre el contenido de azlcares, acidos organicos y compuestos
inorganicos y sus variaciones durante el almacenamiento (Panou et al., 2021).
En la Figura 11 se visualiza que la concentracion de SST en aguamiel disminuyé
con el tiempo, no se evidencié diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos a lo largo de 48 h, es decir, se observé un comportamiento similar

en todos los tratamientos.

Durante las 12 y 24 h no se observd cambios significativos (p < 0.05) sobre el
contenido de SST en aguamiel, obteniendo en promedio una concentracion de
12.56 °Bx. Por otro lado, a las 48 h existi6é una disminucién significativa (p < 0.05)
de 2.01 °Bx en promedio. Se ha reportado que el ozono puede llegar a reaccionar
rapidamente con moléculas organicas y ocasionar una autodegradacion del
mismo hasta oxigeno, y de esta manera interferir sobre la inactivacion microbiana
(Gil-Munioz et al., 2005). Asi, al no tener efecto el ozono sobre los SST, dicho

comportamiento se puede atribuir a la fermentacion, de acuerdo con Luis et al.
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(2019) durante la fermentacion existe una transformacién de azucares en etanol.
Por su parte, Valadez-Blanco et al. (2012) afirman que la concentracion de
carbohidratos en aguamiel disminuye con el tiempo después de la apertura de la
planta, lo cual puede deberse a la fermentacién. Ademas, como en el caso del
crecimiento de la poblacién de microorganismos, la temperatura fue un factor

significativo que influyo sobre la reduccidn de los SST durante las primeras 48 h.

Solidos solubles totales (°Bx)

10 1 —e— Testigo
—@— 6 min O,
—e— 12 min Oy

° 0 1I0 2IO 3IO 4IO

Tiempo de almacenamiento (h)
Figura 11. Concentracién de solidos solubles totales (°Bx) en aguamiel tratada
con diferentes niveles de tiempo de aplicacion 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 mayusculas indican el
analisis estadistico entre mediciones a través del tiempo (h), letras mintsculas

diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de ozono en min).

pH. En el caso del valor de pH, al igual que el resto de las variables
fisicoguimicas. 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 disminucién significativa (p < 0.05) durante las
primeras 12 h (6.356 a 2.994, Figura 12).

Asi, 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. Ademas, cabe destacar que algunos autores tal como Veladzquez-

Lopez 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 parametros fisicoquimicos puedo deberse a
la inestabilidad del ozono, como indican Garcia-Chamizo et al., (2020) la
estabilidad del ozono depende de diversos factores, tal como: la temperatura,
humedad, la interaccién con otras sustancias entro otros factores, ademas, en
medios liquidos y sobre todo a pH elevados el ozono es rapidamente eliminable

debido a su auto descomposicion.

pH

a,B
B a,B
3 1 —e— Testigo 5 a,B
—e— 6min0O, & 2,B ——%B
—e— 12 min O, a,B
2 T T T T
o] 10 20 30 40

Tiempo de reposo (h)

Figura 12. Valores de pH en aguamiel tratada con diferentes niveles
de tiempo de aplicacion 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 mayusculas indican
el analisis estadistico entre mediciones a través del tiempo (h), letras
mindsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de
0ZOoNno en min).

Cuantificacién de etanol. En la Figura 13 se observa el efecto significativo (p
< 0.05) del factor tiempo de almacenamiento sobre la produccion de etanol en
aguamiel. Al no existir una eliminacion completa de la poblacion 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 produccion
de etanol (Cervantes Contreras & Pedroza, 2007). De esta manera, se produjo
una baja concentracion de etanol en aguamiel durante las primeras 24 h, con una
produccion de 0.134 a 0.441 % de etanol (v/v). A partir de las 48 h se evidencié
un incremento en cada uno de los tratamientos, siendo el testigo el de mayor

concentracion con una produccion 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 fermentacion a temperatura ambiente se caracterizé por
tener 10.35 % (v/v) de etanol.

% de etanol (v/v)

—@— Testigo
—e— 6 min O,
—e— 12 min O,

0 10 20 30 40 50
Tiempo de almacenamiento (h)

Figura 13. Produccion de % de etanol (v/v) tratada con
diferentes niveles de tiempo de aplicacion 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 mayulsculas indican el analisis estadistico entre
mediciones a través del tiempo (h), letras mindsculas diferencias
entre tratamientos (tiempo de exposicién de ozono en min).
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Compuestos fenélicos solubles totales. En la Figura 14 se observa que no
existio diferencias significativas (p < 0.05) entre los diferentes niveles de tiempo
de aplicacion de ozono. Sin embargo, a mayor tiempo de almacenamiento existio
una disminucion del contenido de CF en aguamiel. De manera general, se
observé una disminucion del contenido de CF de 20.22 a 15.69 mg EAG 100 mL-

L de aguamiel, a lo largo del tiempo de almacenamiento.

30 1

[ Testigo
1] .
38 [ 6 min O,
3 25 1 aB @ 12 min O,
a3 aAaAaA
g §
= 20 A
¢ ® aBa'B a,B
Qo a,B U
e 0° a,B
o -
o E 15 4
L o
T O
c o
% O]
g5 07
c o
§ 1S
o 5 A
O
0
0 24 48

Tiempo de almacenamiento (h)

Figura 14. Concentracién de compuestos fendlicos (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 mayusculas indican el analisis estadistico entre tiempos,
letras minusculas diferencias entre tratamientos

Shah et al. (2019) indicaron que los compuestos fendélicos son particularmente
susceptibles al ataque del ozono dado que la autodescomposicién del oxigeno
triatbmico se acompafia de la produccién de niumerosas ROS. Las ROS, a su
vez, pueden ser eliminadas por los CF, lo que podria reducir el contenido de estos
después de la exposicion al ozono. Por su parte, Aparecida et al., (2017)
mencionan que el ozono puede dividir el anillo de benceno de los grupos fendlicos

y los CF pueden sufrir oxidacion a través del mecanismo de Criegee.
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Actividad antioxidante
UM ET/100 mL de aguamiel

Actividad antioxidante. Al igual que los compuestos fendlicos, se observé una
disminucion en los valores de la AA en aguamiel a través del tiempo de
almacenamiento. Fundo et al. (2021) mencionan que la presencia de compuestos
fendlicos, 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 evidencié un efecto significativo del ozono (p < 0.05). A lo largo de 24 h
el mayor tiempo de exposicion de ozono (12 min) ocasion6 una mayor reduccion
de AA (121.424 uM ET 100 mL* de aguamiel, Figura 15a). Al terminé de las 48
h, la AA descendi6 en todas las unidades experimentales sin mostrar diferencias
entre los tratamientos, obteniendo un promedio general de 220.296 uM ET 100
mL* 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 accion de una reaccion directa
entre el ozono y un antioxidante que desencadena un proceso de desintoxicacion
del ozono resultado de la formacién de diferentes ROS, como el perdxido de
hidrogeno (H2032), radicales superoxido (O2) y radicales hidroxilo (OH) dentro de
la célula vegetal (Moldau, 1998).

0 b B Testigo
ahaAaA i 80 7 [ 6 min O,
rT [ Testigo e mn
@ 6 min O, aAahaA 4 e == 12min O,
aB [ 12 min O, aBaB ABaB
300 A .
60
bBbhB aB
a,B
a,B

200 - 0 1

100 A 20 4

0 24 48 0 24 48
Tiempo de almacenamiento (h)
Figura 15. Cambios en la actividad antioxidante (um ET /100 mL de aguamiel)
en aguamiel de A. salmiana ozonizada. Letras distintas indican diferencias de
acuerdo al test Tukey-Kramer con un nivel de significancia de p < 0.05. Letras
mayusculas indican el andlisis estadistico entre tiempos, letras minusculas
diferencias entre tratamientos. (a) ABTS y (b) FRAP.
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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 ocurrié una disminucién significativa de la AA de 72.64 a 56.66
UM ET 100mL* (Figura 15b), mientras que entre las 24 y 48 h se mantuvo estable
con un valor promedio de 56.97 uM ET 100mL™.

Como afirman Khadre et al. (2001) el ozono se descompone continuamente, en
soluciones acuosas es altamente inestable. Ademas, la literatura describe que la
disminucion del contenido de compuestos fendlicos se debe principalmente al
potencial oxidante del ozono (Sachadyn-Krol & Agriopoulou, 2020).

Por su parte, Sachadyn-Krol & Agriopoulou (2020) reportan que el ozono funciona
como un inductor de diversos compuestos entre ellos los compuestos fendlicos,
seguido el ozono se puede eliminar facilmente en cualquier momento después

de la aplicacion.
b) Reozonizacion

A las 48 h de tiempo de almacenamiento se reinyectdé ozono a las unidades

experimentales de los tratamientos, excluyendo aquellas del testigo.

Poblacién total de microorganismos. La reozonizacibn no mostré efecto
significativo (p < 0.05) sobre la poblacién total de microorganismos, por
consiguiente, a las 72 h se evidencié un incremento medio de 2.184 logio mL?

en cada uno de los tratamientos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Cambios en la poblacion total de microorganismos (PTM) en
aguamiel reozonizado, a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Tiempo Tiempo de exposicion de 0zono (Min)
(h) 0 6 12
PTM 48 6.63+£0.14a,A 6.66+0.10a,A 6.52+0.13a,A

(logio mL™Y) 72 6.68+0.08a,B 6.62+0.06a,B 6.59+0.054a,B

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de
significancia de p < 0.05. Letras mayusculas indican el analisis estadistico entre mediciones a
través del tiempo (h), letras mindsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de
0zono en min).
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En las células viables la aplicacibn de una reozonizacion 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 LogiomL?tde LT, 6.538 UFC LogiomL™ de BAL y 7429 Logio mL! de PTM
(Cuadro 11). Esto se pudo deber a que el ozono como indica Martins Pinheiro et
al. (2019) en pH acido es menos eficiente para la oxidacion, mientras que en
medio alcalino este gas reacciona a través de radical hidroxilo y por lo general es

mas eficiente en la oxidacion.

Cuadro 11. Poblacion total de microorganismos (PTM) y células viables: bacterias
acido-lacticas (BAL), levaduras totales (LT) presentes en aguamiel reozonizado.

Tiempo Tiempo de exposicion de 0zono (min)

(h) 0 12
BAL 24 5.260 + 0.163 a,A 5.010 +0.251 a,A
(UFC LogiomL™) 48 5.984 +£ 0.057 a,B 5.859 £ 0.334 a,B
LT 24 5.850 +0.163 a,A 5.698 +0.068 a,A
(UFC LogiomL) 48 6.684 £ 0.057 a,A 6.277 +0.460 a,A
PTM 24 7.267 +0.004 a,A 7.250+0.233 aA
(LogiomL-1) 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 mayusculas indican el andlisis estadistico entre mediciones a
través del tiempo (h), letras mindsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de
0z0ono en min).

Acidez titulable, SST y pH. Los analisis entre las 48 y 72 h no evidenciaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos. No obstante, se
observé un aumento significativo de 1.044 a 1.218 g de acido lactico L de
aguamiel, una disminucién significativa (p < 0.05) de 10.547 a 8.260 de SST y
una disminucion de pH de 2.751 a 2.671 (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Cambios en los valores de pH, contenido de SST y produccién de
acidez en aguamiel reozonizado, a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Tiempo Tiempo de exposicion de 0zono (min)
() 0 3 6
oH 48 2.79+0.10a,A 275+0.11a,A 2.732+0.09 a,A
72 264+0.07aB 2.68+0.08aB 2.692+0.084a,B
Solidos 48  1048+1.16aA 1052+1.00aA 10.64+1.10aA
solubles

o 72 8.06 £ 0.50 a,B 8.12+0.62 a,B 8.6+1.304a,B
totales (°Bx)

Acidez (g L 48 1.01+£0.13a,A 1.08+£0.11a,A 1.07+£0.13a,A
acido lactico) 72 122 +0.14 a,B 1.20+0.13 a,B 1.23+0.21a,B

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de
significancia de p < 0.05. Letras mayusculas indican el analisis estadistico entre mediciones a
través del tiempo (h), letras minlUsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de

Cuantificacion de etanol. La produccion de etanol no resulté afectada por la
reozonizacion, pero fue favorecida por el tiempo de almacenamiento debido a
que se observo un incremento significativo (p < 0.05) de produccion de etanol
(1.033 a 1.488 % etanol (v/v), Cuadro 13) de las 48 alas 72 h.

Cuadro 13. Porcentaje de produccion de etanol obtenido en aguamiel
reozonizado, a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Tiempo Tiempo de exposicion de 0zono (min)

(h) 0 6 12
etanol 48 3.18+0.99a,A 259+094aA 237%x117aA
(% viv) 72 595+135aB 4.75+x155aB 4.75+1.574a,B

Letras distintas indican diferencias de acuerdo al test Tukey - Kramer con un nivel de
significancia de p < 0.05. Letras mayusculas indican el analisis estadistico entre mediciones
a través del tiempo (h), letras mindsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de
exposicién de ozono en min).

Shmit et al. (2014) reportaron que una caracteristica quimica importante del
pulgue, 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,
presentd indicios de una fermentacion. Los principales microorganismos
encontrados en el pulgue son los géneros Lactobacilos responsables de
incremetar la acidez lactica del pulgue y Leuconostoc generadores de la

viscosidad de la bebida asi como cepas de Saccharomyces carbajail sp., el cual
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es un fermentador alcohdlico; y Pseudomonas lindneri, productoras de etanol
(Gonzalez et al., 2016). Asi mismo, es importante reportar que la temperatura de
almacenamiento influy6 significativamente (p < 0.05) sobre la produccién del %

de etanol (v/v) en aguamiel.

Actividad antioxidante. En ambos métodos (ABTS y FRAP) hubo efecto
significativo (p < 0.05) de la reozonizacion. Durante las 48 y 72 h de
almacenamiento, mediante el método de FRAP la aplicacion de 6 y 12 min de
ozono evidencio una mayor disminucion de AA de 12.11y 17.45 uM ET 100mL"
!, respectivamente (Cuadro 14). En contraste, el método ABTS registré una
mayor reduccion de AA con la aplicacion de 12 min de ozono (45.38 pM ET
100mL?) de AA.

Compuestos fendlicos solubles totales. Con relacién a la reozonizacion no
hubo efectos significativos (p < 0.05) entre tratamientos, evidenciando asi una
disminucién de 15.22 a 13.45 mg EAG 100 mL* de aguamiel (Cuadro 14) a lo

largo del tiempo de almacenamiento.

Cuadro 14. Cambios en el contenido de compuestos fendlicos solubles totales
(CF) y actividad antioxidante (ABTS y FRAP) en aguamiel reozonizado, a lo largo
del tiempo de almacenamiento.

Tiempo Tiempo de exposicion de 0zono (min)

(h) 0 6 12

ABTS 48 239.81 +7.82 Aa 216.71 +17.88 Aab 204.37 +12.61 Ab
72 242.26 £ 29.38 Ba  185.88 + 22.37 Bab  158.99 + 30.65 Bb

FRAP 48 61.94 + 7.56 Aa 54.42 + 10.21 Ab 55.49 £ 8.36 Ab

72 58.17 + 12.26 Ba  42.31 +5.43 Bb 38.03 £ 9.50 Bb
CF 48 15.99 +1.28 Aa 14.89 + 3.03 Aa 14.77 + 3.00 Aa
72 15.22 + 0.96 Ba 12.98 + 2.63 Ba 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 mayusculas indican el andlisis estadistico entre mediciones a
través del tiempo (h), letras mindsculas diferencias entre tratamientos (tiempo de exposicion de
0zOono en min).
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Un factor que probablemente influyé sobre la disminucién de los CF en aguamiel
fue el proceso de fermentacion, como indican Garcia-Martinez et al. (2021) la
pérdida de CF en el mosto del vino se debié a la adsorcion de estos compuestos
a las paredes celulares de las levaduras, que son las responsables de la
produccion de una fermentacion alcoholica. Por otro lado, Bustamante & Tenorio
(2013) encontraron que los niveles de procianidinas (CF) disminuyen de 3 a 5

veces durante la fermentacion de diferentes clones de cacao colombiano.
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6.6.

Conclusiéon

Ozonizacioén

El aguamiel tratado con 6 y 12 min de ozono mantuvo una baja poblacion
total de microorganismos con respecto al testigo, a lo largo de 48 h de
tiempo de almacenamiento.

En el caso de los parametros fisicoquimicos pH, SST y acidez (g de &cido
lactico L™ de aguamiel) no se afectaron por la aplicacion de diferentes
niveles de tiempo de ozono. Sin embargo, el factor tiempo de
almacenamiento influyé en cada una de las variables fisicoquimicas.

La produccion de etanol (% v/v) en aguamiel no se afectdé con los
diferentes niveles de tiempos de aplicacion de ozono, sin embargo, a
mayor tiempo de almacenamiento hubo una un aumento de etanol (% v/v)
en aguamiel.

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales (CF) no se afectd
significativamente (p < 0.05) por la aplicacion de diferentes tiempos de
0zono, pero a mayor tiempo de almacenamiento menor concentracion de
CF.

Se obtuvo una mayor reduccion de la actividad antioxidante en aguamiel,

mediante la aplicacién de 12 min de ozono.

Reozonizacion

El efecto de la reozonizacién no fue significativo sobre la poblacion total
de microorganismos (PTM) durante las 48 y 72 h de almacenamiento, no
obstante, a mayor tiempo de almacenamiento mayor nimero de PTM.

La reozonizacion no afectd significativamente (p < 0.05) los parametros
fisicoquimicos y la concentracion de etanol (% v/v) en aguamiel.

A mayor tiempo de almacenamiento se evidencié una disminucién
significativa (p < 0.05) de la concentracion de CF en aguamiel

Tanto la reozonizacion 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 rapido (3M-PETRIFILM®) no fue adecuado para el conteo de
los microorganismos encontrados en aguamiel. Debido a que sobreestimé el

recuento de las BAL, CT y LT en aguamiel con respecto al método tradicional.

La aplicacién de 12 min de ozono logré una mayor disminucién de la poblacién
total de microorganismos a lo largo de 12 h. Por otro lado, el efecto del tiempo de

almacenamiento disminuyo los valores de pH y SST en aguamiel.

La aplicacion de los tratamientos de 6 y 12 min de ozono puede ser una
alternativa para mantener una baja poblacion total de microorganismos a lo largo
de 48 h. No obstante, la aplicacion de estos tratamientos no logro conservar las

propiedades fisicoquimicas del aguamiel.

A mayor tiempo de almacenamiento existi6 una disminucion del contenido de

compuestos fenolicos solubles totales en aguamiel.

En el método ABTS, la aplicacion de 12 min de ozono caus6 una mayor reduccion
de actividad antioxidante en aguamiel a lo largo de 48 h. Por otra parte, a travées
del método FRAP no se evidencio efecto de los diferentes tiempos de aplicacion

de ozono en aguamiel a lo largo del tiempo de almacenamiento.

La reozonizacion disminuyo la actividad antioxidante del aguamiel a lo largo del

tiempo de almacenamiento.
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