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Resumen 

 

Título: Mejoramiento del proceso de producción de una bebida probiótica elaborada a partir de 

aguamiel de Agave Salmiana desarrollada en la Universidad Popular Autónoma del Estado de 

Puebla, México 

Autores: Alexandra del Rosario Acevedo Caselles y Juan Carlos Flórez Cubides. 

Palabras claves: Aguamiel, Bebida Probiótica, Agave Salmiana, Lactobacillus leichmannii, 

Bacillus tequilensis. 

Descripción: 

El aguamiel producto de tradición mexicana, obtenido del maguey pulquero (Agave salmiana), ha 

perdido interés por parte las nuevas generaciones en México debido a la gran oferta de bebidas 

refrescantes y alcohólicas en el mercado, sumado a los mitos existentes sobre su proceso de 

obtención; afectando la economía de los productores de aguamiel del país. Por tal razón, la UPAEP 

ha realizado estudios para la elaboración de un nuevo producto a base de aguamiel, siguiendo la 

tendencia del desarrollo de alimentos saludables, aprovechando el alto contenido de fructanos 

(inulina) presentes en el aguamiel; los cuales otorgan un carácter prebiótico. Ésto llevó a la 

creación de una bebida probiótica mediante la adición de bacterias acido lácticas, la cual a pesar 

de los buenos resultados que presentó como alimento funcional, se encontró limitada en 

características sensoriales como olor y sabor. De esta manera se evidencia la necesidad de 

reformular la bebida manteniendo sus propiedades nutreacéuticas. 

 

Por lo tanto, se planteó una mejora del proceso de elaboración de la bebida reduciendo costos de 

materia prima mediante la dilución con agua potable al 50%, manteniendo su carácter probiótico 

y asegurando su inocuidad. A través de un diseño experimental y pruebas sensoriales se reformuló 

la bebida con 10% °Brix, 0,5 mL de saborizante de coco/100 mL de bebida y la bacteria L. 

Leichmannii. Posteriormente, se redujo a 14h el tiempo de incubación del inóculo de la bacteria 

siguiendo la cinética de crecimiento microbiano y se encontró que el potencial de la bebida para 

ingresar en el mercado de probióticos es favorable. También, se realizó el escalamiento del proceso 

de 0,5L a 4L observando que las bebidas no presentan cambios en las propiedades organolépticas, 

fisicoquímicas y microbiológicas. 

                                                 
Trabajo de grado 
Facultad de Ingenierías Fisicoquímicas. Escuela de Ingeniería Química. Laboratorio Biotecnoambiental. Director: 

Carlos Jesús Muvdi Nova. Ingeniero Químico, M.Sc., Ph.D. en Ingeniería de procesos. Codirector: Beatriz Pérez 

Armendáriz. Ingeniera en Alimentos, M.Sc., Ph.D. en Biotecnología. 
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Abstract 

 

Title: Improvement of the process of a probiotic drink production prepared from aguamiel of 

Agave Salmiana developed at the Universidad Popular Autónoma del Estado de Puebla, Mexico 

Authors: Alexandra del Rosario Acevedo Caselles and Juan Carlos Flórez Cubides. 

Keywords: Aguamiel, Probiotic Drink, Agave Salmiana, Lactobacillus leichmannii, Bacillus 

tequilensis. 

Description: 

The aguamiel is a product of Mexican tradition, obtained from the maguey pulquero (Agave 

salmiana). It has lost interest by the new generations in Mexico due to the great offer of refreshing 

and alcoholic drinks in the market, plus to the existing myths about his obtaining process; affecting 

the economy of the country’s producers of aguamiel. Therefore, the UPAEP has made studies for 

the development of a new product based on aguamiel, following the trend of the development of 

healthy food, taking advantage of the high content of fructans (inulin) present in the aguamiel 

which grant a prebiotic character. This led to the formulation of a probiotic drink through the 

addition of lactic acid bacterias, which despite the good results that presented as functional food, 

it found limited in sensory characteristics such as smell and taste. In this way, it is evident the need 

to reformulate the drink maintaining its nutreaceutical properties. 

 

Therefore, it was proposed an improvement of the drink elaboration process, reducing raw material 

costs through the dilution with 50% potable water, maintaining its probiotic character and securing 

its harmlessness. Through an experimental design and sensory tests, the drink was reformulated 

with 10% ° Brix, 0.5 mL of coconut flavoring / 100 mL of drink and L. Leichmannii bacteria. 

Subsequently, the incubation time of the inoculum of the bacteria was reduced to 14h following 

the kinetics of microbial growth and it was found that the potential of the drink to enter the 

probiotic market is favorable. Also, was performed the scaling of the process from 0.5L to 4L, 

observing that the drink does not present changes in the organoleptic, physicochemical and 

microbiological properties. 

 

 

                                                 
 Undergraduate Project 
 Facultad de Ingenierías Fisicoquímicas. Escuela de Ingeniería Química. Laboratorio Biotecnoambiental. Director: 

Carlos Jesús Muvdi Nova. Ingeniero Químico, M.Sc., Ph.D. en Ingeniería de procesos. Codirector: Beatriz Pérez 

Armendáriz. Ingeniera en Alimentos, M.Sc., Ph.D. en Biotecnología. 
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Presentación del Laboratorio de Investigación Biotecnoambiental. 

 

En la Universidad Popular Autónoma del Estado de Puebla (UPAEP), se encuentra el Laboratorio 

de Investigación Biotecnoambiental, el cual es un espacio para el desarrollo de proyectos de 

investigación en áreas como alimentos, biotecnología, ambiental, biología molecular y 

nanotecnología. En este lugar fue desarrollado este trabajo de investigación, en la modalidad de 

pasantía de investigación, dirigido por la Doctora Beatriz Pérez Armendáriz, Directora de la 

Facultad de Biotecnología (UPAEP, 2017, párr.1). 

La Doctora Beatriz Pérez Armendáriz es Ingeniera en Alimentos, Maestra en Biotecnología de la 

Universidad Autónoma Metropolitana de Iztapalapa (UAM) y Doctora en Ciencias con 

especialidad en Biotecnología del Instituto Politécnico Nacional (IPN). Su interés en el área 

científica se relaciona con las áreas de Biotecnología de Alimentos y Biotecnología Ambiental, 

con líneas de investigación en Microbiología aplicada a la producción de alimentos funcionales 

con énfasis en probióticos y Biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos (UPAEP, 

2017, párr. 1-5). 
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Introducción 

 

El agave también conocido como maguey, planta de la familia Agavaceae, ha tenido una gran 

importancia económica y cultural en México pues desde la época prehispánica ha sido 

aprovechado para diferentes fines de los cuales destacan la formulación de alimentos y bebidas 

(Muñiz et al., 2013, p. 12). Una de las especies más importantes del altiplano de México es el 

maguey pulquero (Agave salmiana) (Narváez et al., 2016, p. 34), reconocida por sus hojas anchas, 

fuertes, carnosas, de color verde, de tallo corto y macizo, con forma de roseta y tamaños que van 

desde 1,50m a 3,40m de altura y hasta 5m de diámetro, como se observa en la Figura 1. Esta planta 

se encuentra en zonas áridas, ya sean terrenos planos o montañosos como lo es la zona central de 

México (Cortés y Basurto, 2005, párr.  2). 

 

Figura 1. Planta maguey pulquero (Agave salmiana). Adaptado de: World of Succulents. 

      

     El principal producto obtenido es el aguamiel, líquido acuoso extraído del interior de la planta 

justo antes de la floración, compuesto principalmente por carbohidratos (fructosa), potasio, 

magnesio, calcio y vitamina C (Flores y Aguilar, 1995, párr. 10; Bautista y Arias, 2008, p. 48). La 

fermentación de éste es destinada tradicionalmente a la elaboración de pulque, el cual es una bebida 

alcohólica nutritiva (Flores et al., 2009, párr. 2), olvidada por las nuevas generaciones mexicanas 

debido a la gran diversidad de bebidas alcohólicas disponibles en el mercado (Muñiz et al., 2013, 
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p. 13). El aguamiel presenta mayoritariamente fructooligosacáridos los cuales son la forma soluble 

de la inulina; polímero de fructosa unido a una glucosa terminal denominado fructano (Bautista y 

Arias, 2008, p. 49; Muñiz et al., 2013, p. 18). Los fructanos forman una fibra soluble que fomenta 

el desarrollo selectivo de bacterias benéficas en la flora intestinal, otorgando a este producto la 

característica de prebiótico favoreciendo la salud del consumidor (Urías, 2008, p. 17). Dichas 

bacterias ayudan a que los compuestos presentes en los alimentos que no son digeribles en la parte 

superior del tracto intestinal sean absorbidos en el intestino grueso (Narváez et al., 2016, p. 39). 

     Con el fin de atribuirle un valor agregado a este recurso de tradición, la UPAEP ha trabajado 

en el desarrollo de una bebida con carácter probiótico a partir del aguamiel de Agave salmiana. El 

proceso diseñado inicialmente por Aparicio (2014) consiste en un tratamiento térmico de 

pasteurización en el cual se elimina la flora microbiana que existe en el aguamiel, evitando que el 

líquido se fermente hasta el punto de convertirse en pulque (DiCYT, 2016, párr. 3).  

     Asimismo, con la intención de aumentar las propiedades nutreacéuticas de la bebida se le 

atribuyó un carácter probiótico mediante la adición de microorganismos. Esto con el objetivo de 

mantener un balance microbiano en el intestino, generando cambios benéficos en la salud del 

consumidor (Rodríguez, 2009, p. 7). Por lo general, los microorganismos que brindan estos 

beneficios son las bacterias fermentadoras productoras de ácido láctico, como por ejemplo, las 

pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Cabezas, 2009, p. 4). Para el 

proceso, Aparicio (2014) aisló del aguamiel una cepa, la cual identificó mediante pruebas 

bioquímicas encontrando que esta correspondía a Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, siendo 

este el nombre formal de Lactobacillus leichmannii (ATCC® 7830TM); dicha cepa fue seleccionada 

y adquirida para la etapa de fermentación en la elaboración de la bebida probiótica.  
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     A partir de estudios sensoriales realizados a la bebida por Aparicio (2014), se determinó un 

bajo grado de aceptabilidad de ésta, pues los jueces la asimilaron como bebida refrescante y no 

como bebida probiótica como se esperaba. Por lo que González y Hernández (2016) en un trabajo 

posterior, decidieron cambiar la bacteria a usar por Bacillus tequilesis, aislada igualmente del 

aguamiel, esto con el fin aumentar la aceptabilidad de la bebida. Adicionalmente, recomendaron 

transmitir a la población los beneficios que la bebida otorga a la salud al consumirse, ya que puede 

ser sugerida en la dieta de personas con diabetes o intolerantes a la lactosa (DiCYT, 2016, párr. 5).     

Del estudio realizado por González y Hernández (2016) se encontró que la bebida continuó 

presentando deficiencias en propiedades como olor y sabor, pues comparándola respecto a bebidas 

comerciales los jueces prefieren éstas sobre la bebida probiótica.  

     Cabe aclarar que los análisis de las propiedades organolépticas se realizan a través de pruebas 

sensoriales, las cuales se encargan de analizar los alimentos por medio de los sentidos de acuerdo 

a las sensaciones que se experimentan en el momento de su consumo (Hernández, 2005, p. 12).  

Existen diferentes pruebas sensoriales, para este estudio son relevantes dos tipos, la discriminativa 

con prueba dúo-trío la cual permite diferenciar si dos muestras son perceptiblemente diferentes o 

similares a una muestra de referencia. La afectiva de preferencia en la que el juez elige el producto 

que más le agrade; y de satisfacción donde a través de una escala hedónica de cinco puntos el 

panelista otorga información puntual sobre el grado de satisfacción que tiene con un producto 

(Severiano et al., s.f., p. 97). 

     Finalmente, en este trabajo se analizaron las diferentes variables que intervienen en las 

características organolépticas, fisicoquímicas y microbiológicas de la bebida, buscando una mejora 

en su proceso de elaboración para favorecer el consumo del producto respecto a los similares 

disponibles en el mercado. Esta estrategia contribuiría con el propósito del Gobierno de México 
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de evitar la desaparición del aguamiel como materia prima tradicional en su cultura, desarrollando 

proyectos para la producción de nuevos productos funcionales que aún no han sido explotados 

(Muñiz et al., 2013, p. 19). Adicionalmente, la UPAEP adelanta estudios sobre la influencia de la 

bebida en la microbiota intestinal de pacientes con estrés y colon irritable, generando un alto interés 

tanto social como biotecnológico. 
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Objetivos 

 

Objetivo General 

Mejorar el proceso de producción de una bebida probiótica elaborada a partir de aguamiel de Agave 

salmiana desarrollada en la UPAEP mediante el análisis de las variables del proceso que influyen 

en las características organolépticas, fisicoquímicas y microbiológicos de la bebida. 

Objetivos Específicos 

      Determinar la influencia de la relación aguamiel:agua en la cantidad final de 

microorganismos presentes en la bebida, cumpliendo con la Norma Oficial Mexicana NOM-

181-SCFI-2010, y reduciendo los costos de materia prima. 

      Elaborar distintas formulaciones con base en la bebida desarrollada en la UPAEP bajo 

diferentes condiciones de operación a través de un diseño experimental, para seleccionar la 

formulación con la mejor aceptación. 

      Definir el tiempo de incubación del inóculo con base en la curva de crecimiento microbiano, 

asegurando el contenido reglamentario de microorganismos y mejorando esta etapa del proceso 

de elaboración. 
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1. Metodología 

 

En la Figura 2 se muestra el diagrama metodológico empleado en el proyecto de investigación 

desarrollado en tres fases. 

 

Figura 2. Diagrama metodológico. 

 

1.1. Fase 1: Determinación de la influencia de la relación aguamiel:agua en la cantidad 

final de microorganismos presentes en la bebida 

Inicialmente, se llevó a cabo un análisis microbiológico y un seguimiento de distintas propiedades 

fisicoquímicas de la materia prima de dos productores de aguamiel y pulque de dos localidades 

con diferentes costos. Esto con el fin de determinar las condiciones de llegada del aguamiel y 
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comparar entre sí los dos lotes para elegir el productor que asegure la mejor calidad de la materia 

prima. Adicionalmente, se contrastaron estos dos con el pulque (bebida fermentada) del segundo 

productor, con la finalidad de encontrar diferencias entre la materia prima antes y después de su 

fermentación natural. Esto se realizó con base en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) para el 

conteo de microorganismos mesófilos, hongos y levaduras, coliformes totales y salmonella-

shigella. También se realizó un seguimiento de propiedades fisicoquímicas como °Brix, azúcares 

reductores, pH y acidez titulable.  

     Posteriormente, usando el protocolo de elaboración de la bebida establecido por Aparicio 

(2014), mostrado en la sección 1.4.2. “Métodos de cuantificación, análisis y experimentales”, se 

realizó un análisis de la influencia de la relación aguamiel:agua sobre la cantidad final de 

microorganismos en la bebida, adicionando 500µL de inóculo de la bacteria, ya sea Lactobacillus 

leichmannii o Bacillus tequilensis. Para evaluar la posibilidad de disminuir costos de materia 

prima, se reformuló el proceso en la fase inicial, adicionando agua potable al aguamiel a 

pasteurizar en dos relaciones de aguamiel:agua, 1:1 y 1:3. Se buscó que estas formulaciones 

conservaran el mismo orden de magnitud final de microorganismos (107 UFC/mL) que la 

formulación original de la bebida (relación 1:0), cumpliendo con lo establecido por la norma 

NOM-181-SCFI-2010 para que la bebida sea considerada probiótica.  

     La cantidad final de microorganismos se verificó mediante un recuento en un microscopio con 

cámara de Neubauer, que da el resultado en Células/mL. No fue posible obtener esta información 

en UFC/mL, debido a que L. leichmannii solo crece en medio líquido y en este medio no es posible 

realizar el conteo de colonias formadas.  
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1.2. Fase 2: Elaboración de las distintas formulaciones de la bebida 

Las variables analizadas y sus niveles alto y bajo se presentan en la Tabla 1. La evaluación se 

realizó a través de un diseño experimental tipo factorial 23, por duplicado, con pruebas de 0,5L.   

Las variables de entrada se eligieron en función de las propiedades organolépticas de la bebida y 

que a su vez fueran relevantes en cada una de las etapas del proceso de elaboración.  

Tabla 1. 

Formulaciones para el diseño experimental factorial 23. 

Prueba 
° Brix 

[%] 

Saborizante de coco 

[mL/100 mL bebida] 
Tipo de Bacteria 

1 6 0,2 

L. leichmannii 
2 10 0,2 

3 6 0,5 

4 10 0,5 

5 6 0,2 

B. tequilensis 
6 10 0,2 

7 6 0,5 

8 10 0,5 

 

     El diseño experimental fue evaluado sensorialmente mediante un análisis de satisfacción en el 

cual se usó una escala hedónica de 5 puntos que va desde, me disgusta mucho (1) hasta me gusta 

mucho (5). Las pruebas de análisis sensorial se realizaron con paneles de jueces no entrenados de 

25 personas para cada prueba (los cuestionarios utilizados se encuentran en el Apéndice A).  

     Los datos obtenidos de las pruebas se analizaron estadísticamente, a través del programa 

InfoStat V.2016, mediante una prueba ANOVA obteniendo información de la influencia (p-

valor<0,05) de las variables evaluadas en el diseño experimental sobre las propiedades 

organolépticas de la bebida como apariencia, olor y sabor (González y Hernández, 2016; García y 

Pacheco, 2010, p. 484). Posteriormente, sobre las variables del diseño experimental que 

presentaron influencia en la prueba anterior (ANOVA) se efectuaron pruebas Tukey. Esto permitió 
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determinar el nivel para las variables analizadas que asegura la preferencia en términos de 

apariencia, olor y sabor; obtenido a partir de diferencias significativas entre sus medias.  

     Finalmente, con otra prueba Tukey adicional, pero esta vez para las formulaciones respecto a 

cada propiedad organoléptica y con base en los resultados estadísticos anteriores, se seleccionó la 

formulación que obtuvo un mayor grado de aceptabilidad para las propiedades evaluadas.  

1.3. Fase 3: Definición del tiempo de incubación del inóculo con base en la curva de 

crecimiento microbiano 

La Fase 3 se dividió en dos partes. La primera parte se inició con el análisis de la cinética de 

crecimiento de las dos bacterias (L. leichmannii y B. tequilensis), buscando reducir el tiempo de 

incubación del inóculo, pero manteniendo la cantidad mínima de microorganismos finales en la 

bebida requeridos por la norma. Esto debido a que el tiempo seleccionado por Aparicio (2014) fue 

de 48h, sin tener en cuenta el comportamiento de las bacterias y su efecto sobre las características 

organolépticas que estas pudieran generar en la bebida.   

     La cinética en medio de cultivo líquido Man, Rogosa y Sharpe (caldo MRS) se realizó por el 

método de turbidimetría, a través de un espectrofotómetro el cual registra la densidad óptica con 

una longitud de onda de 560 nm (Departamento de Biotecnología, 2010, p. 52). Las bacterias 

fueron cultivadas a 37°C por duplicado tomando muestras cada hora, durante 18h, con un inóculo 

de 100 µL de bacteria en 10 mL de caldo MRS. La temperatura escogida es la recomendada para 

la incubación de bacterias ácido lácticas (Rodríguez, 2009, p. 42); siendo ésta también la 

temperatura corporal promedio de un ser humano (Alpízar y Medina, 1998, p. 80), lugar donde se 

encontrarán dichas bacterias después del consumo de la bebida. 

     Posteriormente, se realizó una prueba de preferencia entre la bebida formulada por González y 

Hernández (2016), la bebida seleccionada del diseño factorial y esta última modificando el tiempo 
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de incubación del inóculo siguiendo la cinética de crecimiento previamente establecida. Esto se 

realizó con el fin de determinar la diferencia en el grado de aceptación y elegir la bebida a usar en 

un escalado a 4L para observar posibles cambios en las propiedades organolépticas, fisicoquímicas 

y microbiológicas (Llano, 2007, p. 52). 

     Se realizó la caracterización fisicoquímica a la bebida seleccionada en la prueba de preferencia 

a 0,5L y a su respectivo escalado a 4L mediante un análisis bromatológico, en el cual se evaluó: 

humedad, cenizas, carbohidratos totales, proteína cruda, grasa, azúcares reductores totales, fibra 

cruda y contenido energético total, realizado por Bioteccsa Laboratorios S.A. Igualmente, se 

realizó un seguimiento a propiedades como °Brix y pH durante las etapas del proceso y un recuento 

de microorganismos totales finales a las bebidas ya mencionadas. Además, se efectuó una prueba 

discriminativa tipo dúo-trío con el fin de determinar si existían diferencias significativas en el 

sabor entre la bebida formulada a 0,5L y la escalada a 4L. 

     En la segunda parte se realizó una prueba de preferencia respecto a dos bebidas comerciales, 

una refrescante y otra líder en el mercado de probióticos, para evaluar el posible posicionamiento 

de la bebida en el mercado. Finalmente, se llevó a cabo una espectroscopía infrarroja para 

determinar la posible presencia de inulina en el aguamiel puro y pasteurizado y en la bebida 

elaborada a 0,5L y a 4L, usando como referencia inulina comercial. 

1.4. Materiales, métodos experimentales y de cuantificación. 

1.4.1. Materiales, insumos y equipos. Aguamiel (Nanacamilpa, Tlaxcala, México), agua 

potable Epura, azúcar refinada Chedraui, bacterias Lactobacillus leichmannii y Bacillus 

tequilensis, inulina premium de agave azul orgánico Biotesa, caldo MRS Merck, agar cuenta 

estándar Bioxon, agar papa-dextrosa Difco, agar rojo bilis violeta Merck, agar salmonella-shigella 
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Merck, DNS (Ácido 3,5-dinitrosalicílico), NaOH en lentejas (Hidróxido de sodio), solución buffer 

pH 4 y 7 Baker.  

     Autoclave AESA CU250, balanza scout Pro, contador de colonias Sol Bat Q20 2626, campana 

de flujo laminar, refractómetro Pocket Atago, pH-metro Conductronic, parrilla de inducción doble 

Ecocinare, incubadora ECOSHEL 9165, microscopio Zeiss, cámara de Neubauer Improved 

Brightline, espectrofotómetro UV Científica Vela VE-5100UV. 

1.4.2. Métodos de cuantificación, análisis y experimentales.  

     - Métodos de cuantificación y análisis: Recuento de microorganismos mesófilos (NOM-092-

SSA1-1994), hongos y levaduras (NOM-111-SSA1-1994), coliformes (NOM-113-SSA1-1994) y 

salmonella-shigella (NOM-114-SSA1-1994), °Brix en un refractómetro Pocket Atago, pH con un 

pH-metro Conductronic, acidez titulable (NMX-F-102-S-1978), cantidad mínima de 

microorganismos probióticos (NOM-181-SCFI-2010), recuento de microorganismos por método 

Celeromics, azúcares reductores por medio del método colorimétrico DNS (Ácido 3,5-

dinitrosalicílico) en un espectrofotómetro UV Científica Vela VE-5100 UV (Ávila et al., 2012), 

estudio cinético a 100µL de inóculo en tubos 10mL de caldo MRS tomando muestras cada hora 

durante 18h por duplicado, análisis estadísticos en InfoStat V.2016. 

     - Protocolo de elaboración de la bebida probiótica: Propuesto por Aparicio (2014), el cual se 

encuentra resumido en la Figura 3. Éste inicia con la obtención de la materia prima la cual se 

encuentra a temperatura ambiente. Posteriormente, sigue una etapa de pasteurización a 80°C 

durante 30min en la cual pasados los primeros 20min se agrega el azúcar para ajustar su contenido 

a 16 °Brix. Una vez enfriado se debe agregar el inóculo, el cual es activado 48h antes en un matraz 

con 50mL de caldo MRS y 750µL de bacteria a 37°C. La bebida ya inoculada se incuba durante 

48h para que ocurra el proceso de fermentación láctica a 37°C, después de pasado el tiempo de 
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incubación a la bebida se le agrega 0,4mL de saborizante de coco cada 100mL de bebida con el 

fin de hacer su sabor más agradable. Finalmente, se envasa y se refrigera a 4°C con un tiempo de 

vida de anaquel de 19 días. 

 

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de elaboración de la bebida, Aparicio (2014). 

 

 

2. Análisis y Discusión de Resultados 

 

2.1. Determinación de la influencia de la relación aguamiel:agua en la cantidad final de 

microorganismos presentes en la bebida 

La caracterización microbiológica y el seguimiento de propiedades como °Brix, azúcares 

reductores, pH y acidez titulable de la materia prima fue realizada a dos proveedores de aguamiel 

y pulque diferentes, como se muestra en la Tabla 2. 

     Los resultados obtenidos de la caracterización microbiológica se muestran en la Tabla 2-a), 

donde se evidencia una cantidad mayor de microorganismos presentes en el lote aguamiel I 

respecto al lote aguamiel II en todas las pruebas realizadas. El lote aguamiel I presentó crecimiento 

de coliformes totales mostrando una menor calidad sanitaria con la posibilidad de que algunos de 

los microorganismos detectados sean patógenos (Anmat, 2014, p. 5). A diferencia de éste, el lote 
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aguamiel II no presentó crecimiento de este tipo de microorganismos por lo que fue necesario 

corroborar dicho resultado a través de una prueba en agar salmonella-shigella donde no se registró 

ninguna formación de este tipo de colonias; lo cual es de gran importancia pues al ser un producto 

de tipo alimenticio no debe contener ningún microorganismo que pueda afectar la salud del 

consumidor (MinSalud, 2013, párr. 1).   

Tabla 2. 

Caracterización de la materia prima (aguamiel) y el pulque. 

a) Caracterización microbiológica 

Lote 
Mesófilos* 

[UFC/mL] 

Hongos y levaduras* 

[UFC/mL] 

Coliformes 

Totales* 

[UFC/mL] 

Aguamiel I 5,5 ± 2,5x104 1,8 ± 2,5x107 8,3 ± 1,5x106 

Aguamiel II 4,3 ± 4,2x103 3,5 ± 4,9x106 SC** 

Pulque 5,0 ± 5,0x104 1,1 ± 0,8x106 SC** 

*Desviación estándar obtenida de realizar el conteo a placas de diferentes disoluciones.                                                                                                                        

** SC: Sin crecimiento. 

 

b) Seguimiento a propiedades fisicoquímicas. 

Lote 
pH  

[1] 

Acidez titulable 

[%/100 mL muestra] 

°Brix  

[%] 

Azúcares reductores 

[mg/mL] 

Aguamiel I 3,92 19,5 4,8 11,86 

Aguamiel II 3,91 15,6 3,7 8,74 

Pulque 3,84 15,4 2,1 6,30 

 

     La presencia de microorganismos mesófilos, hongos y levaduras pone en duda la calidad de la 

materia prima, pero es normal un recuento elevado de estos microorganismos en el producto, pues 

es un alimento perecedero que presenta un proceso natural de fermentación alcohólica a gran 

velocidad (Anmat, 2014, p. 5). Igualmente, el aguamiel fue sometido a un proceso de 

pasteurización a 80°C, en el cual se busca eliminar la flora microbiana que pueda contener la 

materia prima, especialmente los patógenos. Para estudios posteriores se podría pensar en la 

esterilización térmica como una opción de aseguramiento de inocuidad del producto aumentado 

su vida de anaquel. 
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     El seguimiento realizado a las distintas propiedades fisicoquímicas se muestra en la Tabla 2-b), 

en la cual se observa que el lote aguamiel I presenta un mayor valor en las propiedades evaluadas. 

Siendo lo anterior incoherente porque un producto al tener elevada acidez, sus °Brix y azúcares 

reductores deberían ser menores pues éstos son el sustrato usado por las bacterias que producen 

ácidos orgánicos como el ácido láctico; lo que evidencia una posible adulteración adicionando 

azúcar a la materia prima. Esto se atribuye a que el lote aguamiel I es comercializado por un 

intermediario el cual no lo produce directamente, por lo tanto, este lo puede manipular a su 

conveniencia, mientras que el lote aguamiel II proviene de un productor y comercializador el cual 

si presenta coherencia en los resultados de las propiedades evaluadas generando mayor 

confiabilidad. Esto permitiría pensar en la necesidad de implementar pruebas analíticas 

instrumentales directas que posibiliten la caracterización de la materia prima para asegurar la 

calidad y evitar su uso en estado de adulteración.  

     Por otra parte, en los análisis realizados respecto al pulque, se observa que presentó una 

cantidad menor de levaduras y azúcares reductores comparado con el aguamiel. Esto es debido a 

que las levaduras son las encargadas de realizar la fermentación alcohólica natural del aguamiel a 

pulque utilizando estos últimos como sustrato (Ingraham e Ingraham, 1998, p. 736; Vázquez y 

Dacosta, 2007, p. 251).  

     Por consiguiente, y a pesar de tener un costo tres veces mayor en comparación al otro 

proveedor, se escogió como proveedor el segundo productor de aguamiel, originario de 

Nanacamilpa, ya que posee una mejor calidad microbiológica sumado a que existe menor riesgo 

de manipulación de la materia prima. 

     Por lo anterior, se decidió replantear la disminución de costos de materia prima realizando 

diluciones con agua potable. En la Tabla 3 se pueden observar los resultados del conteo de 
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microorganismos finales en la bebida para distintas relaciones aguamiel:agua. Se evidenció que la 

relación 1:1 conserva el mismo orden de magnitud de microorganismos respecto a la bebida 

original (1:0). Por lo tanto, se logró una disminución de costos de materia prima del 50%, ya que 

la relación 1:1 mantiene el orden de 1x107 Células/mL para ambas bacterias; asegurando su 

carácter probiótico de acuerdo con la NOM-181-SCFI-2010.  

Tabla 3. 

Cantidad final de microorganismos en la bebida para distintas relaciones de aguamiel:agua. 

Relación 

aguamiel:agua 

L. leichmannii 

[Células/mL] 

B. tequilensis 

[Células/mL] 

1:0 2,01 x 107 2,28 x 107 

1:1 1,33 x 107 1,33 x 107 

1:3 8,51 x 106 5,97 x 106 

 

2.2. Elaboración de las distintas formulaciones de la bebida 

Las formulaciones del diseño experimental fueron elaboradas de acuerdo a las relaciones entre las 

variables establecidas, como se mostró en la Tabla 1. Para seleccionar la formulación con mayor 

grado de aceptabilidad se realizó un análisis sensorial mediante una prueba de satisfacción. Según 

Mondino y Ferratto (2006) una vez asegurada la higiene de un alimento las propiedades 

organolépticas son el criterio más importante y determinante para la elección de un producto por 

parte del consumidor. Los datos obtenidos de la prueba se muestran en la Figura 4. 

 
Figura 4. Valoración total prueba de satisfacción del diseño experimental. 
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     Se puede observar que estos resultados poseen una valoración total cercana en algunas 

propiedades, por lo que es necesario analizarlos estadísticamente mediante pruebas ANOVA y 

Tukey, para encontrar la influencia y diferencias significativas entre ellos. Los resultados 

estadísticos más relevantes de cada prueba se muestran en la Tabla 4 (el Apéndice B presenta en 

detalle los resultados). 

Tabla 4. 

Pruebas ANOVA y Tukey para las diferentes propiedades organolépticas evaluadas. 

Propiedad 
ANOVA Tukey 

Variable p-valor Nivel Media Letra** 

Apariencia NI - - - - 

Olor Tipo de bacteria 0,0103 
B. tequilensis 2,97 A 

L. leichmannii 3,30 B 

Sabor 

°Brix 0,0015 
6% 2,95 A 

10% 3,49 B 

°Brix-Tipo de bacteria 0,0067 

6% L. leichmannii 2,74 A 

6% B. tequilensis 3,16 AB 

10% B. tequilensis 3,24 AB 

10% L. leichmannii 3,74 B 

*NI: Ninguna variable influye. **: Medias con una letra común no son significativamente diferentes. 

 

     Inicialmente, en el análisis estadístico realizado a la apariencia se observa que ninguna de las 

variables del diseño experimental arrojó influencia sobre ésta, debido a que las interacciones de la 

prueba ANOVA no cumplen con el criterio del p-valor<0,05. Además, los jueces indicaron que 

todas las formulaciones conservaban la misma apariencia por lo que no se percibía una diferencia 

entre ellas. 

     Considerando ahora el olor, se evidencia la influencia del Tipo de bacteria sobre esta propiedad 

presentando un p-valor de 0,0103, por lo que fue necesario realizar la prueba Tukey, la cual arrojó 

un valor mayor para la media de L. leichmannii indicando que es la preferida por el panel 

evaluador. Teniendo en cuenta la información anterior y la otorgada por los jueces, se determinó 

que L. leichmannii otorga un olor suave a las formulaciones y B. tequilensis un olor fuerte similar 
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al pulque; este último aspecto genera un rechazo de los evaluadores (de origen mexicano) debido 

a los mitos existentes sobre la elaboración de dicha bebida (Hernández, 2016, párr. 1). Por lo tanto, 

se seleccionó L. leichmannii como la bacteria con más aceptación. 

     Finalmente, en los análisis estadísticos realizados al sabor, se observa que los °Brix y la 

interacción °Brix-Tipo de bacteria influyen sobre esta propiedad (p- valor<0,05). Con base en las 

pruebas Tukey se evidencia que se prefieren las bebidas con un mayor grado de dulzor (10%), lo 

que refleja el gusto por parte de la comunidad mexicana en el consumo de alimentos dulces desde 

etapas iniciales de la vida (Schiffman y Graham, 2000); y con la bacteria L. leichmannii, 

confirmando esto la elección anterior de dicha cepa como la más aceptada por parte de los jueces.  

     Además de determinar que variables influían en las distintas propiedades organolépticas 

evaluadas, se tuvo en cuenta un análisis estadístico Tukey entre las formulaciones del diseño 

experimental y cada una de estas propiedades. Se eligió la bebida preferida buscando aquella que 

obtuviera mayor diferencia significativa en cada una de las propiedades, teniendo en cuenta los 

resultados anteriores. En la Tabla 5, se muestra el análisis estadístico del sabor entre las 

formulaciones, ya que fue la única propiedad que presentó diferencias significativas; los resultados 

de las pruebas a la apariencia, olor y sabor se encuentran en el Apéndice B. 

Tabla 5. 

Prueba Tukey al sabor entre las formulaciones. 

Propiedad Formulación Media Letra* 

Sabor 

3 2,56 A 

8 2,92 AB 

1 2,92 AB 

7 3,00 AB 

5 3,32 AB 

6 3,56 AB 

2 3,60 B 

4 3,88 B 

*: Medias con una letra común no son significativamente diferentes. 
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     Las formulaciones 2 y 4 obtuvieron mayor diferencia significativa respecto a las demás, siendo 

las más preferidas por parte de los evaluadores. Éstas son semejantes según el criterio Tukey 

(comparten una letra en común), por lo que no se diferencian entre sí, ya que la formulación con 

la que se realizó cada una de ellas solo cambia en la cantidad de saborizante agregado y esta 

variable no arrojó influencia sobre ninguna propiedad organoléptica. Por lo tanto, el criterio para 

seleccionar la formulación más aceptada entre estas dos, es la media obtenida en la prueba Tukey.   

De esta manera se escogió la formulación 4 contando con 10% de °Brix, 0,5 mL de saborizante de 

coco/100 mL de bebida y la bacteria L. Leichmannii.  

     Para observar mejor los resultados obtenidos se realizó un diagrama de araña, como se muestra 

en la Figura 5. Éste permite percibir las diferencias entre las distintas formulaciones de la bebida 

(Ferreiro, 2009, párr. 13). En este diagrama se corrobora la elección de la formulación 4 (en color 

rojo) como la más aceptada por parte del panel de evaluadores, ya que sobresale con mayor 

valoración en cada propiedad organoléptica; dicha formulación fue usada para la etapa posterior 

del proyecto. 

 

Figura 5. Diagrama de araña para las pruebas sensoriales realizadas a las formulaciones evaluadas. 
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     Finalmente, para verificar el cumplimiento de la norma NOM-181-SCFI-2010 a cada 

formulación se le realizó un recuento de microorganismos finales, obteniéndose los datos que se 

muestran en la Tabla 6. Allí se evidencia que la formulación 4 presenta un orden de magnitud de 

microorganimos igual al requerido. 

Tabla 6. 

Cantidad final de microorganismos de las formulaciones del diseño factorial. 

Formulación Células/mL* Formulación Células/mL* 

1 1,98 ± 0,51x107 5 1,20 ± 0,27x107 

2 1,65 ± 0,11x107 6 9,31 ± 0,27x106 

3 1,45 ± 0,01x107 7 8,72 ± 1,10x106 

4 1,37 ± 0,33x107 8 8,99 ± 1,00x106 

*Desviación estándar calculada a partir de recuento por duplicado. 

 

2.3. Definición del tiempo de incubación del inóculo con base en la curva de crecimiento 

microbiano 

2.3.1. Parte I 

La primera parte de la Fase 3 se inició con la realización de la curva de crecimiento microbiano 

para las dos bacterias trabajadas, como se muestra en la Figura 6. Estas curvas se componen de 

diferentes fases, donde la exponencial es la de mayor importancia para el proceso pues es en la 

etapa en la que el incremento del número de microorganismos es máximo (Bikandi, 2014, párr. 3).  

     Se puede observar que la fase exponencial para L. leichmannii se encuentra entre las 10-15h y 

para B. tequilensis entre 7-14h de prueba; las ecuaciones lineales de dicha fase se ubican en cada 

gráfica. De estas ecuaciones se destaca la pendiente de la línea (𝑚) como la constante de velocidad 

específica de crecimiento (µ), lo que indica que L. leichmannii crece más lento respecto a B. 

tequilensis, beneficiando la duración del proceso, pues se reduce el tiempo de incubación del 

inóculo de L. leichmannii a menos de la tercera parte del propuesto por Aparicio (2014). 
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a) Lactobacillus leichmannii. 

 
b) Bacillus tequilensis 

 

Figura 6. Curvas cinéticas de crecimiento microbiano para los microorganismos evaluados. 

 

     Posteriormente, se realizó una prueba de preferencia entre la bebida formulada por González y 

Hernández (2016), la bebida formulada según la Fase 2 (incubación de inóculo de 48h) y la bebida 

formulada teniendo en cuenta el nuevo tiempo de incubación (incubación de inóculo de 14h); en 

la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos de la prueba.  
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𝐷𝑂 = 𝑚 ∗ 𝑡 − 𝑏 
𝑚 = 0,180 ± 0,004  

𝑏 = 1,457 ± 0,037  

Ecuación para la fase exponencial 

𝐷𝑂 = 𝑚 ∗ 𝑡 − 𝑏 

𝑚 = 0,245 ± 0,002 

𝑏 = 1,690 ± 0,052 

Ecuación para la fase exponencial 
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Figura 7. Diferencia de preferencia entre las bebidas probióticas elaboradas. 

 

     Se evidenció una mejora en el grado de aceptabilidad de las bebidas desarrolladas en el trabajo 

respecto a la formulada por González y Hernández (2016), pues ésta continúa siendo rechazada 

por los evaluadores como se reportó en su trabajo, ocupando el último lugar en la prueba de 

preferencia. Se encontró que la bebida formulada teniendo en cuenta el nuevo tiempo de 

incubación fue la preferida por los jueces, diferenciándose en un 44% y 24% de la formulada por 

González y Hernández (2016) y la formulada en la Fase 2, respectivamente.  

     Posteriormente, se realizó el escalamiento del proceso de 0,5L a 4L con la bebida elegida 

anteriormente, para observar posibles diferencias entre sí; igualmente, se realizó un análisis 

bromatológico a dichas bebidas, como se muestra en Tabla 7 (se pueden observar los resultados 

originales en el Apéndice C).  

     Los resultados obtenidos poseen una desviación media baja para cada parámetro evaluado, lo 

cual indica que existe similitud entre las bebidas. Haciendo esto referencia a que las dos bebidas 

obtenidas a la escala de 0,5L y 4L son semejantes en sus propiedades fisicoquímicas. 
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Tabla 7. 

Resultados del análisis bromatológico para las bebidas a 0,5L y 4L. 

Parámetro 

Bebida a 

0,5L 

Bebida a 

4L Media 

Desviación 

Media 

[%] [%] [%] 

Fibra Cruda 0,08 0,05 0,065 0,015 

Carbohidratos Totales 7,71 8,86 8,285 0,575 

Grasa por Hidrolisis Acida 0,16 0,10 0,130 0,030 

Proteína cruda en alimentos 0,28 0,24 0,260 0,020 

Humedad en alimentos 91,72 90,69 91,205 0,515 

Cenizas en alimentos 0,05 0,06 0,055 0,005 

Azúcares Reductores Totales 8,00 7,90 7,950 0,050 

Contenido Energético Total [kcal/100g] 33,40 37,30 35,350 1,950 

Contenido Energético Total [kJ/100g] 141,80 158,40 150,100 8,300 

 

     Adicionalmente, se tuvo en cuenta el seguimiento al pH y °Brix durante cada etapa de 

elaboración de la bebida, como se muestra en la Figura 8, ya que estas propiedades pueden afectar 

el producto de interés tratándose de un proceso biológico (Llano, 2007, p. 37; Hernández y 

Martínez, 2012, p. 16). De esta figura se observa que no existe un cambio notable entre las dos 

bebidas en cada etapa. Además, se puede percibir que conservan la misma tendencia para las dos 

propiedades. También se realizó un conteo de microorganismos finales a las bebidas a 0,5L y 4L 

dando como resultado 1,06x107 y 1,20x107 Células/mL, respectivamente, evidenciando que ambas 

bebidas cumplen con la cantidad mínima de microorganismos según la norma NOM-181-SCFI-

2010.  

     Asimismo, se efectuó una prueba sensorial dúo-trío para determinar si existen diferencias 

significativas en el sabor de las bebidas a 0,5L y 4L. Según Catania y Avagnina (2007) los 

resultados obtenidos de la prueba pueden ser interpretados con la tabla de Roessler et al. (1948) 

(Apéndice D) la cual relaciona la cantidad de jueces y el nivel de significancia (para este trabajo 

fue de 5%), con la cantidad de respuestas mínimas correctas para determinar si hay diferencia 

significativa. En la prueba, 11 de 25 evaluadores obtuvieron una respuesta correcta respecto a ¿cuál 
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bebida era igual a la de referencia? Teniendo en cuenta que el resultado es inferior a 18 (número 

mínimo para establecer una diferencia entre las bebidas), se puede asegurar que no existen 

diferencias en el sabor en la bebida al momento de su escalado. 

 

 

Figura 8. Seguimiento de pH y °Brix de las bebidas a 0,5L y 4L durante su elaboración. 
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evaluar el posible posicionamiento de la bebida en el mercado. La primera bebida comercial es un 
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(García, 2000, p. 331), y la segunda es Zuko® sabor horchata bebida refrescante tradicional en el 

mismo país (Monroy et al., 2013, p. 1).  

     En la Figura 9 se presentan los resultados obtenidos de la prueba de preferencia, indicando que 

la bebida probiótica obtenida en este trabajo es la segunda más elegida por los jueces; lo cual 

significa una mejora respecto a los resultados obtenidos por González y Hernández (2016), ya que 

para su estudio la bebida se ubicó en el último lugar. Cabe resaltar que la diferencia en la 

preferencia de la bebida formulada respecto al Yakult® (4%) fue baja, además, la bebida fue 

preferida sobre el Zuko® en un 12%, por lo que muestra el potencial de la bebida probiótica 

obtenida al ingresar al mercado. 

 

Figura 9. Diferencia de preferencia entre bebidas comerciales y la bebida probiótica. 

 

     Finalmente, se realizaron pruebas por espectroscopía infrarroja IR para confirmar la presencia 

de inulina en el aguamiel puro y pasteurizado, en las bebidas formuladas a escala de 0,5L y 4L, 

respecto a inulina comercial. En la Figura 10 se presenta un ejemplo de un espectro IR el cual 

contiene todas las muestras analizadas; las bandas de absorción obtenidas se presentan en la Tabla 

8 (los espectros IR individuales se muestran en el Apéndice E).  
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Figura 10. Espectro infrarrojo de todas las muestras analizadas. 

 

     Se observa que los espectros presentan bandas características similares, las cuales fueron 

analizadas con base en la literatura de McMurry (2012). La primera banda se ubica entre 3400-

3650 cm-1 con característica fuerte y ancha, identificándose como un grupo O-H; la segunda se 

ubica en un rango de absorción 1050-1150 cm-1 con característica fuerte, indicando la presencia 

de enlaces C-O; otras bandas importantes son las que se presentan entre 800-1300 cm-1 señalando 

la presencia de enlaces C-C; finalmente, según Álvarez (2007) la banda entre los rangos 960-730 

cm-1 se conoce como la región de la huella dactilar propia de los polisacáridos.  

     Comparando lo anterior con la estructura química de la inulina, Figura 11, se puede observar 

que los enlaces identificados forman parte de ella y junto con la similitud de los espectros en sus 

bandas de absorción se refleja la posibilidad de que la inulina se encuentre en la bebida obtenida, 

ya que esta no se hidroliza durante el proceso de fermentación de las bacterias debido a su carácter 
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prebiótico. Por tanto, se podría pensar en utilizar la espectroscopía Raman o HPLC para determinar 

la cantidad de inulina presente en la bebida (Gutierrez y Otero, 2014, p. 1).  

Tabla 8. 

Bandas de absorción en cm-1 del análisis por espectroscopía infrarroja. 

Inulina Comercial Aguamiel Aguamiel Pasteurizado Bebida 0,5L Bebida 4L 

3336,60 3333,20 3332,83 3336,73 3334,88 

 2343,20    

  2170,30   

2113,21 2124,59 2116,89 2121,18 2119,69 

1637,47 1637,87 1637,73 1637,70 1637,76 

 1457,59 1457,14 1456,46 1456,96 

   1274,55  

1133,45  1137,72 1137,48 1137,31 

  1110,14 1109,90 1109,46 

 1083,83    

  1055,34 1054,35 1054,57 

 1044,72    

1026,81     

  998,51 998,38 997,84 

930,98  926,75 927,16 926,50 

 877,07    

679,40 683,06 681,05 682,45 688,76 

 

 
Figura 11. Estructura química de la inulina. Adaptado de: Scientific Psychic. 
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3. Conclusiones 

 

     Se determinó la influencia de la relación aguamiel:agua en la cantidad final de microorganismos 

presentes en la bebida, evidenciando que al realizar las diluciones, su efecto sobre la disminución 

de la población microbiana fue bajo, lo que permitió trabajar hasta con una dilución del 50% 

(relación 1:1), asegurando el requerimiento de la norma NOM-181-SCFI-2010. Con esto se logró 

disminuir los costos de materia prima a la mitad, utilizando un aguamiel que asegure los 

requerimientos de calidad, reduciendo el riesgo sanitario y de adulteración con azúcares. 

     Mediante la elaboración de las distintas formulaciones se determinó que existe influencia de 

las variables establecidas en el diseño experimental sobre las propiedades organolépticas 

evaluadas. El Tipo de bacteria afecta el olor de la bebida, por otra parte, los °Brix y la interacción 

°Brix-Tipo de bacteria influyen en el sabor; pero la apariencia no se relaciona con ninguna de las 

variables estudiadas. A partir de los resultados obtenidos del análisis estadístico se seleccionó la 

bebida con mayor potencial de aceptación, con las siguientes condiciones: 10% °Brix; 0,5 mL de 

saborizante de coco/100 mL de bebida y la bacteria L. Leichmannii.  

     A partir del estudio del crecimiento microbiano se logró reducir el tiempo de incubación de la 

bacteria L. leichmannii de 48h a 14h, ya que la bebida continúa cumpliendo con los requisitos 

reglamentarios para ser considerada probiótica. Además, esta bebida fue seleccionada como la 

preferida por los jueces y en el momento de su escalado a 4L se encontró que no presenta 

diferencias significativas en sus características organolépticas, fisicoquímicas y microbiológicas. 

Finalmente, los resultados muestran el potencial de la bebida para ingresar favorablemente en el 

mercado de probióticos, al mostrar similitudes de preferencia con respecto a una de las bebidas 

probióticas líder en México. 
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4. Recomendaciones 

 

     Implementar pruebas analíticas instrumentales que posibiliten la caracterización de la materia 

prima para asegurar la calidad y evitar su uso en estado de adulteración.  

     Sustituir la etapa de pasteurización por una esterilización térmica del aguamiel, previo al 

proceso productivo, como una opción de aseguramiento de inocuidad del producto, aumentado su 

vida de anaquel. 

     Determinar la cantidad de inulina presente en la bebida, utilizando un método cuantitativo, 

como espectroscopía Raman o HPLC.  
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Apéndices  

 

Apéndice A. Cuestionarios pruebas de análisis sensorial. 
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Apéndice B. Resultados análisis estadísticos pruebas ANOVA y Tukey. 
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Apéndice C. Resultados análisis bromatológico. 
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Apéndice D. Tabla de Roessler para análisis de prueba dúo-trío. 
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Apéndice E. Resultados espectrocopía infrarroja.  
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