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1. Introduccion

El aguamiel es la savia proveniente del agave, cuya composicion y sabor cambia dependiendo
de la especie y el suelo del cultivo del cual se extrajo. Siendo su principal derivado el pulque,
que es una bebida fermentada por un consorcio de bacterias y levaduras que tienen como
producto final de su metabolismo el etanol que es el causante de la graduacion alcohdlica de
esta bebida. Aunque el pulque tiene posibles efectos probioticos a la salud del consumidor,
esta bebida no tiene una gran diversificacion para producir una amplia gama de productos.

Algunos productores del aguamiel han buscado expandir su uso procesandolo para la
obtencion de su jarabe. Mientras que los productores del pulque buscan diversificarlo
produciendo curados, destilados, galletas, pan y paletas congeladas. A pesar de esos
esfuerzos, la difusion del consumo del aguamiel y el pulque siguen siendo pobremente
arraigados. Los estudios enfocados al aislamiento de inulina y probidticos han ganado mas
fuerza ante la exigencia de los consumidores por alimentos méas saludables y con beneficios

potenciales a su salud.

Sin embargo, al dia de hoy no se ha encontrado un estudio que utilice al jarabe de aguamiel
como una materia prima para un producto alimenticio diferente en la industria chocolatera.
Asimismo, el pulgue también tiene poca participacion como actor protagonista en la

elaboracion de productos, salvo para el aislamiento de probidticos.

Por otro lado, el chocolate es un alimento ampliamente consumido alrededor del mundo.
Suiza es mundialmente conocida por su extenso consumo de chocolate entre sus habitantes,
ostentando el primer lugar a nivel mundial con un consumo per cépita de 11.8 kg en 2022,
mientras que en México se cuenta con un consumo de 6.4 kg per capita en el mismo afo
(Richter, 2023, Food Tech, 2023). Se prevé que la industria chocolatera en México siga en

aumento con un valor de 64.3 millones de dolares para el 2026 (Food Tech, 2023).

Por lo que, el objetivo del presente trabajo fue formular un chocolate con relleno a base de
productos de aguamiel y enriquecido con bioticos (prebioticos y parabioticos) obtenidos del
pulque con potencial efecto benéfico a la salud. El desarrollo de este chocolate permitira dar

otra alternativa de diversificacion del uso del aguamiel y el pulque.
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2. Antecedentes
2.1. Aguamiel
2.1.1.Composicién y propiedades fisicoquimicas

El aguamiel es una savia obtenida del maguey pulquero (Agave mapisaga, A. salmiana, A.
durangensis, A. ferox, A. atrovirens, A. americana), es una bebida de sabor dulce, puede ser
incoloro, amarillo claro o ambar, con olor herbéceo y textura viscosa (Villareal-Morales et
al., 2019; Vera-Morales et al., 2024; Castafieda-Ovando et al., 2023). La extraccion del
aguamiel se da en las siguientes especies: Agave macroculmis, A. masipaga, A. masipaga
var. lisa, A. salmiana, A. angustifolia, A. ferox, A. salmiana subsp. Crassispina, y A. tecta

(Guzman-Pedraza & Contreras-Esquivel, 2018).

En la region de Mesoamérica se cultivaban una gran diversidad de especies de agave,
principalmente entre los estados de Hidalgo, Estado de México, Morelos, Tlaxcala,
Querétaro y la Ciudad de México (Garcia-Arce & Castro-Mufioz, 2021). Navarrete-Torres y
Garcia-Mufioz (2021) reportaron que el estado de Hidalgo sigue siendo el mayor productor
de maguey pulquero con el 78.14% de la produccion nacional. La produccion mayoritaria se
encuentra en el Valle del Mezquital y la Altiplanicie Pulquera, se presume que los hfidhfiu
fueron los primeros en producirla hacia el afio 1500 — 2000 a.C. (Medina-Mendoza et al.,
2022), en la actualidad, estos pueblos y sus mezclas, son la poblacion indigena que ha
mantenido la extraccion del aguamiel y sus derivados (Reyes-Aglero et al., 2019).

El aguamiel se puede consumir como alimento fresco, aunque también se ha empleado como
materia prima para la obtencién de pulque y para la extraccion de componentes de
importancia alimentaria gracias a su valor nutricional y/o nutraceitico como gomas,
proteinas, saponinas, vitaminas (B y C), aminoacidos libres, compuestos fendlicos y
minerales entre los que destacan K, Ca, Na, Fe, Co, Mg, Se y Zn (Céazares-Vasquez et al.,
2021; Vera-Morales et al., 2024). Se ha reportado que las saponinas presentan actividad
antiinflamatoria, antifangica, antibacteriana y anticancerigena; mientras que, los compuestos
fenolicos le confieren actividad antioxidante, de hecho, se han reportado valores de 904.8uM

de &cido gélico (Cézares-Véasquez et al., 2021).



El principal componente del aguamiel es el agua ~88% y del 7 — 14% de carbohidratos que
se han aprovechado para la elaboracion de jarabes y bebidas alcohodlicas (Peralta-Garcia,
2019; Guzmén-Pedraza & Contreras-Esquivel, 2018).

En peso seco, el aguamiel llega a contener hasta el 75% de carbohidratos, de los cuales el
10% son fructo-oligosacaridos (FOS). El 32.4% corresponde a fructosa, 26.5% glucosa y
8.8% sacarosa y en menor proporcion xilosa, galactosa y arabinosa (Castarieda-Ovando et
al., 2023; Avila-Lara et al., 2021), ademas de proteinas (3%), minerales (3%) y aminoacidos
libres (0.26%), como fenilalanina, tirosina, triptofano, lisina, metionina, valina, leucina,
arginina, histidina, acido aspartico, acido glutamico, serina, glicina, treonina, alanina,

prolina, cisteina e isoleucina (Romero-Lépez et al., 2015; Hernandez-Gonzélez et al., 2017).

Las caracteristicas fisicoquimicas del aguamiel dependen principalmente de la variedad del
agave, asi como de las condiciones de cultivo. En la Tabla 1 se muestran algunos resultados

encontrados en la literatura.

Tabla 1. Caracteristicas fisicogquimicas del aguamiel.

. Ortiz-Basurtoet Medina-Mendoza  Escalante et al.,
Propiedad

al., 20082 et al. 2022° 2016°
pH 4.5 6.8 4.5-7.5
Densidad (g/mL) NA 1.025 1.032-1.051
°Brix NA 10 7-17
Proteinas® 3.00+0.60 1.18 0.30-0.60
Cenizas® 3.30+0.80 0.24 0.30-0.43
Acidez total NA 1.60 0.9-1.03
Alcohol® NA 0.10 NA

Variedades analizadas: *Agave mapisaga, Psin determinar. Resultados expresados como: %(m/v), %g de &cido
lactico/L. NA: No analizados, SD: Sin determinar.

El contenido de azUcares totales y directos se ha reportado de 6-12 y 2-3 mg de glucosa/100
mL, respectivamente (Escalante et al., 2016). Estos componentes son importantes para la
fermentacion del aguamiel a pulque. Las gomas son otra familia de componente de interés
contenidas en el aguamiel, las cuales presentan niveles de 0.2-0.6 mg de glucosa/100 mL

(Escalante et al., 2016). De los compuestos de mayor interés desde el punto de vista de
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bioactividad estan los FOS, los cuales representan hasta el 10% del total de carbohidratos
presentes en el aguamiel (Ortiz-Basurto et al., 2018). El aguamiel también contiene
aminoacidos libres, aunque en menor proporcion (0.3%), encontrandose la mayoria de los

esenciales (Ortiz-Basurto et al., 2018).

Debido a la presencia de prebidticos como los FOS y exopolisacaridos, se ha planteado su

uso en la industria alimentaria como una bebida funcional (Cazares-Vasquez et al., 2021).

2.1.2. Microorganismos presentes en el aguamiel

En el aguamiel se ha reportado una gran diversidad de microorganismos, dentro de los que
se incluyen: Acetobacter malorum, Amycolatopsis orientalis, Candida, Clavispora,
Diplobacter, Hansenula, Kluyveromyces marxianus var. Bulgaricus, Leuconostoc,
Mycoderma, Pseudomonas, Rhodotorula, Saccharomyces, S. cerevisiae, Sarcina,
Streptococcus, Zymomonas mobilis, Bacillus, Lactiplantibacillus  plantarum,

Lacticaseibacillus casei, L. citreum, L. mesenteroides, Pichia (Cazares-Vasquez et al., 2021).

Los exo-polisacaridos producidos por Zymomonas mobilis, Bacillus, Lactiplantibacillus
plantarum, Lacticaseibacillus casei, L. citreum, L. mesenteroides y Pichia se les han
atribuido propiedades anticoagulantes, antibacterianas, actividad fibrinolitica, fuente
prebiotica, efecto emulsionante, antioxidante y actividad inmunomoduladora (Cazares-
Véasquez et al., 2021). Mientras que, los FOS son producidos por Aspergillus niger y A.
oryzae (Vera-Morales et al., 2024).

Debido a la gran cantidad y variedad de microorganismos en el aguamiel se observa una
rapida fermentacion, por lo que, algunos productores optan por pasteurizarlo y refrigerarlo
hasta su comercializacion (Avila-Lara et al., 2021), sin embargo, esta préctica elimina gran
cantidad de microorganismos presentes y que podrian ser beneficiosos para la salud humana.
El consumo de aguamiel ha disminuido en las Gltimas décadas, por lo que los productores
han optado por desarrollar productos con una vida Gtil mayor y que permita su
comercializacién. A partir de la década de 1990, los productores rurales que cultivan y
extraen el aguamiel han producido el jarabe de aguamiel, que se obtiene principalmente a

partir de la especie de A. salmiana (Saraiva et al., 2022).



2.2. Jarabe de aguamiel

En las tltimas décadas, como resultado del importante aumento de diabetes tipo 2, resistencia
a la insulina, sobrepeso y obesidad, el consumo de alimentos ha cambiado hacia la basqueda
de productos alimenticios mas saludables y algunas investigaciones se han orientado a la
exploracién de alimentos que sirvan como sustituyentes de la sacarosa y alimentos con un
bajo indice glucémico (Saraiva et al., 2022). En este sentido, el jarabe de aguamiel ha ganado
relevancia gracias a sus propiedades nutraceuticas que se adjudican a la presencia de
saponinas, prebidticos (FOS y EPS) y capacidad antioxidante (Santos-Zea et al., 2016a;
Castafieda-Ovando et al., 2023; Saraiva et al., 2022; Santos-Zea et al., 2016b).

Este producto alimenticio abre la posibilidad de su uso en productos que son dependientes
de la sacarosa; pero, se requieren de otros estudios para determinar los demas beneficios a la
salud que pueden proveer sus compuestos bioactivos, principalmente para aquellas personas

que padecen diabetes y resistencia a la insulina (Castafieda-Ovando et al., 2023).

2.2.1.Obtencion

El jarabe de aguamiel es un producto derivado del aguamiel, que se obtiene mediante un
proceso de evaporacion (altas temperaturas, presién atmosférica y tiempos prolongados)
(Herndndez—Ramos et al., 2020). Es importante no confundirlo con la miel de agave que se

obtiene mediante hidrolizado de la pifia del Agave (Ozuna, & Franco-Robles, 2022).

El proceso para la obtencion del jarabe de aguamiel de manera tradicional no resulta
complejo porque no requiere de equipos y/o infraestructura moderna o costosa, sin embargo,
presenta un inconveniente que es la poca reproducibilidad del producto como resultado de la
falta de estandarizacion, provocando que la composicion quimica del jarabe sea incierta y
que las caracteristicas organolépticas del producto sean diferentes entre artesanos (Pérez-
Vargas, 2020).



Maguey adulto de entre 8
- 12 afios ‘

Raspa del agave con
ayuda del “ocascle”

4 Extraccion del aguamiel
por medio del acocote

/ Traslado del aguamiel a
B un bidon de plastico

PULQUE

&

Evaporacion del
aguamiel a temperatura y
agitacion constantes

Traslado del aguamiel a
tinacal, 'y  posterio
adicion de la semill

Fermentacion del pulque
en envase de plastic

Figura 1. Proceso de extraccion del aguamiel, elaboracion del pulque y jarabe de aguamiel. Fuente:
Villareal-Morales et al., 2019; Rizo-Villeda et al., 2021.



2.2.2.Composicién y propiedades fisicoquimicas

El jarabe de aguamiel posee una diversidad de propiedades nutricionales y nutracéuticas
similares a las del aguamiel. La composicién fisicoquimica se muestra en la Tabla 2. Se
observan valores de humedad de entre 25-35%, elevada actividad de agua, pH acido (4.4-5),
y la presencia de hasta 4.2% de proteinas. Se encuentran también fitoquimicos como
flavonoides, polifenoles y saponinas, ademas de presentar actividad antioxidante y vitamina
C. Esta composicion es la que permite proponer el jarabe de aguamiel como un endulzante
con ventajas sobre la sacarosa, ya que ademas de la presencia de carbohidratos, entre los que
destacan los fructanos, se encuentran otros compuestos que han demostrado ser benéficos

para la salud humana.

2.2.3.Propiedades funcionales

El jarabe de aguamiel preserva varios de los componentes nutri-funcionales del aguamiel.
Ademaés de los nutrientes anteriormente mencionados, este alimento aporta compuestos
fitoquimicos relevantes para la salud del consumidor, por ejemplo, polifenoles con capacidad
antioxidante (Tabla 2). Por otra parte, también se ha reportado la presencia de vitaminas B3,
Bl y C, FOS y saponinas (Saraiva et al., 2022; Santos-Zea et al., 2016b) y acido abscisico
(Castafieda-Ovando et al., 2023).

Los polifenoles le confieren efectos antiinflamatorios, antialergénicos, antimicrobianos,
antioxidantes, entre otros (Villareal-Morales et al., 2019). Se ha reportado que el jarabe de
aguamiel presenta capacidad antioxidante al contener fitoquimicos como flavonoides,

polifenoles y vitamina C (Pérez-Vargas, 2020; Santos-Zea et al., 2016b).

Las saponinas muestran una fuerte actividad anticancerigena, hipolipemiante, antiasmatica,
antihipertensiva, antimicrobiana, poseen actividad para disminuir el colesterol, triglicéridos
y citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a) (Khan et al., 2022; Sharma et al., 2023).
Santos-Zea et al. (2016a) encontraron once saponinas en jarabe de aguamiel, de las cuales
dos de ellas (magueyosido B y un tetraglucésido de gentrogenina) parecen tener propiedades
en la reduccion de la viabilidad de la linea celular cancerosa Caco-2 (adenocarcinoma
colorectal). Asimismo, se ha reportado la presencia de alcaloides, taninos y cumarinas como
parte de los fitoquimicos que pueden producir ciertas especies de Agave (Rojo-Burgos, 2021;
Alcézar-Valle, 2016).



Tabla 2. Composicion nutricional del jarabe de aguamiel.

Componente Contenido
Actividad de agua (aw) 0.73-0.83
Humedad (%) 25.2-325
Solidos solubles totales (°Brix) 64.8-75.5
pH 4.4-5.0
indice de oscurecimiento (ODago/g?) 23.5-57.7
Carbohidratos (%)°
Sacarosa 13.8-41.7
Fructosa 12.4-20.7
Glucosa 13.9-19.9
Fructanos 4.0-10.0
Proteinas (%)° 34-42
Aminoécidos (mg/g)° 52-16.3
Fitoquimicos
Flavonoides (mg EQ/100mg) 0.57-1.49
Actividad antioxidante (TE pumol/g)® 12.7-18.9
Polifenoles totales (EAG mg/g)® 0.56 -1.14
Vitamina C (mg EAA/1009) 0-197
Saponinas (ug/g)® 200 - >400
Minerales (mg/100 Q)
Hierro 3.2-10.19
Magnesio 71.24 —88.90
Potasio 921.98 — 1113.05
Calcio 31.27 - 43.88
Sodio 70. 26 — 123.34

3peso fresco, PBase seca. Fuentes: Pérez-Vargas, 2020; Santos-Zea et al., 2016b.



El contenido de FOS posiciona al jarabe de aguamiel como un posible alimento funcional
por su actividad prebiotica y su posible uso en el desarrollo de alimentos para personas que
padecen diabetes (Lopez & Mancilla-Margalli, 2007; Castafieda-Ovando et al., 2023). En la
Figura 2 se muestran los efectos benéficos de los fitoquimicos presentes en el jarabe de

aguamiel sobre la salud humana.

(A) (B)

Antibacteriano &
antifiingico

Anticancerigeno

Antioxidante

Propiedades

/anticoagulantes

Células
cancerosas

Propiedades
antiinflamatorias
Angiogénesis l Citocinas
proinflamatorias

N - Fenoles, Saponinas &
Propiedades flavonoides & cumarinas
antiinflamatorias taninos

Figura 2. Propiedades benéficas de los fitoquimicos presentes en el jarabe de aguamiel. (A) Fenoles,

flavonoides y taninos. (B) Efecto de las saponinas y cumarinas sobre el corazon.

2.3. Pulque

El pulque es una bebida alcohdlica no destilada que se obtiene a partir de la fermentacion del
aguamiel, cuyo origen data de al menos 2300 afios (Alvarez Rios, Figueredo Urbina, &
Casas, 2021). Es liquido, de color blanco, olor acido y consistencia viscosa, un pH que se
encuentra alrededor de 3.4, mientras que, su contenido de alcohol varia de 4-7.5% (NOM
199-SCFI-2017).

La fermentacion del pulque se lleva a cabo en condiciones no asepticas, en donde se
promueve la proliferacion de muchos microorganismos, principalmente bacterias y

levaduras, que se encuentran de forma natural en el aguamiel, y algunos mas que son
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adicionados voluntaria e involuntariamente por los productores durante la recoleccion,
transporte, inoculacion y manipulacion. Esta bebida presenta una elevada viscosidad que se
adjudica a la presencia de dextran y levan producidos por Leuconostoc mesenteroides

(Cazares-Vasquez et al., 2021).

2.3.1.Proceso de obtencion

El proceso de obtencién del pulque (Figura 1) requiere primero de la obtencién del aguamiel,
posteriormente pasa por cuatro etapas que le confieren sus caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas: fermentacion  &cida, fermentacién alcohdlica, produccién de
exopolisacaridos y fermentacion producida por bacterias del acido lactico (Vera-Morales et
al., 2024).

La Norma Mexicana NMX-V-037 y NMX-V-022.1972 reconoce dos tipos de pulque: el tipo
I incluye el pulque de semilla, que es utilizado como inoculo inicial para la fermentacion,
puesto que enriquece la microbiota natural, este tipo de pulque se le denomina que fue
elaborado con aguamiel de alta calidad, y el tipo Il que hace referencia al pulque comercial,
este mismo pulque se le denomina que fue elaborado con aguamiel de calidad pobre o

ligeramente acido (Guzman-Pedraza & Contreras-Esquivel, 2018; Escalante et al., 2016).

El tiempo de la fermentacion para la obtencion del pulque varia en funcion de la calidad del
aguamiel, madurez de la semilla, temporada y region de produccion, entre otros (Escalante
et al., 2016). La fermentacion alcoholica se observa después de que se haya introducido el
inéculo de microorganismos anaerobios/anaerobios facultativos para la fermentacion del
aguamiel obteniendo etanol. A este pulque se le puede afadir otros ingredientes
(generalmente frutas) para la obtencién de bebidas mas atractivas (Guzman-Pedraza &
Contreras-Esquivel, 2018) que se conocen comunmente como ‘“curados” que contienen

menor cantidad de alcohol que el pulque natural.

2.3.2. Microorganismos presentes en el pulque

La produccion del pulque es posible gracias a la fermentacion del aguamiel. Los principales
microorganismos involucrados son bacterias del género Lactobacillus, Leuconostoc,

Zymomona y Acetobacter, asi como levaduras del género Saccharomyces y Kluyveromyces
10



(Alvarez-Rios, Figueredo-Urbina, & Casas, 2021). Ademas, se han encontrado otros
microorganismos como Sarcina, Pseudomonas, Streptococcus, Diplobacter, Bacillus,
Hansenula, Saccharomyces, Pichia, Candida, Rhodotorula, Mycoderma, L. mesenteroides y
Companilactobacillus kimchi algunos de ellos son productores de exopolisacaridos (Cazares-
Vasquez et al., 2021).

Escalante y colaboradores (2016) consideran una clasificacion de acuerdo con los rasgos

metabdlicos de los microorganismos presentes en el pulque, por ejemplo:

(1) Bacterias productoras de acido - Bacterias acido lacticas y bacterias productoras de
acido acetico.

(2) Microorganismos productores de alcohol = S. cerevisiae & Z. mobilis.

(3) Bacterias productoras de dextranos = L. mesenteroides.

(4) Microorganismos deterioradores.

2.3.3. Propiedades fisicoquimicas

En muchas comunidades en donde los alimentos escasean, el pulque representa un alimento
que es capaz de subsanar en cierta medida algunas deficiencias alimentarias (Hernandez-
Bravo, 2015). Es necesario considerar que el pulque propiamente es una bebida alcohdlica,
por lo que, su consumo esté limitado a personas mayores de edad y que no se encuentren en
periodo de gestacion o lactancia, ademas que, las cantidades que pueden ser ingeridas deben

ser limitadas, para evitar riesgos al consumidor.

Se han reportado multiples beneficios nutricionales al consumir pulque, gracias a la presencia
de macronutrientes (carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales) y
micronutrientes (vitaminas y minerales) (Rodriguez-Juarez et al., 2021; Torres-Maravilla et
al., 2016).

Los carbohidratos presentes en el aguamiel son fermentados por microrganismos inoculados
a través de la semilla ademas de los intrinsecos del aguamiel. El piruvato obtenido mediante
la glucdlisis puede ir a la fermentacion acido lactica, fermentacion alcoholica, e incluso
fermentacion viscosa (Matias-Luis et al., 2019). Se reporta que el pulque posee hasta 4.76
g/L de carbohidratos (Matias-Luis et al., 2019), mientras que Escalante y colaboradores
(2016) han reportado una concentracion de 20 a 60 mg/L de glucosa en el pulque.
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El pulque contiene hasta 6% de proteinas, se han identificado los aminoacidos isoleucina,
leucina, lisina, cisteina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano, valina, metionina e
histidina (Medina-Mendoza et al., 2022). Uno de los aminodcidos méas importantes es el
triptéfano, ya que es necesario para el balance de nitrégeno en adultos, la biosintesis de
neuromoduladores como serotonina y melatonina, se le atribuye el correcto crecimiento de
bebés, y contribuye al desarrollo cerebral (Matias-Luis et al., 2019). Adicionalmente, el
pulque puede emplearse como suplemento alimenticio porque contiene nitrégeno aminico.
En cuanto al contenido lipidico, s6lo se ha demostrado la presencia de hopanoides proxy de
Z. mobilis en recipientes utilizados para el almacenaje de pulque en la época precolonial
(Correa-Ascencio et al., 2014). Por ultimo, en el pulque se ha cuantificado vitamina C y
vitamina B1, B2 y B3, mientras que, se ha encontrado Ca, Mg, Zn, Fe, P, Se, B y Cu (Matias-
Luis et al. 2019; Medina-Mendoza et al., 2022).

2.3.4.Propiedades funcionales

Uno de los beneficios ampliamente investigados es la caracterizacion de microorganismos
con potencial uso probiotico. Los probio6ticos son microorganismos no patdégenos que, al ser
ingeridos en concentraciones adecuadas y que sean viables pueden ejercer efectos positivos
sobre la salud del hospedero (Rodriguez-Juarez, Urbina-Carrasco & Zapata-Hernéndez,
2021).

De los microorganismos encontrados en el pulque, se han reportado estudios en los que se
han aislado cepas y se han estudiado sus efectos en la salud. En este sentido, Torres-Maravilla
et al. (2016) lograron aislar una cepa de L. sanfranciscensis, para después introducirla a la
dieta de ratones que se les indujo colitis crénica, encontrando una reduccion en el peso,

reduccioén en la permeabilidad intestinal y modulacién de citocinas proinflamatorias.

Por otra parte, ciertas cepas del género Lactobacillus, como L. kimchii, que en conjunto con
L. mesenteroides producen exopolisacaridos extracelulares, pueden tener efectos prebioticos

al ser consumidos (Rodriguez-Juérez, Urbina-Carrasco & Zapata-Hernandez, 2021).

2.4. Microbiota humana

En el organismo de los seres humanos se encuentra una gran cantidad de microorganismos

(bacterias, hongos, protozoos y virus), que participan de forma activa en la regulacion de

12



funciones vitales. Al conjunto de microorganismos y sus productos génicos se denomina
microbioma. EI microbioma humano cumple con diversas funciones entre las que destacan
entrenamiento del sistema inmunoldgico, digestion de macronutrientes, sintesis de vitaminas
y proteccion ante microorganismos patdgenos por competencia (Ariza-Andraca, & Garcia-
Ronquillo, 2016).

El correcto equilibrio entre la microbiota promueve la homeostasis, especificamente la
microbiota intestinal juega un papel muy importante en el proceso salud-enfermedad, de
modo que se ha asociado a algunas enfermedades mentales como la depresion, el Alzheimer
y la enfermedad de Parkinson, estas interacciones se explican por el eje intestino-cerebro
(Gomez-Egquilaz et al., 2019). Adicionalmente, se ha asociado un aumento en la microbiota
intestinal del género Firmicutes respecto al género Bacteroidetes con mayor riesgo de
padecer obesidad, diabetes tipo 2 e hipercolesterolemia (Campo-Moreno et al., 2018). La
microbiota se modifica a lo largo de la vida variando en funcién de factores anatomicos,
ambientales, dietéticos, asi como patologias, infecciones y el uso de farmacos como
antibioticos y laxantes, por mencionar algunos.

El término biotico hace referencia a organismos que interactGan con otros organismos, por
lo que se ha acotado el término bioticos para referirse a los probidticos, prebioticos,
simbiodticos y parabioticos, los cuales han sido sujetos de ensayos en animales y humanos y
que se ha demostrado que estan asociados con los microorganismos intestinales y los
biomarcadores de inmunidad que conducen a una mejora en la salud general. Estudios
recientes han reportado que el consumo de bioGticos ayuda a mantener la diversidad
microbiana, mejora la homeostasis inmune de la mucosa asociada al intestino y brinda
proteccion contra una amplia gama de trastornos del estilo de vida. Sin embargo, aiin no se
han establecido los bidticos como terapia alternativa para una variedad de condiciones de
salud, de hecho, aunque las investigaciones han demostrado una correlacion entre los bidticos
y la modulacién inmune, ain no se ha demostrado la dosis requerida (Revankar & Negi,
2023). Aunado a ello, en afos recientes se ha propuesto regenerar el equilibrio de la

microbiota intestinal mediante la ingesta de probioticos.
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2.5. Probioticos

La FAO y la OMS definen a los probidticos como una mezcla de microorganismos vivos que
al ser administrados en cantidades adecuadas proporcionan o generan efectos benéficos a la
salud del hospedero (Olveira & Gonzalez-Molero, 2016; Comision del Codex Alimentarius,
2018), son capaces de soportar la acidez gastrica, la hidrdlisis enzimatica y la absorcién del
tracto gastrointestinal superior (Ashaolu et al., 2020). Markowiak-Kope¢ y Slizewska (2017)
definen a los probidticos como una célula microbiana viable o no viable en estado vegetativo
o de espora, intacta o lisada, que es potencialmente saludable para el huésped. Mientras que,
Zendeboodi y colaboradores (2020) han propuesto tres clases principales de probidticos,
entre ellas: (1) probidtico verdadero, para referirse a una célula probiotica viable y activa; (2)
pseudoprobidtico, una célula viable e inactiva como una espora 0 cuerpo vegetativo; y (3)

probidtico fantasma o, una célula muerta/no viable que estd intacta o lisada.

Recientemente, se han integrado los términos de parabi6ticos para referirse a células muertas
inactivas de probioticos, y postbidticos para referirse a metabolitos saludables de los
probidticos (Zendeboodi et al., 2020).

En las Ultimas décadas, los estudios respecto al uso de probioticos en alimentos han crecido
vertiginosamente, e inclusive hay estudios que han evaluado la adicién de los probiédticos en
alimentos para contribuir con la mejora de las propiedades funcionales del alimento original
(Vilaplana-Batalla, 2015). Los probidticos mas comunes incluyen Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., y Saccharomyces boulardii
(Roobab et al., 2020).

El desarrollo de productos probioticos se puede mejorar al modificar la matriz de los
alimentos y se puede lograr la sinergia entre los fitoquimicos de los alimentos y las cepas de
probidticos, por ejemplo, se han encapsulado cepas de L. rhamnosus en particulas a base de
una mezcla entre maltodextrinas y FOS que aseguran su entrega en los alimentos (Rodriguez-
Barona et al., 2016). Las cepas de probidticos deben de cumplir los siguientes requisitos, a)
la bacteria debe mantenerse activa en el producto donde se incorpore (atencion al procesado
y almacenamiento), b) debe sobrevivir al paso por el tracto intestinal y ¢) debe mantenerse

funcionalmente activo en el intestino (Vilaplana-Batalla, 2015).
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2.5.1. Fuentes de probidticos

Los probidticos suelen ser extraidos de alimentos fermentados como el yogurt, queso, kéfir,

pulque, etc. Para que los probioticos lleguen al intestino, los microorganismos deben sortear

muchas barreras fisiol6gicas como el pH acido del estomago, las sales biliares en el duodeno,

las enzimas digestivas y el movimiento peristaltico por mencionar algunas (Roobab et al.,

2020).

El pulque se posiciona como una importante fuente de probidticos puesto que se produce

gracias a un consorcio de microorganismos que provienen de la semilla y se desarrolla por

los nutrientes del aguamiel. En ciertos estudios se han aislado microorganismos con

importantes beneficios a la salud, la mayoria de ellos demostrados en sistemas murinos

(Tabla 3).

Tabla 3. Cepas de microorganismos probidticos aislados de pulque.

Cepa aislada

Aplicaciones Referencia

Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides SD23

Mejora la disfuncion metabdlica
asociada a la obesidad. Reduccion del
peso corporal, niveles de glucosa,
colesterol y leptina.

Cerero-Calvo et al.,
2023

Cepas de los géneros
Lactobacillus y Pediococcus

Actividad antagénica frente a H. pylori,
E. coliy S. aureus.

Leuconostoc mesenteroides
P45

Efecto antagonico frente a Salmonella
Typhimurium.

Lactobacillus sanfranciscensis
LBH 1068

Propiedades antiinflamatorias,
reduccién de la pérdida de peso,
disminucion de la permeabilidad
intestinal y modulacion de las
citocinas.

Lactobacillus casei J57

Reduccidn potencial del colesterol.

Lactiplantibacillus plantarum
LB1 P46

Efecto antagdnico contra diversas
bacterias patdgenas y el efecto
antiinfeccioso contra S. Typhimurium.

Giles-Gomez et al.,
2024
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2.5.2. Beneficios a la salud

La incorporacion de los probidticos a la dieta humana ha demostrado ser potencialmente
benéfica, puesto que ayuda la prevencion y/o tratamiento de enfermedades provocadas por

microorganismos patdgenos, ademas de regular el metabolismo, asi como efectos tréficos.

Se ha demostrado que los probi6ticos favorecen la absorcién de agua y calcio, modulan el
metabolismo lipidico con disminucion de las LDL y aumento de las HDL, previenen el
estrefiimiento mediante el efecto masa. Ademas, se ha confirmado el efecto protector de
algunos probioticos al competir con microorganismos patégenos previniendo las infecciones
intestinales caracterizadas por diarrea aguda o cronica, asi como su utilidad en el tratamiento
de la diarrea por antibioticos y la prevencion de infecciones por Clostridium difficile (Olveira
& Gonzalez-Molero, 2016).

Adicionalmente, se ha reportado su utilidad en la reduccion de manifestaciones de atopia,
prevencion de infecciones vaginales y de parto prematuro, mejora de la esteatosis hepatica,
mejora de la encefalopatia hepatica, mejora de la tasa de erradicacion de Helicobacter pylori,
disminucion de la intolerancia a la lactosa, prevencion y control de la enfermedad
inflamatoria intestinal, asi como reduccion del riesgo de cancer colorrectal (Olveira &
Gonzélez-Molero, 2016; Vilaplana Batalla, 2015).

2.6. Prebiéticos

Los prebidticos se definen como ingredientes que pueden ser fermentados exclusivamente
por ciertos géneros de bacterias, es decir, los microorganismos probidticos ocupan estos
ingredientes de forma selectiva para su sobrevivencia, produciendo cambios especificos en
la composicion y/o la actividad gastrointestinal, confiriendo aportes benéficos a la salud del
huésped (Olveira & Gonzalez-Molero, 2016).

2.6.1. Fuentes

Las fuentes de los prebioticos yacen en los alimentos que contengan compuestos no
amilaceos (celulosa, hemicelulosa, pectinas, etc.), como la inulina, fructo-oligosacaridos,
galacto-oligosacéridos, entre otros (Olveira & Gonzéalez-Molero, 2016; Vilaplana Batalla,

2015). Por lo que se encuentran en alimentos ricos en fibra como las frutas, las legumbres,
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tubérculos, cereales integrales, semillas y nueces, principalmente (Dahiya, & Singh-Nigam,
2022).

Las fibras dietéticas tienen varias propiedades fisicoquimicas como fermentabilidad,
solubilidad y viscosidad, que afectan la fermentacion producida por la microbiota intestinal,
asi como de sus efectos terapéuticos de las fibras después de su consumo (Ashaolu et al.,

2020). Cabe mencionar que no toda la fibra es prebidtica, ni todos los prebidticos son fibra.

Las moléculas que forman la fibra dietética no son metabolizadas por los mecanismos
presentes en los seres humanos, porque estan ausentes las enzimas necesarias para
hidrolizarlas. Pero, este tipo de polisacaridos si pueden ser metabolizados por los

microorganismos de la microbiota intestinal (Dahiya, & Singh-Nigam, 2022).

Los FOS, GOS, inulina, celulosa, hemicelulosa y pectinas presentan enlaces glucosidicos de
tipo B(1-4), B(1-6), B(2-1) & P(2-6), estas moléculas entran dentro de los polisacéaridos
estructurales que tienen la capacidad de formar fibras muy rigidas, forman interacciones por
puentes de hidrogeno muy fuertes, ademas de ser muy resistentes a enzimas

(microorganismos y agentes quimicos) (Badui-Dergal, 2006).

Los FOS no son sensibles al acido gastrico y no son aprovechables en el tracto
gastrointestinal superior (Macfarlane et al., 2007), son considerados como prebidticos porque
se ha demostrado que al menos las bacterias pertenecientes del género Prevotella y
Lactobacillus tienen selectividad a este tipo de sustrato, estdas mismas aumentan la

produccion de butirato y acetato como lipidos de cadena corta (Ashaolu et al., 2020).

2.6.2.Beneficios a la salud

Los prebioticos no tienen un efecto directo sobre la salud puesto que, actian como sustrato
especifico para los probioticos, de modo que, los beneficios a la salud observados tras la
ingesta de prebidticos son, en realidad producto de los probidticos, de tal manera que el
probidtico no tenga dificultad para sobrevivir y competir contra los microorganismos
autoctonos de la microbiota intestinal. El efecto real de los prebidticos se encuentra en sus
metabolitos, que son los que aportaran beneficios a la salud del hospedero (Vilaplana Batalla,
2015).
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Los FOS tienen importantes aplicaciones como sustituyente en alimentos para diabéticos,
porque no son carbohidratos que proveen de energia de forma inmediata como la glucosa o
la sacarosa, cuando llegan a la microbiota intestinal pueden proporcionar de entre 1.5 a 2
kcal/g (Sabater-Molina et al., 2009; Macfarlane et al., 2007), adicionalmente, presentan
capacidad no cariogénica, bajo poder edulcorante, nulo o poco aprovechamiento caldrico
(Ganesh-Kumar et al., 2018).

Cuando los FOS son fermentados producen acidos grasos de cadena corta como el acetato
(reduce el pH que puede dificultar la sobrevivencia de bacterias patdgenas y la produccion
de sus metabolitos secundarios potencialmente carcinogénicos) y butirato (fuente importante
de energia, es un regulador del crecimiento y diferenciacion celular de la mucosa intestinal)

(Sabater-Molina et al., 2009), traduciéndose asi en beneficios para el consumidor.

Se ha relacionado el consumo de FOS con la disminucion de la aparicion y duracion de la
diarrea infecciosa o asociada a antibidticos, ademas, su consumo se relaciona con la
prevencion de enfermedades inflamatorias, obesidad, control de la diabetes tipo 2, reduccion
de niveles de triglicéridos y LDL, efectos protectores contra el cancer de colon y
enfermedades cardiovasculares; mejorar la biodisponibilidad y absorcion de minerales,
mejorar la saciedad, y la pérdida de peso (Dahiya, & Singh-Nigam, 2022; Ashaolu et al.,
2020; Sabater-Molina et al., 2009; Ganesh-Kumar et al., 2018; Moskovitz, & Kim, 2004;
André-David & Duflot, 2007).

2.7. Chocolate
2.7.1.Propiedades

El chocolate es un alimento que se produce a base de semillas de cacao, que se obtienen del
arbol de cacao (Theobroma cacao), de este arbol se conocen 4 tipos: criollo, forastero,
trinitario y nacional (Gibson & Newsham, 2018). Los olmecas fueron los primeros en cultivar
y consumir el cacao en forma de bebida, posteriormente, este conocimiento paso a los mayas,
y a los mexicas, estos Ultimos preparaban un brebaje amargo que Unicamente era consumido
por el tlatoani, nobles, y guerreros (Larrondo-Posadas, 2017). Aungue en la actualidad su

consumo se prefiere con leche y endulzantes.
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En la formulacion tipica del chocolate se emplea un 32.5% de pasta de cacao, 15.5% de
manteca de cacao, 51.6% de azucares y 0.4% de lecitina (Talbot, 2012). EI chocolate es un
alimento ampliamente consumido alrededor del mundo con un consumo per capita de 10.77
kg/persona en Suiza, siendo este pais el mayor consumidor de este alimento (Talbot, 2012).
El chocolate es tan versatil que se ofrece en diversas presentaciones, desde polvos para

preparar bebidas, tablillas para cubiertas, asi como golosinas (Alfonso-Valenzuela, 2007).

2.7.2.Caracteristicas fisicoquimicas

La composicion fisicoquimica del chocolate varia de acuerdo con su tipo, debido a los
diversos componentes que contiene. Es decir, el chocolate se clasifica considerando el
porcentaje de pasta de cacao que posee, siendo el chocolate con 85% el de mayor contenido,
mientras que el chocolate con leche es el que presenta una menor concentracion de esta pasta,
alcanzando una concentracion del 20% (Talbot, 2012). En la Tabla 4 se presenta la
composicion fisicoquimica del chocolate negro en diferentes proporciones de cacao, al igual

que del chocolate con leche.

Al chocolate se le han atribuido propiedades antioxidantes, tan solo en el cacao se encuentra
del 6 al 8% de contenido de flavonoides en su peso seco. Ademas, el contenido de fenoles
oscila de los 12.5 — 124.83 mg GAE/g, el cual es mayor que el reportado para té verde,
manzana y pera (Colin-Rincon, 2014). Por otra parte, se ha encontrado que el chocolate es
fuente de acidos grasos mono y poliinsaturados, con un rango de 7.2 — 12.8% y 1 — 1.4%,

respectivamente (Colin-Rincon, 2014).
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de distintos tipos de chocolate.

Componente Chocolate Chocolate Chocolate negro  Chocolate con
negro 45-59%  negro 60-69%  70-85% cacao leche
cacao cacao

Energia (kcal) 546.0 579.0 598.0 535.0

Proteina (g) 4.9 6.1 7.8 7.7

Lipidos (g) 31.3 38.3 42.6 29.7

Fibra 7 8.0 10.9 3.4

Calcio (mg) 56.0 62.0 73.0 189.0

Hierro (mg) 8.0 6.3 11.9 2.4

Magnesio (mg) 146.0 176.0 228.0 63.0

Fosforo (mg) 206.0 260.0 308.0 208.0

Sodio (mg) 24.0 10.0 20.0 79.0

Potasio (mg) 559.0 567.0 715.0 372.0

Zinc (mg) 2.0 2.7 3.3 2.3

Cobre (mg) 1.0 1.3 1.8 0.5

Manganeso (mg) 14 1.3 2.0 0.5

Selenio (ug) 3.0 8.4 6.8 4.5

Niacina (mg) 0.7 0.8 1.1 0.4

Vit. A (Ul) 50.0 50.0 39.0 195.0

Vit. E a-tocoferol 0.5 0.6 0.6 0.5

(mg)

Cafeina (mg) 43.0 86.0 80.0 20.0

Teobromina (mg) 493.0 632.0 802.0 205.0

Fuente: Torres Moreno, 2012.

2.7.3.Rellenos

La versatilidad que posee el chocolate es inmensa, si se habla desde el aspecto de que con él
se puede innovar para la creacion de novedosos productos. Uno de los que se encuentra con
mayor frecuencia es el relleno, que para lograrlo se realiza primero un “bombo”, motivo por

el que a estos chocolates se les llama bombones o bombos de chocolate.
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Precisamente, los ‘bombos de chocolate’ son de los productos mas conocidos en el mundo,
debido a que, se puede derivar una gran cantidad de productos, segun al relleno que contenga
este bombo, el relleno tiene la caracteristica de ser blando o incluso liquido. Tipicamente el
relleno puede consistir en mantequilla, licor, frutas, azlcar, nueces, mazapan, o diferentes

tipos de chocolate (Marvig, Kristiansen, Madsen, & Nielsen, 2014).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Formular un chocolate con relleno a base de jarabe de aguamiel y enriquecido con bidticos

obtenidos del pulque para obtener un producto con potencial efecto benéfico a la salud.

3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la materia prima empleada para la elaboracion del relleno de jarabe de
aguamiel y pulque mediante técnicas analiticas para identificar los compuestos con

posibles efectos benéficos a la salud humana.

2. Formular un relleno a base de jarabe de aguamiel enriquecido con parabioticos y
postbidticos obtenidos del pulque con el proposito de que sean el vehiculo de los

componentes con posible beneficio a la salud.

3. Evaluar la viabilidad de los probidticos provenientes del pulque en el jarabe de aguamiel

mediante técnicas microbioldgicas para estimar la carga microbiana del relleno.

4. Formular un bombo de chocolate con el relleno obtenido y evaluar la estabilidad de sus
componentes para identificar los cambios quimicos que influyen en el producto

terminado.
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4. Metodologia
4.1. Aguamiel

4.1.1 Obtencidn
Se obtuvo una muestra de 32 L de aguamiel de productores hidalguenses de dos regiones,
una en San Agustin Tlaxiaca (SAGT) y otra en Zempoala. El aguamiel proveniente de SAGT
se recolecté en dos periodos diciembre de 2023 y febrero de 2024. Las muestras se

transportaron en hielo, en un lapso menor a 2 h y se congelaron a -20°C hasta su uso.

El aguamiel proveniente de SAGT se descongelé a temperatura de refrigeracion (4°C)
durante 12 h, mientras que, el de Zempoala se analizé de inmediato. Para ello, se filtré en
una manta de cielo y colador de acero inoxidable, para eliminar la materia organica
macroscopica proveniente del raspado. Un volumen de 10 L se empled para la elaboracion

de jarabe de aguamiel y el resto se fermenté para obtener pulque.

4.1.2 Caracterizacion microbioldgica
Se determin0 la cuenta viable de mesofilos aerobios de acuerdo con la NOM-092-SSA1-1994
(SSA, 1995a), empleando agar para métodos estandar. Las cajas de Petri se incubaron a 35+2
°C por 48+2 h, pasado este tiempo se contabilizaron las colonias y se consideraron aquellas
diluciones con 25-250 colonias. Mohos y levaduras se determinaron segin la NOM-111-
SSA1-1994 (SSA, 1995Db) en agar papa dextrosa, las cajas de Petri se incubaron a 25+1 °C,
las colonias se contaron a las 72, 96 y 120 h de incubacion, se emplearon las cajas que
contenian entre 10-150 colonias. El conteo de coliformes totales de realizd conforme a la
NOM-113-SSA1-1994 (SSA, 1995c¢) en agar rojo violeta bilis, una vez inoculadas las cajas
de Petri con las diluciones correspondientes de incubaron a 352 °C por 24 + 2 h, pasado el
tiempo el conteo de UFC/ml se obtuvo considerando las diluciones que contenian 15 a 150

colonias empleando la Ecuacion 1.
UFC = Numero de colonias X Inverso de la diluciéon X Factor de alicuota (1)

Finalmente, se realiz6 un frotis para tincion de Gram siguiendo la técnica reportada por
Bauman (2014).
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4.2. Jarabe de aguamiel
4.2.1. Obtencion

El aguamiel de cada regién se procesé de manera diferente. El de la regién de San Agustin
Tlaxiaca (4.60 kg) se procesaron mediante el método tradicional basado en evaporacion. Para
ello, se empled un cazo de cobre de 10 L y se aplicd una pasteurizacion lenta a 63°C por 30
min en agitacion constante, utilizando una pala de madera, se mantuvo en agitacion y se
midieron los grados Brix (°Brix) cada 30 min, se mantuvo la temperatura hasta obtener

70°Brix momento en que se retird del calor.

Mientras que, 9.71 kg de aguamiel de la regién de Zempoala se proceso en una marmita con
capacidad de 22 L (TECNODAC, KEV-22-AR), con aspas de agitacion y sensor de
temperatura. Para ello, se pasteuriz6 a 80°C durante 15 min en agitacion constante,
posteriormente, se mantuvo el calentamiento y la agitacion tomando una muestra cada 30
min para medir °Brix y pH, el proceso se mantuvo hasta obtener 70°Brix, momento en que la
muestra se sometio a choque térmico en un bafio de agua helada hasta que la temperatura

descendié a 20°C.

4.2.2. Caracterizacién

Estos andlisis consistieron en la determinacion de parametros fisicoquimicos y la evaluacion

microbiologica del jarabe de aguamiel. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
4.2.2.1. Actividad de agua (aw)

La actividad de agua es un parametro que permite conocer el tipo de reacciones quimicas y

cambios microbioldgicos que se pueden desarrollar en el alimento.

Para evaluar este parametro fisicoquimico se utiliz6 un AQUALAB TDL. La calibracion se
realizd de acuerdo con el manual y utilizando cinco estandares que proporciona el mismo
fabricante. La medicidn de la actividad de agua del jarabe de aguamiel se midi6 una vez que
se temperd a 20-25°C. Esta misma medicidn se realizd a las diferentes formulaciones del
chocolate a esa misma temperatura, pero con la diferencia de que el chocolate se secciond

por la mitad.
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4.2.2.2. Viscosidad

Esta caracteristica da informacion de las interacciones que presentan las moléculas y su
concentracion, asi como datos acerca de la textura del jarabe y su papel en la estabilidad del

relleno.

Se determind siguiendo la metodologia propuesta por Giron-Ortiz (2019), con la diferencia
de que se utiliz6 un viscosimetro del modelo DV-III Ultra (Brookfield). Para ello, una
muestra de 200 mL de jarabe de aguamiel se atemper6 a 20°C y se someti6 a 60, 30 y 15

RPM con una aguja del namero tres (3).
4.2.2.3. Color

El andlisis se siguié de acuerdo con la metodologia utilizada por Cerén-Zamora (2022) con
modificaciones. Para ello, se emple6 un colorimetro digital de la marca FRU y modelo WR-

100Q, en una camara blanca iluminada con dos focos led de 100 W para proyectar luz blanca.

La muestra se afiadié en una caja Petri de plastico, la cual se introdujo en la caja blanca y
sobre ella se realizo la medicion con el colorimetro, para asi obtener las coordenadas L”, a,

b*. Finalmente, se determind la diferencia de color con la ecuacion 2.

AE = /(Ly — Lo)? + (a1 — ag)? + (by — by)? (2)
En el que, Color 1 (Lo, ao, bo) y Color 2 (L1, a1, by).
4.2.2.4. pH

El analisis de pH permite determinar el tipo de reacciones que se llevan a cabo en un alimento,
asi como los microorganismos que pueden proliferar en él. Se sigui6 el procedimiento de
acuerdo con la NOM-F-317-S-1978. Se utiliz6 un potenciometro de la marca HANNA
Instruments, asi como de un electrodo combinado de pH de punta esférica. Se utilizaron 3
puntos de calibracién con soluciones amortiguadoras de pH 4, 7 y 10 con un

condicionamiento de >85%, en todos los casos se empleo agua destilada.
4.2.2.5. Sélidos solubles totales (°Bx)

Los °Brix permiten determinar la cantidad de solidos solubles totales o suspendidos,

especialmente de la sacarosa contenida en una matriz. Este pardmetro se utiliza para conocer
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la relacién que hay entre los solidos solubles y la viscosidad de un producto alimenticio,

ademas de ciertos cambios fisicoquimicos que ocurren.

Se siguio el procedimiento establecido en la NMX-F-436-SCFI-2011. Los grados Brix (°Bx)
se determinaron con un refractometro digital de la marca HANNA Instruments. Se utiliz6

agua destilada para la calibracion del equipo.
4.2.2.6. Andlisis proximal

El anélisis proximal del jarabe de aguamiel se realizd bajo los métodos oficiales de la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, por sus siglas en inglés): humedad
(método 935.36), cenizas (método 930.22), proteina cruda (método 950.36), mientras que los
carbohidratos fueron obtenidos por diferencia (AOAC, 2005).

4.3. Bioticos del pulque
4.3.1. Obtencion

Los sélidos del pulgue ricos en microorganismos se obtuvieron mediante la fermentacion
controlada de aguamiel. La semilla se produjo a partir del aguamiel de SAGT, para lo cual,
se mantuvieron 100 mL de aguamiel a temperatura ambiente durante 24 h, posteriormente,
se adicionaron otros 50 mL de aguamiel cada 12 h durante 60 dias, manteniendo la mezcla a

temperatura ambiente en un recipiente de polietileno cerrado con tapa.

El pulque se elabord por fermentacion del aguamiel de SAGT mediante la adicion de la
semilla, manteniendo una relacion 4:1. La fermentacion se realiz6 durante 36 h a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo, se tomd un indculo de 10 mL para realizar el analisis
microbiologico. Para ello, se evalud la cuenta viable de mesofilos totales y coliformes totales
siguiendo las recomendaciones de la NOM 092, 111 y 113 de la Secretaria de Salud (SSA,
1995a; SSA, 1995b; SSA, 1995¢).

El pulque se centrifugd a 3000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente, después, se
descart6 el sobrenadante y el s6lido se congeld a -72°C para posteriormente liofilizarlo
(43mBar, -50°C) durante 48 h. Posteriormente, el solido se molié en un mortero de agata
hasta obtener un polvo y se almaceno en recipientes con cierre hermético hasta su uso, este

solido se etiquetd como sélidos de pulque probiotico (PPr).
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Para la produccién de parabidticos se esterilizaron 5.5 L de pulque en autoclave a 121°C 1
atm durante 30 min y se dejo enfriar. Posteriormente, se centrifugo a 5000 rpm por 20 min a
temperatura ambiente, se elimind la fase liquida, y el sélido se congelé a -72°C para
finalmente liofilizar. Posteriormente, el sélido se molié en un mortero de &gata hasta obtener
un polvo y se almacend en recipientes con cierre hermético hasta su uso, este solido se
etiquetdé como solidos de pulque parabiotico (PPa). El rendimiento se calculd6 mediante la

Ecuacion 3.

L. masa liofilizado
% de rendimiento = masa de pulque x 100 3)

4.3.2. Determinacion de proteinas por método de Bradford

Se realiz6 una solucién primaria de albumina de suero bovino de 10 mg/mL, de esta misma
se realizaron siete soluciones patron de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 y 1.4 mg/mL.
Posteriormente, en siete tubos de ensayo de 10 mL se vertieron 0.5 mL de cada una de las
soluciones, seguido de ello se afiadieron 2.5 mL del reactivo de Bradford, todos los tubos se
agitaron manualmente y se dejaron en reposo por dos minutos. Finalmente, el contenido de
cada tubo de ensayo se vertié en una celda de plastico y se midié la absorbancia a 595 nm en
un espectrofotometro UV-vis (GENESYS 10S UV-Vis). Este procedimiento se repitio para

las muestras PPr y PPa.

4.3.3. Analisis por SEM

La morfologia de los solidos de pulque se determiné utilizando un microscopio electrénico
de barrido marca JEOL JSM6360LV con pistola de emision de campo (FE-SEM), previo

recubrimiento de las muestras con oro mediante una ionizadora JEOL JFC-1100.

4.4. Formulacion y caracterizacién del chocolate relleno
4.4.1. Disefio del relleno a base de jarabe de aguamiel y solidos del pulque

Para la presente investigacion se plantearon dos lineas de produccion, una de ellas para la
elaboracion del relleno con sélidos PPr y la segunda con el uso de los sélidos PPa. En cada
una de ellas se evaluaron cuatro formulaciones para el desarrollo del relleno, para lo cual se

trabajaron con diferentes proporciones de jarabe de aguamiel y s6lidos obtenidos del pulque.
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Ambas lineas de chocolate se prepararon siguiendo las especificaciones de la norma CODEX
STAN 87-1981, esta norma indica que los chocolates rellenos deben contener al menos el
25% de chocolate de revestimiento. Para tales propdsitos, se optd por realizar las mezclas
descritas en la Tabla 5. Es asi que, para un chocolate de 5 g se requirié de un 75% de relleno

(3.75 9) y 25% corteza (1.25g de chocolate amargo 70% cacao marca Turin®).

Tabla 5. Formulaciones de rellenos a base de sélidos de pulque y jarabe de aguamiel.

Proporcion Jarabe de aguamiel, g Liofilizado (PPr o PPa), g
1.5 3.000 0.750
1:6 3.125 0.625
1:7 3.210 0.540
1:8 3.280 0.470

PPr: solido probidtico, PPa: sélido parabidtico.
4.4.2. Formulacion del chocolate relleno

Primeramente, el chocolate se fundid a una temperatura entre 45-50°C en bafio Maria, se
precristalizo a 27°C manteniendo agitacion para lograr un aspecto brillante, liso y de buena
dureza. Para estabilizar se aumenté la temperatura a 32°C. Se realizé el vertido en un molde
de silicona de semiesferas con capacidad de 5 mL, se llevd a un proceso de enfriamiento en

un congelador (Torrey®) hasta apreciarse que la cobertura estuviese totalmente solidificada.

Las mezclas del relleno se realizaron mientras se solidifico la cobertura de chocolate con el
fin de minimizar las variaciones y maximizar la viabilidad de los microorganismos. Después,
se retird el molde del congelador y se agreg6 la mezcla del relleno en cada una de las camisas
de chocolate que se elaboraron para cada formulacion. Nuevamente, el molde se sometié a
congelacion por 40 min. Pasado el tiempo, se agregd otra cantidad de chocolate atemperado,
el excedente se retird cuidadosamente con una hoja de acetato. EI molde se llevd a
congelacion por 20 min hasta observar que el chocolate de la base del bombo estuviera

completamente solidificado.

Finalmente, se recuper6 el molde de la congelacién y se procedié a desmoldar los bombos

de chocolate, para después almacenarlos en bolsas de celofan 8x15 cm con adhesivo.
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4.4.3. Analisis por microscopia digital

Para la observacion de las estructuras del chocolate, asi como de las tinciones de Gram se
utilizé un microscopio digital Keyence, equipado con lentes de poco, medio, alto y de muy
alto aumento para cabezal totalmente integrado, estos lentes permitieron la observacion de
las estructuras anteriormente mencionadas en un rango que va de los 20 — 6000x de aumento

(Keyence Corporation, 2020).

4.4.4. Evaluacion de la estabilidad oxidativa

La evaluacién de la estabilidad oxidativa del chocolate relleno se realizo en el equipo Oxitest
(VELP Scientifica). Este anlisis solo se realizd en la formulacion 1:5 y 1:6. Para el chocolate
1:5 se pesaron en total 30.69 g de muestra, repartidos entre los tres contenedores del equipo.
Posteriormente, los tres contenedores se apilaron y se colocaron en el reactor A. Estos pasos
se siguieron para el reactor B con el chocolate relleno 1:6, solo que la cantidad de muestra
fue de 30.15 g.

Seguido de ello, los reactores se sellaron y se ajustd una temperatura de 90°C y una presion
de 6 bar de oxigeno (Oz). Finalmente, se fijo el tiempo de operacion del equipo al maximo
de 200 horas (VELP Scientifica SRL, 2020).
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5. Resultados y discusion
5.1. Andlisis microbiolégico del aguamiel y el pulque

Estas determinaciones se realizaron para conocer la calidad microbioldgica de las materias

primas utilizadas para la formulacion del chocolate.

Se analizaron tres muestras de aguamiel una de ellas de la regidén de San Agustin Tlaxiaca
(SAGT) y otras dos més de la region de Zempoala (Z1y Z2), ambas localizadas en el estado
de Hidalgo. Cabe sefialar que las muestras de fermento de aguamiel y de pulque son de la
region de San Agustin Tlaxiaca, Hgo. La Tabla 6 muestra las cifras del conteo viable de

mesofilos, coliformes, mohos y levaduras de estas muestras.

Tabla 6. Resultados del analisis microbioldgico de las muestras de aguamiel y pulque.

Producto Mesofilos aerobios Coliformes totales Mohos y levaduras
Aguamiel 1.85x10%+3.54x 10" 6.5x10147.07¢ 2.69x10+7.07x103

SAGT

Aguamiel Z1  1.21x10°+2.12x10° 3.80x10%+4.24x103 1.96x10°+4.24x10°

Aguamiel Z2  8.35x10%+3.54x10* 1.0x10'+0.002 NA

Fermento de ) g9,1 0642 5x108 sC 3.96x106+5.68x10°

aguamiel

Pulque 1.02x10%+ 7.07x10? SC 6.43 x10%+7.78x10°

Datos expresados en: UFC/mL,2 nimero mas probable (NMP/100 mL). NA No analizado. SC Sin crecimiento

Los valores reportados para la carga microbiolégica de las muestras de aguamieles analizados
varian respecto a los reportado previamente en otros trabajos (Palafox-Gonzalez, 2017,
Sepulveda-Saenz 2020). Por los resultados obtenidos se puede determinar que los aguamieles
analizados presentan contaminacién microbiana, lo que es de esperarse por el tipo de
producto. Sin embargo, también influye la composicion fisicoquimica, el tiempo, y sobre

todo la manipulacion (raspado).

Ademas de lo anteriormente expuesto, la muestra Z1 presentd la concentracion mas elevada
de los microorganismos analizados, siendo la mas contaminada con coliformes, incluso
superior a lo reportado por Sepulveda-Saenz (2020), que determinaron una concentracion de

hasta 1.7x10® NPM/100 mL. Mientras que, en la muestra de aguamiel Z2 y SAGT se observo
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una concentracion de 10y 65 NMP/100 mL respectivamente, estos datos son similares a lo
reportado por Ramirez Cuellar y colaboradores (2018), quienes encontraron de 35 a 55
NMP/100 mL.

Estos datos dan una idea bastante amplia de las condiciones higiénicas que son empleadas en
la extraccion del aguamiel, materiales, utensilios, manipulacién y condiciones de
almacenamiento. Desafortunadamente, incluso en el estado de Hidalgo que es el mayor
productor de aguamiel, hay carencia de normas que hablen de la calidad microbiol6gica de
este producto, por lo que es necesario que se promuevan para darle certeza a los
consumidores que estan adquiriendo un producto inocuo, asi mismao, serviria para reducir los

mitos en torno a la produccién del pulque.

Es importante mencionar que, la presencia de microorganismos en el aguamiel varia en
funcion de la especie de agave, la temporada de recolecta y la técnica y utensilios empleados
en su obtencidn, se ha reportado que, en temporada de lluvia, el agua puede diluir el aguamiel
disminuyendo la cantidad de nutrientes disponibles para los microorganismos (Sepulveda-
Saenz, 2020). Debido a la presencia de coliformes en la muestra de aguamiel de Z1, y la baja
cantidad de mesofilos totales en el aguamiel Z2, se decidié emplear el aguamiel de SAGT
para la obtencidn de pulque, sélidos de pulque y jarabe de aguamiel.

Se puede observar un importante aumento en el nimero de microorganismos presentes en el
pulque comparado con el aguamiel inicial, esto se explica por la adicion del inéculo de
microorganismos presentes en la semilla, los cuales aprovechan los carbohidratos presentes

en el aguamiel como una fuente de carbono.

Esta elevada concentracion de mesofilos, mohos y levaduras representa a todo el consorcio
de microorganismos que hacen posible las caracteristicas tipicas de esta bebida y que es muy
diferente de las caracteristicas del aguamiel. Se observd un aumento en el nimero de
mesofilos aerobios y de mohos y levaduras en 1.74 log y 2.08 log respectivamente después
de 36 h de fermentacidn, estos valores son superiores a los reportados por Palafox-Gonzélez
(2017) en pulque de Nanacamilpa, Tlaxcala y Zozutla, Puebla.

De manera similar, se observa un importante aumento en la concentracion de

microorganismos presentes en el fermento de aguamiel, comparado con el aguamiel inicial.
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Es importante diferenciar el fermento de aguamiel del pulque, porque el proceso de obtencion
de ambos productos es diferente. ElI fermento de aguamiel se obtiene al permitir la
proliferacion de los microorganismos presentes en el aguamiel, mientras que, al pulque se le
adiciona la “semilla”, que contiene una elevada cantidad del consorcio de microorganismos
que le confieren las caracteristicas organolépticas propias del pulque. En el caso especifico
del fermento de aguamiel, se observa un aumento de mesofilos de 3.2 log y de mohos y

levaduras de 1.88 log después de 36 h de fermentacion.

Para la carga microbioldgica del pulque se observa que la muestra obtenida en el presente
estudio presenta la mayor cantidad microorganismos (1.02x10° UFC/mL de mesdfilos
aerobios y 6.43x10® UFC/mL de mohos y levaduras), comparado con los datos reportados
previamente (Palafox-Gonzélez, 2017; SepuUlveda-Saenz, 2020). Llama la atencion la
ausencia de coliformes totales en el pulque. Esta ausencia esta relacionada con el cambio de

pH durante el proceso de fermentacion.

Generalmente, el proceso para la obtencion del pulque se lleva a cabo en cuatro etapas: (a)
fermentacion acida (lactica) originada por bacterias homo y heterofermentativas
Lactobacillus spp. y Leuconostoc; (b) fermentacion alcohélica por Saccharomyces cerevisiae
y Zymomonas mobilis; (c) produccién de exopolisacaridos (EPS) como dextranos y fructanos
producidos por Leuconostoc spp. Z. mobilis, B. subtilis, L. caseii y L. citreum; y (d)
fermentacion de bacterias productoras de &cido acético, como Acetobacter y Gluconobacter
(Vera-Morales et al., 2024; Peralta-Garcia, 2019).

Los &cidos lactico y acético son los principales causantes del descenso del pH, limitando el
crecimiento de especies neutrdfilas patdgenas. Sepulveda-Saenz (2020) reportd una
disminucion significativa de coliformes totales después de la fermentacion del aguamiel, este
efecto también lo reportd6 Diaz-Cruz (2008), quien investigd el comportamiento de
Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Listeria monocytogenes y Staphylococcus
aureus en aguamiel y pulque, encontrando una reduccion significativa en todos ellos, a
excepcion de E. coli O157:H7 que mantuvo estable su poblacion hasta por mas de 60 horas

después de la fermentacion.

Se ha propuesto que el pulque presenta microorganismos con propiedades probidticas. Una

importante cualidad de los probioticos es que son capaces de evitar la invasion del tracto
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gastrointestinal por bacterias patdgenas; en este sentido, se ha reportado la capacidad
antimicrobiana del pulque para inhibir S. aureus, E. coli y H. pylori, este efecto se explica
por la produccion de catabolitos de azlcar, metabolitos de grasas y aminoacidos, asi como la

presencia de oxigeno y bacteriocinas (Vera-Morales et al., 2024).

La presencia de L. plantarum, L. sanfranciscensis y L. composti en algunos pulques han
demostrado su potencial probidtico al disminuir la hiperpermeabilidad intestinal y la
secrecion de citocinas proinflamatorias en un modelo murino de colitis (Vera-Morales et al.,
2024; Cerero-Calvo et al., 2023). De manera similar, se ha demostrado la utilidad de un
fermento de aguamiel con L. plantarum, Lactobacillus paracasei y Lactobacillus brevis al
disminuir el estrés académico y modular la microbiota intestinal, aumentando la presencia de
los filos Firmicutes y Bacteroidetes (Vera-Morales et al., 2024). Es importante sefialar que,
en el pulgue, la presencia de estos microorganismos depende de la calidad del aguamiel, el

tiempo de fermentacion y la adicion de semilla.

Adicionalmente, la produccién de EPS es un proceso de gran relevancia debido a que estas
macromoléculas son estables en el aparato gastrointestinal del huésped y su metabolismo
resulta en acidos grasos de cadena corta (Vera-Morales et al., 2023), por lo que se consideran

prebioticos (Rodriguez-Juarez et al., 2021).

Con los resultados obtenidos, el pulque analizado puede ser considerado como pulque de tipo
| segin la normativa mexicana (NMX-V-037-1972 y NMX-V-022-1972) que reconoce dos
tipos de pulque: 1) incluye el pulque de semilla, que es utilizado como indculo inicial para la
fermentacion, puesto que enriquece la microbiota natural, este tipo de pulque se le denomina
que fue elaborado con aguamiel de alta calidad, y el Il) que hace referencia al pulque
comercial, a este mismo se le denomina que fue elaborado con aguamiel de calidad pobre o

ligeramente acido (Guzman-Pedraza, & Contreras-Esquivel, 2018).
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5.2. Jarabe de aguamiel

Con la metodologia empleada se obtuvieron dos lotes de jarabe de aguamiel. El lote 1 se
obtuvo al procesar el jarabe de aguamiel en cazo de cobre, teniendo un rendimiento de
24.48%, con 61.43 °Bx. Mientras que, el lote 2 se obtuvo mediante el procesamiento en
marmita alcanzando un rendimiento de 14.42%, con 69.55°Bx. Espindola-Sotres y
colaboradores (2018) obtuvieron un 10.15% de rendimiento con 74.33°Bx al emplear la
misma técnica para el lote 1. La diferencia entre rendimientos de jarabes de aguamiel
producidos en cazo de cobre se debe a varios factores, entre los que destacan la concentracion
inicial de azucares (°Bx) que presentaba el aguamiel y la concentracion final que se alcanzé.
Ademas, esto representa que el tiempo de calentamiento, la temperatura, método y la
concentracion de azucares al inicio influyen de manera directa en el rendimiento del producto

final.

Por otro lado, aunque el proceso en marmita ofrece ventajas como ser semiautomatico y
llevarse a cabo en menor tiempo, el rendimiento obtenido es menor, nuevamente por los
factores antes mencionados. Por lo que, se decidié utilizar el jarabe de aguamiel procesado

en cazo de cobre para la formulacion de los rellenos.

5.3. Analisis de parametros fisicoquimicos del jarabe de aguamiel
5.3.1. Actividad de agua (aw) y solidos solubles totales (°Bx)

El jarabe de aguamiel elaborado en cazo de cobre presentd aw de 0.83+0.006, lo que
representa un alimento de humedad intermedia, esta actividad de agua es menor que el
reportado para el aguamiel con aw de hasta 0.97 (Ramirez et al., 2001). Esta reduccion de la
actividad de agua es causada por el proceso de evaporacion que produce la concentracion de

los carbohidratos.

Asimismo, este jarabe (procesado en cazo de cobre) presentd 61.43+0.35 °Bx. Valores
similares de actividad de agua y s6lidos solubles totales han sido reportados previamente por
Santos-Zea (2016a; 2016b) con aw de 0.72-0.83 y 59.5-76°Bx. Esta actividad de agua es
especialmente importante debido a que, permite la proliferacién de microorganismos, por lo

que puede ser empleado por los microorganismos contenidos en el PPr y PPa como sustrato.
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El jarabe de aguamiel posee una alta concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa y FOS, los
cuales forman interacciones por puentes de hidrégeno con el agua a través de los grupos
alcohol de los carbohidratos (Figura 3). Los puentes de hidrégeno son un tipo de interaccién
intermolecular muy importante y quizas la mas comun en los alimentos (Badui-Dergal,
2006).

De acuerdo con la actividad del agua que presenta el jarabe de aguamiel utilizado para este
estudio, en este alimento puede haber crecimiento de microorganismos que soportan
condiciones ambientales hostiles, los llamados osmofilos, otros microorganismos que se
desarrollan a actividades de agua superiores no tienen esa capacidad de sobrevivencia debido

a la presién osmotica.
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Figura 3. Representacién de interacciones por puentes de hidrégeno Fuente. Elaboracién propia.

5.3.2. Viscosidad

JAC al ser sometido a 60, 30 y 15 RPM, se obtuvieron mejores resultados a 15 RPM puesto
que no mostré ninguna variacion en la medida, teniendo una viscosidad de 220+0.00 cP.
Estos datos difieren de lo encontrado por Cerén-Zamora (2022), que encontré una viscosidad
de 3226+45.09 cP en jarabe de agave y difiere de los datos encontrados por Pérez-Vargas

(2020), quien hallo un rango de viscosidades de 12.80 a 18.80 cP en jarabe de aguamiel, la
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diversidad en estos datos puede ser dada por la seleccion de la aguja y de las RPM, tipo de

muestra y de la temperatura de la misma.

5.3.3. Color

La Tabla 7 muestra una comparacion entre el jarabe de aguamiel producido en este trabajo
(JAC) y ciertos jarabes de agave y aguamiel reportados por Ceron-Zamora (2022) y
Gonzélez-Montemayor y colaboradores (2020), en la que se demuestra que todos los jarabes

tienen diferencias de color (AE) notables para el ojo humano.

Tabla 7. Diferencia total de color (AE) del JAC contra otros jarabes de aguamiel.

Coordenadas  Jarabe de Jarabes de agave pulquero® Jarabe de aguamiel®
aguamiel
JAC JAERV MAYE@ Hacenda - gq A95
Amoltepec

L* 51.91+0.30  51.90+0.20 39.88+0.36 41.94+0.91 22.50 23.29

a* 9.63+0.59 -3.41+0.36  -3.91+1.25 -3.61+2.76 3.96 1.79

b* 34.71+0.10  12.23+0.08 5.99+5.87 2.98+0.57 6.94 6.36

AE - 25.98 33.95 35.79 40.84 41.03
[ ..

°Bx 61.43+0.35  75.20+0.90 72.16+0.28 73.20+0.26 70.00+0.00 65.00+0.00

Fuente: Cerén-Zamora, 2022; "Gonzalez-Montemayor et al., 2020.

La fila denominada como “Muestra” da una representacion visual de los datos de cada jarabe
presentado en la Tabla 7, en donde se ve reflejado que el oscurecimiento en la mayoria de
los jarabes es evidente. Esa variacion del color nuevamente esté relacionada con los °Bx de
los jarabes, puesto que da una idea de la exposicidn que tuvo el aguamiel al calentamiento y
por tanto a reacciones de oscurecimiento no enzimatico, como las reacciones de

caramelizacion y de Maillard.
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5.3.4.pH

Para los valores de pH se encontro que el jarabe de aguamiel elaborado presentd un pH de
4.2+0.00. Santos-Zea y colaboradores (2016a, 2016b), al igual que Cerén-Zamora (2022)

reportan datos semejantes al determinar un rango de valores de pH de 4.15 a 5.73 de

diferentes jarabes de aguamiel de diferentes estados de la Republica Mexicana.

La tendencia de los datos denota que todos los jarabes de aguamiel presentan un pH inferior

a 5.73, lo cual expresa que todos son &cidos. Esta reduccion en el pH se explica por dos

razones:

Reduccién del pH por proliferacion microbiana: es dada por la introduccién de
mesofilos, mohos y levaduras, los cuales al metabolizar los carbohidratos producen
acidos organicos previo a que estos microorganismos fuesen reducidos o eliminados

por tratamientos térmicos.

Lo anterior tiene importancia, porque cuando el aguamiel se pasteuriza y seguido de
ello continua al proceso de evaporacion, esto conlleva a que los carbohidratos se
concentran, pero también se concentran los 4acidos producidos por los

microorganismos, por lo que conlleva a la reduccién del pH.

Reduccién del pH por degradacion de compuestos quimicos: en este caso, el pH
disminuye porque cuando los carbohidratos se concentran pueden ocurrir reacciones

de caramelizacion.

Las reacciones de caramelizacion pueden conllevar la formacion de
hidroximetilfurfural (HMF) a partir de glucosa o fructosa (Garrido et al., 2012).
Cuando se produce el HMF puede ocurrir una rehidratacién que conlleva la formacion
de acido levulinico y acido férmico (Figura 4), lo cual representan reacciones

indeseables de la reaccion de caramelizacién (Villanueva-Martinez, 2017).
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Figura 4. Productos de la formacién de HMF. Fuente: Villanueva-Martinez, 2017.

En la industria confitera es crucial el control de HMF porque presenta actividad citotoxica,
genotoxica y tumoral, por lo que representa un defecto de calidad importante, es por ello que
es importante su control en alimentos procesados a temperaturas altas y en medios
marcadamente &cidos (Arias-Giraldo & LoOpez-Velasco, 2019). La Figura 5 muestra los
mecanismos de formacion de derivados furfurales a partir de sacarosa, en donde se puede
observar nuevamente la posible formacion de acidos en etapas avanzadas de la reaccion de

caramelizacion.
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Figura 5. Mecanismo de formacion de derivados del furfural a partir de sacarosa, a través de la

caramelizacion. Fuente: Arias-Giraldo & Lopez-Velasco, 2019.
5.3.5. Composicion proximal

En el JAC se encontrd que el contenido de humedad se ubica dentro del 37.83+0.6%,
2.4+0.1% de proteina cruda, 1+0.03% de cenizas y el 58.77% restantes de carbohidratos. Los
datos de humedad y proteina cruda tienen semejanza con lo reportado por Santos-Zea y
colaboradores (2016b), donde describen un rango de humedad del 25.2 al 32.5%y 3.4 - 4.2%
de proteina. Sin embargo, son significativamente mayores a los reportados por Saraiva y
colaboradores (2022), cuyo jarabe presentd 23% de humedad y 0.1% de proteinas; pero el

contenido de carbohidratos fue relativamente mayor (58.77% vs 68%).

5.4. S6lidos del pulque
5.4.1. Rendimiento

Como producto de la fermentacion del aguamiel junto con semilla, se obtuvo pulque que
sirvio para la obtencion de sélidos al ser tratados por centrifugacion vy liofilizacion. Estos
solidos fueron necesarios por su presunta capacidad probiotica descrita en la literatura
(Cerero-Calvo et al., 2023; Giles-Gémez et al., 2024; Torres-Maravilla et al., 2016;
Escalante et al., 2016).

Para ello, 2233 mL de semilla (2197.442 g) se destind para la obtencion de PPa, obteniendo

un rendimiento de 0.44%. Mientras que, del pulque sin esterilizar (11734 mL) se obtuvo un
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rendimiento de 0.34+0.05% PPr y del pulque estéril (7975 mL), 0.23+0.03% PPa. El
rendimiento de PPa obtenido de la semilla es mayor al PPa proveniente del pulque. Esta
diferencia se explica por el tiempo de fermentacion que permitio la presencia de otros
componentes presentes en los sélidos ademéas de los microorganismos, por ejemplo, la

presencia de EPS u otros metabolitos secundarios (Rodriguez-Juérez et al., 2021).

5.4.2. Morfologia

En la Figura 6A se presenta una fotografia del s6lido que contiene probidticos (PPr), es decir,
el liofilizado del pulgue sin esterilizar. Por otra parte, la Figura 6B muestra el sélido que
contiene parabidticos (PPa), el cual se distingue por un color mas oscuro comparado con el
PPr.

(A) (B)

Figura 6. Sélidos de pulque liofilizados conteniendo (A) Probidticos (PPr) y (B) Parabidticos (PPa).

Ambos liofilizados también se analizaron mediante microscopia electronica de barrido
(SEM), en donde se aprecia que existe viabilidad de microorganismos en el liofilizado
probidtico [PPr] (Figuras 7A 'y 7C). Mientras que las micrografias presentadas en las Figuras

7B y 7D demuestran que el liofilizado parabi6tico [PPa] esta desprovisto de vida.
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Se puede observar que en las micrografias del PPr (Figuras 7A y 7C) existen bacilos y
cocobacilos que estan generando exopolisacaridos (EPS), lo que evidencia que los
microorganismos aun estan realizando funciones metabdlicas. Esto puede tener concordancia
con lo evidenciado por Rodriguez-Juarez y colaboradores (2021), donde presentaron la
presencia de EPS producida por L. kimchii y L. mesenteroides en pulque.

1eMU=0N

N 1 ¥ B |

Figura 7. Micrografias de los solidos de pulque. (A y C) sélidos de pulque sin esterilizar [PPr], (B 'y
D) solidos de pulque esterilizados [PPa]. Las adquisiciones se realizaron a 3000X y 10 000X,
respectivamente.

La importancia de los EPS radica en que, le confieren las propiedades organolépticas al
pulque, principalmente la viscosidad, contribuye a su estabilidad y al efecto biolégico. B.
subtilis es productor de levan, L. plantarum produce un compuesto de xilosa, glucosa y
galactosa ademas de otro compuesto de ramnosa, arabinosa, fucosa, xilosa, manosa, fructosa,
galactosa y glucosa, mientras que L. caseii produce un heteropolisacarido de glucosa y
ramnosa, finalmente L. citreum produce un dextrano conformado por D-glucopiranosa. Estos

EPS presentan propiedades antioxidantes, antibacteriales, anticoagulantes, fibrinoliticas y, a
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nivel tecnolégico, espesantes, gelificantes y estabilizantes (Vera-Morales et al., 2024), por

lo que pueden ser introducidos a la industria alimentaria.

Por otra parte, en las micrografias para PPa (Figuras 7B y 7D) se muestran que los
microorganismos presentes aparentemente no estan vivos, por lo que ya no cumplen con
funciones metabolicas. Esto se observa especialmente en la micrografia 7D en la que se pueda
evidenciar que hay presencia de células con roturas, lo cual puede explicar que el proceso de

esterilizacion con vapor hiumedo en autoclave causé la muerte celular.

5.4.3. Determinacion del contenido proteico

La determinacion del contenido de proteinas mediante el método Bradford se utilizd para
conocer gue el sélido con probiédticos (PPr) presenté una concentracion de 5.7+0.007 mg de
proteina/100 mg de liofilizado, es decir, 5.7% de contenido proteico; mientras que el solido
con parabitticos (PPa) tuvo un contenido de 4.3+0.003 mg/100 mg de liofilizado (4.3%).
Hay estudios que abordan el efecto de la liofilizacion como método de conservacion de la
semilla y el pulque y han evaluado la forma que afectan estos tratamientos a la viabilidad de
los microorganismos de estos alimentos (Burgos-Badillo, 2013; Manrique-Dorronsoro,
2013), pero no reportaron algun tipo de analisis proximal o tan solo la determinacion
cuantitativa de proteina soluble en pulque, por lo que existe poca informacion con respecto
a la cantidad de proteina que aporta de manera individual el liofilizado de pulque.

Para dar una idea, el pulque tal y como se conoce tiene 0.44 mg de proteina/100 mg de
muestra (0.44%) (Manrique-Dorronsoro, 2013), por lo que es significativamente menor a las

concentraciones reportadas en esta investigacion.

5.5. Chocolate con relleno de productos de aguamiel
5.5.1. Propiedades fisicoquimicas del chocolate

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la aw obtenida para los chocolates rellenos con
jarabe de aguamiel y liofilizado de pulque sin esterilizar y estéril (PPr y PPa). Dados los
resultados, se determin6 que la proporcién 1:5 y 1:6 con presunta actividad probidtica son
los mejores candidatos al presentar una actividad de agua menor, en comparacion con sus

homologos 1:5 y 1:6 con actividad parabiotica.
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La reduccién de la actividad de agua de los chocolates rellenos con probiéticos con respecto
de los chocolates rellenos con parabidticos puede ser dada porque los componentes celulares
de los microorganismos estan ligando agua por interacciones de puentes de hidrégeno,
también de las posibles interacciones ion — dipolo entre las sales y el agua libre, asi como del
uso del agua libre por parte de esos mismos microorganismos para sus funciones metabdlicas
(Badui-Dergal, 2006).

Tabla 8. Actividad de agua de los chocolates rellenos a diferentes proporciones.

Chocolate aw Temperatura (°C)
1:5 0.73£0.01 24.31+0.09
1:6 0.73£0.00 25.08+0.14
1.7 0.75*0.01 25.56+0.07
1:5 (estéril) 0.75+0.01 25.60+0.22
1:6 (estéril) 0.76+0.01 25.84+0.13

5.5.2. Anélisis microbiologico

Se determiné la presencia de microorganismos presentes en los rellenos mediante cuenta
viable de mesdfilos, coliformes y mohos y levaduras. La Tabla 9 muestra que el liofilizado
de pulque afadido al jarabe de aguamiel presentd un crecimiento de mesofilos de entre 0.770-
0.985x10° UFC/mL, este comportamiento evidencia que los microorganismos del pulque
continuaron viables aun después del proceso de liofilizacion y que, utilizan como sustrato al

jarabe de aguamiel para su crecimiento.

Tabla 9. Analisis microbiolégico de las mezclas entre jarabe de aguamiel y liofilizado de

pulque.
Mezcla Mesofilos aerobios Coliformes totales Mohos y levaduras
1:5 7.70x10°£2.83x10* Ausente 1.37x10%+1.24x10?
1.6 9.85x10%+6.36x10* Ausente 1.30x10%+7.21x10?

Datos expresados en UFC/mL.

Los resultados que se muestran en la Tabla 9 también evidencian que el crecimiento de
mesofilos y mohos y levaduras es menor en comparacion con el conteo que se le realiz6 al
pulque antes de liofilizar, el cual exponia un crecimiento de mesoéfilos de 1.02x10° UFC/mL,
es decir, 5 log de crecimiento de mesoéfilos, mientras que, en la mezcla de jarabe de aguamiel
+ PPr (1:5) tuvo 3 logaritmos de esos mismos microorganismos, observando una restriccion

de 2 log, esto se explica porque los microorganismos presentes en el PPr soportaron el
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proceso de liofilizacion, lo que pudo disminuir su viabilidad, asi como la aw del jarabe de
aguamiel que es menor a la del pulque, adicionalmente la presencia de una mayor cantidad
de carbohidratos en el jarabe de aguamiel lo que favorece el crecimiento de mohos y

levaduras.

En este sentido, se encontré que el maximo crecimiento se observo en la mezcla 1:6, que
alcanzo 1.30x10* UFC/mL, representando 4.11 log, esto en contraste al crecimiento de 6.8

log del pulque (Tabla 6) indica que también hubo una restriccién de 2.68 log.

La Tabla 10 muestra la determinacion microbioldgica que se llevo a cabo a los chocolates
rellenos con formulacion 1:5 y 1:6. Se observa que el chocolate 1:6 presentd un mayor
crecimiento de mesofilos y mohos y levaduras a comparacion del chocolate 1:5. Esto altimo
podria estar relacionado a que los microorganismos en el chocolate 1:6 tengan mayor

disponibilidad de nutrientes.

Tabla 10. Analisis microbioldgico de las muestras de chocolate.

Chocolate Mesofilos aerobios Coliformes totales Mohos y levaduras
1:5 8.65x10%+2.12x10* Ausente 1.62x10%+1.24x10?
1:6 1.26x103+2.40x10? Ausente 1.62x10*+1.07x103

Datos expresados en UFC/g.

En la Tabla 11 se observa la comparacion de los valores obtenidos del chocolate 1:6 frente a
otros estudios que han evaluado la posibilidad de adicionar especies de Lactobacillus
plantarum 299v, Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei a barras de chocolate
(Faccinetto-Beltran et al., 2021; Nebesny et al., 2006).

A comparacion de los estudios anteriormente mencionados, el principal reto de este estudio
fue el desarrollo de un relleno con adicion de prebioticos y microorganismos del pulque
(simbionte), siendo particularmente complejo porque al mantener la vialidad, los
microorganismos presentes en el PPr continuaron su metabolismo al mezclarlos con el jarabe
de aguamiel. Como se mencioné previamente, durante la fermentacidn se producen diversos
metabolitos incluyendo CO., que es capaz de aumentar el volumen interno del chocolate
causando su colapso. Esta comparacién muestra que ya existen antecedentes sobre la posible
adicion de microorganismos probidticos a otras matrices alimentarias que no sean lacteos

fermentados.
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Tabla 11. Comparacion de cifras de la carga microbiol6gica de diferentes chocolates.

Faccinetto-Beltran et Nebesny et al.,

Microorganismo Chocolate 1:6 al., 2021 2006
Mesofilos aerobios 1.26x10%+2.40x10>  1x105A 1x107-1x108 B
Mohos y levaduras 1.62x10%£1.07x102  NA NA

Datos expresados en UFC/g. NA. No analizados. A: Lactobacillus plantarum 299v, B: Lactobacillus casei y
Lactobacillus paracasei.

5.5.3. Analisis microscopico de la superficie del chocolate

Este apartado esta enfocado en los fendmenos que se presentaron en la parte superficial del
chocolate con formulaciones 1:5 y 1:6 con actividad probidtica. La superficie del chocolate
presentd un defecto de calidad comun en los chocolates denominado “fat bloom” o mejor
conocido como “eflorescencia de la grasa” que se caracteriza por presentarse como una capa

blanquecina en la parte superficial del chocolate (Daza-La Plata et al., 2020).

En las Figuras 8A y 8B, correspondientes a la formulacion 1:5 se puede observar que en la
cumbre del chocolate se encuentra la presencia de filamentos blanquecinos que son
caracteristicos de cristalizacion de grasas que se separaron del chocolate, probablemente
causado por un cambio brusco de la temperatura, puesto que los chocolates después de ser
producidos se llevaron a refrigeracion por motivos de conservacion y para ralentizar la

fermentacion que producen los microorganismos existentes dentro del chocolate.

Ar

Figura 8. Micrografias del chocolate 1:5. (A) y (B) Superficie del chocolate a 80x.
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En las Figuras 9A y 9B se presentan las micrografias a 100x y 300x que presentan las mismas
caracteristicas explicadas anteriormente, aunque también se llega a observar agua adsorbida

en la superficie.

Figura 9. Micrografias del chocolate 1:5. (A) y (B) Cumbre del chocolate a 100x y 300x,
respectivamente.

En el chocolate 1:6 se distinguio el mismo fenémeno, pero en este caso el suceso se dio de
manera mas progresiva (Figuras 10A y 10B). En la micrografia de la Figura 10A se presentan
cristales de grasas y manchas de cacao en la parte superficial del chocolate, pero la
micrografia mostrada en la Figura 10B se observa que los cristales de grasa predominaron
sobre toda la cumbre del chocolate.

Figura 10. Micrografias del chocolate 1:6. (A) y (B) Superficie del chocolate a 20x.
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Este fendmeno se puede explicar porque al igual que en el chocolate 1:5 la grasa de la
manteca de cacao se desestabilizd por efecto de la temperatura, humedad o por un mal
atemperado del chocolate, provocando que las grasas no tuvieran una estructura estable al
momento de solidificarse, es decir, la estructura BV y B2VI que se prefiere en el chocolate
(Ohene Afoakwa et al., 2008), puesto que esas estructuras dan un mejor brillo y chasquido
al chocolate (Ruiz et al., 2022).

Ahora bien, otros estudios han evidenciado que este fendmeno es comin en el chocolate y
representa un defecto de calidad importante, puesto que hay personas que confunden este
defecto con crecimiento de moho en el alimento (Ruiz et al., 2022).

5.5.4. Analisis microscopico de la parte interna del chocolate

Con fines de verificar que los microorganismos contindan viables dentro del chocolate, se
opto por realizar un corte al chocolate relleno de ambas formulaciones (1:5y 1:6) con el fin
de tener una evidencia que diera nociones de que la fermentacion continua dentro del mismo

chocolate.

Esto se demostro con la presencia de burbujas de didxido de carbono al interior del chocolate
y manifestdndose en la parte superficial de la mezcla de JAC vy liofilizados probi6ticos
(Figuras 11A-11D).

Especificamente en la Figura 11A llama mucho la atencion la formacion de esas estructuras
amorfas en el borde del corte del chocolate porque sugieren la presencia de EPS cristalizados,
esto tiene concordancia con lo reportado por Deming & Young (2017) al sefialar que los EPS
producidos por ciertos microorganismos como bacterias y algas tienen funciones cruciales
para la sobrevivencia de esas especies al cubrir a estos microorganismos contra dafos
fisiologicos provocados por cristales de agua, cambios bruscos en el potencial osmotico,
ademas de que se sugiere que es posible que también actdan como barrera fisica que reduce

la probabilidad de infeccidn viral.

Lo anterior tiene relevancia en la Figura 11A, porque esto indica que los microorganismos
del pulque sobrevivientes tienen un mecanismo similar para sobrevivir a condiciones

adversas durante la liofilizacién y la refrigeracion constante del producto.
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Figura 11. Micrografias del chocolate: (A) Chocolate seccionado, (B), (C) y (D) presencia de gas
dentro del relleno del chocolate.

Otro hecho interesante de la continuidad de la fermentacion del chocolate es que este
alimento presenta un sistema aireado. Otros alimentos como el pan, helados, merengues,
entre otros, son formados gracias a la incorporacion de aire 0 gases en su estructura,
produciendo alimentos con densidades bajas y texturas diversas (Valdivia, 2014).

A manera introductoria, los geles son considerados como dispersiones coloidales de un gas
0 mezcla de gases suspendidos en una fase dispersante liquida, liquido viscosa, semisolida o
solida (Badui, 2006; Salais-Obregon et al., 2022). Las espumas tienden a ser
termodinamicamente inestables, puesto que un determinado sistema busca minimizar su
energia total. Esto Gltimo aplicado en las espumas se traduce a reducir el area de las interfaces
o lamelas, por lo tanto, las espumas tienden a colapsar debido a que las burbujas de aire o
gas optaran por fusionarse formando asi burbujas mas grandes, fendmeno que recibe el
nombre de coalescencia (Badui, 2006).
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La manera de estabilizar las espumas se da por la adicion de ciertos componentes quimicos,

los cuales son:

Tensoactivos: estas moléculas ayudan a la reduccion de la tension superficial, en la
industria alimentaria es comdn el uso de proteinas porque poseen grupos funcionales
hidrofilicos e hidr6fobos (Salais-Obregon et al., 2022).

Hidrocoloides: el uso de polisacaridos en las espumas como espesantes y estabilizantes
es crucial para que estos sean capaces de ligar agua por interacciones por puentes de
hidrogeno, conllevando a un aumento de la viscosidad, el aumento de esta representa que
las burbujas requeriran de una mayor energia para coalescer. Ademas, estas moléculas son
atiles para la formacion de geles, retencion de la humedad de la espuma y modificacién

de la textura (Navarro-Martinez, 2013).

Si lo anterior se aplica al relleno que se observa en las micrografias mostradas en las figuras

11B-11D, se puede llegar a las siguientes precisiones:

El jarabe de aguamiel se comporta como la fase dispersante tratdndose de un liquido
Viscoso.

Los microorganismos provenientes del liofilizado de pulque al estar en el jarabe de
aguamiel reconocen que es un medio similar al aguamiel en cuestion de nutrientes, por
lo que optan por metabolizar las macromoléculas que alli se encuentran produciendo
entre otras cosas, dioxido de carbono que actla como fase dispersa.

El aumento de la viscosidad durante la elaboracion del jarabe, la produccién de EPS por
parte de los microorganismos y la presencia de polisacaridos del jarabe de aguamiel
actian como hidrocoloides, mientras que la presencia de saponinas funge como

tensoactivo.

5.5.5. Analisis microscopico de mohos y levaduras del chocolate

Proveniente de los cultivos de mohos y levaduras del chocolate con proporcién de mezcla

1:6 se observaron unas colonias con las caracteristicas macroscopicas que se muestran en la
Tabla 12.
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Tabla 12. Comparacion de caracteristicas morfologicas de las colonias.

Caracteristicas Colonia

CTC CFC CTIC
Tamafio Pequefia Grande Mediana
Forma Circular Filamentosa Irregular
Borde Entero Filamentoso Ondulado
Transparencia Transparente Opaca Transparente
Textura Lisa Rugosa Lisa
Elevacion Plana Convexa Plana

Donde: CTC es Colonia Transparente-Chocolate, CFC: Colonia Filamentosa-Chocolate y CTIC es Colonia

Transparente, Irregular-Chocolate.

A continuacion, la Figura 12 muestra los microorganismos observados en la colonia CTC las
cuales evidencian la presencia de bacilos Gram+, dispuestos en forma de cadena. Cervantes-
Contreras (2008) describi6 la presencia de estructuras similares en pulque, asociando esto a
Leuconostoc spp., en esa misma investigacion correlaciond su presencia al aumento de la

viscosidad y cambio fisico del pulque maduro.

Por otra parte, Manrique-Dorronsoro (2013) encontr6 varias estructuras relacionadas a
cocobacilos, bacilos y bacilos alargados Gram+, estos aislados los correlaciond a la presencia
de Lactobacillus spp., L. brevis, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides spp. dextranicum,

y L. mesenteroides spp. mesenteroides. Por otra parte, en la Figura 12B se observa la

presencia de particulas negras que provienen del mismo chocolate.

Figura 12. Micrografias de la colonia CTC. (A) Cocobacilos G+, (B) Particulas del chocolate.
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Las Figuras 13A y 13B evidencian la presencia de mohos de la colonia CFC. En este caso se
presenta un tipo de ramificacion de Penicillium spp. En la Figura 13A se aprecian las
estructuras del micelio, mientras que en la Figura 13B se distinguen las estructuras del estipite

o conididforo, ramas, ramillas y conidios.

Figura 13. Estructuras de mohos en pulque. (A) Micelio de Penicillium spp. a 1500x, (B) Penicillium
spp. a 1500x, (C) Estructura completa del moho a 300x.

5.5.6. Estabilidad oxidativa del chocolate

Esta medicion da informacion datil con respecto a las modificaciones quimicas de las
moléculas de triacilgliceroles, asi como de la vida util del producto final. La oxidacion
lipidica son una serie de reacciones quimicas que modifican notoriamente la percepcion
sensorial del alimento, siendo de gran interés el seguimiento de las mismas para evaluar hasta

qué momento seguira siendo seguro (inocuo), estable y aceptado por el consumidor.

Ante esto, los chocolates con la mejor formulacién del relleno (1:5 y 1:6) se sometieron a la
medicion de su estabilidad oxidativa a través del equipo Oxitest. Una vez finalizado el
andlisis (t= 200 h) se obtuvo una presién de oxigeno de 4.425 bar, para la muestra 1:5 y de
4.969 bar para la muestra de 1:6. En la Figura 14 se muestran las gréficas del cambio de la
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presion de oxigeno con respecto al tiempo, para las dos muestras analizadas. A partir de esta
informacion se obtuvo el periodo de induccion (IP), el cual indica el inicio de la rancidez en
el producto. Los valores de IP que se obtuvieron a 90°C fueron de 45 h 25 min para el

chocolate 1:5, y de 28 h 15 min para el de formulacién 1:6.
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Figura 14. Estabilidad oxidativa de los chocolates 1:5y 1:6 a 90°C.

Estos datos ponen en evidencia que la estabilidad del chocolate con la formulacion 1:6 tiene
un periodo de induccion significativamente menor, en comparacién del chocolate 1:5. Esto
Gltimo puede deberse a la cantidad de jarabe de aguamiel de cada mezcla, ya que la

formulacién 1:6 presenta mayor cantidad de este producto.

Esa inestabilidad oxidativa mas acelerada del chocolate 1:6 no es debida propiamente a la
oxidacion de los triacilglicéridos, porque la cantidad de chocolate empleado en ambos
chocolates fue exactamente la misma, por lo que este cambio puede ser debido a las
reacciones de oscurecimiento no enzimatico (reaccion de Maillard y caramelizacién) que

ocurren en el relleno del chocolate.
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El relleno del chocolate se compone de jarabe de aguamiel, el cual se constituye por
carbohidratos en su mayoria. Por otro lado, otro elemento del relleno es el sélido liofilizado
de pulque, que contiene una mayor cantidad de proteinas. La presencia de carbohidratos y
proteinas significa que hay posibilidad de que se presenten reacciones de isomerizacion,
caramelizacion y de Maillard. Van Boekel (2001) describié que a una temperatura superior
a los 80°C los carbohidratos tienen una mayor tasa de ‘“desaparicion” via reacciones de
isomerizacion y de degradacion. Es por esa causa que la hipdtesis que se plantea es que el
deterioro acelerado del chocolate 1:6 es a causa de la rapida degradacién de los azlcares
provenientes del jarabe de aguamiel al encontrarse en una mayor proporcion en este mismo

chocolate.

La produccién de compuestos volatiles provenientes de las reacciones de oscurecimiento no
enzimatico produjo que el chocolate 1:6 tenga una menor estabilidad oxidativa, comparando
con el chocolate 1:5. Por otra parte, también causé que durante la cinética se detectaran
algunas fluctuaciones en la presion, puesto que hay ciertos puntos donde en ambas cinéticas
la presion se reducia constantemente, pero en ciertos momentos llegé a elevarse ligeramente
para después continuar descendiendo (Figura 14). Lo anteriormente mencionado se justifica

por las reacciones de Maillard, caramelizacion y de oxidacion lipidica.

Durante esta serie de reacciones de Maillard se producen una gran cantidad de compuestos
volatiles, entre los que destacan: acetaldehido, 2-mercaptoacetaldehido, 2-metilpropanal, 3-
metilbutanal, metional, metaniotol, disulfuro de dimetilo, trisulfuro de dimetilo,

fenilacetaldehido, furaneol, furanos, maltol, pirazinas, entre otros (Bertrand et al., 2018).
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Conclusiones




6. Conclusiones
La calidad microbioldgica del aguamiel depende de las condiciones en las que fue extraido,
asi como de su almacenamiento y transporte. En el caso del pulque, los microorganismos
presentes son dependientes de la forma en la que se produce éste y de la calidad del aguamiel

de partida.

De acuerdo con la caracterizacion fisicoquimica del jarabe de aguamiel y microbioldgica de
los sélidos del pulque, se encontr6 que la cantidad de carbohidratos contenidos en el jarabe
fueron potencialmente utilizados por los microorganismos provenientes de los sélidos del

pulque, estos ultimos demostraron viabilidad en el chocolate desarrollado.

La formulacion del relleno a partir de subproductos del aguamiel representa una innovacion
en la explotacion del uso del jarabe de aguamiel y solidos del pulque para el desarrollo de

productos de confiteria con posibles beneficios a la salud y potenciales consumidores.

El relleno desarrollado resultd ser una espuma alimentaria que, una vez dentro del chocolate
e incluso a temperatura de refrigeracion, permite que la fermentacion continle y provoca que
el chocolate colapse, esto asociado a la produccion de diéxido de carbono. Por lo que, las
mejores dos formulaciones (1:5 y 1:6) representaron ser las mas estables en este aspecto, sin
embargo, faltan mas estudios que determinen la vida util de los productos, ademas de evaluar
la acidez como parametro de calidad critico, asi como su estabilidad via reacciones de

caramelizacion y de Maillard.

La presente investigacion es una aportacion en la revalorizacion del aguamiel, producto que
tiene profundas raices culturales y que recientemente ha generado gran interés por sus

propiedades funcionales.

El desarrollo del chocolate presentado en este proyecto es un parteaguas para la
diversificacion de los subproductos del aguamiel, con el propdésito de que la poblacion se
interese por conocer la historia, conocimientos requeridos para su explotacion, oportunidades
y beneficios que aporta. Finalmente, es crucial que se promuevan normas que traten de forma
robusta la calidad microbioldgica y fisicoquimica que debe poseer el aguamiel para su
comercializacién, ademas de impulsar su consumo y el de sus subproductos en innovaciones

tecno-funcionales.
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