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Resumen

El consumo de bebidas fermentadas ha incrementado notablemente en los ultimos
afnos y la incorporacion de ingredientes culturalmente aceptados, como el caliz de
Hibiscus sabdariffa L. y sus subproductos, los cuales presentan altos contenidos de
compuestos fendlicos, podria incrementar sus beneficios en el control de la obesidad.
Este proyecto tuvo como objetivo desarrollar analogos de kombucha elaborados a
partir de los calices y su subproducto y evaluar sus efectos in vivo sobre el control de
la obesidad y sus alteraciones metabdlicas. Se estudio el proceso de fermentacidn
considerando distintos métodos de extraccidn (infusion 'y decoccion),
concentraciones del sustrato (0.25 y 0.5 % p/v), contenido de sacarosa (6, 8 y 10%)
y tiempos de fermentacién (0-9 dias). Las bebidas fermentadas durante 7 dias al 0.5
% con 8 % de azucar incial resultaron en una bebida con las mejores caracteristicas
fisicoquimicas y el mayor contenido de compuestos bioactivos. De igual manera, el
subproducto de jamaica mostré una adecuada adaptacion al consorcio microbiano
de la kombucha y la implementacion de un proceso no convencional —con infusiones
sin filtrar— no comprometié dicha adaptacion; por el contrario, se observdé un
incremento en el contenido de compuestos fendlicos. En el estudio in vivo, ratas
Wistar fueron alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa y suplementadas
diariamente con 12.5 mL/kg durante 16 semanas con los tres analogos de kombucha,
uno de jamaica (KOM-J), otro elaborado con subproducto filtrado (KOM-F) y otro sin
filtrar (KOM-SF), asi como con las respectivas infusiones no fermentadas (1J y 1SJ).
El grupo suplementado con KOM-J presentd menor peso corporal en un 16.4 %,
alcanzando niveles comparables al grupo control sano, mientras que; los grupos
suplementados con KOM-SF y KOM-F mostraron una reduccion del 9.7 % y 6.3 %,
respectivamente en comparacion con el control obeso. Asimismo, el tejido adiposo
visceral se redujo significativamente: 53.0 % con KOM-J, 34.0 % con KOM-SF y 17.0
% con KOM-F. Las bebidas modularon favorablemente el perfil lipidico en
comparacion con el control obeso: los niveles de triglicéridos fueron menores en un
54.2 % (KOM-J), 48.0 % (KOM-SF) y 25.3 % (KOM-F); el colesterol LDL se redujo
en 58.3 %, 55.7 % y 54.1 %, respectivamente; mientras que el colesterol HDL
aumentd en un 78.0 % (KOM-J), 76.3 % (KOM-SF) y 55.0 % (KOM-F). También se
presentaron mejoras en la sensibilidad a la insulina, reflejadas en menores valores
del indice HOMA-IR de 79.7 % (KOM-J), 71.8 % (KOM-SF) y 63.0 % (KOM-F). Por
el contrario, los grupos suplementados con IJ e ISJ no presentaron mejoras
significativas en ninguno de los parametros evaluados. Estos resultados sugieren
que los metabolitos generados durante la fermentacion producen mayores beneficios
a la salud que las bebidas sin fermentar.

Palabras clave: Kombucha, bebidas funcionales, caliz de jamaica, obesidad



Abstract

The consumption of fermented beverages has increased significantly in recent years.
The incorporation of culturally accepted ingredients, such as Hibiscus sabdariffa L.
calyces and their by-products—rich in phenolic compounds—may enhance their
potential benefits in managing obesity. This project aimed to develop kombucha
analogues using hibiscus calyces and by-products, and to evaluate their in vivo
effects on obesity and associated metabolic alterations. The fermentation process
was assessed considering various extraction methods (infusion and decoction),
substrate concentrations (0.25% and 0.5% w/v), sucrose content (6%, 8%, and 10%
w/v), and fermentation durations (0—9 days). Beverages fermented for 7 days using a
0.5% substrate and 8% initial sugar content exhibited the most favorable
physicochemical characteristics and the highest levels of bioactive compounds.
Notably, the hibiscus by-product demonstrated adequate compatibility with the
kombucha microbial consortium. Moreover, the use of a non-conventional method—
employing unfiltered infusions—did not hinder this adaptation; on the contrary, it led
to an increased content of phenolic compounds. In the in vivo study, Wistar rats were
fed a high-fat, high-fructose diet and supplemented daily for 16 weeks with 12.5 mL/kg
of three kombucha analogues: one from hibiscus calyces (KOM-J), one from filtered
by-products (KOM-F), and one from unfiltered by-products (KOM-SF), along with their
respective unfermented infusions (IJ and I1SJ). The group receiving KOM-J showed a
16.4% reduction in body weight, reaching levels comparable to the healthy control
group. KOM-SF and KOM-F supplementation resulted in weight reductions of 9.7%
and 6.3%, respectively, compared to the obese control group. Visceral adipose tissue
was also significantly reduced: by 53.0% with KOM-J, 34.0% with KOM-SF, and
17.0% with KOM-F. The beverages positively modulated lipid profiles relative to the
obese control: triglyceride levels were reduced by 54.2% (KOM-J), 48.0% (KOM-SF),
and 25.3% (KOM-F); LDL cholesterol decreased by 58.3%, 55.7%, and 54.1%,
respectively; while HDL cholesterol increased by 78.0% (KOM-J), 76.3% (KOM-SF),
and 55.0% (KOM-F). Improvements in insulin sensitivity were also observed, as
indicated by reductions in the HOMA-IR index of 79.7% (KOM-J), 71.8% (KOM-SF),
and 63.0% (KOM-F). In contrast, the IJ and ISJ groups did not show significant
improvements in any of the parameters evaluated. These findings suggest that the
metabolites produced during fermentation confer greater health benefits than the
unfermented beverages.

Keywords: Kombucha, Functional beverages, Calyx of hibiscus, Obesity
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1. INTRODUCCION

México ocupa el primer lugar a nivel mundial en el consumo de bebidas azucaradas,
las cuales no son recomendables para su consumo diario por la poblacién en general,
debido a que se han asociado con problemas de sobrepeso y obesidad (Chatelan et
al.,, 2024). En consideracion el elevado consumo de estos productos, se torna
imperativo el desarrollo de bebidas funcionales que, ademas de ser aceptadas
sensorialmente por la poblacién, aporten beneficios a la salud.

A lo largo de los afios se ha producido un desarrollo significativo en el ambito de los
productos fermentados, motivado por su notable potencial funcional. Este atributo
puede ser conferido a las caracteristicas quimicas inherentes a las materias primas
utilizadas, asi como, a las biotransformaciones que tienen lugar durante el proceso
de fermentacion. Este fendmeno, a su vez, propicia intervenciones meticulosamente
dirigidas a alteraciones metabdlicas especificas (Paramithiotis ef al., 2024).

Por otro lado, desde tiempos ancestrales, el consumo de infusiones herbales ha sido
utilizado para el control y tratamiento de diversas patologias. Estos beneficios se han
relacionado principalmente con los compuestos fendlicos y, recientemente, se ha
reportado que la fermentacién de las infusiones aumenta la cantidad de estos
fitoquimicos, asi como la formacion de acidos organicos y bacterias probidticas, lo
que mejora su potencial funcional (Sanwal et al., 2023).

Entre las bebidas fermentadas a base de infusiones, la kombucha ha despertado
especial interés por su potencial antioxidante, antidiabético, antiobesogénico,
hipocolesterolemiante, hepatoprotector y probidtico (Leonarski et al., 2021).
Tradicionalmente esta bebida es obtenida a partir de una infusion azucarada de
Camellia sinensis fermentada de forma aerdobica mediante un consorcio simbidtico
de bacterias y levaduras (SCOBY) (Laavanya et al., 2021).

Recientemente se ha explorado la incorporacién de otros sustratos para la
elaboracion de kombucha, con el propdsito de optimizar el perfil sensorial y potenciar
el contenido de compuestos bioactivos y sus beneficios para la salud. Se ha

observado que los calices de jamaica, pertenecientes a la familia de las plantas
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Asteraceae, exhiben caracteristicas distintivas en comparacién con su analogo de
kombucha. Este ultimo, segun lo reportado por Emam & Ashour en 2022, mostré un
incremento significativo en el contenido de compuestos fénolicos (31 %) y una
notable mejora en su capacidad antioxidante (51 %) en comparacion con la bebida
sin fermentar. Este hallazgo resalta la importancia de considerar el analisis de los
materiales vegetales en el contexto de la investigacion cientifica, ya que puede
proporcionar informacion valiosa sobre las propiedades bioactivas de las plantas y
su potencial para la salud humana. En otro estudio, se evaluo la calidad de analogos
de kombucha elaborados con diferentes extractos vegetales, utilizando parametros
como el pH, el grosor de la biopelicula, la acidez titulable y su efecto antibacteriano
contra Escherichia coliy Staphylococcus aureus. Se observé que el tipo de extracto
utilizado ejercidé un impacto notable en los paramétros previamente mencionados,
siendo el té verde y los calices de jamaica los mas eficaces (Primiani et al., 2018).
Hasta el momento no existen reportes de los beneficios metabdlicos asociados a la
obesidad de los analogos de kombucha de decocciones de calices de jamaica o su
subproducto. Sin embargo, se ha demostrado en ratas alimentadas con una dieta
alta en grasas y fructosa (DAGF) que las decocciones de jamaica de las variedades
criolla (roja) y alma blanca al 3 % (p/v) disminuyeron significativamente el peso
corporal en un 8.9% y 11.2%, respectivamente. Otro estudio evalud los extractos de
las variedades alma blanca y cuarentefia (3 % p/v) en ratas alimentadas con DAGF,
encontrando una disminucion en el peso corporal (11% y 9%, respectivamente) y una
mejora en la resistencia a la insulina (Morales-Luna et al., 2018; Rangel-Garcia et al.,
2022). Respecto al subproducto de la decoccion de los calices de jamaica (4 %) este
ha sido evaluado en ratas alimentadas con DAGF, encontrando una reduccién del 14
% en el peso corporal, una disminucion del 13% de la hipertrofia de los adipocitos vy,
59 % de la resistencia a la insulina comparado con los valores de los animales
alimentados con la DAGF (Amaya-Cruz et al., 2019).

Como se ha puesto de manifiesto en investigaciones previas, las bebidas de tipo
kombucha elaboradas con Hibiscus sabdariffa L., una vez cometidas a un proceso
de fermentacién, exhiben un incremento en el contenido de compuestos fendlicos y

una capacidad antioxidante mas pronunciada. Estos hallazgos apuntan a la
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posibilidad de que dichos productos puedan proporcionar beneficios significativos
para la salud. En este proyecto, se propone la elaboracién de analogos de kombucha
mediante la utilizacion de un extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa L. y su
subproducto, con el proposito de evaluar su eficacia en el control de la obesidad y
sus alteraciones metabolicas, tales como la resistencia a la insulina y las

dislipidemias.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad.

La obesidad se define como una enfermedad cronica, multifactorial y moérbida, que
se manifiesta cuando hay una acumulacion desproporcionada de grasa,
principalmente en el tejido adiposo visceral, extendiéndose gradualmente a érganos
como el higado, el musculo y el pancreas, alterando sus funciones normales y
contribuyendo a diversas patologias asociadas a esta enfermedad (Choi et al., 2023).
El tejido adiposo puede incrementar su volumen de dos maneras principales:
mediante hipertrofia, que implica el crecimiento de los adipocitos existentes, o
mediante hiperplasia, que implica la formacién de nuevos adipocitos a partir de la
diferenciacion de preadipocitos, lo que contribuye a la expansion del tejido adiposo
(Carrasco-Pozo et al., 2019).

El consumo de dietas altas en grasas y carbohidratos puede alterar el metabolismo
de oxigeno, ya que la grasa al ser oxidada en la mitocondria, un porcentaje de los
electrones puede reducir al oxigeno, formando especies reactivas de oxigeno
(EROS). La presencia de EROS activa diversas vias de sefalizacion celular, como
la via del factor nuclear kappa B (NF-kB) y la via de las MAPK quinasas, que
promueven la expresion de genes proinflamatorios, incrementando el riesgo de la
resistencia a la insulina, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), las dislipidemias y las
enfermedades cardiovasculares (Rimessi et al., 2016; Costa et al., 2017).

2.2 Alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad

Entre las distintas alteraciones metabdlicas vinculadas con la obesidad se
encuentran la resistencia a la insulina y las dislipidemias. Estas condiciones son la
principal causa del desarrollo de DM2 vy problemas cardiovasculares,
respectivamente. En nuestro pais la DM2 es la segunda causa de muerte,
representando aproximadamente el 30 % de todas las muertes en personas mayores
de 35 afios y es también una de las principales causas de muerte prematura (INEGI,
2022; Rojas-Martinez et al., 2024). Por otro lado, una de las principales causa de
muerte en México son las enfermedades cardiovasculares siendo las alteraciones

lipidicas uno de los factores de riesgo de esta patologia y alrededor del 30 % de la
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poblacién presentan hipertrigliceridemia; mientras que, mas del 45 % padece
hipercolesterolemia. De ahi la importancia de abordar estos dos trastornos
metabdlicos, ya que estan estrechamente asociados al sobrepeso y la obesidad
(ENSANUT, 2022).

2.2.1 Resistencia a la insulina (RI)

La insulina es una hormona de naturaleza anabdlica, secretada por las células 3 de
los islotes de Langerhans en el pancreas, cuya funcion principal es mantener la
homeostasis de la glucosa en el organismo. En los tejidos adiposo y el musculo
esquelético, la insulina aumenta la captacion de glucosa estimulando la translocacion
de los transportadores GLUT4 desde las vesiculas intracelulares a la membrana
celular (Calderon-DuPont et al., 2023). Ademas en el higado induce la sintesis de
glucégeno e inhibe enzimas clave de la gluconeogénesis como la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa (Figura 1). Una pérdida en la
homeostasis de la glucosa puede llegar a originar enfermedades como la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) o enfermedades cardiovasculares. Los pacientes con (DM2) 10
anos antes de su diagnostico pueden llegar a presentan Rl (Davids et al., 2020).

La RI se caracteriza por una disminucién en la sensibilidad a esta hormona en los
principales 6rganos diana, como el tejido adiposo y el musculo esquelético. Como
respuesta compensatoria, las células [ del pancreas incrementan la secrecion de
insulina, lo que conduce a un estado de hiperinsulinemia. Si bien este mecanismo
permite mantener niveles normales de glucosa en sangre en las etapas iniciales, con
el tiempo las células 3 comienzan a sufrir apoptosis, comprometiendo la capacidad
de regulacion glucémica. (Akhtar et al., 2019).

2.2.2 Dislipidemias

Las dislipidemias son alteraciones en los niveles de lipidos sanguineos, como el
colesterol, sus fracciones o los triglicéridos (TAG) (Mach et al., 2019). Entre los tipos
de dislipidemias se encuentran la hipercolesterolemia, la hipertrigliceridemia, la
dislipemia mixta (niveles elevados de colesterol, LDL y TAG) y la dislipidemia
aterogénica que se caracteriza por niveles elevados de TAG y niveles reducidos de
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lipoproteinas de alta densidad (HDL); esta ultima dislipidemia produce Rl asociada a
la obesidad (Lorenzatti & Toth, 2020; Vekic et al., 2022).

Figura 1. Resistencia la insulina y alteracion del metabolismo de carbohidratos y
produccion de la hipertrigliceridemia (Adaptado de Ormazabal et al., 2018). P: fésforo;

IRS-1: Sustrato del Receptor de Insulina 1; PI3K: fosfatidilinositol 3-cinasa; FOXO: Caja Forkhead
tipo O; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; G6P: Glucosa-6-fosfato ;ApoB-100:
Apolipoproteina B-100

La hipertrigliceridemia es el mecanismo principal en el desarrollo de la dislipidemia
en la obesidad, ya que conlleva a un aumento de los niveles deTAG después de las
comidas. La lipasa pancreatica promueve la degradacién de TAG provenientes de
los alimentos en el intestino y posteriormente los acidos grasos son absorbidos,
reesterificados en las células epiteliales intestinales y transportados como
quilomicrones en el torrente sanguineo (Jellinger et al, 2017). Adicionalmente,
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durante el ayuno se produce un aumento de la lipolisis en el tejido adiposo inducido
por la lipasa sensible a la hormona, lo que conduce al transporte de acidos grasos al
higado, aumentando su oxidacién en este 6rgano. En un estado de obesidad se
incrementa la acumulacion de TAG en el tejido adiposo. Durante la R, la lipdlisis se
encuentra aumentada debido a la disminucion del efecto antilipolitico de la insulina,
lo que provoca una liberacion excesiva de acidos grasos libres hacia el torrente
sanguineo. Estos acidos grasos libres son captados por el higado, donde promueven
la sintesis de TAG y la formacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
contribuyendo asi a la hipertrigliceridemia (Li et al., 2022).

Por lo tanto, en la obesidad se producen alteraciones en el metabolismo de las
lipoproteinas, principalmente atribuibles a la resistencia a la insulina (Veki¢ et al.,
2019). Uno de los principales factores asociados a la Rl y a la hipertrigliceridemia es
la dieta y entre los cuales se encuentran las bebidas azucaradas.

2.3 Consumo de bebidas azucaradas y sus problemas asociados a la salud
Segun los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de 2018,
el 85.8 % de personas mayores a 20 afios consumieron al menos una bebida
azucarada diariamente. Esta ingesta se mantiene homogénea en todos los sectores
de la poblacién, independientemente del nivel socioecondmico, la region o el entorno
rural o urbano. El consumo de estas bebidas y su estrecha asociacion con problemas
de salud se ha convertido en una cuestion de creciente preocupacién en los ultimos
afnos para el sistema de salud de nuestro pais. Una parte significativa del aumento
de peso generalizado se atribuye al aumento en el consumo de alimentos ricos en
calorias, como barras hipercalodricas, comida rapida y bebidas azucaradas (Hall et
al., 2020).

Estos productos poco saludables representan aproximadamente el 30 % de la
ingesta energética total. Las bebidas azucaradas por si solas aportan en promedio
el 9.8 % de la ingesta total de energia y constituyen la principal fuente (69 %) de
azucares afiadidos (Rivera-Dommarco et al., 2024). En esta linea, la Organizacion
Mundial de la Salud ha recomendado disminuir el consumo de azucares libres a

menos del 10 % de la ingesta caldrica diaria y, de manera ideal, reducirlo hasta un 5
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% (OMS, 2015). Esto equivale a un maximo de 50 g de azucares al dia para un adulto
con una dieta de 2000 kcal. Sin embargo, una bebida azucarada en botella estandar
de 600 mL contiene aproximadamente 60 g de azucar, superando el limite maximo
recomendado por la OMS, lo cual representa un desafio significativo para el sector
salud de nuestro pais.

México ocupa el primer lugar a nivel mundial en el consumo de bebidas azucaradas
y, para el afio 2019, el promedio de consumo por persona en nuestro pais fue de 163
litros, superando en un 40 % la cifra de Estados Unidos y otros paises
latinoamericanos (Delgado, 2019). De acuerdo con ENSANUT 2022, el 75.2 % de la
poblacién mexicana presenta sobrepeso u obesidad y aproximadamente 1 de cada
10 individuos padece DM2. Sin embargo, hasta la fecha no se han establecido cifras
especificas de la carga de enfermedad atribuible a la ingesta de estas bebidas en
México.

Estudios de intervencion sugieren que la ingesta de bebidas endulzadas podria
desempeiar un papel fundamental en el desarrollo de la DM2 y enfermedades
cardiovasculares, no solamente a través del aumento de peso, sino también debido
a su influencia en la acumulacion de grasa visceral, Rl y el desarrollo de dislipidemias
(Micha et al., 2017). De ahi la necesidad del desarrollo de bebidas que puedan ser
una alternativa al consumo de las bebidas endulzadas y que adicionalmente
presenten propiedades funcionales.

2.4 Bebidas funcionales

Las bebidas funcionales son aquellas que, ademas de cubrir las necesidades
nutricionales basicas, ofrecen beneficios adicionales sobre funciones fisiologicas
especificas del organismo. Segun el International Food Information Council (IFIC),
un alimento funcional se define como “cualquier alimento o ingrediente que
proporcione beneficios para la salud ademas de la nutricién basica”; esta definicion
puede extenderse a las bebidas funcionales, siempre y cuando sus efectos positivos
estén respaldados por evidencia cientifica. Es importante sefalar que, en México, el
término “alimento funcional” o “bebida funcional” no cuenta con un reconocimiento

normativo especifico dentro de la Ley General de Salud ni en las Normas Oficiales
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Mexicanas (NOM). Por ello, para fines de este estudio, se adopta la definicidn
internacionalmente aceptada, fundamentada en el disefio y evaluacion de productos
con potencial funcional y efectos benéficos comprobables para la salud.

En este sentido, el consumo de bebidas es una parte fundamental de la dieta y se
han convertido en uno de los alimentos funcionales mas atractivos y deseables para
los consumidores debido a su conveniencia y versatilidad. Segun Corbo et al., (2014),
las bebidas ofrecen la ventaja de adaptarse facilmente a las preferencias de los
consumidores en funcidn de contenido, apariencia, forma, tamario y forma, lo que las
convierte en una eleccidon popular en la vida diaria.

Dentro de la categoria de bebidas funcionales se incluyen diversos tipos de
productos como las bebidas energéticas, las bebidas deportivas, las bebidas
probidticas, las infusiones herbales y las bebidas fermentadas (Figura 2). El mercado
de las bebidas funcionales ha crecido constantemente y ha sido uno de los
segmentos mas dinamicos del sector de alimentos funcionales. Esto se debe a la
tendencia de los consumidores a reducir la ingesta de bebidas carbonatadas con alto
contenido calorico (Males et al., 2022).

Figura 2. Ejemplo de bebidas funcionales de venta en el mercado global (Adaptado
de Gupta et al., 2023)
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De manera particular, existe un interés creciente en bebidas basadas en extractos
vegetales, ya que presentan beneficios para la salud, como la prevencién de
enfermedades cardiovasculares, hipertension, obesidad y DM2 (Gupta et al., 2023).
Segun Tolun & Altintas (2019), estas bebidas son una valiosa fuente de nutrientes y
moléculas bioactivas, entre las que se incluyen vitaminas, minerales, compuestos
fendlicos, fitoesteroles, acidos grasos, fibra, prebidticos y probidticos. Dentro de
estas bebidas se encuentran las bebidas fermentadas como la kombucha.

2.5 Kombucha

La kombucha (KOM) es una bebida fermentada que se elabora a partir de un
consorcio simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY) (Leal et al., 2018). Después
de la fermentacion, la KOM es una mezcla de compuestos bioactivos que incluyen
azucares, polifenoles, acidos organicos, fibra, aminoacidos, vitaminas del complejo
B, vitamina C y algunos mineral como Cu, Fe, Mn, Ni y Zn, asi como compuestos
antibidticas y enzimas hidroliticas (Jayabalan et al., 2014).

La KOM es popular en diferentes paises, incluido México. En 2019 el valor de
mercado global de KOM fue de 1670 millones de ddlares y para el 2027 se estima
que incremente en un 19.7 % (GVR, 2020), siendo ésta el producto de mas rapido
crecimiento en el mercado de bebidas funcionales y fermentadas mas populares del
mundo (Leonarski et al., 2021).

2.5.1 Produccion de kombucha

En la Figura 3 se muestra la elaboracion de esta bebida fermentada, que consiste en
un proceso estandarizado y ampliamente reportado. Se prepara a partir de una
infusion de té o sustrato (5-10 g/L) elaborado a 80-90 °C (1) y con la adicion de 50-
100 g/L de sacarosa (2). La bebida resultante es filtrada y enfriada a temperatura
ambiente (3) y, posteriormente es inoculada con el consorcio o SCOBY (alrededor
del 3 % p/v) junto con un 10-15 % v/v de un lote previo de KOM, conocido como
liquido iniciador (4) para promover la fermentacion (5) y reducir el pH del medio
(Jayabalan et al., 2014; Watawana et al., 2015). Las materias primas, la
concentracion de hojas de té y azucar, la duracidn de la fermentacion y la
temperatura pueden variar en funcion de las practicas de elaboracion. Aunque los
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sustratos principales son el té negro y el té verde (Camellia sinensis), también se
utilizan otros sutratos como zumos o jugos de frutas, leches vegetales, café, hierbas

medicinales entre otros (Vazquez-Cabral et al., 2017; Yavari et al., 2017).

Figura 3. Esquema general del proceso de produccién de KOM (Adaptado de Diez-
Ozaeta & Astiazaran, 2022).

2.5.2 Proceso de fermentacion de la kombucha

El cultivo simbidtico responsable del proceso de fermentacion esta compuesto por
una variedad de microorganismos, incluyendo bacterias acido lacticas (BAL) como
Lactobacillus spp., Oenococcus oeni., Lactococcus spp., entre otros; bacterias acido
acéticas (BAA) como Komagataeibacter spp., Acetobacter spp., Gluconobacter spp.,
y levaduras como Zygosaccharomyces spp., Saccharomyces  spp.,
Schizosaccharomyces spp., Brettanomyces spp., Candida spp., Pichia spp.,
Torulaspora spp., entre otras (Coton et al., 2017; De Roos & De Vuyst, 2018). Las
comunidades microbianas involucradas son notoriamente complejas y pueden variar
significativamente dependiendo de factores como las materias primas utilizadas, la
fuente de azucar y las condiciones de fermentacion (Vitas et al., 2013).

Durante el proceso de fermentacidn simbidtica coexisten las fermentaciones lactica,

aceética y alcoholica, como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Interaccion de los microorganismos y los principales metabolitos generados
durante el proceso de produccién de KOM (Adaptado de Diez-Ozaeta & Astiazaran,
2022).

En resumen, las especies de levaduras que poseen actividad invertasa hidrolizan la
sacarosa produciendo fructosa y glucosa. Luego, las levaduras continuan el proceso
metabolizando la glucosa para generar dioxido de carbono (CO>) y etanol. Cuando
la glucosa y la fructosa se encuentran disponibles para las BAL y las BAA, las BAL
las convierten principalmente en acido lactico mediante la ruta metabdlica de
Embden-Meyerhof. Por su parte, las BAA utilizan la glucosa a través de procesos
oxidativos que dan lugar a varios acidos organicos, como el glucénico, glucurénico y
acético. Ademas, estas bacterias pueden transformar la fructosa en acido acético y
también oxidar el etanol producido por las levaduras, generando asi mas acido
aceético (May et al., 2019). La oxidacion del etanol a acido acético por parte de las
bacterias acido acéticas (BAA) asegura que la bebida final tenga un bajo contenido
de etanol.

Otro aspecto importante en la elaboracion de kombucha es la produccion de

biocelulosa, biofilm o biopelicula. Aunque se reconoce que la principal especie
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productora es Komagataeibacter xylinum, se han identificado varias especies
adicionales de BAA como productoras de celulosa (Villarreal-Soto et al., 2020). Las
especies de K. xylinum convierten la glucosa en glucosa-6-fosfato, lo que finalmente
da lugar a la produccion de uridina difosfo-glucosa (UDPGlIc). Después mediante la
accion de la celulosa sintasa, la UDPGlIc se transforma en celulosa (Laavanya et al.,
2021). La formacién de fibrillas de celulosa y su ensamblaje en estructuras mas
elaboradas conduce a la creacion de una nueva biopelicula en la superficie. A medida
qgue avanza el periodo de fermentacion, el espesor de esta biopelicula aumenta. Este
fendbmeno se relaciona con la adaptacion del consorcio al sustrato y al medio de

fermentacion (Esa et al., 2014).

2.5.3 Parametros importantes en la fermentacion de la kombucha

La relevancia del tiempo durante el proceso de fermentacion radica en que algunos
compuestos son generados a través del tiempo, mientras que otros pueden
degradarse. Consecuentemente, como resultado del tiempo de fermentacion, el pH
resultante puede variar entre 2.5 y 4.2 y tiende a descender de manera mas rapida
durante los tres primeros dias debido a la produccion de acidos a través del
metabolismo del cultivo inicial. Luego, los cambios en el pH se vuelven menos
considerables de forma gradual (Muhialdin et al., 2019). Un pH bajo presenta
diversas ventajas después de la fermentacion, entre ellas se incluyen la preservacion
de la bioactividad de los compuestos fendlicos y la proteccion de las bebidas
fermentadas contra patégenos a los cuales es susceptible (Rahmani et al., 2019). El
proceso de fermentacion generalmente tiene una duracion de 7 a 10 dias. Durante
este periodo se logra obtener una bebida con un sabor afrutado y refrescante, asi
como ligeramente acido, a diferencia del sabor a vinagre que se obtiene cuando la
fermentacion se extiende hasta los 14 dias (Chakravorty et al., 2019).

La temperatura es otro factor critico a tener en cuenta en este proceso,
recomendando mantenerla entre 20 y 30 °C para favorecer el crecimiento
microbiano. Vitas et al (2013) sefalaron que un intervalo de temperatura de 37 a 42
°C desempeia un papel fundamental en la mejora de la capacidad antioxidante de
la bebida, lo que mejora el potencial funcional de la KOM. No obstante, es importante
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tener en cuenta que una temperatura excesivamente alta puede propiciar el rapido
crecimiento de levaduras en detrimento del crecimiento de bacterias, lo que resultaria

en una bebida con problemas de calidad organoléptica (Tran et al., 2020).

2.5.4 Incremento en el contenido de compuestos fendlicos mediante la
elaboracion de KOM mediante un proceso no convencional

Durante la fermentacion, el consorcio microbiano compuesto por BAL, BAA,
bifidobacterias y levaduras puede aumentar las concentraciones de compuestos
fendlicos como los acidos galico, vanilico, siringico, cafeico y ferulico, asi como
compuestos como la catequina, la epicatequina y proantocianidinas, los cuales son
producidos por hidrdlisis de compuestos mas complejos (Gaur & Ganzle, 2023).
Adicionalmente, el aumento de la fraccidon de estos compuestos fendlicos extraibles
podria proceder de la hidrdlisis de la fraccién de compuestos fendlicos no extraibles,
los cuales se encuentran asociados a la fibra dietaria (Cerda-Cejudo et al., 2023).

Esta fibra dietaria es otro componente de los subproductos y esta compuesta
principalmente por celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina. En el proceso de
fermentacion el consorcio produce enzimas que pueden degradar la pared celular del
sustrato utilizado (Figura 5).
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Figura 5. Liberacion de los compuestos fendlicos en la KOM mediante el proceso de
fermentacion

Entre las enzimas bioloégicamente activas se incluyen las celulasas, las xilanasas y
las lacasas, las cuales tiene un efecto sobre la degradacion de la fibra dietaria,
obteniendo una estructura de red con un mayor numero de poros y grietas (Chen et
al., 2020; Qin et al., 2023). Estas modificaciones facilitan la extraccion y difusion de
los compuestos fendlicos a través de su liberacion de vacuolas o paredes celulares
y también pueden generar una mayor cantidad de fibra soluble (Cerda-Cejudo et al.,
2023).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, la elaboracién de la KOM mediante
un proceso no convencional —es decir, a partir de infusiones sin filtrar (Figura 5)—
podria incrementar el contenido de compuestos fendlicos en la bebida resultante en
comparacion de cuado se parte de infusiones filtradas. Este efecto podria explicarse
a través de tres mecanismos principales: (i) la descomposicion estructural de la pared
celular vegetal por accion de microorganismos presentes en el consorcio microbiano;
(i) la liberacion de compuestos bioactivos ligados (compuestos fendlicos no
extraibles), mediada por enzimas hidroliticas producidas durante la fermentacién vy,
(iii) la sintesis de nuevos compuestos por parte de los propios microorganismos
(Cano y Postigo et al., 2021)

2.5.5 Produccion de analogos de kombucha a partir de subproductos
agroindustriales

En la industria de alimentos son generadas cantidades importantes de subproductos
y residuos que tienen el potencial de convertirse en contaminantes ambientales
(Sadh et al., 2018). La biotransformacién de estos subproductos en compuestos
bioactivos y productos con valor agregado sigue siendo un desafio importante en la
actualidad. En este contexto, la fermentacion ha sido un enfoque historico para la
produccion de alimentos funcionales de valor agregado utilizando microorganismos.
Un ejemplo es el estudio realizado por Pure et al., (2016), quienes evaluaron la
cascara de platano (Musa sapientum) como sustrato para la preparacion de analogos
de KOM. Esta bebida fermentada presenta un contenido de compuestos fendlicos
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mas alto y una capacidad antioxidante significativamente mayor en comparacion con
la infusidn de cascara de platano sin fermentar. Esto demostré el potencial de la
fermentacidn para mejorar la calidad nutracéutica de los subproductos agricolas.
Por otro lado, también se ha estudiado el uso del suero de soya (Glycine maxL.), un
subproducto del procesamiento de la soya, que contiene isoflavonas, proteinas,
oligosacaridos y acidos organicos. Tu et al., (2019) reportaron que la fermentacion
de suero de soya proporciona tanto un sabor afrutado y floral, asi como un aumento
en la capacidad antioxidante y la actividad antimicrobiana en comparacion con el
suero no fermentado. La seda de maiz (Stigmata maydis), un subproducto agricola,
también se ha explorado como un sustrato alternativo. Wang et al., (2021)
desarrollaron una bebida con una alta capacidad antioxidante y valor nutricional al
optimizar varios parametros de fermentacion, como el contenido inicial de azucar, la
inoculacion del cultivo y la temperatura.

Por otro lado, se ha investigado el uso de efluentes de bodega de la produccion de
vino como sustrato de fermentacion. Vukmanovi¢ et al., (2020) utilizaron este efluente
y obtuvieron un analogo de KOM con un sabor a vino. Esta bebida también presento
una alta capacidad antioxidante en comparacion con la KOM a base de C. sinensis.
Estudios complementrios de Vukmanovi¢ et al., (2022) exploraron las propiedades
antimicrobianas de este analogo de KOM, demostrando su efectividad contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Esta actividad antimicrobiana se
intensifico a altas temperaturas y con un contenido de azucar elevado.

Las hojas de Ribes nigrum L., Vaccinum myrtillus L. , Rubus fruticosus L,. y Fragaria
vesca L. son subproductos agroindustriales de las bayas y constituyen una fuente de
valiosos compuestos bioactivos. Ziemlewska et al., (2022) evaluaron los beneficios
de la fermentacion de los subproductos de bayas, encontrando una mayor capacidad
antioxidante mediante los ensayos de ABTS y DPPH en comparacion con las

infusiones sin fermentar, mejorando el potencial funcional de la bebida.

2.5.6 Efecto antiobesogénico de la kombucha y sus analogos
El potencial efecto antiobesogénico de las bebidas tipo KOM es un tema de interés

en la investigacion sobre salud, alimentos y nutricion. Diversos estudios han sugerido
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que ciertos componentes de la KOM, como los acidos organicos y los compuestos
fénolicos, podrian ejercer propiedades beneficiosas para la salud, incluyendo efectos
sobre el metabolismo de lipidos y la regulacién del peso corporal (De Campos Costa
et al., 2021).

En un estudio preventivo se evaluo el efecto del consumo de la KOM en el control de
la obesidad en ratones alimentados con una dieta hipercolesterolémica y, se observo
una reduccion del 14.6 % en el peso corporal de los animales que consumieron una
KOM de té negro (5 g/L) después de 12 semanas de intervencion. Ademas, en los
animales disminuyd la proporcion de tejido adiposo retroperitoneal en relaciéon al
peso corporal. Estos resultados indican un potencial efecto antiobesogénico
asociado con el consumo de KOM, atribuido a una menor ingesta de alimentos por
efecto de saciedad en los animales tratados con la bebida en comparacion con
aquellos que solo recibieron la dieta alta en colesterol (Yang et al., 2009). En otro
modelo experimental de dislipidemia inducida por una dieta alta en colesterol se
encontraron resultados similares después de la administracion de 5 mL/kg de peso
corporal de KOM de té negro, observandose una reduccion significativa en los niveles
de colesterol total (26 %), TAG (27 %), LDL (36 %), VLDL (28 %) y un incremento de
las concentraciones de HDL (Bellassoued et al. 2015).

Mientras que, Permatasari et al (2022) evaluaron los efectos de un analogo de KOM
a base de uva de mar (Caulerpa racemosa) (25 g/L) en ratones alimentados con una
dieta alta en grasa y colesterol (DAGC). El grupo que consumio la bebida preparada
con uva de mar a una dosis de 150 mg/kg de peso corporal administrada durante 4
semanas mostréo aumentos significativos en el colesterol HDL (63 %) y reducciones
significativas en los niveles de colesterol total (65 %) y TAG (26 %), aunque no se
observo mejora en los niveles de LDL. Dosis mas altas de esta bebida, 300 mg/kg,
intensificaron aun mas los efectos sobre los niveles de triglicéridos, HDL y LDL.
Ademas, se registr6 una reduccion significativa del peso corporal (30 %) en
comparacion con el peso de los ratones alimentados con DAGC, lo que se asocio
con la inhibicién de la lipasa.

En un estudio bioinformatico se examinaron los efectos de un analogo de KOM

elaborado a partir de Clitoria ternatea (12 g/L), con el objetivo de identificar los
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compuestos con potencial antiobesogénico. Se identificaron un total de 79
compuestos, de los cuales se seleccionaron 13 para simular su interaccion en el
estudio de acoplamiento molecular in silico con enzimas como la lipasa pancreatica
humana, la a-amilasa humana, la a-glucosidasa humana y lipasa pancreatica
porcina. Compuestos como el kaempferol, la quercetina-3-O-3-D-glucésido, la
quercetina, la dibencilamina y la a-pirrolidinopropiofenona fueron identificados con
potencial antiobesogénico (Hardinsyah et al., 2023).

2.6 Hibiscus sabdariffa L.

2.6.1 Carateristicas generales

Hibiscus sabdariffa L., también conocida como roselle o jamaica en México, es una
planta perenne perteneciente al género Hibiscus de la familia Malvaceae (Rodriguez-
Romero et al., 2023).

En nuestro pais, los calices de jamaica se emplean principalmente para elaborar una
bebida refrescante de amplio consumo entre la poblacion; por lo tanto, este es un
cultivo de relevancia economica y cultural (Cauich et al., 2020). Esta bebida se
destaca por su distintivo sabor, asi como por sus potenciales beneficios para la salud,
ya que constituye una fuente fundamental de compuestos bioactivos (Rodriguez-
Romero et al., 2023).

2.6.2 Compuestos fitoquimicos

Diversos estudios han explorado la presencia de compuestos fendlicos en diversos
extractos de jamaica, evaluando los contenidos totales y estableciendo perfiles
detallados de polifenoles. Se ha reportado un contenido total de polifenoles de 14
mg/g en los calices de jamaica, 10 mg/g de flavonoides y de 5 mg/g de antocianinas
en base seca (Herranz-Lopez et al., 2012).

Se ha comprobado que los extractos de calices de jamaica contienen acido
protocatecoico (7.0 %), catequinas (9.9 %), epigalocatequina (10.2 %),
epigalocatequina-3-galato (20.0 %) y acido cafeico (18.0 %) en base seca (Alegbe et
al., 2019). Mediante el uso de técnicas avanzadas como la cromatografia liquida de
ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS), se lograron
identificar un total de 104 compuestos fendlicos, clasificados en distintas familias:
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acidos fendlicos (tanto hidroxibenzoicos como hidroxicinamicos), flavonoides
(incluyendo flavonoles, flavanoles, flavonas, flavanonas y antocianinas), asi como
otros tipos de compuestos (Amaya-Cruz et al., 2017).

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua en formas glicosiladas
pertenecientes al grupo de los flavonoides, que confieren el color caracteristicos a la
flor de jamaica. La hibiscina, también conocida como cianidina-3-glucosido, fue la
primera antocianina extraida de esta planta. Otra antocianina importante, la
delfinidina-3-sambubidsido, es principalmente responsable de la capacidad
antioxidante; ademas, se le atribuyen efectos hipocolesterolémicos y
antihipertensivos a esta antocianina (Izquierdo-Vega et al., 2020).

2.6.3 Subproducto de Hibiscus sabdariffa L.

El aumento en la produccidén y consumo de bebidas de calices de jamaica genera
una cantidad considerable de subproductos, asi como, grandes cantidades de calices
rotos sin valor comercial (Solangi et al., 2017).

De acuerdo a Sayago-Ayerdi et al., (2013), los residuos de decoccidn de diferentes
cultivares de jamaica son ricos en fibra dietética (40.0 - 45.7 g) y proteinas (4.9 -12.3
g), con un contenido especialmente significativo de polifenoles (50 - 130 mg) por cada
100 g de subproducto en base seca.

En el perfil especifico de compuestos fendlicos de este subproducto se identificaron
un total de 31 compuestos, incluyendo 10 acidos hidroxicinamicos, como el acido
elagico, y varios derivados del acido cafeico y acido ferulico; 1 acido hidroxibenzoico,
acido galico; 9 flavonoles como los aglicones de miricetina, quercetina y kaempferol,
asi como varios glucosidos de estos compuestos y 11 antocianinas derivados de
cianidina, pelargonidina y delfinidina (Amaya-Cruz et al., 2019)

Al cuantificar las antocianinas en el subproducto se reporté que la cianidina-3-O-
rutinésido y la delfinidina-3-O-sambubidsido representan el 95 % del contenido total
de antocianinas, un valor similar al encontrado en los calices. Al comparar el
contenido individual de las antocianinas de los calices de jamaica con su subproducto
se observo una disminucién del 62 % para la cianidina-3-O-rutindsido y del 60 % para
la delfinidina-3-O-sambubidsido (Amaya-Cruz et al., 2017)
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En otro estudio también se identific6 que alrededor del 58 % de los compuestos
fendlicos quedan retenidos en los calices de jamaica tras el proceso de decoccion.
Se encontré que en los calices y en el subproducto existe una concentracion de
compuestos fenolicos de 25.05 y 14.82 mg equivalentes de acido galico/g,
flavonoides totales de 10.87 y 7.91 mg equivalentes de rutina/g, antocianinas de 2.24
y 1.29 mg equivalentes de cianidina 3-O-glucésido/g y proantocianidinas de 2.41 y
2.60 mg proantocianidinas/g, respectivamente (Serna-Tenorio et al., 2023)

2.6.4 Beneficios a la salud del consumo de Hibiscus sabdariffal.y su
subproducto

Se ha reportado que los extractos acuosos de calices de jamaica tiene accion
diurética, antiinflamatoria, ademas disminuye la hipertension, el colesterol y el peso
corporal (Rodriguez-Romero et al., 2023).

La decoccion de los calices de Hibiscus sabdariffa L. de la variedad criolla fue
evaluada al 3 % (p/v) en un modelo preventivo de ratas alimentadas con una dieta
alta en grasas y fructosa (DAGF). La suplementacién con la bebida disminuyo la
ganancia de peso corporal en un 8.9 % en comparacién con los animales alimentados
con la dieta DAGF (Morales-Luna et al., 2018).

Otro estudio también evaluo el efecto del consumo de los extractos acuosos al 3 %
(p/v) de calices de jamaica cuarentefia color purpura en ratas alimentadas con una
DAGF. Después de dieciséis semanas de tratamiento preventivo, se reporté que
disminuyo el peso corporal en un 9 %. Ademas, se observé un menor valor del indice
HOMA-IR, el cual estima la RI, con reducciones del 33.4 % comparado con el grupo
alimentado con la DAGF (Rangel-Garcia et al., 2022).

Por otro lado, los beneficios a la salud de los calices de jamaica y su subproducto
fueron evaluado en ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica y suplementadas
con 10.1 g de calices de jamaica y 6.2 g de subproducto de calices de jamaica
(equivalente a 4 % de fibra dietaria) por cada 100 g de DAGF. El consumo de

subproducto de jamaica produjo resultados similares a los del caliz de jamaica en la

31



reduccion del peso corporal (10 % y 14 %) , la hipertrofia de adipocitos (17 % y 13
%)ylaRI (48 %y 59 %), respectivamente (Amaya-Cruz et al., 2019).

Finalmente, en un estudio de intervencion, triple ciego, aleatorizado y controlado con
placebo se asignaron de forma aleatoria 90 adolescentes obesos de 12 a 18 afios
con dislipidemia. Durante un mes, un grupo recibié 2 g de polvo fino de calices de
jamaica al dia; mientras que, el otro grupo recibié un placebo en polvo. Los resultados
mostraron una disminucion estadisticamente significativa del 10 % en los niveles de
colesterol y TAG en el grupo que recibié suplementacion con caliz de jamaica, en
comparacion con los niveles al inicio del estudio clinico (Sabzghabaee et al., 2013).
La literatura existente no reporta estudios que evaluen el efecto antiobesogénico o
los problemas asociados con la suplementacion de analogos de kombucha
elaborados a partir de calices de jamaica y su subprodcuto. Esta informacion destaca
una clara oportunidad para desarrollar bebidas fermentadas a partir de los calices de

Hibiscus sabdariffa L. y evaluar sus posibles beneficios relacionados con la obesidad.
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3. JUSTIFICACION

México enfrenta una preocupante prevalencia de sobrepeso y obesidad, afectando a
mas del 70 % de los adultos y al 30 % de la poblacion joven. Anualmente, se vinculan
aproximadamente 200 mil muertes a estas condiciones, que incrementan el riesgo
de DM2 y enfermedades cardiovasculares. Ante los efectos adversos del consumo
de bebidas altamente caldricas ha surgido un interés en alternativas mas saludables,
destacando el incremento en el consumo de bebidas fermentadas como la KOM,
conocida por sus multiples beneficios para la salud.

A pesar de la popularidad de las bebidas fermentadas, la falta de opciones
especificas con propiedades antiobesogénicas representa una oportunidad de
innovacion. En base a lo anterior, existe un creciente interés en explorar plantas
alternativas al té negro para producir analogos de KOM con diferentes perfiles
fitoquimicos, lo que podria resultar en la produccion de bebidas funcionales con
propiedades sensoriales aceptables. En este contexto, tanto los calices de jamaica y
su subproducto emergen como una opcién prometedora, ya que poseen un alto
contenido de compuestos bioactivos, en particular compuestos fendlicos y acidos
organicos, que han mostrado beneficios para la salud, incluyendo la capacidad de
controlar la obesidad, ademas de ser una matriz culturalmente aceptable.

La elaboracion de un analogo de KOM a partir de jamaica y su subproducto permite
comparar el efecto del contenido del sustrato sobre la liberacion y biotransformacion
de compuestos fendlicos durante la fermentaciéon. Ademas, el uso de infusiones sin
filtrar puede favorecer la disponibilidad de compuestos fendlicos no extraibles
mediante mecanismos enzimaticos microbianos.

Con base a lo anterior, este proyecto plantea desarrollar analogos de KOM con
potencial para el control de la obesidad a partir de calices de jamaica y su
subproducto, ofreciendo a los consumidores una bebida alternativa saludable.
Finalmente, el objetivo del desarrollo de estos productos podria contribuir al Pronace
de Salud y alinearse con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS),
especificamente Salud y Bienestar (ODS 3), asi como Produccién y Consumo
Responsables (ODS 12).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Desarrollar un analogo de kombucha utilizando un extracto acuoso de Hibiscus
sabdariffa L. y su subproducto y evaluar su efecto preclinico en el control de la

obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas.

4.2 Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto del proceso de fermentacion sobre las propiedades
fisicoquimicas y fitoquimicas de bebidas tipo kombucha a base de un extracto
acuoso de Hibiscus sabdariffa L. y su subproducto.

2. Determinar la inocuidad y aceptabilidad sensorial de las bebidas que cumplan
con los criterios de una kombucha.

3. Caracterizar el contenido de compuestos fendlicos de las bebidas aceptadas
sensorialmente.

4. Evaluar el efecto de las bebidas con mayor aceptabilidad en el control de la

obesidad y alteraciones metabdlicas utilizando un modelo in vivo.
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5. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presenta la estrategia experimental de forma general que se
empled para abordar el presente proyecto de investigacion (Figura 8). Esta estrategia
fue disefada para responder a cada uno de los objetivos especificos y se encuentra

estructurada en seis fases distintas.

Figura 6. Estrategia experimental del proyecto de investigacion.
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5.1 Materiales

5.1.1. Material vegetal
Los calices de Hibiscus sabdariffa L. de la variedad criolla se obtuvieron de
productores locales de Amuco, Guerrero.

5.1.2. Material biolégico
El SCOBY fue donado por el Laboratorio Nacional Conahcyt de Apoyo a la
Evaluacion de Productos Bidticos del Tecnolégico Nacional de México campus
Instituto Tecnoldgico de Durango (LaNAEPBI-TecNM/ITD) a cargo de la Dra. Nuria
Elizabeth Rocha Guzman.

Para el experimento in vivo se adquirieron 56 ratas Wistar macho con un peso
corporal de 160 £ 20 g, provenientes del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM, Campus Juriquilla. Las ratas se distribuyeron en 7 grupos, cada uno
integrado por 8 animales, siguiendo las recomendaciones de Zhang & Hartmann
(2023). Este tamarfio de muestra garantizo un valor estadistico suficiente, respeto las
consideraciones éticas al minimizar el numero de animales utilizados, mantuvo la
replicabilidad y la fiabilidad de los resultados y redujo la variabilidad para obtener
estimaciones mas precisas. Las ratas fueron alojadas individualmente en jaulas de
acero inoxidable de 258 cm?, con entrada de luz y ventilacion, dentro del bioterio del
Posgrado en Alimentos de la Facultad de Quimica. Durante todo el experimento, se
mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas: humedad relativa del 50 +
10 %, temperatura de 23 £ 2 °C y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Durante una
semana de aclimatacioén, los animales recibieron libre acceso a agua potable y una
dieta estandar (Rodent Diet 5001, Purina®, St. Louis, MO, EE. UU.), de acuerdo con
lo estipulado en la NOM-062-Z00-1999. La limpieza de bebederos y comederos se

realiz6 cada tres dias, mientras que las jaulas fueron aseadas semanalmente.

5.2 Métodos

5.2.1 Preparacion de las muestras

Se siguio la técnica descrita por Serna-Tenorio et al., (2023) con algunas
modificaciones. Los calices secos de Hibiscus sabdariffa L. se desinfectaron con
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hipoclorito de sodio (100 ppm) por inmersién durante 10 min y después se filtraron
por decantacién. Posteriormente, se preparé el primer extracto acuoso al 0.25y 0.5
% (p/v) de los calices de jamaica durante 10 min. Después, se separo por filtracidon
el extracto acuoso (infusidn o deccocion) de los calices utilizados (subproducto). El
subproducto se secé a 45 °C durante 48 h en un horno de circulacion forzada (BF
400, Binder, Alemania). El subproducto obtenido se utilizé para preparar el extracto
acuoso 2, como se describié anteriormente. De cada uno de los extractos del
subproducto se prepararon dos lotes: uno filtrado y el otro sin filtrar.

5.2.2 Elaboracién del analogo de kombucha (KOM)

La preparacion de la KOM sigui6 el procedimiento de Sarifiana-Nufiez et al., (2024),
con ciertas adaptaciones. Para los extractos preparados se utilizaron tres
concentraciones de sacarosa (6 %, 8 % y 10 % p/v), como se indica en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Disefio para establecer condiciones de fermentacion para la produccion
de analogos de KOM

. Susitrato. Sacarosa SCOBY | Cultivo Iniciador | Temperatura
Ensayo | (caliz de jamaica o (@) (@) (mL) °C)

subproducto)’ 9 9

1 60

2 25¢g 80

3 100

) 50 25 100 25

5 5¢g 80

6 100

La decoccion o infusidn se prepard en 1 L de agua

Se agregaron 100 mL de cultivo iniciador (proveniente de una fermentacion previa
de 7 dias de té negro) y 25 g del consorcio de bacterias y levaduras (SCOBY) por
cada litro de decoccién. La fermentacién se realizé en aerobiosis a 25 °C utilizando
recipientes de vidrio y, se tomaron muestras para analisis en los dias 0,1, 3,5,7y 9
para cada ensayo experimental. Las variables respuesta fueron el pH, la acidez
titulable, °Brix, el rendimiento de la biopelicula y la concentracion de azucares

reductores.
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5.2.3 Propiedades fisicoquimicas de los analogos de kombucha
5.2.3.1 pH

La determinacidn del pH se llevo a cabo siguiendo los lineamientos establecidos en
la norma NMX-F-317-S-1978, correspondiente a la medicién de pH en alimentos.
Para ello, se utilizd6 un potenciometro equipado con electrodo de vidrio (Horiba F-
74BW, Kyoto, Japon).

5.2.3.2 Acidez titulable

La acidez titulable se determiné siguiendo el método potenciométrico descrito en la
norma AOAC 942.15. Para ello, se titularon 10 mL de cada muestra con una solucion
de hidroxido de sodio (0.1 M) hasta alcanzar un pH final de 8.1. El porcentaje de
acidez titulable se obtuvo aplicando la siguiente formula:

% Acidez titulable= (eomx tnaou X (acttoacitice) y 10
NaOH muestra

Donde:

Vnaon = Volumen de gasto de la solucion de NaOH estandarizada (mlL)

My a0y = Concentracion molar de la solucion de NaOH estandarizada

Ficido acetico = Equivalencia del acido mayoritario (0.060 para acido acético)
Cyaon = Concentracioén molar ideal de la solucion de NaOH (0.1M)

Vinuestra = volumen de la muestra (mlL)

5.2.3.3 Soélidos solubles

La cuantificacion de los solidos solubles totales se llevd a cabo conforme al
procedimiento establecido en la norma AOAC 932.12, aplicable a frutas y sus
derivados. Se utilizd un refractometro digital (Hanna Instruments HI 96801,
Woonsocket, RI, EE. UU.) para realizar las mediciones.

5.2.3.4 Azucares reductores

Para el analisis, se mezclaron 0.5 mL del reactivo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
con 0.5 mL de cada muestra de bebida en tubos de ensayo. Posteriormente, los tubos
fueron calentados en un bafo maria en ebullicion durante 10 minutos y enfriados
durante 10 minutos adicionales a 4 °C utilizando un bafio de agua con hielo. Una vez
alcanzada la temperatura adecuada, se registro la absorbancia a 540 nm empleando
un espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, EE. UU.). Los resultados se obtuvieron a partir de una curva estandar
de glucosa (rango de 0.5 a 2.5 g/L) y se expresaron como miligramos de glucosa por
mililitro de muestra (Miller, 1959).

5.2.3.5 Rendimiento del consorcio microbiano

La biopelicula de celulosa flotante en la superficie del liquido fermentado se retiré y
se seco6 con papel filtro para su pesado. El rendimiento de la celulosa microbiana

obtenida se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

% Rendimiento = (Pesofinq de la biopelicula x 100)/(Peso;yiciq de la biopelicula)

5.2.4 Analisis microbiolégicos en las bebidas

Se llevo a cabo un analisis microbiolégico de las bebidas que cumplieron con los
parametros fisicoquimicos definidos para una bebida tipo KOM. Esto incluyé un pH
cercano a 3, una acidez titulable de alrededor de 4 g/L, grados Brix entre 8 y 9, un
contenido de azucares reductores entre 5 y 7 mg/mL y un rendimiento del consorcio
microbiano superior al 400 % (Jayabalan et al., 2007; Malbasa et al., 2008; Khosravi
et al., 2019; Jakubczyk et al., 2020; Nyhan et al., 2022; Sarifiana-Nufiez et al., 2024;
Tu et al., 2024;). Con el objetivo de asegurar la inocuidad de las bebidas, se
realizaron analisis microbiologicos especificos. La cuantificacion de mesdfilos
aerobios se efectué conforme a lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994; la de
coliformes totales, siguiendo la NOM-210-SSA1-2014; y la de mohos y levaduras
mediante el método de diluciones seriadas y vaciado en placa, también con base en
la NOM-110-SSA1-1994. Estas determinaciones fueron llevadas a cabo en el
Laboratorio para la Evaluacion y Control de Riesgos Microbianos en Alimentos
(LECRIMA) de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro, el
cual cuenta con las certificaciones pertinentes. El informe correspondiente se
encuentra en el Anexo 1.

5.2.5 Evaluacion sensorial

Se llevo a cabo una evaluacién sensorial de tipo afectiva para medir la aceptacion y
preferencia, utilizando un panel conformado por personas de entre 18 y 35 afios
pertenecientes a la comunidad de la Universidad Autonoma de Querétaro. Esta
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actividad fue clasificada como de riesgo minimo (Riesgo B). Se valoraron atributos
como sabor, color, aroma, acidez y dulzor en tres bebidas seleccionadas con base
en sus propiedades fisicoquimicas. La convocatoria de participantes se realizé a
través de una invitacion difundida en redes sociales (ver Anexo 2). Se excluyeron
aquellas personas bajo tratamiento médico, con alteraciones en la percepcion del
gusto, embarazadas o con alergias o intolerancias a los ingredientes utilizados.

En total, participaron 50 panelistas no entrenados, con paridad de género, conforme
a lo sugerido por Drake et al. (2023), quienes sefialan que para lograr datos
estadisticamente confiables y reproducibles, el numero ideal de evaluadores no
entrenados oscila entre 40 y 80, ya que son consumidores comunes sin formacion
previa en analisis sensorial. Antes de iniciar la prueba, se les ley6 el consentimiento
informado, detallando los posibles riesgos asociados con su participacion voluntaria
en el estudio (ver Anexo 3). Si no existia ninguna inconformidad, las personas
firmaban el consentimiento informado y se procedia con la prueba de aceptacion, la
cual tuvo un periodo maximo de 15 min. De igual forma, se contemplé que el
participante pudiera hacer uso de la revocacion del consentimiento informado (Anexo
4) cuando lo considerara pertinente o deseara abandonar el estudio. En caso de
presentar algun malestar derivado de la evaluacion, el participante era excluido del
estudio y acompafnado a los servicios médicos correspondientes. Sin embargo, no
se presento ninguna situacion de este tipo durante el estudio.

Para la evaluacion se utilizé una escala hedonica de 9 puntos, donde 1 correspondia
a "me disgusta muchisimo" y 9 a "me gusta muchisimo" (Anexo 5). Esta prueba se
realizé en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial, ubicado en el CAIDEP (segundo
piso del Parque Biotecnoldgico), y estuvo a cargo del 1Q. en Al. Raul Herrera Jr.,
estudiante de la Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, bajo la supervision
de la Dra. Rosalia Reynoso Camacho. La realizacion de esta prueba considerd los
principios éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki, la Ley General de Salud
de México y las directrices del Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS). Se garantizé que los participantes comprendieran
plenamente y aceptaran de manera voluntaria su inclusién en el estudio, asi como

su derecho a retirarse en cualquier momento. El personal responsable de la

40



ejecucion del ensayo contaba con certificaciones en ética de la investigacion. Se
protegio la confidencialidad y seguridad de los datos personales de los participantes.
Asimismo, se vel6 por la ética del estudio, asegurando que los riesgos minimos
estuvieran justificados por los posibles beneficios. Este protocolo fue aprobado por
el Comité de Bioética de la Universidad Autdbnoma de Querétaro (Querétaro, México)
bajo el numero de registro CBQ24_066b.

5.2.6 Cuantificacion y caracterizacion de compuestos fendlicos

5.2.6.1 Compuestos fendlicos totales

La cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se realizé empleando el método
de Folin-Ciocalteu. Para ello, en una microplaca se mezclaron 30 pyL de agua
destilada con 20 yL de la muestra de bebida y 25 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (1
N). Después de un reposo de 5 minutos, se anadié 125 pL de una solucion de
Na,COs; al 5 %. La mezcla fue agitada durante 30 minutos y posteriormente se midié
la absorbancia a 765 nm mediante un espectrofotometro de microplacas (Multiskan
GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

La determinacion cuantitativa se realiz6 con base en una curva de calibracidon
preparada con acido galico (0.1 mg/mL) como estandar, y los resultados se
expresaron en miligramos de equivalentes de acido galico (EAG) por mililitro de
bebida (Singleton et al., 1999)

5.2.6.2 Flavonoides totales

Se combinaron 40 uL de las muestras de bebida con 7.5 uL de una solucion al 5 %
de nitrito de sodio, 50 yL de hidréxido de sodio 1 My 15 L de cloruro de aluminio al
10 %. La mezcla se completé con agua desionizada hasta un volumen total de 250
ML. Tras un tiempo de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente, se registrd
la absorbancia a 510 nm utilizando un espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan
GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

La cuantificacion se realiz6 mediante una curva de calibracion basada en una
solucion estandar de (+)-catequina (1 mg/mL), y los resultados se expresaron como
miligramos de equivalentes de catequina (EC) por mililitro de bebida (Heimler et al.,
2006).
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5.2.6.3 Antocianinas monoméricas

La cuantificacion de antocianinas monomeéricas se llevé a cabo mediante el método
de pH diferencial descrito por Giusti y Wrolstad (2001). En cada pozo de una
microplaca se afiadieron 175 pL de una solucion tampén (KCI 0.025 N a pH 1.0 y
CH3;COONa-3H,0 0.4 M a pH 4.5) junto con 50 pL de la muestra de bebida. Se
registraron las absorbancias a 510 nm y 700 nm utilizando un espectrofotdmetro de
microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

El calculo del contenido de antocianinas se bas6 en la diferencia entre las
absorbancias a ambas longitudes de onda y pH, tomando en cuenta el factor de
dilucion, el coeficiente de extincidn molar de la cianidina-3-glucésido (269,000
L/mol-cm), su peso molecular (449.2 g/mol) y la longitud del camino o6ptico (0.7 cm).
Los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de cianidina-3-

glucasido por mililitro de bebida. Las férmulas utilizadas se presentan a continuacion:

Abstotal=[(Ab3510 nm-AbS700 nm)pH 1-(AbS510 nm-AbSs7qo nm)pH 4,5]

Abs*PM*1000*factor de dilucidon

Antocianinas monoméricas= —r -
e*distancia

Donde:

PM= Peso molecular de la antocianina mayoritaria.
e= Coeficiente de extincion molar.

Distancia= Altura del pozo o longitud del paso optico.

5.2.6.4 Proantocianidinas extraibles (EPA)

La determinacion de proantocianidinas extraibles se realizé hidrolizando la bebida.
Se utilizaron 5 mL de la bebida y se complet6 el volumen a 10 mL con una solucion
de butanol/HCI/FeCl; (1.17 g de FeCl; disueltos en 25 mL de HCl y aforados a 1 L
con butanol). Posteriormente, se llevd a cabo una hidrdlisis a 100 °C durante 1 h. En
una microplaca se anadieron 100 pL del extracto hidrolizado y se determinaron las
absorbancias a 450 nm y 555 nm utilizando un espectrofotometro de microplacas
(Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los resultados se
expresaron como mg de proantocianidinas (PA) por mL de bebida, empleando una
curva estandar reportada por los autores del método (Zurita et al., 2012).
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5.2.6.5 Perfil de compuestos polifendlicos por UPLC-ESI-QqQ

Las muestras fueron procesadas y analizadas en el LaNAEPBIi-TecNM/ITD,
especificamente en su unidad de servicio del Laboratorio de Quimica de Productos
Naturales. Se sometieron a una microextraccion liquido-liquido de acuerdo a lo
reportado por Sarifiana-Nufiez et al., (2024). Para ello se tomo6 1mL de cada bebida,
se le adicioné 500uL de acetato de etilo, se homogeneizé por ultraturrax por 1 min.
Posteriormente, se centrifugd para separar la fase organica, se repitio la
microextraccion hasta tener 1mL de fase organica, la cual fue llevada a sequedad y

resuspendida en 200uL de metanol, para ser filtrada e inyectarse 10uL.

Las muestras se analizaron mediante inyeccidn en una columna BEH Acquity C18
(2.1 x 100 mm, 1.7 ym) mantenida a 35 °C. Para el analisis del perfil fendlico y
flavonoide se utilizé una elucién en gradiente, empleando como fase movil A una
solucion acuosa con 7.5 mM de acido formico, y como fase movil B acetonitrilo, con
un flujo constante de 0.25 mL/min. El programa de gradiente consistio en: 3% de fase
B al inicio (0.00 min), 9% a los 1.23 min, 16% a los 3.82 min, 50% a los 11.40 min, y
retorno al 3% a los 13.24 min, seguido de una fase de reequilibrio del sistema durante
1.76 minutos. Los espectros UV/Vis se registraron en el rango de 240 a 560 nm.Para
la exploracion de acidos fendlicos, se empled un rango de masas entre los 60 a 800
Da, considerando la diversidad estructural y las posibles glucosilaciones en este
grupo de compuestos. En el caso de los flavonoides, el radar se program¢é de 50 a
los 650 Da, considerando posibles derivados conjugados. El analisis se realiz6
utilizando modo de ionizacion por electrospray (ESI) en fase negativa, dado que esta
polaridad optimiza la ionizacion de compuestos con grupos carboxilicos y fendlicos,
mejorando la sensibilidad y la eficiencia de deteccion. Se utilizé una temperatura de
fuente de 150 °C, un voltaje de capilar de 2.25kV, un voltaje de cono de 20 V, la
temperatura de desolvatacion de 400 °C, un flujo de gas de desolvatacién de 800
L/min, un flujo de gas de colision de 0.1mL/min, energia de colision de 5.0 en modo
MS y de 26.0 en modo MS/MS.

Para la determinacion de antocianinas la separacion cromatografica se llevo a cabo

en una columna BEH Acquity C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 ym) operada a 40 °C. La fase
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movil consistio en agua con 0.5% de acido férmico (fase A) y metanol con 0.5% de
acido férmico (fase B). El gradiente de elucion se establecio iniciando con 1% de fase
B, aumentando a 2% en el minuto 1.00, a 5% en el minuto 1.05, a 10% en el minuto
4.00, y a 28% en el minuto 6.00, manteniéndose en 28% hasta el minuto 9.00.
Posteriormente, se incrementé a 45% en el minuto 11.00 y a 99% en el minuto 13.30,
retornando a 1% en el minuto 13.50, seguido de una fase de estabilizacion hasta
completar 15 minutos de corrida. La velocidad de flujo se fijé en 0.25 mL/min y se
inyectaron 10 yL de cada muestra preparada. El analisis se realizé utilizando modo
de ionizacién por electrospray (ESI) en fase positiva, dado que esta polaridad
optimiza la ionizacién de antocianinas debido a su estructura cationica, lo que mejora
la sensibilidad y la eficiencia de deteccion. Se utilizé una temperatura de fuente de
120 °C, un voltaje de capilar de 3.5kV, un voltaje de cono de 30 V, la temperatura de
desolvatacion de 450 °C, un flujo de gas de desolvatacién de 500 L/min, un flujo de
gas de colision de 0.1mL/min, energia de colision de 5.0 en modo MS y de 20.0 en
modo MS/MS.

Para todos los casos la cuantificacién de los compuestos fendlicos se realizé por
medio de curvas de calibracion utilizando estandares comerciales (acido galico, (-)-
epicatequina, catequina, quercetina, acido elagico, acido clorogénico, acido p-
cumarico, acido rosmarinico, acido 4-hidroxibenzoico, acido 2-hidroxibenzoico, acido
2,5-dihidroxibenzoico, rutina, acido protocatecoico, acido ferulico, epicatequina
galato, cianidina 3 glucésido, cianidina 3-O-6-piruvilglucosido entre otros). El
procesamiento de los datos se realizé utilizando el software MassLinx (Waters Co.).
En el caso de compuestos sin estandar comercial disponible, la cuantificacion se
realizé de forma putativa, basandose en la coincidencia de masas nominales del ion
precursor y sus fragmentos caracteristicos, los cuales fueron comparados con datos
bibliograficos y bibliotecas espectrales. Dado que el sistema de analisis cuenta con
un triple cuadrupolo, fue posible monitorear transiciones especificas de MRM que
resultaron coencidentes en cuanto a perfil de fragmentacion, lo cual permitié realizar
una anotacién confiable de estos compuestos. En este contexto, las identificaciones
se consideran de Nivel 2 conforme a los criterios del Metabolomics Standards

44



Initiative (MSI), al no haberse confirmado con estandares puros, pero si presentar

alta probabilidad estructural.

5.2.7 Evaluacion antiobesogénica in vivo de los KOM

5.2.7.1 Aclimatacion de los animales

Las ratas estuvieron en un periodo de aclimatacion de una semana en el bioterio,
bajo las condiciones descritas en la seccion 5.1.2, con acceso libre a alimento y agua
potable. La identificacion de cada animal se realizé mediante la aplicacion de un
rotulador con tinta segura para la piel, método no invasivo que minimiza el estrés y
el dolor. Todos los procedimientos se ejecutaron conforme a las Regulaciones
Federales para la Experimentacion y Cuidado de Animales (SAGARPA, NOM-062-
Z00-1999, México). Este protocolo contd con la aprobacion del Comité de Bioética
de la Universidad Autonoma de Querétaro (Querétaro, México) con el numero de
registro CBQ24_066b

5.2.7.2 Tratamiento y registro de peso corporal

Después de la semana de aclimatacion, se formaron siete grupos experimentales de
ocho animales cada uno (Figura 7). El control sano se alimento con la dieta estandar
Rodent Diet 5001 Purina® (DE) y el control obeso se aliment6 con una dieta alta en
grasa y fructosa (DAGF). Cinco grupos mas recibieron tratamientos preventivos: uno
fue alimentado con DAGF mas la infusion de calices de jamaica (1), analogo de
kombucha elaborada a partir de calices de jamaica (2), infusidn del subproducto (3),
analogo de kombucha del subproducto de jamaica sin filtrar (4) y analogo de
kombucha del subproducto de jamaica filtrado (5).
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Figura 7. Disefio de los grupos experimentales para la evaluacion de las bebidas

tipo kombucha sobre el control de la obesidad

Las composiciones nutricionales de la dieta estandar (DE) y la dieta alta en grasa y
fructosa (DAGF) se presentan en el Cuadro 2. La dieta DAGF fue formulada con un
60 % de dieta estandar, 20 % de grasa, 20 % de fructosa, y se le ahnadieron vitaminas
(0.12 %) y minerales (2.8 %). La elaboracion de las dietas se realiz6 semanalmente,
siguiendo las buenas practicas de manufactura establecidas en la norma NOM-251-
SSA1-2009. La preparacion tuvo lugar en el area designada para alimentos en el

laboratorio de Bioquimica Molecular, ubicado en la planta baja.
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Cuadro 2. Contenido nutrimental de las dietas para el estudio in vivo

Nutrientes Dieta estandar (DE) Dieta alta e(anA'le:? y fructosa
Proteinas 241 % 14.4 %
Carbohidratos 53.9 % 32.3 %
*Fructosa 0% 20 %
Lipidos 114 % 6 %
*Grasa 0% 20 %
Minerales 7% 7%
Vitaminas 0.3% 0.3 %

Durante todo el experimento, los grupos de animales que recibieron el tratamiento
preventivo consumieron la DAGF vy las bebidas se colocaron en el bebedero a una
dosis de 12.5 mL/kg (equivalente a una porcién de 120 mL para consumo humano)
y se administraron durante su periodo de actividad hasta que los animales
consumieron el total de la bebida y después consumian agua potable. Los lotes de
estas bebidas se prepararon cada dos semanas y se mantuvieron almacenadas a 4
°C durante este periodo. El peso corporal se monitore6 semanalmente, el consumo
de alimentos se registré dos veces por semana y el consumo de la bebida se anot6
diariamente para todos los grupos experimentales. El grado de molestia y estrés que
se causo a los animales se clasifico en tipo C, que se refiere a la administracion de

productos inocuos, con molestias minimas.

5.2.7.3 Eutanasia y recoleccion de muestras

El estudio in vivo se llevo a cabo durante al menos 16 semanas, ya que en este
periodo los animales del grupo control obeso alimentados con la DAGF (dieta alta en
grasa y fructosa) alcanzaron un peso corporal superior al 15 % comparado con el
peso de los animales del grupo control sano. Se ha reportado que los tratamientos
que disminuyen la ganancia de peso corporal alrededor del 10 % son considerados
eficaces para la prevencion de la obesidad (Salas-Salvadé et al., 2007). Por lo tanto,

era necesario aumentar al menos el 15 % del peso corporal de los animales
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alimentados con DAGF. Nuestro grupo de investigacion reportoé incrementos del 22
% en el peso de ratas después de 10 semanas de alimentacién con la DAGF
(Morales-Luna et al., 2018).

En este estudio también se plante6 evaluar la prevencion de la Rl y, de acuerdo con
los resultados de nuestro grupo de trabajo, la RI se establecio en ratas Wistar
después de 16 semanas de ser alimentadas con la DAGF (Rangel-Garcia et al.,
2022). Con base en lo anterior, los animales fueron alimentados con la DAGF vy el
analogo de KOM durante 16 semanas y, después de este tiempo, se procedio a la
eutanasia.

Para la eutanasia se consideré lo indicado por la NOM-062-ZO0-1999, por lo cual
los animales se sometieron previamente a un ayuno durante 8 h y se les aplicd, antes
de la eutanasia, una sobredosis individualizada de pentobarbital sédico como
sedante via intraperitoneal, para después ser decapitados con la guillotina. Se
tomaron muestras de sangre que se centrifugaron durante 10 min a 2500 g para
obtener el suero, el cual se almaceno a -20 °C.

Dentro de la linea de investigacion del laboratorio, se llevd a cabo la recoleccion de
diversos érganos y tejidos, incluyendo higado, aorta, rifion, musculo, colon y tejido
adiposo. Estos tejidos fueron lavados con solucion salina (0.9 % NaCl) vy
posteriormente congelados en nitrogeno liquido para su almacenamiento a -80 °C.
Las jeringas utilizadas fueron depositadas en recipientes rojos de polipropileno
disefados para residuos punzocortantes, etiquetados como ‘'residuos
punzocortantes biolégico-infecciosos', donde se conservaron por un maximo de 15
dias hasta su recogida por la empresa Servicios Especializados en Residuos S.A. de
C.V., que se encargo de su tratamiento conforme a la norma NOM-087-ECOL-SSA1-
2002. El instrumental quirargico empleado fue sumergido en solucion de cloro
durante 12 horas, lavado y posteriormente esterilizado para su almacenamiento. Los
restos animales no destinados a analisis o conservacion se consideraron desechos
y fueron colocados en bolsas amarillas, sin exceder el 80 % de su capacidad. Estas
bolsas fueron rotuladas como 'desechos patologicos' y almacenadas en

congeladores a una temperatura maxima de 4 °C durante un periodo no mayor a 15
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dias, hasta su recoleccion por la empresa EcoServi Industrial, siguiendo los
lineamientos establecidos en la NOM-087-SSA1-2002.

5.2.7.4 Evaluacion de las alteraciones metabdlicas

5.2.7.4.1 Perfil de lipidos y estimacion de aterogénica
Se cuantificaron los niveles de TAG, colesterol total (CT) y HDL empleando kits

enzimaticos de la marca Spinreact (St. Esteve de Bas, Espafia). Los niveles de
lipoproteinas LDL se estimaron utilizando la formula de Friedewald. Para la
evaluacion del riesgo aterogénico se realizaron calculos de diferentes cocientes
lipidicos, entre ellos: el indice de Castelli | (CT/HDL), el indice de Castelli Il (LDL/HDL)
y el indice de riesgo cardiometabdlico (TAG/HDL).

5.2.7.4.2 Estimacion de la resistencia a la insulina
La glucosa fue cuantificada mediante un kit enzimatico comercializado por Spinreact

(St. Esteve de Bas, Espana). La insulina se midié utilizando un kit ELISA de Fine Test
Co. (Wuhan, China), siguiendo las instrucciones proporcionadas por los fabricantes.
La resistencia a la insulina (RI) se evalud6 utilizando diferentes indices, entre ellos el
modelo de evaluacion de homeostasis (HOMA-IR), el indice cuantitativo de
sensibilidad a la insulina (QUICKI), el indice HOMA para la funcion de las células
(HOMA-B) y el indice combinado de triglicéridos y glucosa (TyG), calculados
conforme a las ecuaciones siguientes:

lucosa en ayunas (22 x insulina en ayunas L)
9 y dL

mL
2430

HOMA — IR =

= 1/ |log  insuli HUN) x 1og (g2 29
QUICKI = 1/ |log| insulina en ayunas (ﬂ) X log| glucosa en ayunas (E)

20 X insulina en ayunas (;—LD

mmol
glucosa en ayunas ( I

HOMA - B =
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triglyceridos en ayunas (%) X glucosa en ayunas (%)

2

indice TyG = Ln

5.2.8 Analisis estadistico

Para decidir si los datos debian ser analizados con métodos paramétricos o no
paramétricos, se evalud la distribucion mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se
verifico la homogeneidad de varianzas usando la prueba de Levene. Los datos que
cumplieron con los supuestos paramétricos fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %, seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. En cambio, los datos que no cumplieron dichos
supuestos se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y una
prueba post hoc Dunn-Bonferroni. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
el software JMP 11 (Cary, NC, EE. UU.), y las representaciones graficas se
elaboraron en GraphPad Prism 10 (San Diego, CA, EE. UU.).
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1Evaluacion del efecto de la fermentacion en analogos de kombucha de

calices de jamaica y subproducto

En la Figura 8 se presentan los cambios en el pH y el porcentaje de acidez titulable
(%AT) a lo largo del proceso de fermentacion. Como se muestra en la Figura 8A,
antes del proceso de fermentacion (tiempo 0), el pH de las bebidas elaboradas con
una concentracion del 0.5 % de jamaica fue significativamente menor en
comparacion con las bebidas elaboradas a una concentracion de 0.25 %. Ademas,
se observd una diferencia estadisticamente significativa entre las bebidas
preparadas mediante infusion y decoccion, siendo el pH mas bajo en aquellas
obtenidas por decoccion. Esto puede explicarse por el hecho de que, durante el
proceso de decoccion, se extraen mayor contenido de compuestos fendlicos y de
acidos organicos, responsables de la acidez (Fotakis et al., 2016).

Por otro lado, a lo largo del periodo de fermentacion, se observa un descenso en el
pH, asi como un aumento en los valores de acidez titulable a partir del primer dia
(Figura 8B). Estudios previos sobre la elaboracion de un analogo de kombucha de
jamaica al 0.5 % han reportado una disminucion del pH de 3.79 a 1.97 después de
12 dias de fermentacién, lo que se ha asociado a la produccion de acidos acético,
glucdnico y glucuronico por el efecto simbidtico de bacterias y levaduras de la
kombucha (SCOBY) (Aji et al., 2024).

Es importante destacar que el rango de pH considerado seguro para el consumo de
kombucha es de 2.5 a 4, ya que valores superiores pueden favorecer el crecimiento
de microorganismos no deseados, incluidos patdgenos potenciales, mientras que;
valores inferiores estan asociados a niveles elevados de acidos organicos, lo que
incrementa la acidez titulable y podria representar un riesgo para la salud del
consumidor (Cardoso et al., 2020). Por esta razén, las bebidas obtenidas durante los
primeros tres dias de fermentacion con 0.25 % de calices de jamaica, debido a sus
valores elevados de pH, asi como las fermentadas durante nueve dias con 0.5 %,
por presentar valores de pH bajos, no se consideran seguras para el consumo.
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Figura 8. Efecto de la fermentacion sobre el pH (A) y la acidez titulable (B) en los

analogos de kombucha a una concentracion de 0.25 y 0.5 % de caélices de jamaica.
Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra indican diferencia significativa
(p=<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer. I: Infusién; D: Decoccion; J: Jamaica; CHOS: Azucar inicial.

En la Figura 9 se presentan los cambios en el contenido de carbohidratos durante la
fermentacion, los cuales estan determinados por la actividad microbiana y la duracion
del proceso. A medida que avanza la fermentacidn, el contenido total de azucares

tiende a disminuir; mientras que, los azucares reductores aumentan, lo que indica la
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conversion de carbohidratos complejos en azucares mas simples y otros metabolitos

(Meng et al., 2023).

Figura 9. Efecto de la fermentacion sobre los grados Brix (A) y azucares reductores
(B) en los analogos de kombucha a una concentracion de 0.25 y 0.5 % de calices de

jamaica. Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra indican diferencia
significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer. I: Infusién; D: Decoccion; J: Jamaica; CHOS:

AzuUcar inicial.
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En la Figura 9A se observa que los °Brix estan determinados por la cantidad inicial
de azucar: a mayor concentracion inicial, se obtienen valores finales mas elevados,
independientemente de si se trata de una infusion o una decoccidn. Aun cuando no
se encontraron diferencias significativas en los °Brix de cada bebida, se identifica una
tendencia decreciente a partir del tercer dia de fermentacidén, un comportamiento
previamente reportado en otros estudios, donde observaron una tendencia similar a
partir del tercer dia (Ko et al., 2023).

No obstante, esta disminucion no es drastica; los valores de °Brix se mantienen
relativamente estables a lo largo del proceso de fermentacién. Este comportamiento
sugiere un equilibrio dinamico entre la hidrolisis de sacarosa —obteniendo glucosa y
fructosa— y su consumo por parte del consorcio microbiano. Este equilibrio puede
deberse a una velocidad controlada tanto en la hidrélisis como en la asimilacion de
los monosacaridos liberados. Durante la fermentacion, la glucosa es utilizada en la
sintesis de celulosa bacteriana para la formacion del SCOBY, mientras que parte de
la fructosa y glucosa permanece en el medio, contribuyendo a mantener constantes
los solidos solubles (Rocha-Guzman et al., 2025).

Por otro lado, la Figura 9B muestra un incremento en el contenido de azucares
reductores, principalmente glucosa y fructosa, producto de la hidrélisis de la
sacarosa, lo que confirma la actividad del consorcio microbiano (Tu et al., 2023). En
promedio, se observa un aumento de hasta 10 veces en el contenido de azucares
reductores, mientras que otros estudios han reportado incrementos de hasta 17
veces (Tu et al., 2024). La tendencia es similar para ambas concentraciones de
jamaica (0.5 % y 0.25 %), aunque la variabilidad entre tratamientos es mas notable
en la kombucha con 0.5 %, ya que al final de la fermentacion se presentan niveles
mas altos de azucares reductores. Esto sugiere que una mayor concentracion de
jamaica podria favorecer la actividad microbiana.

Finalmente, diversos estudios han documentado la dinamica de hidrdlisis de la
sacarosa durante la fermentacion de kombucha a base de Camellia sinensis. Por
ejemplo, Malbasa et al. (2002) reportaron que, al séptimo dia de fermentacion de una
kombucha elaborada con una concentracién inicial de 70g/L de sacarosa

(equivalente a aproximadamente 7% p/v), cerca del 34 % de la sacarosa permanecia
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sin fermentar; mientras que, aproximadamente el 12 % se habia convertido en
glucosa, el 10 % en fructosa, el 0.12 % se utilizé en la formacién de la membrana de
celulosa del SCOBY y el 44.09 % restante se transformd en otros metabolitos,
principalmente acidos organicos responsables de la estabilidad y conservacion de la
bebida. En este trabajo, aunque se emplearon concentraciones iniciales de sacarosa
de 6 %, 8 % y 10 %, se observo una tendencia similar de hidrolisis y conversion de
azucares reductores, confirmando la actividad del consorcio microbiano. Sin
embargo, los resultados deben interpretarse considerando las diferencias en la
concentracion de sacarosa respecto a los valores reportados en la literatura. Por
tanto, la relativa estabilidad de los °Brix, junto con un aumento en los azucares
reductores, es un comportamiento esperable dentro de la dinamica bioquimica de
una kombucha bien fermentada

La Figura 10 muestra el porcentaje de rendimiento de la biopelicula formada durante
el periodo de fermentacién, el cual esta directamente correlacionado con la

proliferacion microbiana y, en consecuencia, con el aumento en el peso del SCOBY.

Figura 10. Efecto de la fermentacion sobre el redimiento del cosorcio microbiano
(SCOBY) en los analogos de kombucha a una concentracion de 0.25 y 0.5 % de

calices de jamaica. Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra indican
diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer. I: Infusién; D: Decoccion; J: Jamaica;
CHOS: Azucar inicial.
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Para las bebidas elaboradas tanto con infusiones como decocciones de calices de
jamaica al 0.5 % y 0.25 %, el rendimiento del SCOBY aumento6 progresivamente con
el tiempo de fermentacion. Esto indica que los microorganismos presentes en la
kombucha utilizaron los azucares disponibles para la sintesis de celulosa bacteriana
y que las condiciones experimentales fueron Optimas para la acumulacién de
biomasa. En general, se observo que los rendimientos obtenidos con 0.25 % de
jamaica fueron inferiores a los obtenidos con 0.5 %, lo que sugiere que la
concentracion mas alta favorece un mejor desarrollo del SCOBY.

Por otro lado, las infusiones mostraron un mayor rendimiento en comparacion con
las decocciones, lo que sugiere que algunos compuestos extraidos mediante
decoccion podrian interferir con la actividad microbiana o inhibir el crecimiento del
SCOBY. Se ha reportado que altas concentraciones de compuestos fendlicos
pueden afectar selectivamente a ciertos microorganismos, lo que podria explicar este

fendmeno (Pacheco-Ordaz et al., 2018; Barbosa et al., 2021).

Asimismo, se observdo un efecto del contenido de azucar inicial, donde Ia
concentracion mas baja (6 %) presentd, en general, menores rendimientos en
comparacion con las concentraciones de 8 % y 10 %. Esto es consistente con
estudios previos que indican que la concentracion de azucar y el pH influye
significativamente en la produccion de celulosa bacteriana (Laureys et al., 2020). En
un estudio previo donde se desarroll6 un analogo de kombucha elaborado con
jamaica al 0.5 % y 10 % de azucar inicial, se reporté que para el dia 6 la masa del
SCOBY se habia duplicado y para el dia 8 habia un incremento de hasta 3 veces el
peso inicial (Aji et al., 2024). En nuestro estudio, las infusiones con 0.5 % de jamaica
y adicionadas con 8 % y 10 % de azucar inicial mostraron un incremento hasta de
cuatro veces su peso inicial, lo que sugiere una mejor adaptacion del sistema
microbiano a estas condiciones, ambas bebidas fueron las que presentaron el mayor

porcentaje de rendimiento.

La formacidn de esta biopelicula flotante en la parte superior del biorreactor es un
indicador clave de calidad en analogos de kombucha, directamente relacionada con
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la actividad de Komagataeibacter xylinus, principal especie productora de celulosa
bacteriana (Wang et al., 2022). Ademas, se ha documentado que la generacion de
celulosa bacteriana se ve favorecida por la presencia de etanol y acidos organicos,
ya que la oxidacion del etanol a acetato proporciona ATP necesario para su
biosintesis. Este ATP regula negativamente a la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), redirigiendo el flujo metabdlico hacia la polimerizacién de
glucosa en celulosa (Rocha-Guzman et al., 2025). Por lo tanto, el rendimiento
observado de la biopelicula confirma no solo la eficiencia del consorcio microbiano
bajo las condiciones evaluadas, sino también su potencial para mantener la

estabilidad y calidad funcional de la bebida fermentada.

En la Figura 11, se muestran los cambios en el contenido de compuestos fendlicos y
antocianinas durante el proceso de fermentacion. Antes de la fermentacién, se
observaron diferencias significativas en la concentracion de estos compuestos entre
las bebidas elaboradas mediante infusion y decoccion, tanto para los compuestos
fendlicos (Figura 11A), como para las antocianinas (Figura 11B). Estas diferencias
pueden atribuirse al método de extraccion, ya que la decoccion permite una mayor
liberacidn de compuestos bioactivos en comparacion con la infusion (Fotakis et al.,
2016). Ademas, como era de esperarse, las bebidas formuladas con 0.5 % de
jamaica presentaron concentraciones mas elevadas de estos compuestos en
comparacion con aquellas elaboradas con 0.25 %. Sin embargo, después de la
fermentacion, estas diferencias iniciales dejaron de ser significativas. Incluso, en el
caso de la bebida con 0.5 % de jamaica y 8 % de azucar inicial, las concentraciones
finales de compuestos fendlicos fueron estadisticamente similares a aquellas

obtenidas en las muestras preparadas mediante decoccién.

En cuanto a los cambios de estos compuestos durante la fermentacion se observa
un incremento en las primeras 24 h, lo que sugiere un rapido establecimiento del
consorcio microbiano. Posteriormente, las concentraciones tienden a estabilizarse en
la mayoria de las condiciones experimentales. Ademas, las bebidas elaboradas con
8 % y 10 % de azucar inicial mostraron una mayor concentracion de compuestos

fendlicos en comparacion con las formuladas con 6 % de azucar, lo que es acorde
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con la eficiencia del metabolismo microbiano. Una menor concentracion de azucar
podria estar asociada a una adaptacion mas lenta del consorcio, reduciendo el

metabolismo de los compuestos fendlicos (Tarhan Kuzu et al., 2023).

Figura 11. Efecto de la fermentacion sobre el contenido de compuestos fendlicos (A)
y antocianinas (B) en los analogos de kombucha a una concentracion de 0.25y 0.5

% de calices de jamaica. Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra
indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer. I: Infusién; D: Decoccion; J:
Jamaica; CHOS: Azucar inicial.
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En cuanto al contenido de antocianinas, las bebidas elaboradas con 8 % y 10 % de
azucar inicial conservaron concentraciones mas altas en comparacion con aquellas
preparadas con 6 %. Esto sugiere que la concentracion inicial de azucar no solo
influye en la actividad del consorcio microbiano, como se ha mencionado
previamente, sino también en la estabilidad quimica de las antocianinas, ya que su
concentracion esta directamente asociada con factores como el pH y la acidez
titulable, los cuales desempefian un papel crucial en la estabilidad de estos

compuestos (Xue et al., 2024).

Un aspecto importante es que las bebidas preparadas con infusion al 0.5 % de calices
de jamaica y con 6 % y 8 % de azucar inicial mostraron el mayor incremento de
antocianinas después del tercer dia de fermentacion. Sin embargo, a partir del quinto
dia comenzo6 a observarse una disminucidn en su concentracion. Este fendmeno
puede estar relacionado con la acciéon de enzimas microbianas, que favorecen la
degradacion de antocianinas a lo largo del proceso de fermentacion (Morata et al.,
2003; Wu et al., 2017;). Adicionalmente, la reduccién en el contenido de antocianinas
también podria estar asociada a procesos de oxidacion, ya que la fermentacion de
kombucha se desarrolla en un medio con una elevada disponibilidad de oxigeno
(Hornedo-Ortega et al., 2017). Este comportamiento ha sido previamente reportado
por Ayed et al. (2016), quienes observaron un patrén similar en un analogo de
kombucha elaborado con jugo de uva roja, una matriz igualmente rica en
antocianinas, donde la reduccion en la concentracidon de estos compuestos comenzoé

a partir del sexto dia de fermentacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se proponen como condiciones mas
favorables dentro de los parametros evaluados aquellas que permitieron maximizar
el contenido de compuestos fendlicos y antocianinas, favorecer la actividad del
consorcio microbiano y mantener caracteristicas fisicoquimicas acordes a la
aceptabilidad sensorial de la bebida. En este sentido: (i) una concentracion de calices
de jamaica de 0.5 % promovié mayores niveles de bioactivos y mejor adaptacion

microbiana; (ii) el uso de infusidn como método de extraccion resulté mas adecuado
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que la decoccién; (iii) una concentracion inicial de azucar de 8% equilibro el
rendimiento del sistema y el aporte caldrico; y (iv) un tiempo de fermentacion de siete
dias permitié obtener una bebida estable con caracteristicas consistentes.

Con base en estas observaciones, se planted la revalorizacion del subproducto de
infusion de jamaica mediante la elaboracion de bebidas analogas de kombucha, bajo
condiciones experimentales ajustadas para garantizar la reproducibilidad y la calidad

funcional.

En la Figura 12, se observa una disminucion del pH y un aumento en el porcentaje
de acidez titulable a lo largo del proceso de fermentacion. Este resultado era
esperado, ya que, como se menciond anteriormente, durante la fermentacion se
generan acidos organicos (principalmente los acidos acético, gluconico, glucoronico
y lactico), los cuales son los principales responsables de esta caracteristica. Por otro
lado, respecto a las bebidas obtenidas mediante una infusion filtrada (KOM-F) y otra
sin filtrar (KOM-SF) no existen diferencias significativas en el pH, hasta el dia 9.

Figura 12. Efecto de la fermentacion sobre el pH (A) y la acidez titulable (B) en
analogos de kombucha de subproducto de jamaica elaboradas a partir de infusiones

filtradas y sin filtrar. Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra indican
diferencia significativa (p < 0.05) por la prueba de Tukey-Kramer.
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Por otro lado, a partir del dia 5 se observan diferencias significativas en el porcentaje
de acidez tituble entre las bebidas. Esto podria atribuirse a que el pH mide la
concentracion de iones hidronio (H;O*) libres en la solucién, mientras que la acidez
titulable (% AT) mide la cantidad total de acidos presentes, incluyendo los que no
liberan tantos iones H3;O* en el medio (Tyl & Sadler, 2017). Lo anterior sugiere que
si bien la presencia del residuo durante la fermentacién no afecta el pH, la produccion
del acidos organicos es diferente y, por tanto, hay cambios en la acidez titulable.

Respecto al porcentaje de rendimiento del SCOBY, en la Figura 13A se observa un
aumento a lo largo del tiempo de fermentacion, alcanzando un crecimiento hasta de
cinco veces su peso inicial. No se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos KOM-F y KOM-SF durante el periodo de fermentacion, lo que sugiere
que la elaboracién de analogos de kombucha mediante un proceso no convencional,
como el uso de infusiones sin filtrar, no afecta la adaptabilidad del consorcio

microbiano.

Figura 13. Efecto de la fermentacion sobre el porcentaje de rendimiento del SCOBY
(A) y los grados brix (B) en analogos de kombucha de subproducto de jamaica

elaboradas a partir de infusiones filtradas y sin filtrar. Datos expresados como media + DE
(n=3). Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p < 0.05) por la prueba de Tukey-
Kramer.

En afios recientes, ha aumentado el interés por incorporar residuos agroindustriales

en la elaboracion de analogos de kombucha. Sarifiana-Nufiez et al. (2024) reportaron
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la adaptabilidad de las poblaciones microbianas a infusiones preparadas con
subproductos de morera (0.25-1 %), sefialando que concentraciones elevadas
pueden inhibir a Komagataeibacter sp., la bacteria acido acética (AAB) responsable
de la formacion de celulosa, sin afectar necesariamente a otros microorganismos
clave en la produccién de acidos organicos. Por otro lado, también se ha estudiado
la adaptabilidad del consorcio de kombucha a subproductos de vinificacién. Se ha
observado que altas concentraciones de orujo de uva pueden afectar selectivamente
la adaptacion microbiana; sin embargo, se ha demostrado que el uso de infusiones
sin filtrar no compromete dicha adaptabilidad, incluso se ha registrado un mayor

rendimiento en la producciéon de biomasa (Herrera-Jr et al., 2025).

La Figura 13B muestra los cambios de los grados Brix a lo largo del periodo de
fermentacion. Se observa que la muestra KOM-SF presenta una mayor disminucion
desde el primer dia, lo que podria indicar un metabolismo mas rapido de los
carbohidratos en comparacion con la KOM-F. Esta diferencia sugiere que el
consorcio microbiano presenta una mayor eficiencia enzimatica desde las primeras
etapas de fermentacion, posiblemente favorecida por la presencia de compuestos
bioactivos y sustratos adicionales presentes en la infusion sin filtrar. Estos
compuestos podrian actuar como inductores metabdlicos o cofactores enzimaticos,
promoviendo una mayor actividad microbiana, asi como las condiciones
fisicoquimicas del medio, como el pH y la AT, podrian influir en la expresion y
funcionalidad de enzimas clave, optimizando el proceso fermentativo desde las

primeras horas (Cosme et al., 2023).

Estos resultados coinciden con lo reportado para un analogo de kombucha elaborado
con orujo de uva utilizando infusiones sin filtrar, donde se observé un mayor
decremento en los grados Brix en comparacion con las bebidas fermentadas a partir
de infusiones filtradas. Este comportamiento se atribuyé a una mayor adaptabilidad
del consorcio microbiano (Herrera-Jdr et al., 2025). Esta evidencia refuerza la
hipdtesis de que el uso de infusiones sin filtrar no sélo conserva una mayor diversidad

guimica, sino que también favorece un entorno mas dinamico para la fermentacion.
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Finalmente, la Figura 14 muestra los cambios en el contenido de compuestos
fendlicos (A) y antocianinas (B) durante el proceso de fermentacion. En ambos casos
se observa un aumento en la concentracion, atribuible a la actividad microbiana
durante la fermentacion. Como se ha mencionado anteriormente, durante este
proceso los compuestos fendlicos complejos pueden ser hidrolizados, dando lugar a

moléculas mas pequenas y bioaccesibles (Gaur & Ganzle, 2023).

Figura 14. Efecto de la fermentacion sobre el contenido de compuestos fendlicos
totales (A) y antocianinas (B) en analogos de kombucha de subproducto de jamaica

elaboradas a partir de infusiones filtradas y sin filtrar. Datos expresados como media + DE
(n=3). Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p<0.05) prueba de Tukey-Kramer.

Asimismo, se identificaron diferencias estadisticas significativas en las
concentraciones de estos compuestos entre las bebidas KOM-F y KOM-SF.
Especificamente, la muestra KOM-SF presenté un incremento del 23.5 % en el
contenido de compuestos fendlicos totales y del 29.6 % en el contenido de
antocianinas al noveno dia de fermentacién, en comparacion con la bebida KOM-F.
Este aumento podria explicarse por la liberacion de compuestos fendlicos
inicialmente no extraibles, los cuales se encuentran asociados a la matriz de fibra

dietaria. Durante el proceso fermentativo, el consorcio microbiano produce enzimas
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capaces de degradar la pared celular de los residuos vegetales presentes,

favoreciendo asi la liberacion de estos compuestos (Cerda-Cejudo et al., 2023).

Estos resultados son consistentes con lo reportado por Zhou et al. (2022), quienes
observaron un aumento de 1.45 veces en el contenido de compuestos fendlicos en
kombucha elaborada a partir de té negro sin filtrar, en comparacion con aquella
preparada a partir de infusion filtrada después de nueve dias de fermentacion.

Por otro lado, la Figura 14B muestra un comportamiento particular en la
concentracion de antocianinas, ya que se registr6 un aumento constante hasta el
quinto dia de fermentacion, seguido de un descenso progresivo entre los dias siete
y nueve. Este patron coincide con lo reportado por Herrera et al. (2025), quienes
documentaron una reduccion del 48 % en el contenido de antocianinas en un analogo
de kombucha elaborado con infusiones de orujo de uva sin filtrar, atribuida a una
posible degradacion enzimatica de estos compuestos. Dicha hipdtesis podria ser
aplicable ya que las bebidas KOM-SF mostraron una mayor actividad metabdlica,

descrita previamente.

A partir de los resultados obtenidos, se infiere que: (i) las condiciones de
fermentacidon evaluadas para los calices de jamaica pueden aplicarse de manera
similar para su subproducto, mostrando una dinamica comparable en parametros
fisicoquimicos y metabolitos bioactivos; (ii) la elaboracion de kombucha mediante un
proceso no convencional, utilizando infusiones sin filtrar, es factible y no afecta
negativamente la adaptabilidad del consorcio microbiano, como lo evidencian los
rendimientos de SCOBY y el comportamiento de °Brix, pH y acidez titulable; y (iii)
este enfoque permite conservar y liberar mayores niveles de compuestos fendlicos y

antocianinas, lo que potencialmente incrementa el valor funcional de la bebida final.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la integracion de subproductos
agroindustriales mediante infusiones sin filtrar representa una alternativa viable para
diversificar analogos de kombucha, aprovechar matrices residuales ricas en

fitoquimicos y contribuir a practicas de bioeconomia circular.
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6.2Evaluacion sensorial de los analogos de kombucha de calices de jamaica y

su subproducto

Con el objetivo de analizar la aceptabilidad de los analogos de kombucha elaborados
a partir de calices y subproductos de jamaica, se disefid un analisis sensorial afectivo
con un panel de 50 consumidores no entrenados. Esta evaluacion se llevo a cabo en
dos etapas. En la primera se compararon dos muestras: una bebida comercial y un
analogo de kombucha elaborado a partir de calices de jamaica (KOM-J). En la
segunda se evaluaron tres bebidas: KOM-J y las dos versiones adicionales obtenidas
a partir del subproducto de jamaica, empleando una infusion filtrada del subproducto
(KOM-F) y otra sin filtrar (KOM-SF). Esta estrategia permitié contrastar tanto la
materia prima (caliz vs. subproducto) como el método de preparacion (filtrado vs. sin

filtrar), a fin de identificar diferencias sensoriales relevantes

Se aplicod una prueba de aceptacion mediante una escala hedonica estructurada de
9 puntos, donde el valor 1 indica "me disgusta muchisimo" y el 9 "me gusta
muchisimo", esto permitié cuantificar el grado de agrado que generaban las muestras
en los consumidores. Adicionalmente, se realizdé una prueba de ordenamiento por
preferencia, solicitando a los participantes clasificar las muestras de kombucha
desde la que mas les gustaba hasta la menos. Esta prueba permitio identificar la

muestra con mayor aceptacion relativa dentro del conjunto evaluado.

Ambas pruebas se llevaron a cabo una vez que las muestras cumplieron con los

criterios de calidad microbioldgica, garantizando asi su inocuidad (Anexo 2).

En la Figura 15 se presenta la comparacion del analogo de kombucha de jamaica
(KOM-J) con una bebida tipo kombucha comercial. En la prueba de aceptacion (A),
los atributos de sabor, dulzor y acidez no mostraron diferencias significativas entre
ambas muestras, lo cual indica una aceptacion comparable en términos de perfil
gustativo. Sin embargo, en el atributo del aroma, la bebida comercial obtuvo una
puntuacion significativamente mayor. De acuerdo con los comentarios cualitativos,
varios panelistas percibieron en la KOM-J notas aromaticas asociadas al proceso de

fermentacion que no fueron del todo agradables para algunos consumidores. En
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contraste, los atributos de color y aceptabilidad general favorecieron a la KOM-J, que
obtuvo puntuaciones superiores comparado con la bebida comercial. Panelistas
mencionaron que la intensidad del color rojo generaba una percepcion de mayor
naturalidad y de mayor contenido de jamaica, lo cual influyé positivamente en su

evaluacion.

Figura 15. Perfil sensorial de los analogos de kombucha de calices de jamaica (KOM-

J) mediante una prueba afectiva de aceptacion (A) y preferencia (B). Datos expresados
como media (n=50). Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p < 0.05) por la prueba
de Tukey-Kramer para cada atributo senorial.

Finalmente, en la prueba de ordenamiento por preferencia (B) se observé que 6 de
cada 10 participantes prefirieron la KOM-J sobre la bebida comercial, lo que sugiere
que, a pesar de ciertos matices en aroma, el producto desarrollado presenta un alto
potencial de aceptacion en el mercado, particularmente por su sabor, color y perfil

dulce-acido equilibrado.

La Figura 16 presenta los resultados de la evaluacién sensorial de los analogos de
kombucha desarrollados a partir de subproducto de jamaica mediante infusiones
filtradas (KOM-F) y sin filtrar (KOM-SF) en comparacion con el analogo de kombucha
de calices jamaica (KOM-J). En la prueba de aceptacion (A) no se observaron
diferencias significativas en los atributos de olor, sabor y dulzor entre las tres
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muestras. No obstante, en los atributos de color y aceptacién general, la muestra
KOM-J obtuvo puntuaciones superiores en comparacion con las demas bebidas
evaluadas, mientras que en el atributo de acidez, la muestra KOM-SF fue la mejor
valorada. A pesar de que se detectaron diferencias en algunos atributos sensoriales,
los resultados de la prueba de preferencia (B) no mostraron una inclinacién hacia una
muestra en particular, ya que la preferencia de los participantes se distribuyo de
manera similar entre las tres bebidas, con valores que oscilaron entre el 30 % y el
36 %.

Figura 16. Perfil sensorial de analogos de kombucha desarrollados a partir de
subproducto de jamaica mediante infusiones filtradas (KOM-F) y sin filtrar (KOM-SF)

mediante una prueba afectiva de aceptacion (A) y preferencia (B). Datos expresados
como media (n=50). Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p < 0.05) por la prueba
de Tukey-Kramer para cada atributo senorial.

Estos resultados permiten inferir que el subproducto de jamaica representa una
alternativa viable para la elaboracién de analogos de kombucha, ya que no se
observaron diferencias sensoriales importantes en comparaciéon con las bebidas
elaboradas a partir del caliz. Ademas, la utilizacién de un método no convencional,
como el uso de infusiones sin filtrar, no afecta el perfil sensorial de la bebida
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resultante. Por lo tanto, el subproducto de jamaica se puede aprovechar sin
comprometer la aceptacion del consumidor, lo que resulta especialmente relevante
en el contexto del desarrollo de productos sostenibles e innovadores en la industria

alimentaria.

En cuanto al perfil sensorial de kombucha, se han identificado diversos atributos
relacionados con el proceso de elaboracién y sus variables. El color, por ejemplo,
proviene principalmente de los compuestos fendlicos extraidos del té o del sustrato
utilizado. Aunque la relacion entre el color y el contenido fendlico ha sido poco
estudiada, algunos trabajos reportan una disminucion significativa en la intensidad
del color y un aumento en el contenido fendlico total durante la fermentacion
(Chakravorty et al., 2016). Ademas, se ha sugerido que la actividad metabdlica del
consorcio microbiano podria modificar e incluso despolimerizar los pigmentos
presentes en el té, lo que indicaria que gran parte de los pigmentos en el producto
final derivan de los compuestos fendlicos del sustrato utilizado (Tran et al., 2020).

En relacion con el sabor y la acidez de la kombucha, aun existe limitada informacion
sobre los compuestos volatiles responsables del perfil aromatico, sus origenes y su
vinculo con la percepcion olfativa, como ocurre en muchos otros alimentos y bebidas
fermentadas. El aroma de kombucha suele describirse como similar al de la sidra
(Jayabalan et al., 2014). Este perfil no se debe unicamente a los compuestos
presentes en el té, sino a los metabolitos volatiles generados durante la fermentacion.
A diferencia del té sin fermentar, cuyo aroma rara vez se mantiene en el producto
final, en la kombucha predominan los olores derivados del proceso fermentativo,
como el avinagrado, asociado al acido acético producido por bacterias, y el afrutado
tipo sidra, relacionado con la accion de las levaduras (Rosend et al., 2019; Wei et al.,
2019). Desde una perspectiva sensorial, los acidos acético y lactico son percibidos
como agrios e intensos; el gluconico se describe como mas suave y refrescante; y el
succinico y malico contribuyen con una acidez tenue y un matiz ligeramente amargo
(Li & Liu, 2015). Esta complejidad sensorial resalta la importancia de comprender el
equilibrio entre los compuestos de origen microbiano y los del sustrato inicial para
disefiar bebidas con perfiles organolépticos mas definidos y agradables.
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Con lo que respecta al dulzor, la sacarosa cumple un papel esencial en la simbiosis
microbiana, las levaduras la descomponen en glucosa y fructosa mediante invertasa,
y estas a su vez son metabolizadas por las bacterias (May et al., 2019). El dulzor
residual de kombucha depende tanto de la cantidad inicial de sacarosa como del
grado de consumo durante la fermentacion. Respecto a los acidos organicos, estos
son generados principalmente por bacterias acéticas, aunque las levaduras y
bacterias lacticas también intervienen en menor medida. Entre los compuestos
responsables del perfil acido destacan los acidos acético, glucénico y glucurénico,
mientras que, los acidos lactico, malico y succinico aportan notas complementarias
(Chakravorty et al., 2016).

Finalmente, como se ha descrito a lo largo de esta discusion, la bebida desarrollada
cumple con los parametros tecnofuncionales caracteristicos de una kombucha,
ademas de mostrar una destacada aceptacion sensorial. Esta combinacién de
atributos no solo valida su viabilidad como producto fermentado funcional, sino que
también representa una ventaja significativa para su potencial insercion y

competitividad en el mercado.

6.3Efecto de la fermentacién sobre el contenido de compuestos fendlicos y
cambios en el perfil de polifenoles.

Como se menciond en secciones anteriores, durante la elaboracion de kombucha se
producen cambios significativos en el contenido de compuestos fendlicos,

evidenciandose un aumento después el proceso de fermentacion.

El Cuadro 3 muestra los resultados obtenidos en la cuantificacion de compuestos
fendlicos presentes en las infusiones preparadas con los calices y el subproducto de
jamaica, asi como en las bebidas fermentadas derivadas de estas infusiones.

En cuanto al contenido de compuestos fendlicos totales se observd un incremento
de hasta 3.8 veces en la bebida KOM-J respecto a su infusion sin fermentar. Por otro
lado, la infusién elaborada con el subproducto mostré una concentracién 44 % menor

en comparacién con la del caliz, lo cual coincide con reportes previos que indican
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que el subproducto conserva aproximadamente el 58 % del contenido de estos
compuestos (Amaya-Cruz et al., 2019). Después del proceso de fermentacion se
registré un aumento hasta de 3 veces en la concentracién de compuestos fendlicos
en la bebida KOM-SF y de 2.1 veces en la KOM-F, con diferencias significativas entre
ambas. Estos hallazgos concuerdan con estudios que reportan incrementos hasta de
2 veces en el contenido de compuestos fendlicos en analogos de kombucha

elaborados con 0.5 % de caliz de jamaica (Aji et al., 2024).

Cuadro 3. Contenido de compuestos fendlicos en los analogos de kombucha e
infusiones sin fermentar

Infusién del Infusién del
Compuestos caliz de KOM-J subproducto KOM-F KOM-SF
jamaica de jamaica
Compuestos
fendlicos totales 1.2+0.0d 4.8 £0.0a 0.8 £0.0e 2.7 £0.0c 3.4+0.0b
(mg EAG/mL)
Flavonoides
totales 93.3+x1.7b 111.4 + 3.6a 81.9+5.3c 75.2+6.0c 88.5+6.9b
(g ER /mL)

Antocianinas
monoméricas 0.6 +£0.0d 59+0.0a 0.4 +0.0e 25+ 0.0c 35+0.1b
(mg EC3R/100mL)

Proantocianidinas
extraibles 1256 +2.1c 230.1+£9.0a 116.8 £ 6.5¢ 210.8 £+ 1.9b 221.5+9.7ab
(mg EPA/100mL)

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (n = 4), correspondientes a experimentos
realizados por triplicado. Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05), determinadas mediante la prueba de Tukey. KOM-J: Analogo de kombucha de célices de
jamaica, KOM-F: Analogo de kombucha de subproducto de jamaica filtrado, KOM-SF: Analogo de
kombucha de subproducto de jamaica sin filtrar, EAG: Equivalentes de acido galico, ER: Equivalentes
de rutina, EC3R: Equivalentes de cianidina 3-O-rutinésido, EPA: Equivalentes de proantocianidinas.

Los aumentos observados en el contenido de compuestos fendlicos durante la
fermentacién se atribuyen a la acciéon de los microorganismos presentes en el

consorcio microbiano de la kombucha, que producen enzimas como la glucosidasa,
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la celulasa y otras, capaces de hidrolizar polifenoles complejos y estructuras
vegetales. Esto facilita la liberacion de compuestos fendlicos de cadenas corta hacia
la bebida (Setyaningsih et al., 2025). Esto podria explicar porque la bebida KOM-SF
presenté concentraciones mas altas que KOM-F, ya que la presencia de particulas
del subproducto favorecio la liberacion de dichos compuestos.

Adicionalmente, el ambiente acido generado durante la fermentacion, resultado de la
produccion de acidos organicos, contribuye a la extraccion de compuestos fendlicos
del caliz de jamaica, aumentando asi su concentracion en la kombucha (Zhou et al.,
2022).

Respecto al contenido de flavonoides totales, la concentracion de la bebida KOM-J
mostré un aumento del 20 % en comparacién con la infusion sin fermentar de caliz
de jamaica. En contraste, no se detectaron diferencias significativas en el contenido
de flavonoides entre la infusién del subproducto y su correspondiente bebida
fermentada KOM-F, incluso se observé una ligera disminucion en el contenido. Este
comportamiento podria atribuirse al metabolismo microbiano, ya que ciertas enzimas
del SCOBY pueden descomponer o transformar los flavonoides en otros
compuestos, lo que resulta en una reduccion neta. Por ejemplo, se ha reportado una
disminucién del 50 % en el contenido de flavonoides totales después de la
fermentacion del té negro con SCOBY (La Torre et al., 2021). Respecto a la bebida
KOM-SF, esta presenté una mayor concentracion de flavonoides, lo cual sugiere que
el proceso no convencional de fermentacion a partir de infusiones sin filtrar puede

modificar la dinamica metabdlica del consorcio microbiano.

En cuanto a las antocianinas monoméricas, la bebida KOM-J presenté un mayor
contenido de hasta ocho veces en comparacion con la infusion de caliz de jamaica.
Las bebidas fermentadas a partir del subproducto también mostraron incrementos
notables de cuatro veces en la KOM-F y de seis veces en la KOM-SF, respecto al
contenido de antocianinas monoméricas en la infusién sin fermentar del subproducto.
En lo que respecta al contenido de proantocianidinas extraibles, la bebida KOM-J

mostré mayor contenido (83 %) en comparacion con su infusion correspondiente.
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Asimismo, los analogos fermentados a partir del subproducto mostraron mayor
concentracion de proantocianidinas extraibles del 80 % en KOM-F y del 89 % en
KOM-SF.

El incremento en los contenidos de antocianinas y proantocianidinas después de la
fermentacién puede explicarse por diversos factores propios del proceso de
fermentacion. Durante la fermentacion, las antocianinas pueden experimentar
transformaciones quimicas que favorecen su estabilidad y concentracion. Ademas,
condiciones como la concentracion de azucares y el pH desempefian un papel
fundamental en la estabilizacién de estos compuestos, evitando su degradacion y
promoviendo su acumulacién (Sabarani et al., 2024).

Los resultados obtenidos evidencian que el proceso de fermentacidon tiene un
impacto positivo en la concentracion de compuestos fendlicos, flavonoides,
antocianinas y proantocianidinas en las bebidas elaboradas a partir de jamaica, ya
sea del caliz o de su subproducto. En particular, la bebida KOM-J, formulada a partir
del caliz, mostré los mayores incrementos en todos los compuestos fendlicos
analizados. No obstante, las bebidas obtenidas a partir del subproducto también
presentaron aumentos significativos, lo cual resalta su potencial como materia prima
funcional para el desarrollo de bebidas fermentadas. Ademas, las diferencias
observadas entre las formulaciones indican que factores como el tipo de materia
prima y el proceso de elaboracion (filtrado o no filtrado) influyen directamente en la
actividad metabolica del SCOBY vy, por ende, en el perfil de compuestos bioactivos
de las bebidas finales. Estos hallazgos respaldan el aprovechamiento del
subproducto de jamaica como una alternativa viable para la obtencion de bebidas

funcionales con valor agregado.

El Cuadro 4 presenta el perfil cuantitativo de compuestos fendlicos determinado
mediante UPLC-ESI-MS/MS en modo MRM, utilizando un espectrometro de masas
tipo triple cuadrupolo (Xevo-TQS). En total, se confirmaron y cuantificaron 50
compuestos en Hibiscus sabdariffa L. y bebidas fermentadas analogas. De estos
compuestos, 24 correspondieron a acidos fendlicos (12 hidrobenzoicos y 12
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hidroxicinamicos), 16 flavonoides (1 flavona, 6 flavonoles, 5 flavanoles, 3 flavanonas
y un glucosido especifico) y 10 correspondieron a antocianinas seleccionadas como
marcadores de calidad. Para cada compuesto, se monitorearon transiciones
precursor—producto especificas, validadas previamente mediante estandares
analiticos y bibliografia referencial. Este enfoque dirigido permitio cuantificar de forma
precisa los cambios en la concentracion de estos metabolitos durante el proceso de
fermentacion, garantizando una alta especificidad y sensibilidad en matrices

complejas.
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Cuadro 4. Determinacion del perfil de compuestos fendlicos en los analogos de kombucha y en las infusiones no
fermentadas mediante UPLC-ESI-MS/MS en modo MRM, utilizando un espectrémetro de masas tipo triple cuadrupolo

(Xevo-TQS).
] Masa Antes de la fermentacion Después de la fermentacion
Compuestos R.t Formula nominal Fragmentos (mg/ 100 mL) (mg/ 100 mL)
identificados (min) | molecular | ) Infusion del Infusién del
caliz de jamaica subprodt_lcto de KOM-J KOM-F KOM-SF
Jamaica
ACIDOS FENOLICOS
Acidos hidroxibenzoicos
Acido galico 1.17 C,HeO5 169.15 79.07, 125.05 1.69 £ 0.05d 1.22 £ 0.05e 14.03 £ 1.10a 10.43 £ 0.64c 11.40 £ 0.63b
Acido siringico 4.03 CoH1005 197.21 1563.11, 182.05 3.68 + 0.56b 2.66 + 0.38c 4.52 £0.10a 2.58 £ 0.14c 2.41 £ 0.04d
Acido vanilico 3.69 CgHsO, 167.18 123.09, 152.02 0.90 £ 0.04c 0.84 £ 0.04c 1.66 £ 0.04a 1.19 £ 0.04b 1.17 £ 0.06b
Acido protocatecoico 2.23 C,HeO, 1563.15 91.04, 109.05 1.44 £ 0.20d 0.92 £ 0.09e 4.04 £ 0.28a 2.59+0.15¢c 2.86 £ 0.09b
Acido benzoico 6.28 C,HeO, 121.10 77.10 ND 1.29 £ 0.05b 2.32+0.1a ND ND
Acido 4-hidroxibenzoico 3.15 C,HO4 137.04 65.09, 93.05 0.79 £ 0.02c 0.83 £ 0.02c 1.23 £0.08a 1.07 £0.02b 1.10 £ 0.05b
Acido 2-hidroxibenzoico 6.29 C,HO4 137.04 65.09, 93.05 1.48 £ 0.01c 0.72 £ 0.05d 3.89 £ 0.30a 1.56 £ 0.16b 1.55+0.02b
g\iﬂic:i?ozx’ii-enzoico 2.93 | C,HO, 153.15 | 81.09, 153.52 0.32 + 0.09b 0.10 + 0.03d 151+0.17a 0.37 +0.07b 0.27 +0.00c
Trihidroxibenzaldehido 4.74 C,HgO, 1563.15 81.09, 153.52 4.02 £ 0.04d 4.77 £0.14b 5.43 £+ 0.25a 4.67 £0.03c 4.73 £0.08b
Acidos hidroxicinamicos
Acido coumarico 4.9 CoHgO4 163.24 98.07, 119.08 0.73+0.11a 0.46 £ 0.04b 0.15+£0.01c 0.16 £ 0.07c 0.16 £ 0.00c
Acido isocoumarico 1 543 CoHgO4 163.24 98.07, 119.08 0.18 £ 0.00c 0.15 £ 0.00d 0.27 £ 0.04a 0.25 £ 0.00b 0.25+£0.03b
Acido isocoumarico 2 2.81 CoHgO4 163.24 98.07, 119.08 0.17 £ 0.00b 0.14 £ 0.00c 0.24 £ 0.02a 0.23 £ 0.00a 0.24 £ 0.01a
Acido isocoumarico 3 3.66 CoHgO4 163.24 98.07, 119.08 0.16 £ 0.00a 0.17 £ 0.00a 0.14 £ 0.00b 0.16 £ 0.00a 0.13 £ 0.00b
Acido ferulico 5.58 C10H100, 193.24 134.04, 178.07 0.70 £ 0.11a 0.56 £ 0.02b ND ND ND
Acido 4-O-cafeoilquinico 2.70 C16H1500 353.30 173.01, 179.06 6.06 + 0.59c 3.72 £ 0.40d 21.34 £ 3.73a 9.35 + 0.64b 9.42 + 0.58b
Acido clorogénico 3.46 C16H1500 353.30 85.10, 191.20 4.69+0.17 ND ND ND ND
ﬁi‘é'gf‘; gi’lghmico 6.58 | CypsHpOrp | 515.43 173'2251_273'06’ 0.85 + 0.02e 0.91 + 0.02d 1.18 +0.01a 1.07 + 0.05b 1.03 + 0.04c
ﬁig:f%giilélﬂnico 6.96 | C,sH,,04, 515.43 173'3;:’31_273'06’ 0.84 + 0.00b 0.82 £ 0.02b 1.02+£0.01a 0.79 £ 0.00c 0.83 £ 0.03b
Acido rosmarinico 6.97 C15H1604 359.28 161.04, 197.05 0.60 £ 0.04 ND ND ND ND
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ACIDOS ORGANICOS

Acido shikimico 059 | C,Hi00s | 173.18 | 93.06, 111.07 2.56 + 0.00a 2.56 + 0.00a 2.60 + 0.00a 2.54 +0.00a 2.55 + 0.00a
Acido quinico 059 | C,Hi,0s | 191.21 85.06, 93.06 2.65 + 0.00b 2.58 +0.00c 2.78 +0.00a 2.71+0.01a 2.68 £0.01b
FLAVONOIDES
Flavonas
Luteolina | 816 | CisHi0Os | 28495 | 133.04,151.05| 1.50+0.01c | 1.49+0.00c 1.57 £+ 0.03b 1.54 + 0.03b 1.67 £ 0.00a
Flavonoles
Kaempferol 9.27 | CisH100s | 285.01 | 150.66, 184.66 ND 6.20 + 0.02d 7.61 £0.04b 7.29 +0.08c 7.75+0.01a
Quercetina 8.19 | CisH1O, | 30095 | 150.96,178.91 | 1.51+0.20d 1.57  0.31d 5.81 + 0.44a 1.81 + 0.66¢c 2.64 +0.45b
gii?sﬁm' 3-0- 6.59 | CyiHp001: | 447.30 | 255.12,284.24 |  0.74 + 0.04d 0.49 £ 0.07e 25.07 + 3.34a 8.21 + 0.55¢ 12.87 + 1.26b
Quercetina glucésido 5.95 | CyiHy001, | 476.92 | 150.96, 300.99 ND 5.56 + 0.08b ND 5.55 + 0.13b 5.69 + 0.18a
Rutina 5.79 | CoyHs00:16 | 609.04 | 254.89,279.94 | 0.87 +0.03d 0.92 +0.02c 1.73 +0.11a 1.56 + 0.04b 1.57 + 0.04b
Miricetina 7.09 | CisH1oOs | 317.20 | 151.00,179.00 | 4.48 +0.02b 4.62 +0.03a ND 453 +0.01b 4.60 £ 0.00a
Flavanoles (o catequinas)
. 122.96,
Catequina 351 | CisHiuOs | 28897 | 50q 0o s 2.1+0.01d ND 6.81 £ 0.37a 6.43 + 0.40c 6.66 £ 0.17b
. . 122.96,
Epicatequina 4.33 | CisHiOs | 28897 | 505 (0"ouk 05 ND 2.16 + 0.00c 1546 £0.99b | 15.59 +0.34b 16.10 £ 0.10a
Epicatequina galato 597 | CyHis010 | 441.05 | 168.92,289.08 | 0.71+0.07c ND 19.60 £+2.12b | 21.48 +1.54a 21.11%0.51a
Galocatequina 3.22 | CisHiO, | 304.98 | 194.96, 261.02 ND ND 2.66 + 0.00a 2.69 £0.01a 2.64 £ 0.04a
Taxifolina 591 | CisH1,0, | 303.03 | 125.02, 285.00 ND 4.58 + 0.00b 4.64 £0.01a 4.61+0.00a 4.68 + 0.00a
Flavanonas
Naringenina 9.00 | CisH1,0s | 270.97 | 119.06,150.92 |  1.20 +0.00c 1.19 % 0.00c 150 + 0.01a 1.44 £ 0.01b 1.48 £ 0.01b
Naringina 6.81 | CyyHs,0:14 | 579.00 | 150.96,271.03 | 1.32+0.02a 1.30 £ 0.01a 1.27 £ 0.01b 1.24 +0.01c 1.28 + 0.02b
Hesperidina 6.95 | CygHs.0:5 | 609.03 | 163.96,301.06 | 1.51 +0.00b ND 154+ 0.01a 1.51 +0.01b 1.51 % 0.00b
Otros glucosidos
Floridzina | 7.31 | CyiH140,0 | 470.96 | 272.98, 435.05 | ND | ND 8.48 + 0.00a 8.39 + 0.00b 8.45+0.01a
ANTOCIANINAS

Cianidina 3-O-6-

Dirvilglucosido 6.92 | CouHy30:2 | 491.00 161.00 1.02 £ 0.01c 1.34 +0.01a 1.05 £ 0.00c 1.29+ 0.02b 1.29 1 0.03b
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Pelargonidina 3-

alucosido 6.92 | CyH.uO10 | 433.00 271.00 0.97 + 0.00b 1.18 + 0.02a 0.99 + 0.00b 1.18 + 0.00a 1.20 + 0.00a
Cianidina 3-O-glucésido | 7.58 | C,iH»:O1, | 449.00 287.00 2.57 + 0.33b 1.07 + 0.01c 3.07+0.27a 1.07 + 0.04c 1.06 + 0.02¢
Peonidina 3-O-glucésido | 6.91 | CppHpsO1s | 463.00 301.00 ND 1.09 + 0.01a 0.98 + 0.01b 1.09 + 0.01a 1.09 + 0.01a
Delfinidina 3-O-glucésido | 7.25 | Cp:H2:01, | 465.00 303.00 3.74 + 0.05b 1.21 + 0.02¢ 4.88+0.17a 1.09 + 0.04d 1.03 +0.01e
Cianidina 3-O-

acafilgluaseido 6.90 | CpsHps0,, | 491.00 | 287.00, 449.00 ND 1.05+0.01a 0.97 + 0.00b 1.05 + 0.00a 1.06 + 0.01a
Cianidina 3-O-

coumaroiglucosido 11.93 | CsoHpyO15 | 595.00 | 287.00,449.00 |  0.97 +0.00c 1.53 + 0.08a 0.97 + 0.00c 1.58 + 0.04a 1.46 + 0.14b
Cianidina 3-O-rutinésido | 11.95 | C,,H;0,5 | 595.00 287.00 0.97 + 0.00c 1.43 + 0.16a ND 1.36 + 0.09b 1.39+0.13b
Cianidina 3,5-diglucésido | 7.34 | C,;Hs:0:6 | 611.00 | 287.00,449.00 | 1.02 +0.02c 1.08 + 0.02a 1.05 + 0.00b 1.06 + 0.01b 1.06 + 0.00b
Deffinidina 3-O- 10.40 | CsoH,0., | 611.00 | 303.00,465.00 | 1.00 + 0.02d 2.27 + 0.06a 0.99 + 0.02d 1.69 + 0.02¢ 1.83 +0.07b

coumaroil glucésido

Los resultados se muestran como media + desviacion estandar (n = 3). Letras distintas dentro de una misma fila indican diferencias significativas
(p = 0.05), determinadas mediante la prueba de Tukey-Kramer. ND: No detectado, KOM-J: Analogo de kombucha de calices de jamaica, KOM-

F: Analogo de kombucha de subproducto de jamaica filtrado, KOM-SF: Analogo de kombucha de subproducto de jamaica sin filtrar
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Los resultados reflejan que el consorcio microbiano de kombucha favorecio la
liberacion, transformacion y acumulacién de compuestos fendlicos simples y
flavonoides derivados, conforme a rutas metabdlicas ya documentadas para
sistemas de fermentacién similares. En este sentido, los incrementos vy
desapariciones observados se interpretan dentro del marco de biotransformaciones
enzimaticas especificas, propias de la actividad del SCOBY y que se discuten a

continuacion.

En cuanto a los acidos hidrobenzoicos, los compuestos mas destacados fueron el
acido galico, con incrementos de hasta 8.3 veces en KOM-J, 8.5 en KOM-F y 9.3 en
KOM-SF, en comparacion con las infusiones sin fermentar. Por su parte, el acido
protocatecuico presentd incrementos de 2.8 veces en KOM-J y KOM-F y de 3.4 veces
en KOM-SF. Respecto a los acidos hidroxicinamicos, el acido cafeoilquinico mostro
un aumenté hasta de 3.5 veces en KOM-J y de 2.5 veces en KOM-F y KOM-SF. En
contraste, el acido ferulico, presente en las infusiones sin fermentar tanto del caliz de
jamaica como del subproducto, no fue detectado en ninguna de las muestras tras la
fermentacion. Lo mismo ocurrié con los acidos clorogénico y rosmarinico, los cuales
estaban presentes en la infusion del caliz de jamaica, pero no se detectaron en la
bebida fermentada KOM-J.

Estos compuestos fendlicos estan presentes de forma natural en el caliz de Hibiscus
sabdariffa y son liberados y transformados durante el proceso de fermentacion. El
consorcio microbiano de kombucha desempefia un papel crucial en la
descomposicion de compuestos complejos, dando lugar a acidos fendlicos mas
simples como el galico y el protocatecoico, lo que mejora la concentracion de estos
compuestos bioactivos (Kitwetcharoen et al., 2023).

El notable incremento en el contenido de acido galico en el analogo de kombucha de
jamaica podria explicarse por dos mecanismos principales. El primero sugiere que
este aumento se debe a la hidrdlisis de precursores complejos, como los taninos
hidrolizables (galotaninos), los cuales, mediante la accién de enzimas microbianas,

pueden liberar acido galico (Thongbai et al., 2025). El segundo mecanismo plantea
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que el aumento podria deberse a la reaccion de degalacion de estructuras con grupos
galato unidos por enlaces éster, como el galato de epicatequina y epigalocatequina.
No obstante, en este estudio no se detecté una disminucion de estos compuestos,
sino al contrario, se observo un incremento general, lo que sugiere que la degalacion
podria estar ocurriendo sobre formas digaladas o polifenoles poliméricos con
multiples grupos galato, no identificados especificamente en este trabajo (Tran et al.,
2022)

En el caso del acido protocatecuico, diversos estudios han reportado que su
incremento suele estar relacionado con la degradacién de antocianinas (Setyaningsih
et al.,, 2025). Sin embargo, dado que en nuestro estudio no se observé una
disminucién en la concentracion de antocianinas, este aumento podria estar
vinculado a otros procesos enzimaticos, particularmente a partir del acido ferulico
como precursor. Se ha documentado que bacterias acido-lacticas pueden
biotransformar el acido ferulico en acido vainilico, lo cual coincide con nuestros
resultados, ya que tras la fermentacion el acido ferulico no fue detectado, mientras
que el acido vainilico mostré un incremento (Kaur et al., 2013). Posteriormente, este
ultimo puede sufrir una desmetilacién enzimatica para formar acido protocatecuico
(Liang et al., 2023).

En el presente estudio, la cuantificacién de acido p-cumarico se realiz6 mediante un
meétodo dirigido utilizando un espectrometro de masas tipo triple cuadrupolo (Xevo-
TQS) operado en modo MRM. Bajo estas condiciones, se observo que, ademas de
la sefal principal correspondiente al estandar de acido p-cumarico libre (retencion
aproximada de 4.91 min), aparecieron sefales adicionales en los tiempos de
retencion 2.81, 3.66 y 5.83 min, todas con la misma transicion iénica (precursor m/z
163.24 — producto m/z 98.07 y 119.08). Este comportamiento sugiere la presencia
de formas conjugadas o derivadas del acido p-cumarico en la matriz fermentada. En
sistemas basados en bebidas fermentadas, es ampliamente reportada la ocurrencia
de ésteres de p-cumarico con acidos organicos (como el acido quinico) o glicésidos
(principalmente hexosidos) (Pei et al., 2016; Yang et al., 2023). Estos conjugados,

bajo las condiciones de fragmentacidon aplicadas, pueden liberar el aglicon de p-
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cumarico (m/z 163) que posteriormente se fragmenta generando los iones
caracteristicos m/z 119 y 98. Este patrén de multiples picos con igual transicion es
coherente con la liberacién de formas conjugadas durante la ionizacion y colision
controlada en el analizador de masas. Los tiempos de retencion mas cortos (2.81 y
3.66 min) se asocian con la mayor polaridad de los glicosidos y ésteres, mientras que
el acido libre presenta mayor retencién debido a su menor afinidad por la fase movil
acuosa. Estos resultados resaltan la importancia de considerar que, en métodos
dirigidos por MRM, las sefiales multiples pueden reflejar isdbmeros, conjugados o
productos de hidrdlisis parcial, y no necesariamente interferencias instrumentales.
Para confirmar la naturaleza exacta de estos conjugados, se recomienda
complementar estos hallazgos con analisis de espectrometria de masas de alta
resoluciéon (HRMS) o product ion scan, lo que permitiria proponer estructuras mas
especificas y profundizar en la dinamica de biotransformacion de estos compuestos

durante la fermentacion de kombucha.

En cuanto al perfil de flavonoides, se observé que la bebida KOM-J presenté un
incremento de hasta 33.8 veces en el contenido de kaempferol 3-O-glucésido, 3.2
veces en catequina y 27 veces en epicatequina galato, en comparacion con la
infusion de caliz de jamaica sin fermentar. Asimismo, se detectaron compuestos que
no estaban presentes en la infusion original, como kaempferol, epicatequina,

galocatequina y floridzina.

Por otro lado, en los analogos de kombucha elaborados a partir del subproducto de
jamaica se registré un aumento de 16.7 y 26.2 veces en kaempferol 3-O-glucésido y
de 7.2 y 7.4 veces en epicatequina, para las muestras KOM-F y KOM-SF,
respectivamente. También se identificaron compuestos ausentes en la infusion sin

fermentar, como catequina, epicatequina galato, galocatequina y floridzina.

Estos resultados sugieren que la fermentacidon no solo incrementa la concentracion
de ciertos flavonoides, sino que también conduce a la formacion de compuestos que
originalmente no estaban presentes. Por ejemplo, se observdo un aumento en las

concentraciones de catequina y epicatequina galato, lo cual podria estar asociado
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con la actividad microbiana capaz de hidrolizar enlaces glicosidicos y transformar
polifenoles precursores en derivados de catequina (Liang et al., 2024). De manera
similar, compuestos como gallocatequina y epicatequina, que no fueron detectados
en la infusion sin fermentar, aparecieron después del proceso de fermentacion. Este
fendbmeno puede explicarse por la biotransformacién de proantocianidinas
extractables. Las proantocianidinas son flavan-3-oles poliméricos compuestos por
unidades monoméricas como catequina, epicatequina y gallocatequina. Durante la
fermentacién, la actividad enzimatica —particularmente de enzimas microbianas
como las tanasas y glicosidasas— puede promover la despolimerizacién de estos
polimeros, liberando sus constituyentes monomeéricos. Este proceso probablemente
explica la presencia de flavan-3-oles libres como epicatequina y gallocatequina en
las muestras fermentadas, sugiriendo una transformacién activa de compuestos
fendlicos complejos en formas mas simples y potencialmente mas biodisponibles
(Sayed Mostafa, 2023).

Finalmente, en cuanto al perfil de antocianinas, se observé que la bebida KOM-J
presentd un aumento del 19.4 % en cianidina 3-O-glucésido y del 30.4 % en
delfinidina 3-O-glucdsido, en comparacion con la infusién sin fermentar. Asimismo,
se detectaron compuestos que no estaban presentes originalmente en la infusion,
como la peonidina 3-O-glucdsido y la cianidina 3-O-acetilglucosido. Por otro lado, en
las bebidas KOM-F y KOM-SF no se observaron diferencias significativas en el perfil

de antocianinas respecto a la infusién sin fermentar.

Las antocianinas en Hibiscus sabdariffa L. se encuentran comunmente como
derivados glicosilados. Durante la fermentacion, las B-glucosidasas microbianas
pueden hidrolizar los enlaces glicosidicos, liberando formas agliconas o glucésidos
mas simples, lo que puede resultar en un aumento aparente de su concentracion.
Ademas, conforme avanza la fermentacion, la produccion de acido acético y otros
acidos organicos reduce significativamente el pH. Bajo estas condiciones mas
acidas, las antocianinas se estabilizan en su forma cation flavylium, que es mas
estable y soluble, lo que mejora su deteccion y cuantificacidon, especialmente durante

las primeras etapas de la fermentacion (Lema et al., 2021). Sin embargo, a medida
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que la fermentacion continua, algunas antocianinas pueden disminuir en
concentracion como se observo en KOM-F y KOM-SF. Esta reduccién se puede
atribuir a diversos procesos de degradacion exacerbados por las condiciones de
fermentacion, incluyendo el pH bajo, la degradacion enzimatica, la oxidacion y la
polimerizaciéon de antocianinas. Aunque el pH bajo inicialmente estabiliza las
estructuras de las antocianinas, la exposicion prolongada a condiciones acidas y el
metabolismo microbiano continuo finalmente conducen a su descomposicion
(Sutthiphatkul et al., 2022).

Los resultados cromatograficos no reflejaron los aumentos detectados por
espectrofotometria en el contenido total de antocianinas, donde se registraron
incrementos de hasta un 80 %. Esto podria explicarse por el hecho de que, durante
la fermentacién, algunas antocianinas pueden transformarse en productos como
chalconas, acidos fendlicos o pigmentos poliméricos, los cuales retienen capacidad
de absorcion en la region visible (~520 nm). Como resultado, el método
espectrofotométrico puede sobreestimar el contenido real de antocianinas, al
detectar también estos derivados con estructuras cromoforas similares (Achir et al.,
2019). Otra posible explicacion es que el consorcio microbiano de kombucha
transforma flavonoides y antocianinas en compuestos mas polares o conjugados —
como glucuronidos o agliconas— que podrian no ser detectados por el método UPLC
utilizado o la extraccion realizada (lwasaki et al., 2012).

La Figura 17 muestra el analisis de componentes principales (PCA), mediante el cual
se visualiza la distribucion global de las muestras en funcion de su perfil de
compuestos fendlicos. Los dos primeros componentes explicaron el 53.2% de la
variabilidad total observada (CP1 = 34.8 %; CP2 = 18.4 %).

La infusién del caliz de jamaica (lJ) y su correspondiente bebida fermentada (KOM-
J) se ubicaron en regiones distintas del grafico, lo que indica diferencias en la
composicién de compuestos fendlicos derivadas del proceso de fermentacion. Este
comportamiento sugiere una transformacién significativa de los compuestos
originalmente presentes en IJ. En particular, KOM-J mostré una mayor asociacion

con acidos hidroxibenzoicos y flavonoides como kaempferol, floridzina y hesperidina.
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Figura 17. Analisis de componentes principales (PCA) del perfil de compuestos

fendlicos de los analgos de kombucha y bebidas control. KOM-J: Analogo de kombucha
de cadlices de jamaica, KOM-F: Analogo de kombucha de subproducto de jamaica filtrado, KOM-SF:
Analogo de kombucha de subproducto de jamaica sin filtrar, IJ: Infusién de jamaica, I1SJ: Infusion de
subproducto de jamaica.

Por otro lado, la infusién del subproducto de jamaica (ISJ) también se separé
claramente de sus analogos fermentados, tanto la kombucha filtrada (KOM-F) como
la no filtrada (KOM-SF), lo cual evidencia una modificacién importante del perfil
fendlico después de la fermentacion. En contraste, KOM-F y KOM-SF se ubicaron
muy préximas entre si en el plano de componentes, reflejando una alta similitud en
sus perfiles fenolicos globales. Aunque se identificaron diferencias significativas entre
ambas en ciertos compuestos individuales —por ejemplo, una mayor concentracion
relativa en KOM-SF—, estas no fueron suficientes para separarlas a nivel
multivariado. Ambas muestras se asociaron principalmente con derivados del acido
galico (1 y 2), asi como con flavonoides como epicatequina galato, catequina,
miricetina, luteolina, y antocianinas como cianidina 3-O-rutinésido y cianidina 3,5-
diglucésido.

Finalmente, KOM-J se distribuyé en una region claramente distinta respecto a las
kombuchas elaboradas a partir del subproducto (KOM-F y KOM-SF), lo que resalta
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que el tipo de materia prima empleada influye de forma determinante en la

composicidn final, incluso después del proceso de fermentacion.

6.4Efecto del consumo de los analogos de kombucha de calices de jamaica y

subproducto sobre la obesidad y las alteraciones metabdlicas asociadas

5.4.1 Efectos sobre la regulacién de peso corporal

En esta seccion se exponen los hallazgos de un estudio preclinico llevado a cabo en
un modelo murino de obesidad, centrado en evaluar los efectos de la kombucha

sobre las alteraciones metabdlicas relacionadas con esta condicion.

La Figura 18 muestra el impacto de la suplementacién con analogos de kombucha
en ratas sometidas a una dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas. Al inicio
del experimento, no se detectaron diferencias significativas en el peso corporal entre
los distintos grupos. No obstante, a partir de la octava semana se observo una
reduccion significativa en el peso corporal del grupo control sano, alimentado con
dieta estandar (DE), en comparacion con el grupo obeso que recibid la dieta alta en
grasa y fructosa (DAGF), diferencia que persistio hasta el cierre del estudio. Al
finalizar, el peso promedio del grupo obeso fue un 15.8 % superior al del grupo sano

En cuanto a los tratamientos administrados, el grupo que recibi6 la dieta DAGF vy
KOM-J logré mantener un peso corporal similar al del grupo sano a lo largo del
estudio. Al finalizar el tratamiento, este grupo mostré un peso 16.4 % menor que el
del grupo obeso, lo que sugiere un efecto protector de la kombucha de calices de
jamaica al aumento de peso inducido por la dieta. En relacion a las bebidas
elaboradas a partir del subproducto de jamaica, ambos tratamientos (KOM-F) y
(KOM-SF), si bien no se generaron diferencias estadisticamente significativas en el
peso corporal entre los grupos tratados con las bebidas y el grupo control obeso, se
identific6 una tendencia hacia la reduccion de peso. Especificamente, el grupo
tratado con KOM-F presentd una disminucién del 6.3 % respecto al peso del grupo
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obeso; mientras que, el grupo que consumié KOM-SF mostré una reduccién del
9.7 %.

Figura 18. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta rica en grasa y fructosa,
suplementada con analogos de kombucha elaborados a partir de calices de jamaica

y su subproducto. Los valores se presentan como media * error estandar (n = 8). Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), determinadas mediante la prueba de
Tukey-Kramer. DE: Dieta estandar; DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa; DAGF + KOM-J: Dieta alta
en grasa y fructosa con suplemento de kombucha de calices de jamaica; DAGF + KOM-F:
Suplementada con kombucha de subproducto de jamaica filtrado; DAGF + KOM-SF: Suplementada
con kombucha de subproducto de jamaica sin filtrar.

Aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, los resultados
sugieren una mejora a nivel metabdlico. Diversos estudios han reportado que una
pérdida de peso corporal del 5% al 10 % puede generar efectos benéficos sobre

alteraciones metabdlicas asociadas con la obesidad, como la hipertrigliceridemia, la
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esteatosis hepatica y la resistencia a la insulina (Magkos et al., 2016; Farhana &
Rehman, 2025).

Este efecto antiobesogénico se ha asociado a un efecto sinérgico de los metabolitos
producidos durante la fermentacion de la kombucha como compuestos fendlicos,
acidos organicos, micronutrientes (vitaminas y minerales) y microorganimos
probioticos (Martinez Leal et al., 2018; Bortolomedi et al., 2022). Por su parte, los
efectos antiobesogénicos de la jamaica no se han asociado unicamente a su
contenido de compuestos fitoquimicos; sino que al contrario se a reportado que este
efecto esta mas asociado al contenido de acidos organicos que a las propias
antocianinas u otros compuestos fendlicos (Morales-Luna et al., 2019). Dichos acidos

organicos aumentan después del proceso de fermentacion de la kombucha.

A pesar de que la evidencia sobre el efecto antiobesogénico de la kombucha y sus
analogos aun es limitada, existen estudios en la literatura que destacan su potencial
terapéutico. Las KOM de Camellia sinensis y uva de mar (Caulerpa racemosa)
redujeron en un 14.6 y 30 %, respectivamente, el peso corporal de ratones
alimentados con dietas hipercolesterolémicas (CFED) (Yang et al, 2009;
Permatasari et al., 2022). Estos ultimos autores atribuyeron este efecto a la inhibicion
de la lipasa pancreatica, uno de los mecanismos mas estudiados en relacion con el
efecto de la kombucha.

Finalmente, en el presente estudio no se observaron efectos antiobesogénicos
derivados del consumo de la infusion del caliz de jamaica (1J), ni del subproducto
(ISJ). Esto contrasta con lo reportado en la literatura, donde se ha atribuido a los
extractos acuosos del caliz de jamaica un potencial funcional y nutracéutico, con
efectos benéficos en la regulacion del peso corporal y en la mejora de alteraciones
metabdlicas asociadas a la obesidad (Morales-Luna et al., 2018; Rangel-Garcia et
al., 2022). Esta discrepancia puede explicarse por varios factores metodoldgicos ya
que en en nuestro estudio (i) se utilizaron infusiones, no decocciones, que, como se
expuso en el apartado 5.1, limita la extraccibon de compuestos bioactivos
responsables de los efectos observados en otros trabajos; (ii) la concentracién del
caliz de jamaica empleada en este estudio fue de 0.5 %, mientras que en los estudios
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previamente citados se han utilizado concentraciones minimas del 3 % vy (iii) otro
aspecto relevante es que en los estudios previos las decocciones no contenian
azucares anadidos, mientras que en este estudio fue necesario adicionar azucar,
dado que, como se senald en la seccion 5.1, después de la fermentacion permanecié
un remanente de azucares residuales que no fueron completamente metabolizados.
Estos factores metodoldgicos dejan en evidencias los beneficos de la fermentacion
con el consorcio de la kombucha.

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de los parametros zoométricos evaluados
en los distintos grupos de animales al final de las 16 semanas del experimento. En
relacion con el grupo que recibié la bebida KOM-J, las mediciones fueron
comparables a las del grupo control sano. Especificamente, se observé una
reduccion del 14.2 % en la circunferencia abdominal, 19.8 % en el indice de masa
corporal (IMC), 46.5 % en el indice de adiposidad total y 43.6 % en el porcentaje de
tejido adiposo visceral en comparacion con los valores del grupo alimentado con la
dieta DAGF. Por otro lado, los analogos de kombucha elaborados a partir del
subproducto de jamaica también mostraron efectos favorables. En particular, los
grupos que recibieron las bebidas KOM-F y KOM-SF presentaron reducciones del
13.4 % y 15.9 % en el IMC, del 23.7 % y 43 % en el indice de adiposidad total y del
17.7 % y 34.1 % en el porcentaje de tejido adiposo visceral, respectivamente, en

comparacion con el grupo alimentado con la dieta DAGF.

Estos hallazgos coinciden con la tendencia observada en la reduccion del peso
corporal en los grupos tratados con analogos de kombucha. Se ha reportado que la
kombucha elaborada con Camellia sinensis redujo en un 41.70 % el tejido adiposo
visceral en ratones alimentados con una dieta hipercolesterolémica, después de
recibir una dosis de 66 mL/kg de peso corporal durante 12 semanas. Este efecto se
asocio a una menor acumulacion de lipidos en dicho tejido (Yang et al., 2009).

86



Cuadro 5. Efecto del consumo de los analogos de kombucha sobre los parametros zoométricos

TRATAMIENTOS

Parametros DAGF +
DE DAGF 1J KOM-J ISJ KOM-F KOM-SF
Longitud de
cuerpo 27.06+1.3a 275+ 1.2a 275+ 1.3a 27.3+1.1a 27.1+13a 27.5+0.8a 271+1.2a
(cm)
Circunferencia
abdominal 19.1 + 0.9bc 21.8+2.0a 215+ 2.1ab 18.7 +1.2¢ 225+ 1.8a 20.8 + 1.2abc 20.4+1.7abc
(cm)
Circunferencia
toracica 17.5+0.7a 19.08 + 1.5a 18.9 + 1.53 17.3+1.0a 18.0 + 1.4a 18.5 + 0.5a 18.8 + 0.4a
(cm)
, IMC 66.5 + 5.0C 819+ 8.0a 72.4 + 7.0ab 65.7 £5.7c | 79.0£6.8abc | 70.9+4.9bc 68.85 + 2.0bc
'”d'cﬁof:gg?'”a" 1.08£0.03b | 1.18+007ab | 1.14 £0.08ab 1.08£0.07b | 1.25£0.07a | 1.1420.05ab 1.09 + 0.10b
H'?(Z‘;O 3.41+0.3a 3.45+0.3a 3.33 + 0.4a 2.99+ 0.3a 3.06+ 0.3a 3.26+ 0.2a 3.18+0.2a
Tejido adiposo blanco (%)
Visceral 0.78 £ 0.3d 158 + 0.2ab 1.96 + 0.4a 0.74 + 0.4cd | 1.44 +0.5abc | 1.30 % 0.2bcd 1.04 = 0.2bcd
Epididimal 160 % 0.3b 3.02+0.3a 2.25 + 0.5ab 1.99 + 0.5b 2.34 £ 0.5ab 2.25 + 0.4b 2.01£0.2b
Perirrenal 133+ 0.2d 3.27 +0.0a 2.30 +0.6bc 189+01cd | 250 £ 0.4bc 2.7 +0.1ab 2.49 £ 0.4bc
Indice de 3.45+ 1.0c 7.90 + 0.5a 5.24 + 1.4bc 422+05bc | 5.47+1.3bc 6.02 + 1.3ab 4.50 + 1.7bc
adiposidad

Datos expresados como media + DE (n=8). Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa p<0.05 con la prueba de Tukey. DE: Dieta
estandar, DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa, DAGF + KOM-J: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha de
calices de jamaica,DAGF + KOM-F: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha del subproducto de jamaica
filtrado, DAGF + KOM-SF: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha del subproducto de jamaica sin filtrar.
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La disminucion en la acumulacion de grasa podria estar relacionada con alteraciones
en la microbiota intestinal y en el metabolismo de los lipidos. Los microorganismos
presentes en la kombucha, incluidos géneros como Acetobacter, Lactobacillus y
Komagataeibacter, pueden colonizar el intestino e inducir cambios significativos en

el metabolismo del huésped (Marsh et al., 2014).

Estudios en C. elegans demostraron que los microorganismos probioticos de la
kombucha desencadenan una respuesta intestinal similar a la del ayuno,
caracterizada por un aumento en la expresion de genes codificantes de lipasas
lisosomales—enzimas responsables de la degradacion de grasas a través de un
proceso llamado lipofagia—y una disminucion en la biogénesis de gotas lipidicas, es
decir, en la formacidn de nuevas reservas de grasa. Este cambio metabdlico
programado favorece la utilizacidén y degradacion de lipidos almacenados, sin afectar
negativamente la absorcién de nutrientes ni la ingesta caldrica (DuMez-Kornegay et
al., 2024).

Una de las estrategias mas efectivas para prevenir comorbilidades relacionadas con
la obesidad, como la DM2 y las enfermedades cardiovasculares, consiste en
intervenciones en el estilo de vida orientadas a la pérdida de peso, preferentemente
mediante la reduccion del exceso de tejido adiposo y de grasa ectopica (Junker et
al., 2024). Por lo tanto, estos resultados aportan evidencia sobre el potencial del
consumo de analogos de kombucha para modular alteraciones en la composicion
corporal, como la acumulacién excesiva de tejido adiposo, lo cual podria traducirse

en una mejora del estado metabdlico.

A pesar de sus beneficios potenciales, el consumo de kombucha no debe
considerarse un tratamiento para la obesidad, ya que ésta es una condicion
multifactorial que requiere un enfoque integral y multidisciplinario. No obstante, la
posibilidad de reducir la inflamacién subclinica caracteristica de la obesidad puede
mejorar significativamente los resultados terapéuticos, especialmente a largo plazo.
En algunos casos, esta inflamacién representa un obstaculo importante, ya que

quienes abordan la obesidad desde una perspectiva nutricional a menudo enfrentan
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estancamientos en la pérdida de peso, posiblemente debido a la inflamacidn crénica
que limita la movilizacidn de acidos grasos libres desde el tejido adiposo. En cualquier
caso, el consumo regular de kombucha no ha mostrado contraindicaciones ni efectos
secundarios reportados hasta la fecha. Su contenido en micronutrientes es
adecuado, por lo que, aunque la evidencia cientifica aun es limitada, podria
considerarse como un apoyo complementario en el manejo de la obesidad
(Cannataro, 2025)

5.4.2 Efectos sobre alteraciones metabdlicas asociadas al metabolismo de
lipidos

La obesidad suele estar asociada con la dislipidemia aterogénica, un trastorno
caracterizado por alteraciones tanto cuantitativas, como cualitativas en las
lipoproteinas plasmaticas. Las principales modificaciones del perfil lipidico incluyen
hipertrigliceridemia, disminucion de los niveles de colesterol HDL (lipoproteinas de
alta densidad) y un aumento en la proporcion de particulas pequefias y densas de
LDL (lipoproteinas de baja densidad), lo que contribuye al desarrollo de
complicaciones cardiometabdlicas (Vekic et al., 2023).

El Cuadro 6 presenta los valores de los marcadores bioquimicos asociados a
alteraciones lipidicas en los distintos grupos experimentales. En relaciéon con los
triglicéridos séricos, el grupo control obeso presentd un valor 95.4 % mayor que el
grupo que recibio unicamente la DAGF; mientras que, la suplementacion con los
diferentes analogos de kombucha produjo una reduccion significativa en sus
concentraciones, en comparacion con el valor del grupo control obeso (DAGF). En
particular, el grupo tratado con KOM-J mostré menores concentraciones de
triglicéridos en un 54.2 % seguido por el grupo KOM-SF con un 48 % y KOM-F con
un 25.3 % (p < 0.05).

En cuanto a los niveles de colesterol total, el grupo control obeso alimentado con la
DAGEF registré una concentracion de 78.1 % mayor respecto al grupo control sano;
mientras que, los grupos que recibieron lo analgos de kombucha mostraron
disminuciones del 36 % en DAGF+KOM-J, 33.1 % en DAGF+KOM-SF y 32.1 % en

&9



DAGF+KOM-F (p < 0.05). Por su parte, las concentraciones séricas de colesterol
LDL (c-LDL) fueron mas altas en el grupo obeso comparado con el sano. En los
grupos de animales que consumieron estas bebidas se redujeron notablemente los
niveles de LDL en un 58.3 % para el grupo DAGF+KOM-J, un 54.1 %. El grupo
DAGF+KOM-J presentd la mayor concentracion (78 %), seguido por DAGF+KOM-
SF (76.3 %) y DAGF+KOM-F (55 %), en comparacidén con los valores de LDL
observados en el grupo control obeso.

Cuadro 6. Perfil lipidico en suero de ratas alimentadas con una dieta DAGF y
suplementadas con analogos de kombucha de jamaica y las infusiones sin fermentar

Parametros
Tratamiento Triglicéridos Colesterol Colesterol Colesterol
(mg/dL) total (mg/dL) LDL (mg/dL) HDL (mg/dL)

DE 62.1+1.6d 59.9 + 2.5e 27.7+1.2e 27.8+1.3a
DAGF 121.4 + 3.9a 106.7 £ 1.7a 79.2 + 3.5a 14.0 + 0.8f
DAGF + IJ 93.1 £ 1.6¢c 84.8 £ 6.5b 56.6 + 3.5b 16.4 £ 0.8d
DAGF + KOM-J 55.5+1.2¢e 68.3 + 3.0d 33.0+1.1d 249+ 0.6b
DAGF +1SJ 113.0 + 3.5b 84.8 £5.8b 55.6 £ 3.3b 15.2 + 0.6e
DAGF + KOM-F 90.6 £ 2.3c 72.4 £ 3.0c 36.3 £ 0.8¢c 21.7+0.8c
DAGF + KOM-SF 63.0 + 1.5d 714 +£1.3c 35.0+1.9¢c 24.7+1.2b

Datos expresados como media + EE (n=8). Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
p<0.05 con la prueba de Tukey. DE: Dieta estandar, DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa, DAGF +
KOM-J: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha de calices de
jamaica,DAGF + KOM-F: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha
del subproducto de jamaica filtrado, DAGF + KOM-SF: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada
con el analogo de kombucha del subproducto de jamaica sin filtrar.

Efectos similares han sido reportados para el consumo de kombuchas elaboradas
con Camellia sinensis, uva de mar (Caulerpa racemosa) y Clitoria ternatea en
modelos experimentales de dislipidemia inducida por la dieta. Se ha observado que
su consumo reduce significativamente los niveles de triglicéridos (27-41 %),
colesterol total (18-54 %) y colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-c) (27-
36 %) e incrementos de HDL hasta 3.6 veces (Yang et al., 2009; Bellassoued et al.,
2015; Permatasari et al., 2022; Linda et al., 2025).
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Aunque los estudios sobre los efectos del consumo de kombucha en el control del
peso corporal aun son limitados, las mejoras en el perfil lipidico se encuentran entre
los beneficios mas documentados en la literatura cientifica sobre esta bebida. Estos
efectos positivos se han atribuido, en parte, a la capacidad de la kombucha para
inhibir la actividad de las lipasas, reduciendo asi la absorcion de lipidos de la dieta,
de manera similar a farmacos antiobesogénicos como el orlistat (Permatasari et al.,
2022). Este efecto inhibitorio parece estar mediado por la accion de flavonoides
presentes en la bebida, disminuyendo la lipdlisis de las grasas alimentarias y, por
ende, reduciendo la absorcion intestinal de acidos grasos y su paso hacia la
circulacion sistémica (Linda et al., 2025).

Ademas de sus propiedades antioxidantes y efecto prebidtico, los polifenoles
desempeiian un papel clave en la regulacion del metabolismo mediante la activacion
de la sirtuina 1 (SIRT-1). En individuos con sobrepeso u obesidad se ha reportado
una disminucién en los niveles de SIRT-1, asi como una menor expresion de la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y del coactivador y-1 del receptor
activado por proliferadores de peroxisomas (PGC-1a) (Shi et al., 2018). Estudios
indican que la kombucha elaborada con té negro puede activar la via SIRT1-AMPK-
PGC1a, promoviendo la [(-oxidacion y aumentando el gasto energético.
Simultaneamente, inhibe el factor de transcripcion SREBP-1c, el cual controla la
expresion de enzimas lipogénicas como la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la sintasa
de acidos grasos (FAS) y la HMG-CoA reductasa, esta ultima involucrada en la
regulacion de la sintesis de colesterol (Costa et al., 2021)

Finalmente, aunque los efectos beneficiosos del consumo de kombucha se han
atribuido ampliamente al contenido de compuestos fendlicos y microorganismos
probioticos, también estan fuertemente relacionados con la presencia de acidos
organicos. En un modelo de Drosophila, el consumo de kombucha elaborado con té
negro promovio eficazmente la lipdlisis y suprimié la lipogénesis. Los autores
vincularon estos efectos directamente con la accion de los acidos organicos

presentes en la bebida (DuMez-Kornegay et al., 2024).
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En particular, el acido acético ha demostrado la capacidad de inhibir tanto la
lipogénesis como la colesterogénesis en el higado, un o6rgano con funciones
metabdlicas similares a las del tejido adiposo de Drosophila. Asimismo, el acido
glucuronico y el acido p-sacarico 1,4-lactona han sido reconocidos por su capacidad
para inhibir la hiperlipidemia y reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares,
contribuyendo asi a contrarrestar la obesidad, la DM2 y la hipercolesterolemia (Tran
et al., 2024).

En la Figura 19 se presentan los indices aterogénicos, los cuales son relaciones
matematicas derivadas de parametros lipidicos sanguineos que permiten estimar el
riesgo cardiovascular de manera mas integral que los valores individuales

(Fernandez-Macias et al., 2019).

Figura 19. Efecto de la suplementacion con analogos de kombucha elaborados a
partir de calices de jamaica y su subproducto sobre los indices aterogénicos en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa. Se presentan el indice de Castelli

| (A), el indice de Castelli Il (B) y el indice de riesgo cardiometabdlico (C). Datos
expresados como media + DE (n=8). Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p <
0.05) por la prueba de Tukey-Kramer. DE: Dieta estandar, DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa, KOM-
J: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha de calices de jamaica,
KOM-F: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha de subproducto de
jamaica filtrado, KOM-SF: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha
del subproducto de jamaica sin filtrar.
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En la Figura 19A se muestra el indice de Castelli | (Colesterol total/HDL-C), que
evalua el equilibrio entre el colesterol total y el colesterol de alta densidad (HDL-C),
considerado protector. La Figura 19B muestra los valores del indice de Castelli Il
(LDL-C/HDL-C), el cual mide la proporcién entre colesterol LDL y HDL, y es
considerado un buen predictor del riesgo coronario. La Figura 19C presenta el indice
de riesgo cardiometabolico (Triglicéridos/HDL-C), también conocido como TG/HDL-
C. Paralos 3 indices se observé un incremento en los valores de los animales obesos
entre 2-3 veces comparado con el grupo sano. Los grupos que recibieron 1J como
ISJ presentaron una disminucion significativa en estos indices en comparacion con
el grupo control obeso. No obstante, dicha disminucion no fue suficiente para
alcanzar valores similares al grupo control sano. Para todos los indices, los grupos
que consumieron analogos de kombucha mostraron valores similares al grupo sano,
a excepcion del indice del riesgo cardiometabdlico, donde KOM-F y KOM SF
presentaron menores valores comparado con el grupo DAGF, pero estos no fueron

normalizados.

Los resultados obtenidos para los indices aterogénicos permiten establecer que el
consumo de las bebidas fermentadas evaluadas (KOM-J, KOM-F y KOM-SF)
ejercieron un efecto significativamente mas favorable sobre el perfil lipidico en
comparacion con los tratamientos no fermentados (IJ e 1SJ). Esto sugiere que el
proceso de fermentacion potencia las propiedades funcionales del sustrato, tanto del

caliz como del subproducto de jamaica.

En conjunto, los tres indices analizados evidenciaron una tendencia consistente
hacia la mejora del perfil lipidico y la reduccion del riesgo cardiovascular y
cardiometabdlico en los grupos que consumieron las bebidas fermentadas. Estos
hallazgos respaldan el potencial de las bebidas funcionales fermentadas como
estrategia nutricional complementaria en la prevencién y manejo de dislipidemias

asociadas a la obesidad.
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5.4.2 Efectos sobre alteraciones metabdlicas asociadas al metabolismo de
carbohidratos

La obesidad constituye un factor determinante en el desarrollo de DM2 vinculada a
la RI. En individuos obesos, el tejido adiposo libera mayores cantidades de acidos
grasos libres y citocinas proinflamatorias, lo que contribuye a la disfuncion en la
sefializacion de la insulina (Wondmkun, 2020).

El Cuadro 7 muestra los niveles séricos de glucosa e insulina en los diferentes grupos
experimentales. Tras 16 semanas de intervencion, las ratas alimentadas con la dieta
alta en grasa y fructosa (DAGF) exhibieron un aumento del 11.5 % en la glucosa en
ayuno y un incremento de hasta 314.7 % en la insulina sérica, en comparacion con
el grupo que recibio la dieta estandar (DE)

Cuadro 7. Parametros en suero de ratas alimentadas con una dieta DAGF y
suplementadas con analgos de kombucha de jamaica y las infusiones sin fermentar

Tratamiento Parametros -
Glucosa (mg/dL) Insulina (ng/dL)
DE 167.52 + 2.57e 5.28 £ 0.18e
DAGF 186.90 + 2.18b 16.62 + 0.77ab
DAGF + IJ 209.70 + 1.92a 17.38 + 1.20a
DAGF + KOM-J 161.68 + 2.31f 4,92 + 0.27f
DAGF + ISJ 180.80 + 1.53c 14.85+ 0.71c
DAGF + KOM-F 174.96 + 2.51d 6.96 + 0.66d
DAGF + KOM-SF 173.19 + 1.91d 5.63 + 0.24e

Los resultados se presentan como media  error estandar (n = 8). Diferentes letras en la misma fila
indican diferencias significativas (p < 0.05), determinadas mediante la prueba de Tukey. DE: dieta
estandar; DAGF: dieta rica en grasa y fructosa; DAGF + KOM-J: dieta enriquecida con el analogo
de kombucha elaborado a partir de calices de jamaica; DAGF + KOM-F: dieta complementada con
el analogo filtrado del subproducto de jamaica; DAGF + KOM-SF: dieta complementada con el

analogo sin filtrar del subproducto de jamaica

El consumo de kombucha gener6 una reduccion estadisticamente significativa en los
niveles de glucosa en los diferentes grupos experimentales; sin embargo, la magnitud
de estas disminuciones varia en cuanto a su relevancia clinica y fisiologica. En
particular, el grupo suplementado con KOM-J presentd una reduccion del 13.5 %, la
cual puede considerarse clinicamente relevante, ya que estudios previos en modelos

de ratas Wistar alimentadas con DAGF han sefialado que una disminucion del 10—
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20 % en los niveles de glucosa en ayunas o en pruebas de tolerancia a la glucosa
indica un efecto metabdlicamente significativo, especialmente cuando se acompana

de mejoras en la sensibilidad a la insulina (Melo et al., 2021).

En contraste, las reducciones observadas en los grupos tratados con las bebidas
KOM-F (6.3 %) y KOM-SF (7.3 %), aunque estadisticamente significativas, podrian
no alcanzar el umbral necesario para ser consideradas clinicamente relevantes por
si solas. No obstante, su impacto podria adquirir mayor relevancia si estas
reducciones se acompafian de mejoras en otros parametros metabdlicos, como el
perfil lipidico o indices de sensibilidad a la insulina, como HOMA-IR y QUICKI, lo cual

sugeriria un efecto sinérgico mas amplio a nivel cardiometabdlico.

En cuanto a la insulina sérica, se observaron menores concentraciones del 70.3 %,
58.1 % y 66.1 % en los grupos suplementados con KOM-J, KOM-F y KOM-SF,
respectivamente, en comparacion con el grupo control alimentado con una DAGF (p
< 0.05).

Se calcularon los indices HOMA-IR y QUICKI para evaluar la resistencia general a la
insulina (Figuras 20A y 20C). El grupo alimentado con DAGF present6 los valores
mas elevados de HOMA-IR (469.5 %) y los mas bajos de QUICKI (-13.5 %), en
comparacion con el grupo alimentado con DE, lo que indica el desarrollo de Rl en los

animales obesos.

Todos los grupos suplementados con analogos de kombucha mostraron una
prevencion de la Rl. En particular, el grupo que recibi6 KOM-J presentd un indice
HOMA-IR estadisticamente similar al del grupo DE, sugiriendo una restauracion
significativa de la sensibilidad a la insulina. El grupo con la bebida KOM-J tuvo el
mayor efecto benéfico, con menores valores del HOMA-IR de 79.7 %, seguido por
KOM-SF (-71.8 %) y KOM-F (-63 %), en comparacion con el grupo DAGF.
Asimismo, el consumo de KOM-J, KOM-F y KOM-SF promovié un aumento
significativo (p < 0.05) en el indice QUICKI, hasta del 15.2 %, 11.7 % y 13.6 %,
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respectivamente, respecto al grupo DAGF, lo que indica una mejora en la sensibilidad

a la insulina.

Figura 20. Efecto de la suplementacion con analogos de kombucha elaborados a
partir de calices de jamaica y su subproducto sobre la estimacién de la resistencia a
la insulina mediante los indices HOMA-IR (A), HOMA-B (B), QUICKI (C), y el indice

TyG (D). Datos expresados como media + DE (n=8). Valores con diferente letra indican diferencia
significativa (p < 0.05) por la prueba de Tukey-Kramer. DE: Dieta estandar, DAGF: Dieta alta en grasa
y fructosa, KOM-J: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha de
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calices de jamaica, KOM-F: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el analogo de kombucha
del subproducto de jamaica filtrado, KOM-SF: Dieta alta en grasa y fructosa suplementada con el
analogo de kombucha del subproducto de jamaica sin filtrar.

Respecto a los indices HOMA-B y TyG se observaron comportamientos similares, los
grupos suplementados con los analogos de kombucha —tanto elaborados con
jamaica como con su subproducto— mostraron una reduccion significativa en ambos
parametros (p < 0.05). El indice HOMA-§ se relaciona con la funcionalidad de las
células B-pancreaticas, por lo que su disminucién sugiere una menor actividad
secretora; mientras que el indice TyG esta asociado con la R, indicando que valores

mas bajos reflejan una mejor sensibilidad insulinica.

Resultados similares han sido reportados en ratones y ratas con DM2 inducida por
estreptozotocina (STZ) en donde el consumo de kombucha elaborada con té negro
condujo a una disminucion del 30.4 % y 56.8 % en los niveles de glucosa en ayunas
y una reduccion del 20.0 % y 57.4 % en los niveles de insulina, respectivamente (Xu
et al., 2022; Srihari et al., 2013).

También se ha reportado el efecto hipoglucemiante del consumo de distintos
analogos de kombucha. Por ejemplo, un analogo elaborado con Clitoria ternatea
disminuyé en un 33 % en los niveles de glucosa sérica en ayunas en ratones
alimentados con una dieta alta en grasa (Permatasari et al., 2022). En ratas con DM2
inducida, el consumo de un analogo de kombucha elaborado con fruta de serpiente
(Salak Suwaru) provocd una disminucion en los niveles de glucosa, alcanzando
valores similares a los observados en el grupo sano y en el grupo diabético tratado

con metformina (Zubaidah et al., 2019).

Por otro lado, un analogo de kombucha elaborado con hojas de encino (Quercus
convallata'y Quercus arizonica) fue administrado a ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa y fructosa, observandose una disminucién hasta del 21.4 %
en los niveles de glucosa sérica, asi como una reduccion de la Rl hasta del 7.5 % en
comparacion con el grupo control obeso (Gamboa-Gémez et al., 2017).
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Diversos estudios han demostrado que el consumo de kombucha posee efectos
hipoglucemiantes y puede contribuir significativamente a mejorar la RI. Estos efectos
se atribuyen a una combinacién de mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que
actuan de forma sinérgica. Uno de los mecanismos principales es la regulacion de
enzimas fundamentales en el metabolismo de la glucosa. Por ejemplo, se ha
reportado que la kombucha disminuye la actividad de enzimas implicadas en la
gluconeogénesis, como la glucosa-6-fosfatasa y la fructosa-1,6-bisfosfatasa,
mientras que aumenta la actividad de enzimas relacionadas con la glucdlisis, como
la hexoquinasa, promoviendo asi el uso de glucosa para la generacion de energia
(Zubaidah et al., 2019).

Otro mecanismo fundamental es la inhibicion de enzimas digestivas como la a-
amilasa y la a-glucosidasa, responsables de la degradacion de polisacaridos en el
tracto gastrointestinal. Su inhibicion retrasa la absorcion de glucosa, reduciendo asi
el pico glucémico postprandial. Esta accion ha sido asociada con los compuestos
fendlicos presentes en el kombucha, derivados del té utilizado como sustrato en la
fermentacion (Gamboa-Gomez et al., 2017).

Por otro lado, diversos metabolitos presentes en la kombucha, como los acidos
organicos (acético, glucurdnico y lactico), han demostrado favorecer la captacion de
glucosa por las células, preservar la funcion de las células 8 pancreaticas y reducir
la expresion o actividad de transportadores intestinales como GLUT1, GLUT2 y
GLUTS. Esto limita la entrada de glucosa al torrente sanguineo, contribuyendo al

control glucémico (Zubaidah et al., 2019).

Los efectos reductores de glucosa en sangre atribuidos a la kombucha también se
deben a su capacidad para mejorar la captacion de glucosa en tejidos periféricos
sensibles a la insulina, como el musculo y el tejido adiposo. Este proceso
probablemente esta relacionado con la translocacion del transportador de glucosa
tipo GLUT-4 hacia la membrana celular, facilitada por la activacion de la via de
sefalizacion insulinodependiente PI3K/Akt. Asimismo, se ha evidenciado que ciertos

compuestos presentes en la kombucha pueden potenciar la secrecion de insulina, lo
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que a su vez activa rutas metabdlicas anabdlicas como la glucdlisis, glucogénesis y

lipogénesis, todas bajo regulacion de esta hormona (Nolasco-Rodriguez et al., 2022)

Estos hallazgos respaldan el potencial de la kombucha como agente coadyuvante en
la prevencion y control de la hiperglucemia y la Rl, especialmente en contextos
asociados a obesidad o dietas altas en grasas.

6.5 Perspectivas y limitaciones del estudio

Los resultados obtenidos en el presente estudio sobre el potencial tecnologico y
terapéutico de los analogos de kombucha de Hibiscus sabdariffa L. son
prometedores, sin embargo; es importante considerar las limitaciones en la

interpretacion y aplicacion de los hallazgos

Primero, la fermentacion de los analogos fue llevada a cabo en condiciones
controladas de laboratorio, a una escala reducida. Esto podria limitar la extrapolacion
de los resultados a nivel industrial, ya que variables como la temperatura ambiente,
la humedad y el control microbiolégico pueden comportarse de manera diferente en
volumenes mayores. Asimismo, aunque se utilizO un consorcio microbiano
previamente adaptado, no se realizé un analisis de su composicion microbiana
durante el proceso, lo que impide asegurar la estabilidad y la reproducibilidad entre
lotes.

Desde el punto de vista sensorial, aunque la aceptabilidad resulto positiva, esta se
realizé en un panel reducido y posiblemente no representativo de la diversidad del
consumidor objetivo. Por otro lado, no se estudi6 la vida de anaquel del producto ni
su estabilidad a través del tiempo, lo que resulta crucial para su viabilidad comercial.
Finalmente, aspectos regulatorios como el contenido alcohdlico residual o el
contenido final de carbohidratos tampoco fueron evaluados, por lo que aun existen

limitaciones para su potencial comercializacion a gran escala.

En relacidn con los resultados obtenidos del modelo experimental in vivo, los ensayos

fueron realizados en un modelo preclinico de obesidad inducida por dieta en ratas
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Wistar, lo cual representa una limitacion inherente para este tipo de estudios, ya que
los efectos fisioldgicos observados no pueden trasladarse directamente en humanos,
por lo que es necesaria su validacion mediante estudios clinicos. Ademas, la duracion
del tratamiento fue relativamente corta, y no se incluyeron diferentes dosis para
evaluar un posible efecto dosis-dependiente ni limites de seguridad. Tampoco se
abordaron biomarcadores moleculares que permitan explicar de manera mas

profunda los mecanismos subyacentes a los efectos metabdlicos observados.

Estas limitaciones abren nuevas oportunidades para investigaciones futuras
enfocadas en la optimizacion del proceso de fermentacion, la caracterizacion
microbiolégica del consorcio, el desarrollo tecnolégico del producto en condiciones

reales de mercado y la validacion clinica de los efectos terapéuticos de la bebida.
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. CONCLUSIONES

La elaboracién de una bebida analoga de kombucha a partir de infusiones de
Hibiscus sabdariffa L. (0.5 % p/v) mostré6 una mayor adaptacion del consorcio
microbiano en comparacién con las decocciones, lo que resulté en un producto
con niveles mas adecuados de acidez. Las concentraciones iniciales de azucar al
8 % y 10 % favorecieron la fermentacion; sin embargo, se selecciono6 el 8 % por
ser una alternativa menos caldrica.

El subproducto de Hibiscus sabdariffa L. es un sustrato adecuado para la
adaptacion de consorcio microbiano de kombucha, generando una bebida con
propiedades fisicoquimica comparables a la elaborada a partir de calices.
Asimismo, estas bebidas presentaron un contenido relevante de compuestos
fendlicos y antocianinas. La fermentacion a partir de infusiones sin filtrar —un
proceso no convencional— no afecté negativamente la adaptabilidad del sustrato
y tampoco modifico significativamente las propiedades fisicoquimicas del
producto final, por el contrario, promoviéo incrementos significativos en el
contenido de compuestos fendlicos totales (4 veces mas) y de antocianinas (7
veces mas), indicando una mayor extraccion de compuestos polifendlicos
presentes en la matriz vegetal.

La bebida KOM-J obtuvo mayor aceptabilidad y preferencia sensorial en
comparacion con una kombucha comercial de jamaica, destacando por su sabor,
color y equilibrio dulce-acido. Aunque algunos panelistas detectaron matices
aromaticos tipicos de bebidas fermentadas, estos no afectaron negativamente la
evaluacion global, alcanzando una media de 8.0 en la escala hedodnica de 9
puntos, lo que confirma su potencial sensorial para el mercado.

Las bebidas elaboradas a partir del subproducto de jamaica (KOM-F y KOM-SF)
mostraron una aceptabilidad sensorial comparable a la KOM-J, lo que indica que
dicho subproducto tiene potencial de aceptacion comercial. Ademas, no se
encontraron diferencias significativas entre las bebidas KOM-F y KOM-SF, lo cual
refuerza la viabilidad del uso de infusiones sin filtrar como método alternativo en

el proceso de fermentacién al no afectar el perfil de sabor.
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VI.

VILI.

VIII.

La fermentacion de infusiones de calices y subproductos de Hibiscus sabdariffa
L. aumentd significativamente la concentracion y diversidad de compuestos
fendlicos con potencial funcional como el acido galico y protocatecuico y
flavonoides como kaempferol 3-O-glucosido,catequina, epicatequina vy
epicatequina galato, asi como antocianinas.

En presencia de los calices de jamaica durante la fermentacion hay una mayor
liberacion de compuestos fendlicos y flavonoides, posiblemente debido a la
retencidén de particulas vegetales que facilitan el contacto enzimatico, generando
incrementos superiores en antocianinas (hasta 6 veces) y proantocianidinas
(89 % mas que la infusién), sin afectar su aceptabilidad sensorial. Estos hallazgos
destacan el valor estratégico del uso de infusiones sin filtrar para potenciar el perfil
funcional de bebidas fermentadas.

En el estudio preclinico de obesidad inducida la suplementacion con kombucha
de Hibiscus sabdariffa L. (KOM-J) normalizo el peso corporal y mejoro el indice
de adiposidad total y porcentaje de grasa visceral, lo que sugiere una mejora
sustancial en la composicién corporal y en la acumulacién de tejido adiposo
visceral. Asimismo, los analogos fermentados elaborados a partir del subproducto
de jamaica (KOM-F y KOM-SF) presentaron beneficios similares, pero estos
fueron menos significativos.

La suplementacion con kombucha elaborada a partir de calices y subproductos
mejoraron significativamente el perfil lipidico en el modelo murino. Siendo la KOM-
J la mas eficaz, ademas KOM-F y KOM-SF también mostraron mejoras, aunque
estas fueron menores. Estas bebidas normalizaron los indices aterogénicos
(Castellil y Il, y TG/HDL-C).

La bebida KOM-J mejoro la sensibilidad a la insulina con valores de HOMA-IR y
QUICKI similares al grupo sano, mostrando menores efectos la KOM-F y KOM-
SF.

Los efectos anteriormente mencionados podria estar parcialmente relacionados
con los compuestos fendlicos, principalmente detectados en la KOM-J,
comparado con la KOM-F y KOM-SF
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XI.

En conjunto, los analogos de kombucha elaborados con calices y con
subproductos de Hibiscus sabdariffa L. ejercieron efectos positivos en parametros
clave relacionados con la obesidad, el metabolismo lipidico y la glucosa. Estos
hallazgos respaldan su inclusion como alternativas viables en el desarrollo de
estrategias alimentarias funcionales enfocadas en la prevencion de
enfermedades cronico-degenerativas, ademas de promover la valorizacién de

residuos agroindustriales con impacto en la sostenibilidad y la salud publica.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Resultados analisis microbiolégicos
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Anexo 2. Formato de reclutamiento.
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Anexo 3. Consentimiento informado

Titulo del proyecto: “Desarrollo de un analogo de kombucha a base de los calices
y subproducto de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y evaluacidn sobre las

alteraciones metabodlicas en un modelo in vivo de obesidad”

Sede donde se realizara el estudio: Laboratorio de Evaluacion Sensorial, CAIDEP,

2 piso Parque Biotecnologico.
INVITACION La invitacién para participar en la evaluacion sensorial se difundira
mediante un pdéster en redes sociales, con el propdsito de reclutar voluntarios para
este estudio de investigacion. A continuacion, se presenta la informacion esencial
del proyecto, para que usted pueda conocer y entender sus objetivos. Podra
plantear cualquier duda o pregunta relacionada con el estudio para aclarar cualquier
inquietud. Una vez que haya comprendido el procedimiento y decida participar, se
le solicitara firmar el consentimiento informado, del cual recibira una copia
debidamente firmada y foliado.

I. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
El sobrepeso y la obesidad son problemas graves en México, afectando a una gran
parte de la poblacion. Esto aumenta el riesgo de enfermedades como la diabetes y
las enfermedades cardiovasculares. Por lo que se busca abordar este problema con
alternativas saludables, como las bebidas tipo kombucha, que tienen beneficios
para la salud. En esta investigacion se esta explorando el uso del subproducto de
la jamaica para crear un analogo de kombucha con propiedades antiobesogénicas,
ofreciendo asi una opcion mas saludable para los consumidores.

Il. OBJETIVOS DEL ESTUDIO
Evaluar la concentracidn 6ptima de caliz de jamaica y su subproducto aceptable
para el consumidor y su preferencia ante diferentes tiempos de fermentacion.

lll. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
No obtendra algun tipo de beneficio econémico por su colaboracién en el estudio y

su participacion sera completamente voluntaria.
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IV. CRITERIOS DE RECLUTAMIENTO

El estudio contara con la participacion de 50 panelistas, tanto hombres como
mujeres, con edades entre 18 y 35 afos, pertenecientes a la comunidad
universitaria. Los participantes deberan tener habilidades para comunicar y describir
las sensaciones gustativas, ademas de ser consumidores habituales de bebidas
fermentadas. Este rango etario fue seleccionado porque las células de las papilas
gustativas, responsables de la percepcion del sabor, estan mas activas y en mayor
cantidad en adultos jovenes, lo que mejora su capacidad sensorial (Xaviera et al.,
2010). Asimismo, el mercado de bebidas tipo kombucha se orienta principalmente
a este grupo de edad (Kim et al., 2022; Macedo Dantas Coelho et al., 2023).

La convocatoria se realizara a través de una invitacion difundida en redes sociales.
Se excluira a quienes presenten condiciones médicas que puedan alterar la
percepcion del gusto, estén bajo tratamiento médico, estén embarazadas o tengan
alergias o intolerancias a alguno de los ingredientes del producto.

V. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Durante la evaluacién, se ofreceran entre 4 y 6 muestras en vasos plasticos de 50
mL, distribuidas de manera aleatoria y codificadas con tres numeros para su
identificacion. Estos vasos se colocaran frente al panelista, quien degustara las
muestras en orden de izquierda a derecha, recibiendo aproximadamente 35 mL por
muestra. Se les indicara que enjuaguen su boca con agua y consuman un trozo de
galleta 'habaneras' entre cada degustacion para limpiar el paladar.

Las muestras seran evaluadas mediante una escala heddnica que va desde 'me
gusta muchisimo' hasta 'me disgusta muchisimo'. Los participantes registraran su
nivel de aceptacién para cada muestra en un formato proporcionado. La prueba

tendra una duracion aproximada de 15 minutos

VI. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
El producto cumple con los estandares de calidad y requisitos microbiologicos
necesarios para reducir al minimo los riesgos para la salud; no obstante, como en

cualquier estudio de intervencién, existe un riesgo minimo para los participantes.
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En caso de que durante la evaluacidn algun participante presente malestar
relacionado con la prueba sensorial, sera excluido del estudio y se le acompanara
a los servicios meédicos del equipo 'Su Salud', ubicado en el edificio 1, planta baja
de la Facultad de Quimica. Los gastos médicos seran cubiertos por el equipo de
investigacion o, de ser necesario, se canalizara al participante a otras instituciones
de salud correspondientes.
Los posibles riesgos vinculados al estudio incluyen:
o Reacciones alérgicas a los componentes de la kombucha.
o Malestares gastrointestinales tales como nauseas, flatulencias o diarrea,
ocasionados por la fermentacion y el contenido probiotico.
e Interacciones con medicamentos que podrian verse afectadas por los
ingredientes de la kombucha.
o Reacciones adversas derivadas de la ingestion de microorganismos vivos,
especialmente en personas con sistemas inmunitarios debilitados.
Ademas de los riesgos durante la prueba, es importante sefialar que, aunque poco
frecuentes, pueden presentarse efectos secundarios posteriores, tales como
reacciones alérgicas tardias o molestias gastrointestinales prolongadas. Si un
participante experimenta algun sintoma dentro de las 24 horas siguientes a la
evaluacion, debera comunicarlo a los responsables del proyecto para recibir la
atencion médica adecuada (Tel: 413 108 93 68).
Todas las muestras seran preparadas siguiendo estrictamente las buenas practicas
de higiene establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009
(Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos
alimenticios), asi como las recomendaciones de las buenas practicas establecidas
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos.
VIl. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO
Esta seccion se llenara una vez se realicen los analisis correspondientes
VIIl. ACLARACIONES
e La participacion en la evaluacién sensorial es totalmente voluntaria.
e Usted puede decidir retirarse del estudio en cualquier momento, sin
necesidad de justificar su decision.
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¢ No recibira compensacion econdmica por su colaboracion en este proyecto.

e Los datos obtenidos durante el estudio seran manejados con absoluta
confidencialidad por el equipo de investigacion y se utilizaran
exclusivamente con fines estadisticos.

e Antes de iniciar la evaluacion, se le solicitara proporcionar un numero
telefonico de contacto para emergencias relacionadas con la participacion

en la prueba sensorial.

IX. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta sobre su participacion en este estudio o desea conocer
los resultados del proyecto, puede ponerse en contacto con la investigadora
responsable, la Dra. Rosalia Reynoso Camacho, a través del correo electronico
rrcamachomx@yahoo.com.mx o al numero de celular 442 230 0371. También
puede comunicarse con el estudiante encargado del estudio, Raul Herrera Jr., via
correo electronico raul-jsfisica@hotmail.com o por teléfono celular al 413 108
9368.

X. ACEPTACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, , declaro haber leido y comprendido en

detalle la informacién proporcionada acerca del proyecto y los riesgos asociados a
mi participaciéon en este estudio. He sido informado y comprendo que los datos
recolectados podran ser publicados o difundidos con fines cientificos. Acepto
participar voluntariamente en esta investigacion y recibiré una copia firmada y

fechada de este consentimiento.

Nombre, fecha y firma del participante Tel. de emergencias.
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He explicado a los

objetivos y el alcance del estudio, asi como los posibles riesgos y beneficios
derivados de la participacion. Respondi todas las preguntas planteadas y confirmé
si existia alguna duda adicional sobre el proyecto. Declaro haber leido y estar
familiarizado con la normativa vigente para la realizacion de investigaciones en
seres humanos, a la cual me comprometo a cumplir. Finalizada la sesion de

preguntas y respuestas, se procedi6 a la firma del presente documento.

Nombre, fecha y firma del investigador

Testigo 1 (Nombre y firma):

Testigo 2 (Nombre y firma):
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Anexo 4. Revocacion de consentimiento informado
CARTA DE REVOCACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del proyecto: “Desarrollo de un analogo de kombucha a base de los calices
y subproducto de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y evaluacidn sobre las
alteraciones metabdlicas en un modelo in vivo de obesidad”
Investigadora responsable: Dra. Rosalia Reynoso Camacho

Alumno responsable: 1Q. en Al. Raul Herrera Jr.

Sede donde se realizara el estudio: Laboratorio de Evaluacion Sensorial, CAIDEP,
segundo piso Parque Biotecnoldgico.

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de esta investigacion por

las siguientes razones (opcional):

Nombre, fecha y firma del participante
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Anexo 5. Formato de evaluacion

Evaluacion de analogos de kombucha a base de calices de jamaica y su
subproducto.

Edad: Sexo: Fecha:

¢ Es usted consumidor frecuente de bebidas fermentadas? Si: No:

Instrucciones: Tiene frente a usted cuatro muestras de bebidas tipo kombucha, cada
una identificada con un cédigo distinto. Anote en la hoja de evaluacion el codigo
correspondiente a la muestra que esta analizando. Con base en su preferencia
personal, califique los atributos solicitados marcando el numero que refleje su
percepcion. Para asegurar una evaluacion objetiva, se recomienda enjuagar la boca
con agua y consumir galletas entre cada muestra con el fin de neutralizar el paladar

PUNTAJE CALIFICACION

9 Me gusta muchisimo
8 Me gusta mucho
7 Me gusta bastante
6 Me gusta ligeramente
5 Ni gusta ni me disgusta
4 Me disgusta ligeramente
3 Me disgusta bastante
2 Me disgusta mucho
1 Me disgusta muchisimo

Atributo Muestra: Muestra: Muestra: Muestra:

Color
Olor

Sabor

Dulzor

Acidez

Agrado

general

Observaciones
y/o
comentarios

Finalmente ordene las muestras de la que mas le gusto a la que menos le

gusto:
> > >
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