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RESUMEN

La kombucha es una bebida elaborada, tradicionalmente, a partir de té negro
(Camellia sinensis) endulzado, fermentado por un consorcio de bacterias y
levaduras. Durante la fermentacién se producen diversos metabolitos beneficiosos
para la salud. La produccion de kombucha en México se realiza de manera
artesanal, bajo condiciones de fermentacién no establecidas limitando la eficiencia
del proceso. Por otra parte, es de interés estudiar la fermentacion de infusiones
distintas al té negro y evaluar las caracteristicas fitoquimicas, fisicas, quimicas y
sensoriales de las bebidas obtenidas. El objetivo de este proyecto fue estandarizar
el proceso de fermentacion y caracterizar bebidas tipo kombucha elaboradas a partir
de mezclas de infusiones herbales. Se fermentaron mezclas de infusiones de
jamaica (Hibiscus sabdariffa), manzanilla (Matricaria ~chamomilla) y romero
(Rosmarinus officinalis) (JMR); y hierbabuena (Mentha spicata L.), zacate de limén
(Cymbopogon citratus) y hojasén (Flourensia cernua) (HLH) con un consorcio de
kombucha comercial. Se evalud el efecto de las condiciones de fermentacion sobre
el contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante, propiedades fisicas,
quimicas, microbiolégicas y sensoriales. “Adicionalmente, lo resultados se
compararon con una kombucha tradicional de té negro (TN). La fermentacion se
realizé a 25 °C y 30 °C por 12 dias. Las condiciones de fermentacion, de 30 °C
durante 6 dias, permitieron obtener la mayor cantidad de polifenoles totales y un pH
de 2.5 el cual favorece la inocuidad de la bebida. La cantidad relativa de polifenoles
totales en la kombucha fermentada después de 12 dias, comparada con infusion no
fermentada, de TN, JMR 'y HLH increment6 en 30.7%, 58.2% y 49.9%,
respectivamente a 30 °C. Se observd, ademds, un incremento en la capacidad
antioxidante. Se identificaron los grupos microbianos de levaduras, bacterias
acidoacéticas y bacterias acidolacticas, tanto en la biopelicula producida por el
consorcio como en la bebida. Aunque las tres kombuchas (TN, JMR y HLH) tuvieron
una evaluacion sensorial satisfactoria, se observé una diferencia en la preferencia
en funcion del género. Las mezclas de infusiones formuladas fueron utilizadas
exitosamente como medio de fermentacion por el consorcio de kombucha,
produciendo bebidas con caracteristicas fisicas, quimicas y aceptacion sensorial
similares a las de la kombucha tradicional.

Palabras clave
Consorcio microbiano, capacidad antioxidante, compuestos polifendlicos.



ABSTRACT

Kombucha is a fermented tea beverage which is traditionally prepared by sweetened
black tea (Camellia sinensis), produced by a consortium of bacteria and yeast.
During fermentation several metabolites are produced, which exert human health
benefits. The production of kombucha in México is carried out under uncontrolled
fermentation conditions, limiting the efficiency of the process. Besides, the use of
infusions other than black tea can generate beverages with different phytochemical
and sensory profiles. The aim of this project was standardize the fermentation
process and characterizing kombucha-like beverages elaborated from herbal
infusion mixtures. Infusion mixtures of roselle (Hibiscus sabdariffa), chamomile
(Matricaria chamomilla) and rosemary (Rosmarinus officinalis) (JMR); and
peppermint (Mentha spicata L.), lemongrass (Cymbopogon citratus) and senna
leaves (Flourensia cernua) (HLH) were used for kombucha fermentation. The effect
of fermentation conditions on total polyphenolic compounds, antioxidant capacity,
physical, chemical, microbiological and sensory - properties was evaluated.
Additionally, the results were compared with a traditional black tea kombucha (TN).
Fermentation was conducted at 25 °C and 30 °C for 12 days. Tea fermentation at
30 °C along 6 days, allowed to obtain the highest amounts of total polyphenols and
a pH of 2.5, which favors the safety of the beverage. The relative amounts of total
polyphenols in the fermented kombucha after 12 days, compared to the unfermented
tea, to TN, JMR and HLH increased by 30.7%, 58.2% and 49.9%, respectively at 30
°C. An increase in antioxidant capacity was also observed, although this was not
proportional to the polyphenolic increase. Microbial groups of yeasts, acetic acid
bacteria and lactic acid bacteria were identified both in the biofilm produced by the
consortium and in the beverage. Although all three kombuchas had a satisfactory
sensory evaluation, a variation in preference based on gender was observed. In
conclusion, the formulated infusions mixtures were used successfully as a
fermentation. medium by the kombucha consortium, producing a drink with
physicochemical characteristics and sensory acceptance similar to traditional
kombucha made from black tea.

Key words
Microbial consortium, antioxidant capacity, polyphenolic compounds
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1. INTRODUCCION

La alimentacién es uno de los principales factores que influye en el estado de salud
de un individuo. El consumo de una dieta nutritiva es fundamental en la prevencion
de enfermedades cronico-degenerativas (OMS, 2018). La ingesta de vegetales se
asocia con numerosos resultados de salud positivos (Emley et al., 2017). En la
actualidad se busca la aplicacion de conocimientos y tecnologia para mantener o
mejorar la calidad nutricional de los alimentos, lo cual puede llevar a cabo de
diversas maneras, por ejemplo, mediante la conservacion de nutrientes sensibles,
adicion de nutrientes, eliminacion de antinutrientes, asi como el disefio de alimentos

para optimizar la salud y reducir el riesgo de enfermedades (Floros et al., 2010).

Las infusiones herbales se han consumido desde la edad antigua como tratamiento
de diversos padecimientos debido a los beneficios a la salud que ofrecen. Dichos
beneficios se atribuyen a compuestos fitoquimicos como los polifenoles.
Recientemente se ha estudiado la fermentacion de infusiones como una manera de

incrementar la cantidad de compuestos bioactivos (Marsh et al., 2014).

La kombucha es una bebida originaria del noroeste de China, producida a partir de
la fermentacion de té negro (Camellia sinensis) endulzado, por accién de un cultivo
simbidtico de bacterias y levaduras. Los metabolitos producidos por la simbiosis
durante la fermentacién, principalmente acidos organicos y polifenoles, se han
asociado a beneficios a la salud del consumidor, debido a que estos compuestos
poseen-efecto antioxidante, antimicrobiano, anticarcinogénico, antihiperlipidémico,

antidiabético, entre otros (Jayabalan et al., 2014; Kapp y Sumner, 2019).

El consumo de kombucha se ha popularizado en los ultimos afios debido a los
beneficios a la salud que se le atribuyen. Sin embargo, aun hacen falta estudios
para estandarizar el proceso de fermentacion, caracterizar sus compuestos y
evaluar la influencia de la fermentacion sobre la produccion de éstos, asi como
demostrar su efecto biolégico (Kapp y Sumner, 2019). Aunado a lo anterior, la

fermentaciéon de infusiones diferentes al té negro por el consorcio microbiano de



kombucha puede generar bebidas con caracteristicas y composicion diferentes a

las obtenidas con el té negro (Jayabalan et al., 2014, Vitas et al., 2018).

Con base en lo anterior, el objetivo de este proyecto fue elaborar una bebida tipo
kombucha a partir de mezclas de infusiones herbales, estandarizar su proceso de
produccion, asi como evaluar el cambio en parametros fisicos y quimicos,
compuestos polifendlicos totales y capacidad antioxidante producidos durante la
fermentacién. Se utilizaron hojas y/o flores secas para infusion de jamaica, romero,

manzanilla, hierbabuena, hojasén y zacate de limon.



2. ANTECEDENTES

2.1 Infusiones herbales

Las plantas y sus metabolitos secundarios se han identificado y utilizado desde
tiempos ancestrales con objetivos distintos como el tratamiento de enfermedades
agudas y crénicas, la elaboracién de productos alimenticios y mejoras nutricionales.
Las propiedades antioxidantes de los extractos herbales son usualmente
expresadas por compuestos como los carotenoides, flavonoides y polifenoles, entre
otros (Farzaneh y Carvalho, 2015). En la actualidad, hay un incremento en el
consumo de infusiones herbales debido a sus posibles efectos en la salud humana,
los cuales se atribuyen principalmente, a la presencia de compuestos fendlicos
(Mufioz-Velazquez et al., 2012). S6ukand y colabaoradores (2013), propusieron el
término “té recreativo” para describir a las infusiones herbales que se consumen en
un contexto alimentario por su valor social y/o recreativo o por sus propiedades
“saludables” al ser bebidas. Lo que contribuye al hecho de que, en la actualidad, la
infusiones herbales no son consumidas Unicamente con fines medicinales

especificos.

Una infusion es una bebida que se obtiene de las partes aéreas (hojas secas, flores
y frutos) de varias hierbas o plantas a las cuales se vierte agua a punto de hervir y
se deja reposar durante un periodo de tiempo 6ptimo. La temperatura y tiempo de
extraccion, calidad del agua, tamafio de particula del té y pH de extraccién son
factores importantes que afectan directamente la eficiencia de la extraccién de los
compuestos antioxidantes (Kosiska y Andlauer, 2014). Por ejemplo, un tiempo de
infusion de cinco minutos con agua caliente es éptimo para extraer los antioxidantes
del té (Kamiloglu et al., 2012).

Mufioz-Veldzquez y colaboradores (2012) evaluaron el contenido fendlico, la
capacidad antioxidante y la actividad antiinflamatoria de infusiones comerciales de
hierbabuena, limén, manzanilla, arnica y boldo obteniendo como resultado que
dichas infusiones mostraron propiedades biolégicas con beneficios potenciales a la
salud.



2.1.1 Capacidad antioxidante de plantas y sus infusiones

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son subproductos del metabolismo
aerdbico y sirven como moléculas de sefalizacion para regular los procesos
biolégicos y fisiolégicos. Sin embargo, la generacién excesiva de EROs puede
causar dafo oxidativo a las biomoléculas sensibles, incluidos los péptidos, acidos
grasos y nucledtidos, lo que puede ocasionar diversos trastornos cronicos, como la
esclerosis, varios tipos de céncer, diabetes, envejecimiento y otras enfermedades
degenerativas. Diversas investigaciones epidemiologicas proponen.que la mayoria
de los compuestos con potencial antioxidante son probablemente factores
antiinflamatorios, anticancerigenos, antitumorales, antimutagénicos vy

antiescleroticos (Farzaneh y Carvalho, 2015; Rojas y Buitrago, 2019).

El consumo de bebidas como el té y el café proporciona un efecto preventivo contra
diversos trastornos crénicos de interés creciente. Los compuestos relacionados con
la capacidad antioxidante de plantas y-sus infusiones son vitaminas (como la Ay
C), polifenoles, flavonoides, asi como carotenoides y antocianinas. Estos retardan
0 previenen significativamente las reacciones de oxidacién y han sido asociados
con una disminucion de los dafios en el ADN vy la peroxidacion de lipidos. Varios
estudios han definido a los compuestos fendlicos como los principales fitoquimicos
bioactivos con actividad antioxidante y ventajas para la salud (Farzaneh y Carvalho,
2015).

2.2 Compuestos bioactivos de las infusiones herbales

El té es una infusion elaborada, especificamente, a partir de las hojas de Camellia
sinensis L. y es la segunda bebida mas consumida en todo el mundo; éste es
apreciado por sus diversos efectos beneficiosos para la salud. Sin embargo, otras
infusiones de diversas plantas o tisanas han tomado relevancia y han sido
estudiadas por sus compuestos bioactivos y, por tanto, sus beneficios para la salud.

Se ha demostrado que la combinacién de diferentes infusiones con diversos



constituyentes bioactivos produce efectos sinérgicos en sus efectos (Malongane et
al., 2017).

Un compuesto bioactivo se puede definir como un compuesto, esencial o no
esencial, presente en un alimento y que es capaz de modular diferentes actividades
bioldgicas proporcionando un beneficio a la salud del organismo que lo consume
(Martin et al., 2019). Los fitoquimicos son los principales compuestos bioactivos y
son considerados no esenciales. De acuerdo a su estructura quimica, se clasifican
en terpenoides, polifenoles, compuestos azufrados, fitoesteroles y alcaloides
(Somani et al., 2015). Estos compuestos se encuentran principalmente en frutas,
vegetales, cereales, granos, algas y plantas medicinales, y son sintetizados como
metabolitos secundarios por la célula vegetal (Zhang et al. 2015).

En el Cuadro 1 muestra los compuestos activos reportados para diversas plantas y

sus infusiones.

Cuadro 1. Infusiones y sus compuestos bioactivos

Infusion Compuestos bioactivos

Menta (Mentha | Catequina, - epicatequina, rutina, Iluteolina, | Bimakr et al., 2012
spicata L.) miricetina, apigenina, naringenina.

Jamaica Antocianinas: Cianidina 3-rutindsido, | Sindi et al., 2014
(Hibiscus delfinidina  3-sambubidsido, cianidina 3- | Ifie et al., 2016
sabdariffa) sambubiésido, cianidina 3-glucodsido,

delfinidina 3-glucosido.
Flavonoides: Quercetina, leutolina.

Romero Diterpenos fendlicos: Carnosol, rosmanol, | Ribeiro-Santos et al.,
(Rosmarinus acido carnosico, 2015
officinalis) Acidos fendlicos: acido cafeico, &cido | Sedighi et al., 2015

rosmarinico, acido galico, acido clorogénico,
acido feralico.

Flavonoides: Apigenina, 4’57,8-
tetrahidroxiflavona,  pectolinarigenina,  6-
hidroxiluteolina.

Manzanilla Apigenina, quercetina, patuletina, luteolina, | Singh et al., 2011
(Matricaria rutina. Hameed et al., 2018
chamomilla) Cumarinas: Herniarina, umbeliferona.

Fenilpropanoides: &cido clorogénico, &cido

cafeico.




Flavonas: apigenina, apigenina-7-O-glucésido,

luteolina y luteolina-7-O-glucosido.

Flavonoles: quercetina y rutina.

Flavonona: Naringenina.
Zacate de | Isoorientina 2-V-ramnosido, isoorientia, | Ekpenyong- et al.,
Limén Swertiajaponina. 2013
(Cymbopogon | Procianidina B3, B4 y B2, catequina, Costaetal., 2015
citratus)
Hojasén Acido dehidroflourénsico, flourensadiol, | De Rodriguez et al.,
(Flourensia orselinato de metilo, benzopiranos, | 2012
cernua) benzofuranos.

2.2.1 Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La flor o caliz de H. sabdariffa es comunmente utilizada para la elaboracion de tés.
Sus principales constituyentes son las antocianinas (responsables de la coloracién
rojiza), acidos orgéanicos (acido citrico, malicoy ascorbico) (Da-Costa-Rocha et al.,
2014) y flavonoides (quercetina, leutolina) (Ifie et al., 2016).

Sindi y colaboradores (2014) determinaron a través de un estudio que las
condiciones o6ptimas para la extraccion de polifenoles y antocianinas de H.
sabdariffa consisten en un proceso de extraccion con agua a 100 °C y un tiempo

Optimo de 10 minutos.

lIfie y colaboradores (2012) realizaron un estudio en el cual utilizaron jugo de caliz
de H. Sabdariffa para la produccion de vino de mesa mediante la fermentacion con
una cepa de Saccharomices cerevisiae. Los resultados obtenidos mostraron una
aceptacion sensorial favorable en cuanto a color, sabor, olor y aceptabilidad general.
Los autores concluyeron que es posible obtener vino de mesa de buena calidad a

partir de caliz de H. sabdariffa.

En 2016, Ifie y colaboradores evaluaron el impacto de la fermentacion sobe la
composicion fitoquimica y bioactividad en vino elaborado a partir de H. sabdariffa.
Los resultados mostraron un aumento en la cantidad de compuestos fendlicos a

medida que la fermentacion avanzaba (de 743 mg/L a 1260 mg/L), Particularmente,




se observo un incremento de las antocianinas delfinidina 3-sambubidsida y cianidina
3- sambubidsida, alcanzando su maximo valor a los 2 dias a 30 °C, y un decremento
después de 8 dias de fermentacion. Los niveles de &cido galico aumentaron
constantemente desde el inicio, alcanzando concentraciones mas altas en el dia 21.
La mayor transformacion en los compuestos fendlicos fue la rapida disminucion-de
los niveles de 3-O acido cafeico quinico (80% al dia 40), cuya reduccion fue seguida
por el aumento simultaneo del acido cafeico, lo que indica la hidrolisis de 3-O acido
cafeico quinico en &cidos cafeico y quinico. Esta aparicién podria ser significativa,
ya que se ha demostrado que el acido cafeico es un inhibidor mas potente de la a-

amilasa y la a-glucosidasa que el acido clorogénico in vitro.

Los principales beneficios potenciales a la salud de H. sabdariffa son las
propiedades antioxidantes, diuréticas, hipoglucémicas, anticancerigenas, reduccion
del colesterol e hipertension (Da-Costa-Rocha et al., 2014; Cid-Ortega y Guerrero-
Beltran, 2015).

2.2.2 Hierbabuena (Mentha spicata L.)

La hierbabuena (Mentha spicata L.) es una planta aromatica cuyas hojas se han
utilizado para la preparacion de infusiones o tés en diversos paises; contiene
compuestos activos de interés como flavonoides, acidos fendlicos, terpenoides y
otros compuestos volatiles. Los principales efectos asociados a esta planta son
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y antidepresivas.
(Shaikh et-al., 2014).

Fotakis y colaboradores (2016) realizaron un estudio en el cual se determinaron el
contenido polifendlico y la capacidad antioxidante de infusiones de 10 plantas
diferentes. Se observo que las infusiones de Mentha spicata tuvieron con un
contenido fendlico y una capacidad antioxidante mayor al encontrado en plantas

como Matricaria chamomilla (manzanilla) y Origanum majorana (mejorana).



2.2.3 Romero (Rosmarinus officinalis)

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta aromatica ampliamente consumida.
Sus hojas, frescas y secas, se utilizan con frecuencia en la elaboracion de
alimentos. Se reconocen numerosas actividades biolégicas del romero, entre ellas,
antioxidantes, antibacterianas y antifungicas, anticancerigenas, antiinflamatorias,
entre otras. La actividad biolégica de esta planta esta relacionada principalmente
con los constituyentes fendlicos (diterpenos y acidos) y volétiles (Ribeiro-Santos et
al., 2015; Sedighi et al., 2015).

2.2.4 Manzanilla (Matricaria chamomilla)

La manzanilla es comunmente utilizada como antiinflamatorio, antiséptico,
antiespasmadico, analgésico, antimicrobiano, anticancerigeno, hepatoprotector,
entre otros. Se consume principalmente en forma de infusion (flores secas) para el
alivio de perturbaciones estomacales. Contiene un gran nimero de compuestos
activos de interés terapéutico; los sesquiterpenos, flavonoides, cumarinas y

poliactilenos se consideran los mas importantes (Singh et al., 2011).

Park y colaboradores (2017) evaluaron el efecto de la fermentacion de M.
chamomilla por Lactobacillus plantarum en la mejora de las actividades
antioxidantes. Se encontré-que el contenido de polifenoles totales de la manzanilla
fermentada se redujo de 21.75 a 18.76 mg de equivalente de &cido gélico (mg
GAE/qg), pero se encontrd que la actividad de captura de radicales libres DPPH de
la manzanilla fermentada fue un 11.1% mas alta que la de la manzanilla no

fermentada después de 72 h de fermentacion.

2.2.5 Zacate de Limon (Cymbopogon citratus)

El' zacate de limon (Cymbopogon citratus) es una planta aromatica, sus hojas recién
cortadas y parcialmente secas son utilizadas con fines medicinales. Se le atribuyen
efectos benéficos tales como actividad antioxidante, antibacteriana, antidiarreica,
antifangica, antiinflamatoria y antirreumatica. También se ha estudiado su influencia
en la hipoglucemia, inhibicion de la agregacion plaguetaria y en el comportamiento

neuroldgico (Manvitha y Bidya, 2013). La actividad biologica de esta planta se



atribuye principalmente a los compuestos fendlicos, especificamente flavonoides y
taninos (Costa et al., 2015).

2.2.6 Hojasén (Flourensia cernua)

El consumo de tés o infusiones a partir de las hojas de Flourensia cernua es comun
en regiones aridas y semiaridas de México (De Lebdn-Zapata et al., 2016). La
actividad biolégica de esta planta se atribuye a la presencia de benzofuranos y
benzopiranos. Dentro de sus propiedades se encuentra la actividad antimicrobiana,

antioxidante y anticancerigena (De Rodriguez et al., 2012).

2.3 Polifenoles

Los compuestos fendlicos, incluidos los acidos fendlicos, los flavonoides y las
proantocianidinas, se distribuyen ampliamente en plantas como mecanismo
protector contra el estrés bidtico y abidtico. Son uno de los grupos mas importantes
de antioxidantes naturales y agentes quimiopreventivos encontrados en la dieta
humana que incluye frutas, vegetales, granos, té, aceites esenciales y sus alimentos
y bebidas derivados. Estudios epidemiolégicos, clinicos y nutricionales han
demostrado que los compuestos fendlicos mejoran la salud por la disminucion del
riesgo a padecer enfermedades como cancer, enfermedades cardiovasculares y

desordenes metabdlicos (Zhang y Tsao, 2016).

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas,
para interferir consecuentemente en mecanismo de sefializacion y en distintos
procesos celulares, pueden deberse, en parte, a su capacidad de participar en
distintas reacciones metabdlicas de oxido-reduccion (Quifiones et al., 2012).

2.4 Bebidas fermentadas
Los alimentos fermentados se definen como aquellos elaborados a través del
crecimiento microbiano controlado y la conversién enzimética de los componentes

del alimento. Estos alimentos se han producido y consumido desde el desarrollo de



las primeras civilizaciones humanas, su elaboracion contribuyd a la mejora de la
seguridad alimentaria y la extension de la vida atil de los productos frescos, ademas
de proporcionar palatabilidad y usos medicinales (Selhub et al. 2014; Marco et al.,
2017). Se ha comprobado que los alimentos fermentados también pueden ejercer
propiedades nutricionales y funcionales, debido a la transformacion de sustratos'y

la formacion de productos bioactivos y biodisponibles (Marco et al., 2017).

Las propiedades funcionales de los microorganismos en los alimentos fermentados
incluyen propiedades probidticas, antimicrobianas, antioxidantes, produccion de
péptidos, degradacion de compuestos antinutritivos, entre otros (Tamang et al.,
2016). Los productos generados por fermentacion, como péptidos bioactivos y
fitoquimicos pueden actuar sobre el perfil de la microbiota intestinal, que puede a
su vez regular, al menos en cierto grado, procesos de inflamacion y estrés oxidativo
(Selhub et al. 2014). Diversos péptidos y fracciones de péptidos con propiedades
bioactivas se han aislado de yogurt, leche agria, kéfir y otros alimentos fermentados.
Estos son investigados por sus efectos antihipertensivos, antitrombdéticos, de
saciedad, inmunomoduladores, osteogénicos y antioxidantes (Marco et al., 2017).

2.4.1 Fermentacidn de plantas y vegetales

En la fermentacién de plantas y vegetales, el crecimiento de bacterias acido lacticas
mejora la conversion de los compuestos fendlicos como los flavonoides a
metabolitos biologicamente activos debido a la expresion de las enzimas glicosil
hidrolasa, esterasa y descarboxilasa. Otros compuestos producidos durante la
fermentacién son dependientes de la cepa utilizada, dentro de estos podemos
encontrar diversos acidos organicos, vitaminas (complejo B principalmente) y
aminoacidos con funcidbn neurotransmisora e inmunomodulatoria (acido y-
aminobutirico). Los compuestos mencionados poseen  propiedades

antimicrobianas, antioxidantes, hipoglucémicas, entre otras (Marco et al., 2017).
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Recientemente se ha trabajado en la innovacién para desarrollar bebidas
fermentadas probioticas no lacteas a partir de una extensa variedad de sustratos,
dentro de los que incluyen leche de soya, suero de leche, cereales, jugos de frutas
y vegetales. El primer lugar es ocupado por las bebidas producidas a partir de la
fermentacion de cereales o granos como el maiz, mijo, cebada, avena, centeno,
trigo, arroz y sorgo (Marsh et al., 2014). Existen también bebidas fermentadas
elaboradas a partir de otras fuentes, un ejemplo de ello es la kombucha, producida
a partir de té endulzado. Hay evidencia de que algunas bebidas fermentadas
aumentan sus propiedades benéficas a través de la accion microbiana (probidtica)
directa e indirectamente para la produccion de metabolitos. Los acidos organicos
producidos en la fermentacion pueden conferir beneficios para la salud (por ejemplo,
el acido glucurénico del kombucha). Estas formas de bebidas también pueden
proporcionar componentes de origen vegetal, como fibra, vitaminas, minerales,
flavonoides y compuestos fendlicos, que pueden prevenir el estrés oxidativo, la
inflamacion, la hiperglucemia y la carcinogénesis (Marsh et al., 2014; Marco et al.,
2017).

Muchas de estas bebidas han ganado popularidad debido a su capacidad de
mejorar la salud; sin embargo, la mayoria de éstas han sido poco estudiadas y sus

beneficios a la salud no estan del todo demostradas (Kapp y Sumner, 2019).

2.5 Kombucha

La kombucha es una bebida agridulce tradicional del noroeste de China, producida
a partir de la fermentacion del té negro (Camellia sinensis) endulzado, por accion
de un cultivo simbidtico de bacterias y levaduras. Su origen data del 220 a.c. en
Manchuria, China, donde ya era consumida debido a sus propiedades
desintoxicantes y energizantes. Su insercion en el continente europeo se llevo a
cabo durante la segunda guerra mundial y su consumo se popularizd por los
beneficios a la salud que aportaba (Jayabalan et al., 2014). Hoy en dia el kombucha

es consumido en diversas partes del mundo; en 2018 se reportd un incremento
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rapido de kombucha en el mercado de bebidas funcionales, asi como de las bebidas

fermentadas no alcohdlicas (Kapp y Sumner, 2019).

Los beneficios a la salud del kombucha se derivan de los compuestos presentes, de
manera natural, en el té y de los producidos durante la fermentacion, tales como el
acido glucdnico, acido glucurdnico, polifenoles, lactona y vitaminas del complejo B
(Jayabalan et al., 2014; Chakravorty et al., 2016). Existen reportes de que el
consumo de kombucha ayuda a la prevencion y tratamiento de enfermedades
cronicas como cancer, padecimientos cardiovasculares, diabetes y enfermedades
neurodegenerativas. Esto debido, principalmente, a los . compuestos bioactivos
presentes en la bebida que tienen propiedades tales como efecto antimicrobiano,
hepatoprotector, desintoxicante, antioxidante, anticolesterolémico, antiinflamatorio,
antitumoral, efectos profilacticos para la salud en general y la estimulacion
inmunologica (Jayabalan et al., 2014; Kapp y Sumner, 2019). Estos beneficios han
sido ampliamente comprobados en modelos animales, no obstante, existen pocos
estudios donde se haya realizado un estudio controlado en humanos, sobre el efecto

a la salud de la kombucha (Kappy Sumner, 2019).

2.5.1 Produccién de kombucha

Tradicionalmente, y-aun hoy en dia, es comun la produccion de kombucha casera
o artesanal, cuya difusién del proceso se ha llevado a cabo compartiendo el cultivo
iniciador 0 consorcio bacteriano entre productores. La bebida se prepara
adicionando una porcién de consorcio y/o kombucha previamente fermentada a té
negro endulzado para su fermentacién. En los primeros dias, los microorganismos
producen una fina capa de celulosa en la superficie, al final de la fermentacion la
nueva biopelicula tendra un espesor de varios centimetros; esta estructura
proporciona un entorno de crecimiento protector que permite tolerar las condiciones
extremas y la sobrevivencia en un medio hostil, como la acidez del medio (Valera et
al., 2015). Esta biopelicula o consorcio puede recuperarse, al final del proceso, por

filtracion y usarse un numero indeterminado de veces.
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El consorcio microbiano de kombucha consiste en una biopelicula de celulosa
compuesta principalmente por una asociacion simbiotica de bacterias acido acéticas
y especies osmofilicas de levaduras, aunque se han aislado bacterias acido lacticas
de algunos consorcios. Por lo que, la composicién microbiana depende de la fuente
del in6culo para la fermentacion del té, las condiciones geograficas y climaticas, asi
como de la variedad de especies silvestres de levaduras y bacterias de la region
(Chakravorty et al.,, 2016). Se conoce que los géneros mas abundantes son
Acetobacter y Gluconobacter. Dentro de las acetobacterias las predominantes son
A. xylium, A. pasteurianus y A. aceti; y para Gluconobacter son G. oxydans y G. sp.
A4. En cuanto a las especies de levaduras, se han detectado las especies
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces,
Torulospora, Koleckera, Pichia, Mycotorula,. Mycoderma, Saccharomyces
cerevisiae, = Saccharomycoides  ludwigii, = Saccharomyces bisporus vy
Schizosaccharomyces pombe (Jayabalan et al., 2014; Chakravorty et al., 2016;

Kapp y Sumner, 2019).

Las bacterias y levaduras utilizadas para la obtencion de kombucha llevan a cabo
actividades metabdlicas por rutas diferenciadas y complementarias. Las levaduras
hidrolizan la glucosa y la fructosa para producir alcohol por la via de glucdlisis. En
tanto que, las bacterias acido acéticas hacen uso de la glucosa para producir acido

gluconico, y del etanol para producir acido acético (Jayabalan et al., 2014).

La fermentacion para la obtencion de kombucha se lleva a cabo a temperatura
ambiente, por un periodo de entre 8 a 12 dias y, en la mayoria de los casos, no se
cuenta con un protocolo de procedimientos que permita monitorear, evaluar y
controlar el proceso de fermentacion (Jayabalan et al., 2014, Chakravorty et al.,
2016). Estas practicas han provocado la preocupacion por la seguridad del
procesamiento y consumo de kombucha a lo largo de su historia. En 2013, Nummer
public6 un manual de analisis de riesgos y guia de procesamiento para la
produccion de kombucha de forma segura bajo el Codigo Alimentario Modelo de la

Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). Este

13



reporte incluye el analisis de peligros de kombucha (peligros quimicos y biol6gicos),
control de la seguridad alimentaria (puntos de control criticos, limites criticos,
seguimiento, medidas correctivas y mantenimiento de registros) y buenas practicas

de manufactura (procedimiento operativo estdndar y embalaje).

El nimero de compafiias productoras de kombucha, asi como la variedad de
productos de kombucha, ha incrementado rapidamente. En 2014 se establecié una
organizacion sin fines de lucro llamada Kombucha Brewers International (KBI), que
busca ayudar al establecimiento de regulaciones y legislaciones relacionadas con
la kombucha. Para noviembre de 2019 esta organizacion contaba con 235
empresas registradas, de las cuales 69 % se encuentran en Norte América; por su
parte, México en América Latina, Espafia en Europa y Australia en Asia-Pacifico
son los paises gue tuvieron el mayor nimero de empresas de kombucha registradas
en cada region (Kim y Adhikari, 2020).

2.5.2 Caracteristicas quimicas y nutricionales de la kombucha

El fermento de kombucha se compone de dos fases: una biopelicula flotante
(consorcio microbiano) y una fase acuosa que estd compuesta principalmente de
acido acético y acido gluconico. También contiene, en menor concentracion, los
acido tartarico, malico y citrico, vitaminas, polifenoles, aminoacidos, antioxidantes y
otros microelementos. Todos estos compuestos son responsables de dar el sabor
agridulce al té kombucha y se les atribuyen los efectos benéficos de la bebida
(Jayabalan et al., 2007).

Chakravorty y colaboradores (2016) realizaron un estudio en el cual se evaluo el
cambio en las propiedades bioquimicas del té de kombucha durante la
fermentacién. Se observé un incremento en el contenido total de polifenoles y
flavonoides (54 y 24%, respectivamente) alrededor de los 21 dias de fermentacion;
se observo también un incremento gradual de la capacidad antioxidante de 3.7%,
35%vy44.4% alos 7, 14 y 21 dias de fermentacidn, respectivamente. Los principales

acidos organicos encontrados fueron acido acético y acido glucénico, con una
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concentracion de 16.5+0.9 g/L y 7.36+0.8 g/L, respectivamente, después de 21 dias
de fermentacién. La fermentacion resulté también en la produccion de metabolitos
no presentes en el té sin fermentar, como el 4cido D-sacéarido-1,4-lactona que esta
asociado a los efectos hipocolesterolémicos y la propiedad hepatoprotectora del té

de kombucha.

Respecto a los sustratos utilizados para la fermentacion, se han realizado estudios
sobre la posibilidad de utilizar sustratos no tradicionales para la fermentacion de
kombucha (Jayabalan et al., 2014).

LonCar y colaboradores (2007) demostraron que el metabolismo del consorcio
microbiano de kombucha es més intensivo en un sustrato con extracto de alcachofa
de Jerusalén en comparacion al té negro. Especificamente, los contenidos de acido
L-lactico y L-ascorbico son significativamente mas altos que al utilizar té negro.
Veli¢anski y colaboradores (2013) demostraron que el té verde y el balsamo de
limén tienen un efecto mas estimulante sobre la fermentacién de la kombucha que
el té negro, con lo que se obtiene el producto de la fermentacion en un tiempo mas
corto. Vazquez-Cabral y colaboradores (2014), por su parte, realizaron un estudio
en el cual sometieron una infusibn de hojas de roble (Quercus resinosa) a
fermentacioén con el consorcio microbiano de kombucha. El andlisis quimico del
producto mostrd la presencia de los acidos hidroxibenzoico e hidroxycinamico,
flavonoides, flavonoles y flavonas. Se produjo, ademas, acido succinico que redujo

la astringencia y amargor de la bebida mejorando su aceptabilidad sensorial.

La kombucha puede considerarse una bebida simbiotica debido a la existencia de
microorganismos probidticos y moléculas prebidticas. Los alimentos simbidticos
tienen un efecto benéfico en el huésped mejorando la supervivencia y la
implantacion de suplementos dietéticos microbianos vivos en el tracto
gastrointestinal estimulando selectivamente el crecimiento y/o activando el
metabolismo de bacterias promotoras de la salud. Las bacterias y levaduras que
producen la kombucha son tolerantes al pH acido (ente 4 y 2), por lo que se espera

gue estos microorganismos sean resistentes a la bilis, lleguen al colon y crezcan
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alli. Por otra parte, la celulosa producida por las bacterias acidoacéticas puede
actuar como un componente prebidtico ya que es una fibra dietética insoluble que
ayuda en la digestion al atrapar el agua en el colon. (Jayabalan et al., 2019). Sin
embargo, aun no hay estudios clinicos que expliquen las caracteristicas probiéticas
de los microorganismos que fermentan té para producir kombucha. (Jayabalan et
al., 2019; Kapp y Sumner, 2019).
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3. JUSTIFICACION

El consumo de bebidas hipercaléricas y sus consecuencias en la salud de la
poblacion mexicana ha despertado un interés creciente en el desarrollo de bebidas
alternativas con perfiles mas saludables. En los ultimos afios, el consumo del té de
kombucha ha tomado popularidad en la poblacion debido a que se le ha relacionado
con propiedades beneficiosas para la salud por su efecto . antioxidante,
antiinflamatorio, antihiperglicémico, antimicrobiano, anticancerigeno,
antihiperlipidémico, entre otros. No obstante, su consumo en México es limitado y
su proceso de obtencion aun es muy variable en la practica; por lo tanto, hacen falta
estudios para la estandarizacion del proceso de fermentacion, la caracterizacion de
sus compuestos Y la influencia de la fermentacion sobre la produccién de éstos.
Ademas, es de interés el estudio de plantas y flores distintas al té negro con las
cuales pudiera producirse una bebida tipo kombucha con un perfil fitoquimico
diferente cualitativa y cuantitativamente. El cual pueda proporcionar alternativas de
uso con fines benéficos a la salud diferentes o complementarios a las que ofrece la
bebida tradicional, asi como un perfil sensorial con caracteristicas mas identificadas

y por tanto de mayor aceptabilidad en la poblacion de estudio.

El presente proyecto busco elaborar una bebida tipo kombucha a partir de mezclas
de infusiones herbales (jamaica, romero, manzanilla, menta, hojasén y zacate de
limén), utilizando un consorcio microbiano disponible comercialmente. Se innové en
el uso de infusiones de plantas mas conocidas por la poblacion mexicana y
posiblemente de mayor aceptacion sensorial, ademas de estudiar los compuestos

antioxidantes que estas infusiones pudieran proporcionar al ser fermentadas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Estandarizar el proceso de fermentacion y caracterizar bebidas tipo kombucha

elaboradas a partir de mezclas de infusiones herbales.

4.2 Objetivos especificos
Determinar el efecto de la temperatura de preparacion de las infusiones sobre los

compuestos polifendlicos extraidos.

Formular mezclas de infusiones y determinar su capacidad antioxidante y contenido

de polifenoles totales.

Evaluar el efecto del estado fisico del in6culo iniciador sobre el contenido
polifendlico, pH y produccion de biomasa durante la fermentacion.

Determinar el efecto de la temperatura y tiempo de fermentacion sobre las
caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas y contenido polifenélico de las

mezclas de infusiones.

Caracterizar las kombuchas obtenidas mediante una evaluaciéon sensorial, asi como

un analisis proximal.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Material vegetal
Hojas y/o flores de Té Negro, Hierbabuena, Jamaica, Romero, Manzanilla, Zacate
de limon y Hojasén, obtenidas en un mercado local de la ciudad de Querétaro, Qro,

se almacenaron en un lugar seco y protegido de la luz.

5.1.2 Consorcio microbiano
Consorcio microbiano de Kombucha proporcionado por la-empresa Elemental

Kombucha, México.

5.1.3 Material quimico
NaOH, reactivo Folin-Ciocalteu, acido galico, Trolox,1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl-

hydrate (DPPH-), 2,2-azinobis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic (ABTS), acido
dinitro salicilico (DNS), agar dextrosa y papa (APD), agar MRS, peptona de carne,
glucosa, extracto de levadura, agar-bacteriologico, acido tartarico.

5.2 Métodos

5.2.1 Determinacion del efecto de la temperatura de preparacion de las
infusiones sobre los compuestos polifendlicos totales extraidos

Se prepararon infusiones a partir de las hojas y/o flores de Hierbabuena, Jamaica,
Romero, Manzanilla, Zacate de limon, hojasén y Té Negro. Con la finalidad de
establecer la temperatura de preparacion de las infusiones, se aplico un disefio
unifactorial replicado (tres réplicas) con dos niveles. Se prepararon las infusiones a
dos diferentes temperaturas, 70 °C (Neffe-Skocinska et al. 2017) y 95 °C (Marsh et
al., 2014) y se midi6 como variable respuesta la cantidad de polifenoles totales
extraidos. Se utilizé agua potable, la cual se llevo a la temperatura correspondiente,
se retiré del fuego y se agregaron las hojas de té (10 g de hoja de té/L agua), se
dejé en agitacion por 10 minutos, después se filtré el liquido a través de un filtro de

papel (2.5 um). Se determiné el contenido de polifenoles totales a cada una de las
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infusiones. Una vez determinada la temperatura de preparacion de las infusiones, a

estas se les determino su capacidad antioxidante.

Cuadro 2. Disefio experimental para la extraccion de polifenoles totales de
infusiones herbales

Factor Nivel Variable respuesta
Temperatura de 70 °C Contenido de polifenoles
infusion 95 °C totales

5.2.1.1 Cuantificacion de polifenoles hidrolizables por el método de Folin-
Ciocalteu en microplaca

Se colocaron 20 yL de la muestra, de concentracion conocida, en un pozo de una
microplaca. Posteriormente, se agregaron 20 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu,
dejandolos reaccionar por 5 min. Después de este tiempo, se afiadieron 20 yL de
carbonato de sodio 0.01 M y se dejaron reaccionar por 5 min. Finalmente, la solucién
se disolvié con 125 pL de agua destilada y su absorbancia se leyé a 790 nm en un
lector de microplacas (Varioskan). La concentracion de la muestra se obtuvo en
equivalentes de acido galico por gramo de material por correlacion lineal de acuerdo
a una curva estandar de &cido galico de 0-250 ppm realizada con los mismos pasos
antes descritos (Wong, 2012).

5.2.1.2 Capacidad antioxidante por el método ABTS

Se produjo el cation radical ABTS (ABTS") mediante la reaccion de 5 mL ABTS 7
mM y 88 pL de persulfato de potasio 140 mM en la oscuridad a 4 °C por al menos
12 h antes de su uso. Pasado este tiempo, la solucion de ABTS" se diluy6 con etanol

hasta una absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734 nm.

Se agregaron 20 pL de la muestra y 230 pL de la solucién de ABTS, se dejo reposar

6 min y se ley6 la absorbancia a 734 nm (Bran-Williams et al., 1995).
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Se utilizé como estandar una solucion de trolox con la cual se realizo una curva de
calibracion (regresion lineal). Los resultados se expresaron como umol equivalentes
de trolox/mL (Re et al., 1999).

5.2.1.3 Capacidad antioxidante por el método DPPH

Se preparo el radical DPPH a una concentracion de 60 uM, en solucion metandlica.
Se afadieron a la celda de reaccién 193 pL de solucién metandlica de DPPH'y 7 pL
de la muestra de concentracién conocida. Se cuantificé el cambio de absorbancia
de manera cinética a 517 nm hasta que el valor de la absorbancia permaneciera

constante. Se tomo este valor para hacer las reacciones a tiempo final.

Se utilizé como estandar una solucion de trolox con la cual se realiz6 una curva de
calibracion (regresion lineal). Los resultados se expresaron como umol equivalentes
de trolox/mL (Molyneux P., 2004).

5.2.2 Formulacion de las mezclas de infusiones

Con base al contenido de compuestos. polifendlicos totales de cada una de las
infusiones se prepararon mezclas de hierbas de Jamaica, Manzanilla y Romero, al
70, 20 y 10 %, respectivamente (formulacién JMR) y Hierbabuena, Zacate de limén
y Hojasén al 70, 20 y 10 %, respectivamente (formulacion HLH). Se utilizé6 agua
potable, la cual se llevo a 95 °C, se retiré del fuego y se agregaron las mezclas de
hojas de té (10 g de hojas/L), se dej6é en agitacion por 10 min, después se filtr6 la
infusion a través de un filtro de papel (2.5 um) para eliminar las hojas. La infusién
aun caliente se endulzé con azucar al 10% y se agité hasta disolver completamente
(Kosinska 'y Andlauer, 2014).

5.2.3 Acondicionamiento del inoculo de kombucha

Una vez recibido el consorcio microbiano de Kombucha por parte de la empresa
Elemental Kombucha, éste se acondiciond para crecer en té negro (1%) endulzado
con sacarosa al 10%, a una temperatura de 25 °C por 10 dias. El consorcio se
mantuvo de esta forma durante la duracion del proyecto con la finalidad de contar

con inéculo suficiente para llevar a cabo la serie de fermentaciones necesarias.
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Consorcio madre

500 mL té negro (1%) con sacarosa al 10%

Fermentacion a 25 °C por 10 dias

! I

Consorcio madre Consorcio hijo

Almacenamiento a 2 °C

\4
Homogeneizacion para su uso en fermentacion

Figura 1. Procedimiento para la adaptacion del consorcio de Kombucha en té
negro endulzado

5.2.3.1 Homogeneizacidn del consorcio

Se realizdé la homogeneizacién del consorcio con la finalidad de obtener una
suspensién y de esta manera asegurar una distribucion homogénea de las
poblaciones microbianas al momento de realizar la inoculacion del consorcio en las
mezclas de infusiones (Esto contribuye a la estandarizacion del proceso). A fin de
determinar el tiempo adecuado de homogeneizacién se realizé6 un disefio
unifactorial replicado, con 4 niveles, 1,2,3 y 4 min de homogeneizacion, se midio
como variable respuesta la cantidad de levaduras y bacterias BAL y BAA extraidas.
Para el analisis microbiol6gico se prepararon diluciones seriadas del consorcio
homogeneizado utilizando una solucion de peptona de carne al 0.1 % como
diluyente, segun lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994.
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Consorcio sélido (50 g)
100 mL diluyente (agua potable)

Homogeneizacién
Homogeneizador peristaltico stomacher (Bag mixer
400P)

Filtracion a través de gasa estéril

l

Almacenamiento a 2 °C

Figura 2. Procedimiento para la homogeneizacion del consorcio de
Kombucha

Cuadro 3. Disefio experimental para el proceso de homogeneizacion del
consorcio de kombucha

Factor Nivel Variable respuesta
1 min Bacterias acidolacticas
Tiempo de 2 min Bacterias acidoacéticas
Homogeneizacion 3 min Levaduras
4 min

5.2.3.2 Conteo de levaduras

Se utilizé6 medio APD (Agar papa dextrosa), se prepard el medio y se esterilizé a
15Ib/121°C por 15 min. Se coloc6 1 mL de las diluciones de la muestra
correspondientes en cajas Petri por duplicado. Se vertieron de 15 a 20 mL de APD
acidificado a una temperatura de 45 + 1 °C. Se mezclé cuidadosamente el medio y
se dejo solidificar sobre una superficie fria. Las cajas se incubarona 25+ 1 °Cy las

colonias se contaron después de 5 dias de incubacion (NOM-111-SSA1-1994).
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5.2.3.3 Conteo de bacterias acidoacéticas

Se utilizé el medio GY (5% glucosa, 1% extracto de levadura y 1.5% agar) con
natamicina (100 mg/L) para evitar el crecimiento de levaduras. Se prepar6 el medio
y se esterilizé a 15Ib/121°C por 15 min. Posteriormente se vertié en cajas Petri (15
a 20 mL en cada una), se dejo solidificar sobre una superficie fria. Las cajas se
almacenaron a 4 ° C hasta su utilizacion. Para la siembra de la muestra se colocaron
100 pL de las diluciones correspondientes en la superficie del medio sélido y se
extendio la muestra en la superficie utilizando una varilla de vidrio. Las cajas se
incubaron a 30 £ 1 °C y las colonias se contaron después de 3 dias de incubacion
(Valera et al., 2015).

5.2.3.4 Conteo de bacterias acidolacticas

Se prepar6 el medio MRS y se esterilizé a 15Ib/121 °C por 15 min. Posteriormente,
se vertié en cajas Petri (15 a 20 mL en cada una), se dej6 solidificar sobre una
superficie fria. Las cajas se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion. Para la siembra
de la muestra se colocaron 100 pL de las diluciones correspondientes en la
superficie del medio solidoy se extendid la muestra en la superficie utilizando una
varilla de vidrio (método de extensién en superficie). Las cajas se incubaron a 35 *
1 °C en atmosfera microaerdfila (5% Og2), utilizando sobres generadores de
condiciones anaerobias (BD GasPack® EZ Gas Generating Systems). Las colonias

se contaron después de 3 dias de incubacion.
5.2.4 Cinética de fermentacién mediante consorcio sélido y homogeneizado

Partiendo de las infusiones JMR y HLH preparadas segun lo establecido en la
seccidon 5.2.2, asi como una infusion control de té negro (TN), éstas se dejaron
enfriar hasta temperatura ambiente, se colocaron 100 mL en un matraz Erlenmeyer
y se inoculd una muestra con consorcio soélido (3% m/v) y otra con consorcio
homogeneizado (6% v/v), se cubrieron los recipientes con una torunda estéril y se
incubaron por 12 dias a 30 °C. Se utilizé un disefio unifactorial replicado para
evaluar el efecto del estado de indculo iniciador sobre los parametros fisicos,
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guimicos y contenido polifenélico total (Chakravorty et al., 2016). Durante el periodo
de fermentacion se evalud el cambio en el pH, peso de consorcio y compuestos

polifendlicos totales a los 0, 3, 6, 9y 12 dias de fermentacion.

5.2.4.1 Inoculacion a partir del consorcio en estado solido

Se fraccioné un disco de consorcio de Kombucha en cubos de 2x2 cm
aproximadamente, de un peso de 3 g, para después inocular con estos 100 mL de

cada infusion.

5.2.4.2 Inoculacién a partir de una suspensién del consorcio de kombucha

Se tomé una alicuota de 6 ml de la suspensién de consorcio de Kombucha obtenida
mediante la metodologia descrita en la seccién 5.2.4, para después inocular 100 mL

de cada infusion.

5.2.5 Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la fermentacion de la
Kombucha

Partiendo de 100 mL de las infusiones JMR, HLH y TN a temperatura ambiente, se
inocularon con consorcio homogeneizado (6% v/v), se cubrid el recipiente con una
torunda estéril y se incubaron por 12 dias a 30 °C. Se utilizdé un disefio unifactorial
replicado para evaluar el efecto de la temperatura sobre los parametros fisicos y
quimicos, contenido polifendlico y capacidad antioxidante (Chakravorty et al., 2016).
Durante el periodo de fermentacibn se evalué el cambio de los siguientes
pardmetros: pH, acidez titulable, azlcares reductores, peso de la biopelicula,
compuestos polifendlicos totales y capacidad antioxidante a los 0, 3, 6, 9y 12 dias
de fermentacién. Ademas, se realiz6 un seguimiento de las poblaciones bacterianas
alos 0, 6 y 12 dias de fermentacion, para lo cual se realiz6 un conteo en placa de
levaduras, bacterias acidoacéticas y bacterias acidolacticas, como se describié en
las secciones 5.2.3.2,5.2.3.3y 5.2.3.4.

25



5.2.5.1 pH
El pH se medié con un potenciometro con electrodo de vidrio LAQUA 101-SU
utilizando la metodologia descrita en la NMX-F-317-S-1978.

5.2.5.2 Acidez titulable

En el caso de la kombucha HLH, se realizé la titulacion de 10 mL (dilucion 1:9) de
cada bebida con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N, utilizando fenolftaleina
como indicador de acuerdo a lo establecido en la NMX-F-102-S-1978. El porcentaje

de acidez titulable se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(Volumen de NaOH)(Normalidad de NaOH)(Eq.de acido acético)

% Aci . _
wAcidez titulable (Volumen de la muestra)100

En caso de la kombucha JMR, se realiz6 la titulacién de 10 mL de muestra diluidos
con 50 mL de agua destilada con una solucion de hidréxido de sodio 0.1N hasta
alcanzar un pH de 8.3 de acuerdo con lo establecido en la NMX-F-102-S-1978. El

porcentaje de acidez titulable se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(Volumen de NaOH)(Normalidad de NaOH)(Eq.de acido acético)
(Volumen de la muestra)100

%Acidez titulable =

5.2.5.3 Azlcares reductores

Se colocaron 0.5 mL de la muestra (concentracion conocida) en un tubo de ensayo,
posteriormente se agregaron 0.5 mL del reactivo DNS. Se introdujo el tubo en un
bafio a ebullicion lenta por 5 min. Se enfrié a temperatura ambiente y se afiadieron
5 mL de agua destilada. Se agitd la muestra en vortex y su absorbancia se leyo a
540 nm en un espectrofotdmetro de celdas (Spectrophotometer HALOXB-10). Los
resultados se expresaron como g de glucosa/mL de muestra por correlacion lineal
de acuerdo a una curva estandar de glucosa de 0 a 1 g/L realizada con los mismos

pasos descritos anteriormente (Jain A. et al., 2020).
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5.2.5.4 Peso de la biopelicula

El peso de la biopelicula obtenida se determindé mediante la medicion de la masa;
la biopelicula flotante de celulosa se removi6 de la superficie del liquido fermentado
y se filtr6 de acuerdo al método establecido previamente por MalbaSa y
colaboradores (2008).

5.2.5.5 Analisis microbioldgico

Para el analisis microbiologico del consorcio (estado solido) y la-kombucha (estado
liquido) se prepararon diluciones seriadas utilizando una solucién de peptona de
carne al 0.1 % como diluyente, segun lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994. Se
realizé el conteo en placa de levaduras, bacterias acidoacéticas y bacterias
acidolacticas mediante la metodologia descrita en las secciones 5.2.4.1, 5.2.4.2 y

5.2.4.3, respectivamente.

5.2.6 Evaluacion sensorial

Con el objetivo de seleccionar la mejor formulacion se realiz6 una evaluacién
sensorial utilizando el método de escala hedodnica. Se reclutaron 35 consumidores,
hombres y mujeres entre 18 y 60 afios de edad, alumnos, docentes o trabajadores
de la Universidad Autonoma de Querétaro, que evaluaron el color, olor, sabor,
acidez, dulzor y aceptabilidad general de cada una de las kombuchas, utilizando
una escala heddnica de 1 “me disgusta mucho” a 7 “me gusta mucho” (Lawless y
Heymann, 2013). Las muestras consistieron en 15 mL de cada producto, y se
sirvieron en recipientes de plastico transparente, a una temperatura ideal para su
consumo (4 °C). Previo al andlisis sensorial, los productos se sometieron a un
analisis microbiologico a fin de asegurar que el producto fuese inocuo para los
evaluadores. Para el andlisis sensorial se excluy6 la participacion de mujeres
embarazadas y personas que presentaban algun tipo de alergia y que estuvieran en
tratamiento médico (farmacos). Cada uno de los participantes recibié un
consentimiento informado, en el cual se les inform6 sobre los objetivos del proyecto,

los requisitos para su participacion, asi como los riesgos asociados con el estudio.
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5.2.7 Analisis proximal
El contenido total de cenizas y proteina se determiné por los métodos de las normas
mexicanas, NMX-F-066-S-1978 y NMX-F-068-S-1980, respectivamente.

5.3 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un analisis de varianza (ANOVA).
Se realizé un andlisis de comparacion de medias empleando la prueba de Tukey
(a<0.05) para la comparacion de las caracteristicas fisicas, quimicas, fitoquimicas,
microbioldgicas y sensoriales de las diferentes kombuchas formuladas. Para el
analisis de datos se utilizé el programa estadistico R version 3.5.1
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto de la temperatura sobre el contenido polifenélico y capacidad
antioxidante de las infusiones no fermentadas

La eficiencia en la extraccibn de compuestos polifendlicos de una infusion esta
determinada por diversos factores como, la relacion hojas/agua, tipo de planta,
tamafio de particula, asi como el tiempo y la temperatura de preparacion
(Makanjoula et al., 2020). En la Figura 3 se presenta el contenido-de compuestos

polifendlicos de infusiones herbales preparadas a 70 °C y 95 °C.

Se encontraron diferencias significativas en el contenido de polifenoles totales de
las diferentes infusiones para ambas temperaturas (p valor<0.0001); tanto para 70
°C como para 95 °C la infusién que presentd mayor concentracion de compuestos
polifendlicos es la de Té Negro, seguida de Hierbabuena y Jamaica. Es importante
notar que en la infusibn de Romero preparada a 70 °C no se detectaron dichos

compuestos.

Respecto al efecto de la temperatura, se observd, de manera general, que a una
temperatura de 95 °C se obtiene una mayor extraccion de polifenoles en
comparacion con una temperatura de extraccion de 70 °C. Se pudo observar, por
ejemplo, que para la infusibn de Zacate de limén se incrementd nueve veces la
cantidad de polifenoles extraidos. Otro caso destacable es la infusion de Romero
en la cual a temperatura de 70 °C no se detectaron compuestos fendlicos; sin
embargo, a una temperatura de 95 °C la extraccion fue mas eficiente permitiendo la
recuperacion de polifenoles en la infusion. Estos resultados sugieren que la
extraccion de compuestos polifendlicos es proporcional al aumento de temperatura
de preparacion de las infusiones. Los resultados obtenidos para las infusiones de
Manzanilla, Limén y Hierbabuena, preparadas a 95 °C, son comparables con los
obtenidos por Mufioz-Velazquez y colaboradores (2012), quienes reportan un
contenido polifendlico de 6.18 a 6.93 mg eq. AG/100 mL, 6.99 a 7.56 mg eq. AG/100
mL y 15.08 a 23.18 mg eg. AG/100 mL, para infusiones de Manzanilla, Limon y
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Hierbabuena respetivamente, preparadas al 0.5%, es decir, la mitad de la

concentracion de las infusiones evaluadas en este trabajo.
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Figura 3. Efecto de la temperatura en la extraccion de compuestos
polifendlicos totales de infusiones herbales

Valores expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Los valores con diferente letra
mayuscula indican diferencia estadistica significativa respecto a la temperatura de extraccion de una
misma infusién. Los valores con diferente letra mindscula indican diferencia estadistica significativa
respecto al tipo de infusiéon a una misma temperatura, ambas a un a=0.05.

AG: &cido gélico.

Los beneficios a la salud asociados al consumo de infusiones herbales se ha
atribuido, en parte, al potencial antioxidante de algunos compuestos de las
infusiones como los compuestos polifendlicos, que les permite actuar como agentes
reductores, donantes de hidrogeno y quelantes de metales (Rusak et al., 2008;
Pekal y Pyrzynska, 2015). En el Cuadro 4 se presenta la capacidad antioxidante de
infusiones herbales preparadas a 95 °C por los métodos DPPH y ABTS, temperatura
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a la que se obtuvo la mayor extraccion de compuestos polifendlicos. Las infusiones
con mayor capacidad antioxidante son las de Té Negro y la de Hierbabuena,
seguidas de la de Jamaica y Romero; este ultimo, aun siendo de las infusiones con
menor contenido polifendlico, presento una capacidad antioxidante importante. Esto
puede deberse a que el Romero, ademas de polifenoles como el &cido rosmarinico,
contiene diversos flavonoides como la genkwanina, luteolina y crisimaritina, que
contribuyen de manera importante en la capacidad antioxidante (Del Bafio et al.,
2013).

Cuadro 4. Capacidad antioxidante de infusiones herbales preparadas a 95 °C

Infusion DPPH ABTS
(1%) umol eq. Tx/mL" | pmol eq. Tx/mL
Té Negro 4.84 + 0.09e 4.82 + 0.05e
Hierbabuena | 3.67 £ 0.15d 3.14 £ 0.01d
Jamaica 1.38 + 0.14c 2.05 £ 0.05c
Manzanilla 1.16 +£0.12bc 1.54 £ 0.07b
Limén 0.91+0.03b 1.53 + 0.03b
Hojasén 0.56 + 0.06a 0.55+0.01a
Romero 1.01 + 0.05b 1.62 +0.22b

Valores expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Los valores con diferentes letras en
la misma columna indican diferencia estadistica significativa a un a=0.05
Tx: Trolox.

La tasa de transferencia de compuestos de la materia vegetal a la infusion, asi como
la estabilidad de los compuestos extraidos, esta relacionada con factores como las
condiciones de extraccion y el pH de la infusion (Pohl et al., 2016). Por otra parte,
en la elaboraciéon de kombucha el pH es un parametro importante puesto que esta
relacionado con el desarrollo del consorcio microbiano y con la calidad del producto
final (Marsh et al., 2014). Debido a lo anterior, fue importante la medicion del pH,
para la caracterizacién y seguimiento de las infusiones a partir de las cuales se llevo
a cabo la fermentacion. En la Figura 4 se muestra el pH de las diferentes infusiones

preparadas a 95 °C, donde se observar una evidente diferencia estadistica entre las
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infusiones de Jamaica y Té Negro, con respecto al grupo conformado por Limén y
Hojasén; y el conformado por Hierbabuena, Manzanilla y Romero, cuyo valor de pH
no es estadisticamente diferente (p valor=0.081 y 0.914, respectivamente). Si se
toma como referencia el pH de la infusion de té negro (5.07 £ 0.14), se podria pensar
que elaborar Kombucha con una infusion de pH inferior podria acortar el tiempo-de
fermentacion requerido. Puesto que se podria alcanzar en menor tiempo el pH final
de la Kombucha (entre 2.5 y 3) (Nummer, 2015). Aunque un pH extremadamente
bajo como es el caso de la infusion de jamaica, podria repercutiren el metabolismo
de los microorganismos del consorcio y por tanto provocar que no se lleve a cabo

la fermentacion.
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Figura 4. pH de infusiones herbales preparadas a 95 °C

Valores expresados como la media = desviacion estandar (n=3). Los valores con diferentes letras
indican diferencia estadistica significativa a un a=0.05.

6.2 Formulacion de las mezclas de infusiones
En la actualidad, el mercado se ha enfocado el desarrollo de nuevas formulaciones

de infusiones preparadas a partir de una mezcla de diferentes especies de plantas,
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a fin de obtener posibles efectos sinérgicos, o bien, incrementar sus propiedades

aromaticas y gustativas (Caleja et al., 2019).

En este estudio se elaboraron 2 formulaciones, cada una consistié en la mezcla de
tres diferentes plantas de entre las 6 propuestas. Los factores que se tomaron en
cuenta para definir las formulaciones fueron el contenido de polifenoles y el pH de
las infusiones individuales. En el Cuadro 5 se puede observar una clasificacion de
acuerdo al contenido polifendélico como alto, medio y bajo. Debido a que un objetivo
del estudio fue obtener bebidas con un alto contenido de polifenoles, se decidio que
cada formulacion deberia contar con una planta de contenido polifendlico alto, una
de contenido medio y una de contenido bajo. En primer lugar, se separaron las
infusiones de Hierbabuena y Jamaica, las de mayor contenido polifendlico, en
formulaciones diferentes. Debido al bajo pH de la infusion de Jamaica, se opt6 por
combinar esta infusion con las infusiones del grupo medio y bajo de mayor pH, es
decir, con Manzanilla y Romero. Con esto se buscé aumentar el pH de la mezcla
para poder llevar a cabo la fermentacion, ya que el pH minimo del producto
fermentado debe ser de 2.5, un pH muy cercano al pH de la infusién de Jamaica por

si sola.

Con base a lo anterior, se elaboraron infusiones de mezcla de Jamaica, Manzanilla
y Romero (70:20:10) y Hierbabuena, Limoén, Hojasén (70:20:10). En el Cuadro 6 se
muestra el contenido polifendlico, capacidad antioxidante y pH de las formulaciones
JMR y HLH. Se observo que los tres parametros son significativamente mayores en
la mezcla HLH, el contenido polifenélico fue 0.5 veces mayor, y la capacidad
antioxidante fue 0.7 veces mayor por la técnica de ABTS y 1.0 veces mayor por la
técnica de DPPH.
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Cuadro 5. Factores determinantes de la formulacion de mezclas de infusiones

Cuadro 6. Contenido polifendlico, capacidad antioxidante y pH de las

Polifenoles totales
Infusion (Eq mg AG/100 mL) pH
o Hierbabuena 27.62 £ 0.69 6.39 £ 0.28
ﬁ Jamaica 22.96 £ 0.33 2.73 £ 0.06
o Manzanilla 11.82 £ 0.10 6.37 £ 0.11
é Limon 9.42 +0.18 5.92+0.04
° Romero 7.03+0.11 6.32 £0.12
& [Hojasen 7.05 £ 0.06 5.81 + 0.07

mezclas de infusiones

Polifenoles Capacidad antioxidante
(tg;a'riz ABTS DPPH o
(umol eq. (umol eq.
AG/100 mL) Tx/mL) Tx/mL)
Jamaica
Formulacion | manzanilla 12.45+0.34% | 2.18+0.102 | 1.97+0.128 | 4.13+0.022
JMR
Romero
Hierbabuena
Formulacion | imén 18.14+£0.42° | 3.68+0.09° | 4.07+£0.34° | 6.40 £0.01°
HLH —
Hojasén

Valores expresados como la media + desviacidn estandar (n=3). Los valores con diferentes letras en
la.misma columna indican diferencia estadistica significativa a un a=0.05.

6.3 Estudio del efecto de la homogeneizacion de la biopelicula del consorcio

bacteriano sobre la extraccion de levaduras y bacterias

La fermentacion de Kombucha se inicia inoculando una porcion de la biopelicula

gue contiene al consorcio microbiano (cultivo madre) en té endulzado. Sin embargo,
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no existen estudios que evallen la distribucion de las colonias microbianas a través
de la biopelicula de Kombucha y, por tanto, que demuestren que al tomar una
muestra de consorcio ésta sea representativa. Esto podria repercutir en la
produccion de lotes de kombucha con diferentes caracteristicas, es decir, un
producto no estandarizado, debido a la probabilidad de no partir de un-mismo

namero de microorganismos al inocular la infusion para su fermentacion.

En 2015, Valera y colaboradores realizaron un estudio en el cual evaluaron
imagenes de una biopelicula de vinagre de fresa por microscopia confocal laser y
microscopia electrénica de barrido a fin de determinar la disposicion y morfologia
celular de los microorganismos presentes. Se observd una distribucion celular
heterogénea. La presencia de comunidades mixtas de levaduras y bacterias
distribuidas irregularmente a través de la matriz de celulosa se ha demostrado en
diversos estudios de biopeliculas (Dominguez-Manzano et al., 2012; Wang et al.,
2012). En el Cuadro 7 se presenta la cantidad de levaduras, BAA y BAL extraidas
a diferentes tiempos de homogeneizacién del consorcio bacteriano utilizando un
homogeneizador peristaltico. Se puede observar para el caso de levaduras y BAA
gue a mayor tiempo de homogeneizacién mayor es la cantidad de microorganismos
que se pueden extraer. Para el caso de BAL no se encontré un efecto del tiempo de
homogeneizacion sobre la cantidad de microorganismos extraidos. De acuerdo a
los resultados obtenidos se tomo el tiempo de 3 min como el mejor tratamiento para
la homogeneizacion del consorcio, y se utilizé éste para obtener el indculo a usar

en la fermentacion a partir de consorcio en suspension.
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Cuadro 7. Efecto del tiempo de homogeneizacion sobre cantidad de levaduras,
BAA y BAL extraidas del consorcio bacteriano

Tiempo de Levaduras BAA BAL
homogeneizaciéon (min) | (Log UFC mL?) | (Log UFC mL1) | (Log UFC mL1)
1 6.30 + 0.042 4.13 +0.082 4.36 +0.082
2 6.32 + 0.052 4.28 +0.04° 4.34+0.022
3 6.49 + 0.05" 4.26 +0.03° 4.40 + 0.022
4 6.40 + 0.08%° 4.22 +0.05%° 4.35 + 0.042

Valores expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Los valores con diferentes letras en
la misma columna indican diferencia estadistica significativa a un a=0.05.

6.4 Efecto del estado fisico del in6culo -iniciador sobre el contenido
polifendlico, pHy produccion de biomasa durante la fermentacién

La técnica de inoculacion mas reportada para la produccién de kombucha es la que
propone partir de una fraccion solida de la biopelicula (Jayabalan et al., 2014;
Chakravorty et al., 2016). Uno de los cambios fisicos méas evidentes durante la
fermentacién es el incremento de tamafio de la biopelicula, ya que puede
observarse a simple vista; este incremento de tamafio es debido a la produccién de
celulosa por algunas bacterias durante la fermentacion. Sin embargo, durante las
primeras fermentaciones realizadas siguiendo esta metodologia, se observé una
diferencia grande en el tamafio de la biopelicula entre las réplicas de un mismo
experimento. Esta variacién puede significar que el proceso no sea reproducible y
que ‘otros parametros de importancia varien de manera significativa entre lotes
diferentes del producto.

Debido a esto, y a fin de evitar o disminuir la variaciéon que implicaba utilizar el
consorcio sélido en la inoculacién, se implement6é y estandariz6 un método de
homogeneizacion del consorcio. Se inocularon las mezclas de las infusiones JMR,
LH y TN, tanto con una alicuota de consorcio homogeneizado como con una
fraccidon de consorcio solido, se sometieron a 15 dias de fermentacién y se evalu6

el cambio en el peso del consorcio, el pH y el contenido de polifenoles; se evalué la
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dispersion de los valores entre 3 réplicas y como ésta afectaba a la reproducibilidad
del experimento.

En la Figura 5 se muestra la distribucion de los datos del peso de la biopelicula a
diferentes tiempos de fermentacion, para las tres formulaciones (TN, JMR y HLH)
inoculadas con consorcio solido y con consorcio homogeneizado. En el caso de TN
(Figuras 5A y 5B) se observa una mayor dispersion del peso de biopelicula en las
muestras fermentadas a partir de consorcio sélidos que en las fermentadas a partir
consorcio homogeneizado. Un comportamiento similar se observa para JMR
(figuras 5C y 5D) y para HLH (Figuras 5E y 5F); por ejemplo, para los dias 9,12 y
15 de fermentacion de JMR se obtuvieron los pesos de 13.4 + 3.1, 20.7 £ 3.5, 21.0
+ 3.2, las desviaciones mostradas corresponden al 23%, 17% y 15% del valor
promedio, respectivamente. Para los dias 9, 12 y 15 de la fermentacion de HLH se
obtuvieron los valores de 8.2 £ 2.3, 17.2 + 3.9, 18.9 + 4.9; lo que significa 28%, 23%
y 26% del valor promedio, respectivamente. Estos valores representan un
porcentaje alto considerando que, usualmente, en un proceso reproducible, la

desviacion estdndar no debe ser mas del 10 % del valor promedio.
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Figura 5. Dispersion de datos del peso de la biopelicula durante la fermentacién de
kombuchas con consorcio sélido y consorcio homogeneizado
A, C y E kombuchas fermentadas a partir de consorcio sélido. B, D y F kombuchas fermentadas a

partir de consorcio homogeneizado. t0: dia O, t1: dia 3, t2: dia 6, t3: dia 9, t4: dia 12, t5: dia 15.

Ademas del monitoreo del peso de la biopelicula, se considerdé de importancia la
evaluacion del cambio en el pH y polifenoles totales, ya que estos parametros fueron
criticos en la investigacion. En la Figura 6 se muestra la distribucion de los datos del
pH de las tres formulaciones, TN (Figuras 6A y 6B) JMR (Figuras 6C y 6D) y HLH
(Figuras 6E y 6F). Se puede observar, de manera general, un comportamiento
similar del pH en los dos tipos de fermentaciones (inoculado con consorcio sélido y
con consorcio homogeneizado), ya que se observa una caida abrupta del este

parametro en los primeros dias de fermentacion; sin embargo, la variabilidad de los
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datos es mucho mas grande en las Kombuchas fermentadas a partir de consorcio

sélido, en comparacion a las Kombuchas fermentadas a partir de consorcio

homogeneizado.
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Figura 6. Dispersion de datos del pH durante la fermentacién de mezclas de

infusiones con consorcio sélido y homogeneizado
A, C y E kombuchas fermentadas a partir de consorcio sélido. B, D y F kombuchas fermentadas a

partir de consorcio homogeneizado. t0: dia 0, t1: dia 3, t2:'dia 6, t3: dia 9, t4: dia 12, t5: dia 15.

Respecto a los resultados del contenido polifendlico, se observé de manera general
una dispersion de los datos mas grande en las fermentaciones con consorcio sélido
gue las fermentaciones con consorcio homogeneizado en las tres formulaciones.
Para el caso de TN, se observa un decremento en el contenido polifendlico
conforme avanza la fermentacion a partir de consorcio sélido (Figura 7A); sin
embargo, la variabilidad de los datos no permite confirmar este hecho con certeza
ya que la variabilidad es menor en las Kombuchas inoculadas a partir de consorcio
homogeneizado (Figura 7B). Mientras tanto, JMR y HLH presentaron un
comportamiento similar. Se observa en las Kombuchas inoculadas a partir de
consorcio sdlido que el contenido polifenélico se mantiene constante (Figuras 7C y
7E). Sin embargo, la variabilidad de los datos no permite reafirmar este hecho, ya
gue la variabilidad es menor en las Kombuchas inoculadas a partir de consorcio
homogeneizado (Figuras 7D y 7F).

Con base a los datos obtenidos, en el caso de las fermentaciones producidas por la
inoculacién con consorcio solido es dificil establecer si una diferencia estadistica es

causa del tratamiento en si, o si tiene influencia la variabilidad de los datos.
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Una posible causa de la variacion de los datos en las Kombuchas producidas a partir
de consorcio solido puede ser el hecho de la utilizacion de sistemas de
microfermentacion. Al trabajar con volumenes pequefios de fermentacion se
incrementa la variabilidad de los parametros, esto aunado al hecho de que se ha
demostrado que la distribucion de las poblaciones bacterianas dentro de la pelicula
de este tipo de consorcios no es homogénea (Valera et al., 2015). Por lo que tomar
una fraccion de la biopelicula para la inoculacion puede no ser representativo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa se decidio trabajar Unicamente

con el consorcio homogeneizado para realizar las fermentaciones de los siguientes

objetivos.
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Figura 7. Dispersion de datos del contenido polifenélico durante la fermentacion de
mezclas de infusiones con consorcio sélido y homogeneizado

A, C y E kombuchas fermentadas a partir de consorcio sélido. B, D y F kombuchas fermentadas a
partir de consorcio homogeneizado. t0: dia 0, t1: dia 3, t2: dia 6, t3: dia 9, t4: dia 12, t5: dia 15.

6.5 Efecto de la temperatura sobre las caracteristicas de la kombucha

Durante la fermentacion de kombucha ocurren diversas reacciones bioquimicas,
producto del metabolismo de los microorganismos del consorcio bacteriano (Por
ejemplo, la produccion de &cidos organicos a partir de azucares). Una apropiada
seleccion y control de parametros en el proceso de fermentacion permite la

obtencion de una bebida de calidad reproducible.

La fermentacion de Kombucha regularmente se realiza a temperatura ambiente (20
a 30 °C). Estudios como los realizados por Neffe-Skocirska y colaboradores (2017)
y Filippis y colaboradores (2018) demuestran que existe un efecto de la temperatura
de fermentacion sobre el crecimiento de poblaciones bacterianas que conforman el

consorcio, fisicoquimicas y organolépticas del producto.

6.5.1 Compuestos polifendlicos totales

En la Figura 8 se presenta el cambio en el contenido de compuestos polifenélicos
totales durante la fermentacion de cada una de las tres formulaciones de Kombucha
(TN, JMR y HLH) a dos diferentes temperaturas, 25 y 30 °C, durante 12 dias. Se

42



observo un incremento progresivo en la concentracion de compuestos polifenélicos
totales con el paso del tiempo de fermentacion, esto concuerda con lo reportado en
otros estudios (Jayabalan et al., 2008; Chakravorty et al., 2016). Este incremento
puede deberse a la degradacién de polifenoles complejos en componentes de bajo
peso molecular por accion de algunas enzimas liberadas por las especies
microbianas presentes en el consorcio de Kombucha (Chakravorty et al., 2016;
Chandrakala et al., 2019,). Levaduras como Candida tropicalis son capaces de
degradar compuestos polifenélicos poliméricos. El género Candida fue identificado
como la levadura dominante en el sistema de Kombucha utilizado por Chakravorty
y colaboradores en 2016, y se le atribuy0 la posibilidad de la degradacién enzimatica
de complejos de polifenoles y flavonoides a moléculas mas pequefias, resultando
en su aumento general con la progresion de la fermentacion. La hidrolisis de los
polifenoles probablemente es causada por enzimas extracelulares como la tanasa,
fitasa, a-galactosidasa y B- galactosidasa, producidas por diversas levaduras y
bacterias (Emiljanowicz y Malinowska-Panczyk, 2019); ya que se ha demostrado
que la aplicacion de éstas provoca un incremento en el contenido de compuestos
polifendlicos simples en sustratos como lentejas tratadas enzimaticamente (Duefias
et al, 2007) y agua residual de la almazara (proceso de extraccion de aceite de oliva)
(Hamza et al., 2012).-Sin.embargo, las vias metabdlicas involucradas aln no estan
dilucidadas, porlo que es importante la identificacion de las enzimas extracelulares
responsables de 'la modificacion estructural de los componentes durante la
fermentacion de la Kombucha y la identificacion de los potentes metabolitos
resultantes responsables de las capacidades de captacién de radicales libres

(Jayabalan y Waisundara, 2019).

Respecto al efecto de la temperatura, se puedo observar para la formulacion JMR
(Figura 8B) que a 30 °C se obtiene un mayor incremento de polifenoles en
comparacion con una temperatura de 25 °C. Para las formulaciones TN (Figura 8A)
y HLH (Figura 8C) Unicamente se observé un mayor incremento a 30 °C a los 3 dias

de fermentacién; mientras tanto, para los dias 6, 9 y 12 no se observo una diferencia
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significativa entre las dos temperaturas. Esto puede estar asociado a que estas dos
formulaciones TN y HLH presentaron un valor de pH inicial mas cercano a la
alcalinidad, 5.07 y 6.4, respectivamente, en contraste con el valor de 4.13 de la
formulacion JMR. Segun Duefias y colaboradores (2005), la disminucién constante
del pH a causa del metabolismo de los microorganismos que participan en-la
fermentacion puede activar algunas enzimas que hidrolizan. compuestos
polifendlicos poliméricos. Esto podria explicar el incremento mayor de polifenoles a
30 °C en comparaciéon con 20 °C, puesto que a 30 °C la disminucion de pH y la
actividad microbiana son mayores.

Chakravorty y colaboradores (2016) reportaron un incremento progresivo en el
contenido de polifenoles totales de kombucha® durante todo el periodo de
fermentacion, comprendido de 21 dias a una temperatura de 28 £ 2 °C. Sin
embargo, el pH alcanzado después de este tiempo fue extremadamente bajo (1.88

+ 0.03), lo que puede generar un producto no apto para su consumo.
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Figura 8. Cambio en el contenido de compuestos polifendélicos totales durante
el proceso de fermentacion a 25y 30 °C durante 12 dias

Valores expresados como la media * la desviacion estandar (n=3). Los valores de medias seguidas
de letras mindsculas diferentes representan diferencias significativas en el tiempo y las medias
seguidas de letras mayusculas diferentes representan diferencias significativas con respecto a la
temperatura a un valor a = 0.05. (A) Té Negro, (B) Jamaica/Manzanilla/Romero, (C)
Hierbabuena/Zacate de limén/Hojasén.

AG: Acido galico.

6.5.2 Parametros fisicos y quimicos

6.5.2.1 pHy acidez titulable

El pH es uno de los factores que describe y determina el curso de la fermentacién
de Kombucha y se puede utilizar para determinar el final del proceso, y como
pardmetro de calidad de la bebida. Ademas, es un factor que puede favorecer o
inhibir el desarrollo bacteriano (Malbasa, Lon€ar y Djuric, 2008). En el Cuadro 8 se
presenta el efecto de la fermentacion a 25 °C y 30 °C sobre el pH de las tres
formulaciones de Kombucha. Se observé una disminucion rapida del pH al inicio de
la fermentacion en las tres formuaciones. En los primeros 3 dias de fermentacion el
pH disminuyd rapidamente en aproximadamente 2, 1.5y 3 unidades para TN, JMR
y HLH, respectivamente, y después la disminucion fue mas lenta del dia 3 al 12 de
fermentacion, aproximadamente 1, 0.6 y 1 unidades para TN, JMR y HLH,
respectivamente. Esto puede estar asociado con el efecto amortiguador que surgen
de las reacciones entre los acidos organicos sintetizados y los minerales del
sustrato, como—¢€l anién hidrocarbonato anfiprético (HCO 2-), que reacciona
facilmente con los iones de hidrogeno de los acidos organicos presentes en el medio
de fermentacion, evitando cambios adicionales en el pH (Malba$a, Lon&ar y Djuric,
2008; Velicanski et al., 2014).
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Cuadro 8. Valores de pH en bebidas kombucha durante 12 dias de
fermentacidén a temperaturas de 25 °Cy 30 °C

Dias de fermentacién

Kombucha 0 3 6 9 12
TN/30°C  5.07 +0.14%8 3.14 +0.02°C  2.37 +0.01°B 2.18 £ 0.029AB 2 06 +0.029A
TN/25°C  5.07 +0.1428 3.36 £ 0.02°F 254 +0.03°C 2.39 +0.03%9C . 224+ 0.029B

pH  JMR/30°C  4.13 +0.02%A 241+001°"  224+0.01% 2.11 £ 0.019A 2.01+0.03%4

JMR/25 °C  4.13 + 0.022A 2.81+0.01P2  231+005%B  216+0.0294B 206 +0.03%A

HLH/30 °C  6.40 + 0.013€ 3.30 £ 0.04°0 237 +0.04B 2.23 £0.0498 2.09 + 0.018A

HLH/25 °C  6.40 + 0.013C 3.36 £ 0.01°F 2,57 +0.05°C 2.37.+ 0,084C 2.28 + 0.0798

Los valores se expresaron como la media * la desviacién estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras minUsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor.a = 0.05.

Se encontraron diferencias significativas en el pH para los cinco tiempos de
fermentacion, asi como entre los dos niveles de temperatura. En todos los casos el
pH fue menor en las formulaciones fermentadas a 30 °C. El pH inicial de las bebidas
no fermentadas fue estadisticamente diferente para TN, JMR y HLH (5.07, 4.13 y
6.40, respectivamente) sin embargo, el pH alcanzado después de 12 dias de
fermentacién fue muy parecido en todos los casos, difiriendo significativamente solo
los valores de pH de las Kombuchas de TN y HLH fermentadas a 25 °C (Cuadro 8).
La disminucion de los valores de pH sigue el incremento progresivo de la acidez
(Cuadro 9), esto es debido a la actividad metabdlica de las bacterias y levaduras
gue metabolizan la sacarosa a diversos acidos organicos como el acido acético y
acido glucurénico. La Kombucha JMR fue la bebida que obtuvo los valores mas
altos de acidez titulable. De acuerdo con Velicanski y colaboradores (2014), para
obtener una bebida de acidez agradable, la fermentacion debe finalizar cuando la
acidez total (expresada como acido acético) alcance el valor de 4 a 4.5 g/L. Sin
embargo, el periodo de tiempo para obtener este valor puede diferir segun el origen

del medio de cultivo y las condiciones de fermentacion.

Esta tendencia del aumento progresivo de la acidez titulable y la disminucién rapida
del pH al inicio del proceso es tipica de la fermentacion de Kombucha y también fue

observada en otros estudios donde se trabajo con té negro (Jayabalan et al., 2007;
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Chakravorty et al., 2016; Neffe-Skocinska et al., 2017); asi como, en estudios con

otras infusiones como en el realizado por Veli¢anski y colaboradores en 2014 donde

se utilizo una infusion de toronjil (Melissa oficinalis L).

Cuadro 9. Acidez titulable en bebidas kombucha durante 12 dias de
fermentacidén a temperaturas de 25 °Cy 30 °C

Dias de fermentacién

Kombucha 0 3 6 9 12
TN/30°C  0.02 £ 0.00 0.49 + 0.01b8 1.33 +0.07¢A 2.19'+ 0.099A 3.51+£0.18¢A
Acidez TN/25°C  0.02 £ 0.0024 0.09 + 0.012A 1.19 £ 0.06P4 1.99 + 0.04A 2.09 + 0.20¢A
titulable JMR/30°C 1.01 + 0.0528 2.81 +£0.21bP 3.35 + 0.630B 7.81+1.27¢6 7.70 +1.33¢8
(g/L) " JMR/25°C 1.01 £+ 0.05%8 1.76 + 0.203¢ 4.07 +0.41°8 6.55 + 0.88¢B 7.04 + 0.67°B
HLH/30 °C  0.02 + 0.008A 0.51 + 0.05P8 1.66.+ 0.20% 2.57 £ 0.049 3.71 £ 0.40¢A
HLH/25°C 0.02 + 0.003A 0.20 £ 0.012*8 « 1,33+ 0.07°A 2.59 + 0.18¢A 2.91 £0.124A

Los valores se expresaron como la media * la desviacion estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras minUsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a = 0.05.

*g de acido acéticolL.

Diversos estudios afirman que a medida que aumenta el tiempo de fermentacion es
posible la produccion de mayor cantidad de metabolitos beneficiosos para la salud,
como el contenido de polifenoles totales, flavonoides totales y acido D-sacérico 1,4-
lactona (Chakravorty et al., 2016); asi como, el contenido de &cido glucurénico
(Neffe-Skocinska et al., 2017). Sin embargo, son pocos los estudios que han
evaluado el efecto de procesos de fermentacion prolongados sobre la calidad
sensorial-'e inocuidad de la bebida. Nummer (2013) establecié que llevar la
fermentacion mas alla de 10 dias puede aumentar la acidez a niveles
potencialmente dafinos para los consumidores. En este estudio también se
establecié que para que el consumo de Kombucha sea seguro para el consumidor
el pH debe ser menor o igual a 4.2, pero no menor de 2.5. Un pH menor a 4.2 puede
inhibir el crecimiento de patdégenos a humanos, por su parte, un pH mayor a 2.5

puede prevenir intoxicaciones por acidosis.
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De acuerdo a lo anterior, en esta investigacion el periodo adecuado de fermentacion
fue de 6 dias para TN y HLH, y aproximadamente de 4 dias para JMR. Tiempo en

el cual se alcanza el pH minimo permitido.

6.5.2.2 Azlcares reductores

La sacarosa disuelta en el medio se hidrolizada por la enzima invertasa de las
levaduras en glucosa y fructosa; estos azucares reductores se utilizan en la
produccion de etanol, &cido acético, entre otros compuestos. La medicién de los
azucares reductores durante la fermentacion se puede utilizar como un indicador de

la actividad microbiana (Velicanski et al., 2014)

En el Cuadro 10 se presenta el cambio en el contenido total de azicares reductores
en las tres Kombuchas formuladas, durante la fermentacion a 25 °Cy 30 °C. En los
tres casos se observo una produccion significativa de azucares reductores en los
primeros 6 dias de fermentacion, seguido de una disminucion por el resto del tiempo
del proceso. El incremento inicial de azucares reductores se puede atribuir a la
hidrélisis de la sacarosa en glucosa y fructosa. Posteriormente, estos azlicares son

utilizados para la produccion de etanol principalmente, entre otros productos.

Se observé una diferencia significativa en el contenido de azucares reductores por
efecto de la temperatura de fermentacion. De manera general, el contenido de
azucares reductores fue mayor a 25 °C que a 30 °C. se pudo observar que después
de 12 dias de fermentacion sigue habiendo azucares disponibles en las bebidas que
no han sido utilizados por los microorganismos, esto puede deberse al bajo pH
alcanzado, el cual no permite el desarrollo de las comunidades bacterianas. La
Kombucha JMR fue la que presentdé una cantidad significativamente mayor de
azucares reductores a los 9 y 12 dias, lo cual puede indicar que después de los 6
dias, el metabolismo de los microorganismos es mal lento en la Kombucha JMR,
por lo que hay una menor utilizacion de los azucares disponibles. Esto puede
explicarse por el bajo pH y la elevada acidez alcanzada en los dias 9 y 12, que

representa un medio hostil para el consorcio bacteriano.
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Los resultados encontrados difieren de los reportados por Chakravorty y
colaboradores (2016), en donde se utilizé la misma concentracion de sacarosa. Si
bien la tendencia de los datos es la misma, es decir, se observo un incremento en
los primeros dias de fermentacién y una disminucion al final de ésta, la
concentracion de azucares reductores totales en el estudio en mencion es.menor
en todos los tiempos evaluados. Esto supone que hay una mayor actividad del
consorcio utilizado por Chakravorty y colaboradores, que desencadena en una
rapida utilizacion de los azlcares. Las diferencias en los parametros fisicos y
quimicos y la duracion del proceso en diferentes estudios son de esperarse, puesto
gue los cultivos de kombucha que se originan en diferentes ubicaciones geograficas
no tienen composiciones quimicas y microbiolégicas estandarizadas (Velicanski et
al., 2014).

Cuadro 10. Contenido de azucares reductores en bebidas kombucha durante
12 dias de fermentacién a temperaturas de 25 °Cy 30 °C

Dias de fermentacién

Kombucha 0 3 6 9 12
TN/30°C  0.85 + 0.0328 16.30 £+ 0.97PB  22.31 +2.22°A  14.87 +3.17"A  14.15 + 1.98bA
Azlicares TN/25°C  0.85 + 0.0328 7.00 £0.52°2 2258 +0.28°¢ 18.30+ 1.689AB  16.27 + 1.849A
reductores JMR/30°C 0.62+0.08%4 20.79 +1.68"8C 3738 +1.53c®  30.65+ 2.509C 24.21 + 2.83bB
(g/L) JMR/25 °C 0.62 + 0.082~ 25.27 £3.21°C0 3950 +6.35¢8  33.15+ 1.51bcC  27.29 + 2.66PB
HLH/30°C 0.78 + 0.0128 24.42 + 1 550CD 3522 +1.71® 22,48 +1.14b8  17.15+ 0.719A
HLH/25°C 0.78 + 0.0128 28.67 £3.11°D 34,05+ 2.83°® 23.30+ 1.00"2 15.96 + 1.979A

Los valores se expresaron como la media + la desviacion estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras mindsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a = 0.05.

49



6.5.2.3 Peso de la biopelicula

La biopelicula formada durante la fermentacion incrementa su peso como
consecuencia del crecimiento de los microorganismos que conforman el consorcio
y la biosintesis de componentes de la biopelicula, principalmente polisacaridos
como la celulosa. La formacion de biopeliculas de celulosa por especies de BAA,
se ha reportado con anterioridad y su formacion contribuye a la resistencia de los
microorganismos al ambiente acido (Wang et al., 2012).

En el Cuadro 11 se presenta el cambio en el peso de la biopelicula-formada en las
tres formulaciones a 25 y 30 °C durante el proceso de fermentacion. Se observo un
incremento significativo en los tres casos conforme el paso del tiempo, los pesos de
biopelicula mas bajos se observaron en la formulacién HLH; este incremento pudo

observarse a simple vista, como lo muestran las Figuras 9, 10 y 11.

Respecto al efecto de la temperatura se observo que el peso de las biopeliculas en
las bebidas fermentadas a 30 °C fue significativamente mayor en comparacion a las
bebidas obtenidas a 25 °C. Los resultados sugieren que hay un mayor desarrollo de
las bacterias responsables de la formacion de la biopelicula de celulosa a 30 °C. La
produccion de celulosa es atribuida a bacterias del género Acetobacter,
especificamente a la especie Acetobacter xylinum (reclasificada como
Guconobacter Xylinus y recientemente como Komagataeibacter) (Jayabalan et al.,
2014; Villarreal-Soto et al.,, 2018; Kapp y Sumner, 2019). Chakravorty y
colaboradores (2016) encontraron dentro de la composicion bacteriana una
abundancia de Komagataeibacter sp de alrededor de 50 %, tanto en la biopelicula
como en el medio liquido, siendo este género la bacteria predominante en el

sistema.
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Cuadro 11. Peso del consorcio en bebidas kombucha durante 12 dias de
fermentacién a temperaturas de 25 °Cy 30 °C
Dias de fermentacién
Kombucha 0 3 6 9 12
TN/30°C 0% 4,52 +0.30°C 9.64+1.23C 1516+ 1.879¢ 21.85 % 1.20¢C
Peso del TN/25°C  0*A  0.11 +0.032A 0.95 + 0.67PA 7.75+0.29°A 18,23 + 4.169C
consorcio JMR/30°C 02 5.28+1.50 6.53+1.75"8 1157 +0.66°® 16.25 + 1.57%
@) JMR/25°C  02A  (0.13+0.113 2.95 + 0.27PA 6.11 + 0.15¢A 7.01 + 0.69¢A
HLH/30°C 0  2.28 +0.55bB 6.76 + 0.698 6.51 + 1.07¢A 8.47 +0.92¢A
HLH/25°C 0%  0.37 + 0.09>* 1.25 + 0.22¢A 5.35 + 2,19¢A 5.73+0.779A

Los valores se expresaron como la media + la desviacion estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras mindsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a = 0.05.

ey
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(B)

Figura 9. Evolucion de kombuchay consorcio de té negro durante 12 dias de
fermentacién. (A) 25 °C, (B) 30°C

(A)
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(B)

Figura 10. Evolucién de kombucha y consorcio JMR durante 12 dias de
fermentacién. (A) 25 °C, (B) 30°C

(A)
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(B)

Figura 11. Evolucién de kombucha y consorcio de HLH durante 12 dias de
fermentacién. (A) 25 °C, (B) 30°C

6.5.3 Capacidad antioxidante

La capacidad de las tres kombuchas formuladas para atrapar radicales como ABTS
y DPPH se muestra en el Cuadro 12. En general, se observd una mayor capacidad
antioxidante de la ' Kombucha TN, seguida de HLH y JMR, tanto en la bebida sin
fermentar (tiempo cero) como en las kombuchas obtenidas en los diferentes

tiempos.

Respecto al tiempo de fermentacion en las Kombuchas TN y HLH no se observo un
cambio significativo en la capacidad para inhibir el radical ABTS en los primeros
dias de fermentacion, si no hasta después de los 9 0 12 dias. Por el contrario, en el
caso de la Kombucha JMR fermentada a 30 °C se observdé un incremento
significativo a los 3 dias de fermentacion; sin embargo, la capacidad antioxidante
permanecio sin cambios por el resto del tiempo de fermentacién. Esto puede
explicarse por el hecho de que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
esta relacionada con su estructura quimica (Duefias et al, 2005); lo que puede
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indicar que después de cierto tiempo de fermentacién los compuestos formados
poseen una actividad antioxidante baja, que no alcanza impactar significativamente

en la capacidad antioxidante total.

En cuanto a la inhibicion del radical DPPH se observo un incremento significativo
dentro de los primeros 3 a 6 dias de fermentacion para la Kombucha TN, periodo
después del cual se mantiene sin cambios. En el caso de JMR y HLH la capacidad
para inhibir al radical DPPH incrementa significativamente hasta una etapa final de

la fermentacion (9 a 12 dias).

En cuanto a la temperatura, no se encontré efecto de esta sobre la capacidad de
inhibicién de los radicales ABTS y DPPH por parte de las tres Kombuchas
formuladas. Sin embargo, se observé que se alcanzdé mas rapido un incremento
significativo a 30 °C que a 25 °C. Los resultados obtenidos con los métodos ABTS

y DPPH permiten alcanzar conclusiones précticamente similares.

Aunque se observé un incremento en la capacidad antioxidante, este no es
proporcional al incremento de polifenoles totales, en donde se observé un
incremento progresivo en -los primeros 6 dias de fermentacion. Esto puede
explicarse por el hecho de que el numero de grupos OH fendlicos no es siempre el
anico factor que determina la capacidad antioxidante. Sino que la posicién de los
grupos OH fendlicos, la presencia de otros grupos funcionales, como los dobles
enlaces y su conjugacion con los grupos OH y ceténicos, asi como la polaridad e
hidrofobicidad de la molécula también juegan un papel importante en las actividades
antioxidantes (Romano et al., 2009).

Ademas, se sabe que el potencial antioxidante total de las frutas, verduras, té y las
infusiones de hierbas esta regido por los efectos aditivos y sinérgicos de los
fitoquimicos en conjunto y no por el efecto antioxidante especifico individual. Debido
a esto, las propiedades antioxidantes de un solo compuesto dentro de un grupo

pueden variar notablemente (Velicanski et al., 2014).

55



Cuadro 12. Capacidad antioxidante por ABTS y DPPH en bebidas kombucha
durante 12 dias de fermentacion a temperaturas de 25 °Cy 30 °C

Dias de fermentacién

Kombucha 0 3 6 9 12
TN/30 °C 447 +0.043¢ 450 + 0.033F 4.85+0.30°C  519+0.14°® 556 +0.14°P
TN/25 °C 4.46 +0.083C 420 +0.162°PF 442+ 0.092PBC 4,73 +0.23°CD 4,79+ 0.20°C
ABTS JMR/30°C  2.18+0.10*  2.81+0.29"B 2.95 + 0.14PA 3.05 + 0.06"A 2.99 + 0.07"B
(umoleq.  jMmR/25°C  2.09+0.152A 232+0.1328PA  238+0.268PA 250 + 0.05PA 2.57 + 0.05PA
Tx/mL) HLH/30°C  3.68+0.092B  3.75+0.028C  4.08+0.28%8  4.20+0.19°B€  471+0.17°C
HLH/25°C  3.57+0.43%8 378+0.17%D 384 +0.15%8 3.91 + 0.4188 4.74 + 0.15°C
TN/30 °C 3.77 +0.13B 4.32 +0.09"8 4.87 + 0.15°C 5.01 +0.18°C 5.10 + 0.21°P
DPPH TN/25 °C 3.97+0.2028  4.16+0.10°®  4.39+0.10°°BC 4,50 + 0.05°B 4.97 +0.1390
(umoleq. JMR/30°C  1.97+0.12%"  1.92+021% 2.08 + 0.10%A 2,12+ 0.08%A 2.76 + 0.10"B
Tx/mL) JMR/25°C  1.67 +0.09%"  1.67 +0.20®A 1.92+0.05%A ©  203+0.19%8°A 2,06 +0.11PA
HLH/30 °C  4.07 +0.34%8  4.20+0.292B 4.30 + 0.382B 4.54 + 0.263PBC 483 + 0.042CD
HLH/25°C  3.94+0.068 418 +0.05%8  416+0.1328 445+ 0238 452 +0.13°C

Los valores se expresaron como la media * la desviacién estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras minUsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a = 0.05.

6.5.4 Analisis microbiolégico

En el Cuadro 13 se presenta el contenido de levaduras, BAA y BAL del consorcio o
biopelicula de las tres Kombucha formuladas, a los 0, 6 y 12 dias de fermentacion
a 25 °C y 30 °C. La poblacion predominante en el indculo (dia cero) fueron las
levaduras con una concentracion aproximada de 5.6 log CFU mlt; mientras que, las
BAA y BAL se encontraron en 4.5 y 4.8 log CFU ml?, respectivamente. De forma
general, la concentracion de levaduras y BAL incrementdo a los 6 dias de
fermentacion, y disminuyo a los 12 dias, por su parte en el caso de las BAA se

observd un incremento significativo tanto a los 6 dias como a los 12.

Respecto al efecto de la temperatura se observé en las Kombuchas JMR y HLH que
tuvieron una mayor poblacién de levaduras a 30 °C. La concentracion de BAA en
JMR y HLH se vio afectada por la temperatura solamente en el dia 12, habiendo
una mayor produccion a 30 °C. Finalmente en el caso de BAL, no se observé efecto

sobre las poblaciones.
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La disminucion de las poblaciones de BAA y BAL observada a los 12 dias pudo ser
causada por un choque éacido (bajo pH), el cual influye en la multiplicacion de
bacterias y levaduras (Villareal-soto et al., 2018). El diéxido de carbono generado
durante la fermentacion alcohdlica se acumula en la superficie, principalmente en la
interfase entre la biopelicula y el liquido, dificultando la transferencia de nutrientes
del liquido a la biopelicula (Jayabalan et al., 2007).

Cuadro 13. Concentracién de levaduras BAA y BAL en consorcios de
kombucha durante 12 dias de fermentacion a temperaturas de 25 °Cy 30 °C

Dias de fermentaciéon

Especie
microbiana
(log CFUmLY) Consorcio 0 6 12
TN/30°C 5.72+0.05%*  6.23 +0.28"BC 4,14 + 0.37°A
TN/25°C  5.54 +0.218A« 6.40 + 0.06"C 5.65 + 0.322BC
JMR/30°C 5.72+0.05* . 6.19+0.13PBC 597 +0.2320C
Levaduras JMR/25°C 554 +0.21% ~ 532 +0.07?" 4.35 + 0.25PA
HLH/30 °C 5.72 +0.05%"  6.55 + 0.03°C 4.36 + 0.05%A
HLH/25°C  5.54 +0.218PA 587 + 0.09PB 5.06 + 0.402B
TN/30°C  4.54+0.11%A  4.80 + 0.48%A 6.45 + 0.13PAB
TN/25 °C = 452 +0.08%*  5.81+0.13"B 656 +0.12B
JMR/30°C~ 4.54+0.11%A  6.24 +0.78°8 6.55 + 0.23"B
BAA JMR/25°C 452 +0.08%* 559+0.31PB  7.19+0.13°C
HLH/30 °C  4.54+0.113%"  6.47 +0.21PB 6.70 + 0.15"B
HLH/25°C 4.52+0.08% 564 +0.762"AB .02 + 0.21PA
TN/30°C  4.83+0.1128A 508+ 0.43PA 411 +0.24%A
TN/25°C  4.70 £ 0.07%* 558+ 0.51PA 4.17 +0.073A
JMR/30°C  4.83+0.11%A 536+ 0.10°" 4.26 +0.11°AB
BAL IJMR/25°C  4.70 £ 0.07%"  4.79 + 0.172A 4.22 +0.13PA
HLH/30 °C 4.83+0.11%A 530+ 0.212A 4.81 + 0.4334B
HLH/25 °C  4.70 + 0.072A 560 + 0.43%A 5.07 + 0.492PB

Los'valores se expresaron como la media + la desviacion estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras mindsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a = 0.05.

BAA: Bacterias &cido acéticas, BAL: Bacterias acido lacticas.

En el Cuadro 14 se presentan las concentraciones de las levaduras, BAA 'y BAL de
las bebidas kombucha formuladas (fraccién liquida), a los 0, 6 y 12 dias de
fermentacién a 25 °C y 30 °C. Los resultados del dia cero corresponden a las
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infusiones iniciales, es decir sin fermentar. Los resultados obtenidos indican que las
infusiones no aportan poblaciones microbianas relevantes y confirma que el
crecimiento posterior corresponde a las poblaciones bacterianas presentes en el
indculo del consorcio. Se pudo observar de manera general un incremento de las
tres poblaciones (levaduras, BAA y BAL) a los 6 dias y una disminucion de las

mismas en el dia 12 de fermentacion.

Respecto al efecto de la temperatura, se observé que afecta, de manera

particularmente importante, a las BAA, donde hubo una mayor produccion a 25 °C

Contrario a lo observado en las BAA de la biopelicula, donde el conteo aumenta
durante el tiempo de la fermentacion; en el caso de la fraccién liquida se observa
una disminucioén en el dia 12. Esto puede deberse al bajo pH, alcanzado en ese
tiempo que dificulta la actividad microbiana. El ambiente anaerdbico creado pudo
ser otra de las razones de la disminucién de las poblaciones bacterianas; la
biopelicula y el di6xido de carbono generado en la interfase biopelicula-liquido, crea
un ambiente anaerobio que bloquea la transferencia de oxigeno de la superficie de

la biopelicula al liquido (Jayabalan et al., 2007).

La complejidad de la cinética de fermentacién de kombucha se debe principalmente
al importante nimero de microorganismos presentes y las interacciones entre ellos.
El fendbmeno de coexistencia se establece por interacciones comensalistas o
amensalistas, es decir la mayoria de las especies microbianas producen
metabolicos que pueden estimular o inhibir la tasa de crecimiento especifico de las

otras-especies (Villarreal-Soto et al., 2018).
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Cuadro 14. Concentracion de levaduras BAA y BAL en bebidas kombucha
durante 12 dias de fermentacion a temperaturas de 25 °Cy 30 °C

Dias de fermentaciéon

Especie
microbiana
(log CFUmL?Y) Kombucha 0 6 12
TN/30 °C <12 5.64 + 0.040PA 4.87 +0.37°A
TN/25 °C <12 5.98 + 0.35PA 4.96 + 0.32°A
JMR/30 °C <12 5.73 + 0.53PA 4.63 + 0.40%A
Levaduras IMR/25 °C <12 6.16 + 0.09PA 6.16 £ 0.05PB
HLH/30 °C <12 5.72 + 0.77°A 4,08 £ 0.20%A
HLH/25 °C <12 5.68 + 0.07°A 4.44 + 0.48A
TN/30 °C <12 4.59 + 0.28PA 4.28 +0.28PB
TN/25 °C <12 4.59 + 0.28PA 4.65 + 0.05°C
JMR/30 °C <12 4.95+0.04PAB 485+ 0.08°C
BAA JMR/25 °C <12 6.15+ 0,11°C 4.32 +0.13B
HLH/30 °C <12 5.25+ 0.25°AB 387 +0.11¢A
HLH/25 °C <12 5.49 + 0.25PBC 4,87 +0.11°C
TN/30 °C <12 5.03 + 0.12PA 5.00 + 0.13PABC
TN/25 °C <12 5.85 + 0.39PB 5.25 + 0.38PBC
JMR/30 °C <12 5.43 +0.35PAB 516 +0.27°BC
BAL JMR/25 °C <12 6.01 + 0.27PB 5.53 + 0.05¢C
HLH/30 °C <12 5.04 + 0.21°A 4.77 +0.13PAB
HLH/25 °C <12 5.67 + 0.20°AB 4,41 +0.37°A

Los valores se expresaron.como.la media + la desviacion estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras minuUsculas diferentes y medias en una misma columna seguidas de letras
mayusculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a = 0.05.

6.6 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial se define como un método cientifico usado para evocar,
medir, analizar e interpretar la respuesta a productos percibidos a través de los
sentidos. Este procedimiento proporciona informacién util a los desarrolladores de
productos y cientificos alimentarios sobre las caracteristicas sensoriales de sus
productos (Lawless y Heymann, 2013).

Con base a los resultados de las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiol6gicas
obtenidos con la cinética de fermentacion, la mejor temperatura para la fermentacién

fue a 30 °C para las tres Kombuchas. Se tomo el pH como parametro critico para la
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finalizacion del proceso; por lo que, se establecio un valor de pH entre 2.7 y 2.5 para
la finalizacion de la fermentacion. Las bebidas se obtuvieron por el proceso de
fermentacién descrito en el apartado 5.2.5.2, se llevaron a fermentacién a 30 °C y
se monitoreo el pH cada 24 horas, cuando éste alcanz6 un pH entre 2.7 y 2.5 se
detuvo la fermentacion, se filtréd y la kombucha obtenida se mantuvo en refrigeracién
hasta la aplicacion de la evaluacion sensorial.

Se sometieron a evaluacion sensorial las tres Kombuchas formuladas TN, JMR y
HLH, obtenidas por la fermentacion a 30 °C por un tiempo.de 6, 5 y 6 dias,
respectivamente. En la evaluacion participaron 35 evaluadores (24 mujeres y 11
hombres) con un rango de edad de los 22 a los 46 afios. Debido a que la evaluacion
se realiz6 con panelistas no entrenados, y a la insercion reciente de la bebida en el
mercado, se aplicé una encuesta sobre la frecuencia de consumo del producto y en
la Figura 12 se presentan los resultados, observandose que solo el 69 % de los
evaluadores conocia o habia escuchado sobrela bebida kombucha, el 34 % la habia
consumido con anterioridad y de éstos el 92 % la habia consumido solo un par de
ocasiones. Si bien estos datos-dificultan comparar los productos desarrollados con
los que ya se encuentran en el mercado, desde el punto de vista de un consumidor
frecuente o experto, nos permiten evaluar la percepcion del producto de una forma

general.

En la Figura 13 se muestra el nivel de agrado de 6 descriptores sensoriales, color,
olor, sabor, acidez, dulzor y aceptabilidad general de las kombuchas; representado
en un analisis quimico descriptivo. La escala utilizada fue de 1 (Me disgusta mucho)
a 7 (Me gusta mucho). La Kombucha JMR fue mejor evaluada en los parametros de
color, sabor, acidez y aceptabilidad general. A pesar de ser la bebida menos
preferida, la kombucha HLH fue evaluada con calificaciones entre 5 (me gusta poco)
y 6 (me gusta moderadamente), para todos los parametros; lo que indica que no
hubo un rechazo de la bebida.

En la Figura 14 se muestra la preferencia de los consumidores de las tres

Kombuchas. De forma general se observo que la Kombucha HLH fue la menos
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preferida por los consumidores, entre tanto las Kombuchas TN y JMR tuvieron la
misma preferencia (Figura 14 A). Sin embargo, en cuanto a la preferencia de las
bebidas por género, se observo un comportamiento completamente opuesto, ya que
la Kombucha mas preferida por las mujeres (TN) fue la menos preferida por los
hombres, mientras que para las mujeres la Kombucha HLH fue la menos preferida

para los hombres esta fue la de mayor preferencia.

Porcentaje (%)

¢ Conacia o habia escuchado hablar ¢ Ha consumido anteriormente esta
anteriormente de la bebida kombucha? bebida?
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Figura 12. Frecuencia de consumo de kombucha por el panel
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Figura 13. Evaluacién de descriptores sensoriales de kombucha
JMR: Jamaica, manzanilla, romero, HLH: Hierbabuena, zacate de limon, hojasén.
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Figura 14. Preferencia sensorial de kombuchas
TN: Té negro; JMR: Jamaica, manzanilla, romero; HLH: Hierbabuena, zacate de limon, hojasén. (A)
preferencia general de las bebidas, (B) preferencia de las bebidas por género.

6.7 Andlisis proximal

En el Cuadro 15 se muestra el contenido de proteina, minerales y azucares de las
tres Kombucha formuladas, TN, JMR y HLH; obtenidas por la fermentacion a 30 °C

durante 6, 5y 6, dias respectivamente. No se observé una diferencia significativa,
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en cuanto al contenido de proteina, por otra parte, el contenido de minerales y
azucares fue significativamente mayor en la Kombucha JMR. La diferencia en el
contenido de azUcares puede explicarse por el hecho de que la fermentacion de la
Kombucha JMR se detuvo 24 horas antes que las Kombuchas TN y HLH, por lo que
a dicho tiempo habia mas azucares disponibles que no habian sido utilizados por

los microorganismos del consorcio.

Nummer (2015) estableci6 una ingesta diaria de kombucha de 4 oz
(aproximadamente 118 mL) por dia, esto como medida para la reduccion del riesgo
de enfermedad por acidosis. Tomando esta dosis como tamafio de porcidén de la
bebida, las kombuchas obtenidas pueden clasificarse como un producto bajo en
calorias segun lo establecido en la NOM-086-SSA1-1994, donde se denomina
producto bajo en calorias a aquel cuyo contenido de calorias es menor a 40 calorias

por porcion.

Cuadro 15. Contenido de proteina, minerales y aztcares de kombuchas

Kombucha
Parametro JMR HLH TN
Proteina (mg/100 mL) 1.93+0.35% 1.40+0.812 1.75+0.492

Minerales (mg/100 mL)  0.79+0.09° 0.49 + 0.042 0.39 + 0.102
Azlcares (g/100 mL) 452 +0.21° 4.33+0.022 3.09 + 0.302

Los valores se expresaron como la media + la desviacion estandar (n=3). Las medias en una misma
fila seguidas de letras minasculas diferentes representan diferencias significativas a un valor a=0.05.
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7. CONCLUSIONES

La mayor extraccion de compuestos polifendlicos totales de las infusiones de
Jamaica, Romero, Manzanilla, Hierbabuena, Hojasén, Zacate de limoén y Té Negro

se obtuvo con el tratamiento 95 °C por 10 min.

La homogeneizacion del consorcio contribuy6 a la estandarizacion del proceso de
obtencion de kombucha, permitiendo la identificacién del proceso a fin de obtener

bebidas de caracteristicas y calidad reproducible.

El pH puede ser considerado un parametro de control de calidad en el proceso de
fermentacion de kombucha. El pH del producto terminado debe encontrarse dentro

del rango de 2.5 a 4.2.

La capacidad antioxidante de las kombuchas de TN, JMR y HLH increment6
significativamente después de los 6 dias de fermentacion. Sin embargo, después
de ese tiempo, el pH de las bebidas esta por debajo del valor considerado para el
consumo saludable por presentar riesgo de acidosis; por lo que, la fermentacién
debe detenerse antes de este tiempo.

Las mezclas de infusiones jamaica, manzanilla y romero; asi como hierbabuena,
limén y hojasén, pueden ser fermentadas por el consorcio de kombucha para la
produccion de bebidas con caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales similares

a la kombucha tradicional elaborada a partir de té negro.

La preferencia sensorial de las kombuchas varié en funcion del género. La
kombucha més preferida por las mujeres (TN) fue la menos preferida por los
hombres, mientras que la Kombucha HLH fue la méas preferida para los hombres

siendo ademas la de menor preferencia para las mujeres.

El consorcio microbiano utilizado estd compuesto por levaduras, asi como por
bacterias acido acéticas y acido lacticas. Se necesitan estudios para la identificacion
de los diferentes géneros y especies, asi como su abundancia tanto en la biopelicula

como en la fase liquida.
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Los productos elaborados se pueden considerar bebidas bajas en calorias y con

capacidad antioxidante.

Perspectivas

Con la finalidad de ampliar las conclusiones que se pueden obtener con este trabajo

se propone:

Con el fin de ampliar el estudio sensorial de la bebida se propone realizar una
evaluacion con consumidores frecuentes de kombucha, determinar la aceptacion de

la bebida y posteriormente realizar el estudio de vida de anaquel sensorial.
Evaluar la funcionalidad de las bebidas mediante el estudio de su efecto in vivo.

Caracterizar la biopelicula obtenida después de la fermentacion para su posible uso

en alimentos como recubrimiento comestible.
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9. ANEXOS

9.1 Formatos empleados en la evaluacion sensorial

9.1.1 Cuestionario sobre la frecuencia de consumo de la bebida

Evaluacion sensorial de bebidas kombucha
Fecha

Ocupacion Edad

Género

éConocia o habia escuchado hablar anteriormente de la bebida kombucha?

O Si LINo

¢Ha consumido anteriormente esta bebida?
O Si CINo

éCon que frecuencia consume la bebida?

] Al menos una vez a la semana
0 Al menos una vez al mes
] Ocasionalmente

[ La he probado unao un par de veces

9.1.2 Prueba de aceptabilidad sensorial de las kombuchas

Evaluacion sensorial de bebidas kombucha

Pruebe las muestras que se presentan a continuacion, siguiendo el orden de izquierda a derecha. Indique su nivel de

agrado para cada una de las caracteristicas marcando con una “X" el punto de la escala que mejor describa al producto.
Coloque sobre |a linea el codigo de la muestra. Debera tomar agua al iniciar la prueba y entre cada muestra.

Muestra

Me gusta
mucho

Me gusta
moderadamente

Me gusta
poco

Mo me gusta ni
me disgusta

Me disgusta
poco

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta
mucho

Color

Qlor

Sabor

Acidez

Dulzor

Aceptabilidad
general

Comentarios:




Ordene las bebidas de acuerdo a su preferencia, colocando en primer lugar la de mayor agrado y en dltimo
lugar la de menor agrado.

Exponga las razones de su eleccidn ndmera uno
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