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RESUMEN

En la busqueda de alternativas innovadoras a la kombucha tradicional, se elabor6 una
bebida fermentada a partir de una infusidn de hojas secas de Brosimum alicastrum
(ramon) con el objetivo de evaluar sus propiedades fisicoquimicas, antioxidantes,

microbiologicas, su toxicidad in vivo y su aceptabilidad sensorial.

La fermentacion de la kombucha se realizd durante 12 dias en el Instituto Tecnolégico
de Mérida, Yucatan, utilizando una concentracién de 1.5 % p/v de hojas secas de
ramon y 100 g/L de azucar como fuente de carbono. Se analizaron los cambios en sus
propiedades a lo largo del proceso, evidenciandose aumentos en la acidez (0.2 % a
0.92 %), azucares reductores (10.92 mg/mL a 43.74 mg/mL), conteo microbioldgico (6
Log UFC/mL), compuestos fendlicos totales (24.34 mg EAG/100 mL), flavonoides
totales (11.83 mg EQ/100 mL a 22.16 mg EQ/100 mL) y capacidad antioxidante DPPH
(1.72 mM Trolox/100 mL a 2.22 mM Trolox/100 mL). Paralelamente, se registraron
disminuciones en el pH (3.45 a 2.46), °Brix (9.25 % a 5.56 %) y azucares reductores
totales (75.78 mg/mL a 15.84 mg/mL). Ademas, se observo una tonalidad mas amarilla

en comparacion con el inicio de la fermentacion.

Los ensayos de toxicidad in vivo con Galleria mellonella confirmaron que la kombucha
de ramodn es segura para el consumo, lo que permitio la realizacion de la evaluacion
sensorial. Los resultados demostraron que la kombucha de ramon obtuvo una mayor
aceptabilidad general en comparacion con una kombucha elaborada con té negro,

destacando su potencial como una alternativa innovadora a la tradicional kombucha.
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1. INTRODUCCION

El interés por los alimentos funcionales ha ido en aumento en los ultimos afos debido
a su potencial para mejorar la salud y el bienestar. En este contexto, la kombucha ha
ganado popularidad como una bebida fermentada con propiedades probidticas y
antioxidantes (Mordor Intelligence, 2023). Tradicionalmente se elabora a partir de una
infusidn de té negro o verde endulzada y fermentada por un consorcio simbiético de
bacterias acido acéticas, acido lacticas y levaduras, dando lugar a una bebida con un
perfil sensorial avinagrado, de color café o ambar y que cuenta con beneficios

potenciales para la salud (Kapp & Sumner, 2019).

En la busqueda de nuevos ingredientes que mejoren el valor nutricional y funcional de
la kombucha, se ha propuesto el uso de Brosimum alicastrum (arbol de ramon) como
alternativa al té tradicional. Las hojas de esta planta son ricas en compuestos fendélicos
y antioxidantes (Canto Pinto etal., 2024), lo que la convierte en un candidato
prometedor para la elaboracion de bebidas fermentadas. Sin embargo, aun es
necesario evaluar el impacto de su incorporacion en la fermentacion, asi como

determinar las condiciones éptimas de extraccion de sus compuestos bioactivos.

Por ello, esta investigacion tiene como objetivo analizar el efecto del tiempo de
fermentacién y la concentracion de hojas de B. alicastrum en las propiedades
fisicoquimicas, microbioldgicas y bioactivas de la kombucha. Ademas, se evaluara su
toxicidad y aceptabilidad sensorial, proporcionando informacion relevante para el

desarrollo de bebidas funcionales innovadoras con base en ingredientes regionales.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Kombucha

2.1.1. Generalidades

La kombucha es una bebida que se obtiene a través de un proceso de fermentacion,
para su elaboracion tradicional se emplean té negro, té verde u oolong junto con
azucar, como se muestra en la figura 1. Para el proceso de fermentacién de la
kombucha se emplea un cultivo simbi6tico de bacterias y levaduras denominado
SCOBY que interactuan para metabolizar el té y el azucar. La fermentacion suele durar
entre 7 a 10 dias, durante los cuales se producen distintos acidos organicos, azucares,
vitaminas y diversos compuestos fendlicos (Baschali et al., 2017; Kapp & Sumner,
2019).

Figura 1. Frasco con Kombucha de té negro.

La kombucha es originaria del lejano oriente, se tiene registro de su uso a partir del
afio 220 a.C., el consumo de la kombucha se extendié hasta abarcar Europa del este
y Rusia. Su popularidad se debié en gran medida a su reputacién como tratamiento
para una serie de dolencias, que incluye enfermedades metabdlicas, hemorroides y
reumatismo. Sin embargo, fue durante la segunda guerra mundial cuando surgieron
los primeros estudios cientificos sobre dicha bebida, principalmente gracias a médicos
rusos. Estos profesionales a través de sus investigaciones destacaron las propiedades
medicinales de la kombucha, estableciendo asi una base para estudios posteriores y
elevando el interés por su consumo (Grenwalt et al., 2000; Kayisoglu & Coskun, 2021).
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Se conocen diversos procedimientos y el uso de nuevos ingredientes para la
elaboracién de la bebida Kombucha; no obstante, (Stevens & Nieto, 2019), reportan

una serie de caracteristicas generales de la Kombucha:

e Sabor. Es agridulce acercandose mucho a un sabor acido (avinagrado), con un
toque amargo.

e Olor. Intenso y penetrante, que indica una fermentacion continua.

e Aspecto. El disco, hongo o SCOBY es de un tono que va de beige a blanco
crema, con unas hebras marrones, con burbujas debajo. El liquido corresponde

a un tono ambar o marron.

En cuanto al mercado, el brote de la pandemia de COVID-19 ocasioné el interés de
las personas por procurar su salud y la busqueda de productos alternativos, de origen
natural y con beneficios para sus cuerpos, esto trajo consigo nuevas fronteras para
productos como la kombucha que se anuncia como natural, con un alto contenido en
enzimas y acidos producidos por bacterias con la capacidad de reforzar el sistema
inmunoldgico, desintoxicar el cuerpo, reducir algunos dolores, entre otros (Kim &
Adhikari, 2020).

Debido a lo anterior, el mercado esta experimentando un crecimiento notable. Se
proyecta un aumento de manera significativa, pasando de alcanzar los 2.71 millones
de ddlares en 2023 a un estimado de 4.26 millones de ddlares para el aino 2028. Este
pronodstico presenta una taza compuesta anual del 9.48 % durante el periodo
comprendido entre 2023 y 2028, segun los datos de (Mordor Intelligence, 2023; Nyhan
et al., 2022). Siendo los principales consumidores los paises del norte como Estados
unidos, Canada, Rusia, entre otros, como se observa en la figura 2. El interés creciente
por la kombucha esta demostrando una necesidad de informacién para generar
nuevas formulas para bebidas basadas en infusiones de diversos origenes como lo
puede ser la hoja de ramon (Brosimum alicastrum) para si, dejar atras los sabores mas

tradicionales y experimentar nuevos aromas y sabores.
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Figura 2. Distribucién geografica del consumo global de kombucha, 2021 (Mordor Intelligence, 2023).

2.1.2. Proceso de fermentacion

La fermentacion que se lleva a cabo para producir la bebida kombucha depende de
diversos microrganismos que interactuan de manera simbiética, estos pueden variar
dependiendo del origen del inoculo. Para su elaboracidn es necesario agregar una
cantidad especifica de inoculo de kombucha previamente fermentada, ademas de una
seccion del consorcio microbiano conocido como "SCOBY". Este consorcio se
presenta en forma de una biopelicula de celulosa, como se muestra en la figura 3. El
ESCOBY esta compuesto por diversos microorganismos, como las bacterias acido

acéticas, acido lacticas y levaduras (Ojo & De Smidt, 2023).

Figura 3. SCOBY obtenido de kombucha de té negro. A: superficie superior (a la bebida) del SCOBY,

B: superficie inferior (a la bebida) del SCOBY.
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La figura 4 resume las rutas metabdlicas que utilizan los microorganismos durante la
fermentacién de la kombucha. Se destaca el consumo de sacarosa como fuente de
carbono y su conversion en glucosa y fructuosa. Ademas, se observa la produccién de
celulosa por parte de las bacterias, asi como la generacion de acido glucoénico, etanol
y dioxido de carbono (Laureys etal.,, 2020). Estos procesos metabdlicos son
fundamentales para la transformacién de los ingredientes iniciales en los compuestos

que caracterizan a la kombucha como una bebida fermentada unica y beneficiosa.

AN

/
Celulosa \
Bacteria
Levadura S P I —

| \ ’ .
{ Glucosa ) + ( Fructuosa )
. = e = 4

Levadura
v
//-. = —
Acido gluconico @nol*« C@,, \HZO + 002>
Bacterias acido
SR Bacterias acido

lacticas

\ /Acido glucorénico Acido acetico

Figura 4. Via metabdlica principal en la produccion de kombucha y los metabolitos generados,

obtenido de (Ojo & De Smidt, 2023).
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La sacarosa se utiliza como el sustrato inicial para la fermentacion de kombucha, la
invertasa hidroliza la sacarosa en el periplasma de los microorganismos ocasionando
un aumento de glucosa y fructosa, que luego se usa para producir celulosa por medio
de otros procesos metabdlicos del consorcio microbiano, ademas, la produccion de
celulosa se ve aumentada con la presencia de cafeina y xantinas (Grenwalt et al.,
2000; Laureys et al., 2020; Mamlouk & Gullo, 2013).

Por medio de las levaduras se lleva a cabo la fermentacion de la glucosa y la fructosa
dando como resultado etanol, diéxido de carbono y glicerol. El etanol resultante del
proceso de las levaduras es usado como sustrato por las bacterias para llevar a cabo
una reaccién que produce acido acético. Durante el proceso de fermentaciéon de la
kombucha se producen diversos residuos como la fructuosa, glucosa y sacarosa,
ademas de diversos metabolitos como el etanol, glicerol, acido acético, acido
glucénico, acido glucuronico, acido D-sacarido1,4-lactona y en diversos casos acido
lactico (Laureys et al., 2020; Ojo & De Smidt, 2023)

2.1.3. Factores que afectan la fermentacion

La fermentacion, siendo un proceso biolégico complejo, esta sujeta a la influencia de
diversos factores ambientales y nutricionales. Dichos factores definen las
caracteristicas, asi como la eficiencia del proceso de fermentacion. Entre los
principales factores que afectan dicho proceso se incluyen el tiempo de fermentacion,
la temperatura, el tipo de sustrato, CO2 disuelto, el funcionamiento del sistema e

incluso la adicion de fuentes de nitrégeno y carbono extra (Villarreal-Soto et al., 2018).

2.1.3.1 Tiempo

La fermentacién correcta de la kombucha varia entre 7 y 15 dias. Este rango de tiempo
se considera 6ptimo para obtener una kombucha de alta calidad, ya que permite el
desarrollo adecuado de sus caracteristicas organolépticas y nutricionales (Bishop
et al., 2022; Kim & Adhikari, 2020; Nyhan et al., 2022). En diversos casos, cuando la
fermentacion se extiende mas alla de los 15 dias, existe el riesgo de que la acidez en
la bebida aumente a niveles que podrian ser perjudiciales para el consumo humano
(Villarreal-Soto et al., 2018).
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El periodo de fermentacion tipico para la kombucha varia dependiendo de las
expectativas del producto final. Si se busca un producto con un nivel especifico de
dulzura, la fermentacion sera breve. Por otra parte, si se desea un producto mas acido

la fermentacion se extendera (Stevens & Nieto, 2019).

2.1.3.2. Temperatura

El tiempo en conjunto con la temperatura define de manera mas acertada la acidez o
dulzor de la bebida final, lo anterior se ejemplifica en los resultados obtenidos por
(Robles Aedo, 2011), que, compararon ocho tratamientos para la kombucha donde
vario la concentraciéon del té negro (4 g/L y 8 g/L), el tiempo de fermentacién (36 h y
72 h) y la temperatura (18 °C y 28 °C), usando 100 g/L de sacarosa, sus resultados
indicaron que los tratamientos con 36 h a 18 °C dieron sabores dulces, mientras que,
los tratamientos con 72 h a 28 °C dieron un sabor mas acido. En sintesis, los resultados
indican que una fermentacion a mayor temperatura y a un tiempo prolongado
presentan una acidez y amargor mayor, que, en su contraparte, un menor tiempo a
una baja temperatura presenta mayor dulzor y menor acidez, producto de una

fermentacion limitada y lenta al no haberse consumido totalmente la fuente de carbono.

A demas, (Laureys et al., 2020; Stevens, 2019) mencionan que, temperaturas entre
los 30 y 36 °C benefician el desarrollo de las bacterias acido acéticas y la liberacién de

polifenoles.

2.1.3.3. Sustrato

El sustrato esta compuesto por una cantidad determinada de un azucar y una infusion
de hojas o frutos. De acuerdo con (Vargas, 2011) el factor determinante para las
caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas es el tipo de edulcorante empleado. En
su estudio se compararon dos tipos de sustratos azucarados: 100 g/L de sacarosa y
sacarosa (50 g/L) + miel de abeja (50 g/L). Con dos concentraciones de té negro
(Camellia sinensis): 2 g/L y 6 g/L. durante 209 h, se midieron °Brix, pH, acidez, sabor
y olor, los resultados indican que el edulcorante utilizado en conjunto con la

concentracion del té fue el factor que tuvo diferencias significativas en el analisis
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estadistico y las bebidas preparadas con 100 g/L de sacarosa y 6 g/L de té negro

presentaron mejores resultados.

Por otro lado, la concentracion del azucar en la infusidon es determinante para el
SCOBY. (Victoriano Huerta et al., 2022) elabor6é dos medios de cultivo, ambos con 10
g/L de Té negro (Camellia sinensis), 1 g/L de peptona, 10 g/L de extracto de levadura
y al segundo medio se le agregd cacao (Teobroma cacao), con los medios compard
cuatro concentraciones de sacarosa (5, 10, 15y 20 %), a 26 °C durante 7 d por medio
del indice de orden lateral (LOI), el indice total de cristalinidad (TCI), la intensidad de
enlaces de hidrégeno (HBI), asi como la fraccion a (fa). Los resultados obtenidos en
ambos medios indican que, a mayor concentracién de sacarosa, la celulosa, asi como
su cristalizacién aumentan, lo que se traduce en un SCOBY mucho mas grande y

ancho.
2.1.4. Cambios en los parametros durante la fermentaciéon

2.1.4.1. pH

El pH es un indicador de acidez o alcalinidad para una sustancia. Se define como el
logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrégeno en moles por litro, sus

valores se leen a partir del 1 hasta 14 (Morales, 2014).

Es uno de los aspectos fundamentales para garantizar la inocuidad del fermento. Los
acidos formados en el proceso de fermentacion como el acético o el glucogénico tienen
relacion con las actividades antimicrobianas. Los parametros idéneos para el pH
oscilan entre 2.5 a un maximo de 5 (Grenwalt et al., 2000; Villarreal-Soto et al., 2018).
Sin embargo, el pH puede variar a lo largo de la fermentacion dependiendo de los

distintos factores como se puede observar en la tabla 1.

Tabla 1. Cambios en el pH a lo largo del tiempo de fermentacién de diversas kombuchas.

Origen de la Condiciones Cambios en Autores
kombucha el pH
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Té negro (Camellia

sinensis) hojas 6.86 a 2.37
secas
Té verde hojas
secas - 70 g/L de sacarosa 6.94a2.75
Menta (Mentha - 14 d fermentacion (Kayisoglu &
piperita l) hojas -24+1 °C 7.26a2.75 yisog
secas - 1 % de infusion Coskun, 2021)
Tilio (Tilia - 7 mL/L de in6culo de
platyphyllos) hojas | kombucha 7.57a242
secas
Salvia (Camelia
sinensis) hojas 7.74 a 3.225
secas
Té negro (Camellia
sinensis) hojas 4.56 a 3.31
secas - 60 g/L de sacarosa
CIEIEL B - 11 d fermentacién
(Annona muricata) . 4.73 a 3.33 (Loor Garcia,
hojas secas -18+0.76°C
- 0.4 % de infusion 2022)
Guayusa (llex S
guayusa) hojas - 2.5 mL/L de in6culo de 4672334
kombucha ' '
secas
Café (Coffea)
Grano tostado HIEEESS
- 100 g/L de sacarosa
- 12 d fermentacion
-25°C
- 0.2 % de infusién 4.74a2.91
- 100 mL/L de inéculo de
kombucha
- 100 g/L de sacarosa
- 12 d fermentacion
-25°C
Té negro (Camellia | - 0.6 % de infusién BAZE EIH
sinensis) hojas - 100 mL/L de inéculo de (Vargas, 2011)
secas kombucha
- 50 g/L de sacarosa + 50
g/L Miel
- 12 d fermentacion
-25°C 4.75a2.97
- 0.2 % de infusion
- 100 mL/L de in6culo de
kombucha
- 50 g/L de sacarosa + 50 4.42 22.96

g/L Miel
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- 12 d fermentacion
-25°C

- 0.6 % de infusién

- 100 mL/L de in6culo de
kombucha

En todos los procesos de fermentacion de la kombucha, se observa una tendencia a
la reduccion del pH, se resalta que a partir del dia 10 el pH alcanza un valor de 3 o
menor en todos los casos, lo que indica que el proceso de fermentacion se llevd a
cabo. (Vargas, 2011) plantea que la disminucion del pH depende en mayor medida del
tipo y la cantidad de la fuente de carbono, por otra parte (Kayisoglu & Coskun, 2021)
resalta el comportamiento del tratamiento con menta (Mentha piperita) por su

disminucién drastica en el pH y el aumento en el contenido de compuestos fendlicos.

2.1.4.2. Acidez titulable

Los grados de acidez son la capacidad de una sustancia para neutralizar una base,
expresada como la cantidad de acido necesaria para alcanzar un pH determinado, este
proceso se determina a través de una valoracion volumétrica empleando una sustancia
basica como el NaOH y el resultado se expresa como un porcentaje del acido
predominante en la bebida (Morales, 2014). La acidez es un indicador importante de
la madurez y calidad del producto final, ya que influye en su sabor, conservacién y
seguridad alimentaria. La tabla 2 presenta distintas condiciones y como estas afectan

el nivel de acidez a lo largo de la fermentacion de la kombucha.

Tabla 2. Cambios en la acidez a lo largo del tiempo de fermentacion de diversas kombuchas.

Cambios en la
Condiciones acidez (g/L de Autores
acido acético)

Origen de la
kombucha

- 110 g/L de piloncillo
Té negro (Camellia | (fuente de carbono)
sinensis) hojas - 8 d fermentacion
secas - 24+1 °C

- 1 % de infusion

Dia 1 0.55 (Acevedo Ruiz

Dia 8: 3.97 et al., 2023)
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- 50 mL/L de inoculo de
kombucha
-160 g/L de SCOBY

- 80 g/L sacarosa

Té negro (Camellia | - 7 d fermentacion Dia 1 2.16 (Robles Aedo,
sinensis) hojas - 2812 °C Dia 3 7 6 2011)
secas - 0.8% de infusion o

- 40 g/L de SCOBY

- 100 g/L sacarosa Dia 4: 0.7445

- 13 d fermentacion Dia 10‘_ O 8897

- 100 mL/L de inéculo de Dia 13j 0.8545

kombucha T
Brasilete de la - 200 g/L sacarosa Dia 4 0.7555 (Sinamo et al
India (Caesalpinia | - 13 d fermentacion Dia 10'_ 0 9239 "
sappan) hojas - 100 mL/L de in6culo de Dia 13j 0.8545 2022)
secas kombucha T

- 300 g/L sacarosa Dia 4: 0.7234

- 13 d fermentacion . o

- 100 mL/L de inéculo de D|'a s B o

Dia 13: 0.7983

kombucha
Rosa mosqueta 90 g/L sacarosa Dia 0:0.87
ﬁll(?)t_)assaszgclz;\terla) - 21 d fermentacion Dia 21: 9 (Dogan &

jas : - 2542 °C

Regaliz - 0.4% de infusion ) Dogan, 2023)
(Glycyrrhiza - 100 mL/L de in6culode ~ Dia0:0.33
glabra) hojas kombucha Dia 21: 18
secas

Se puede esperar que el comportamiento de la acidez durante los proceso de

fermentaciéon de la kombucha sigan una tendencia de aumento y que esté

correlacionada de forma negativa con el pH de dichas bebidas, esto como

consecuencia de la fermentacion (Dogan & Dogan, 2023). Sin embargo, resultados

como los de (Sinamo et al., 2022) indican que el aumento de la acidez se da hasta

cierto punto y luego tiende a disminuir ocasionado por el consumo del sustrato de la

kombucha, mencionando a su vez que los resultados pueden cambiar en funcion del

porcentaje de azucar empleado en la bebida.
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2.1.4.3. Solidos solubles (°Brix)

Los sélidos solubles se refieren al nivel de sacarosa presente en la solucion, el cual se
cuantifica en unidades de °Brix (representacién del porcentaje en masa). (Morales,
2014). A lo largo del proceso de fermentacion de la kombucha, es probable que se

observe una reduccion de los sélidos solubles. Esto se puede apreciar en los distintos

resultados presentados en la tabla 3.

Tabla 3. Cambios en los sélidos solubles (°Brix) a lo largo del tiempo de fermentacién de

diversas kombuchas

Origen de la
kombucha

Condiciones

Cambios de los

solidos

solubles (°Brix)

Autores

Labrusca (Vitis .
labrusca) fruto - 100 g/L sacarosa D,'a 0'_7'60
9 Dia 21: 6.90
seco - 21 d fermentacion
Morera negra -24+1 °C A
(Morus nigra) fruto | - 0.65 % de infusion |§)i;a20i-9é0200 (Tomar, 2023)
seco - 150 mL/L de in6culo de e
Rosal silvestre kombucha .
: Dia 0: 7.60
(Rosa canina) fruto | - 40 g/L de SCOBY Dia 21: 7.10
seco
To e (Coete
cocas ) Dia 11: 4
? - 60 g/L de sacarosa
Guanabana - oA
(Annona muricata) | 11 d fermentacion D,'a e St (Loor Garcia
hoias secas -18+0.76 °C Dia 11: 4.95 '
G u’a s (lox - 0.4% de infusién 2022)
ua yusa) hoias - 2.5 mL/L de in6culo de Dia 1: 5.5
guay ) kombucha Dia 11: 5.48
secas
Café (Coffea) Dia 1: 5.95
Grano tostado Dia 11: 5.65
Té negro (Camellia .
sinensis) hojas - 70 g/L de sacarosa D,'a 0'_7'60
. Dia 14: 5.45
secas - 14 d fermentacion (Kayisoglu &
Té verde hojas - 2441 °C Dia 0: 7.40 yisog
secas - 1% de infusion Dia 14: 6.75 Coskun, 2021)
Menta (Mentha - 7 mL/L de in6culo de .
o . Dia 0: 8.10
piperita I) hojas kombucha Dia 14: 760
secas
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Tilio (Tilia Dia 0: 7.60
platyphyllos) hojas Dia 14: 6.60
secas

Salvia (Camelia

sinensis) hojas Dia 0: 7.50
secas Dia 14: 7.05

El comportamiento general de los sdlidos solubles durante la fermentacion de la
kombucha tiende a disminuir. Este fendmeno depende en gran medida del tipo de
sustrato utilizado. Por ejemplo, investigaciones como las de (Kayisoglu & Coskun,
2021; Loor Garcia, 2022) han demostrado una disminucion significativa de los solidos
solubles cuando se utiliza t¢ negro como sustrato. En contraste, otros sustratos

muestran una disminucion menor en los solidos solubles.

Aunque la tendencia general de los solidos solubles es disminuir durante la
fermentacion, al inicio de este proceso, los sélidos solubles pueden aumentar. Esto se
debe a los productos generados por el metabolismo de las levaduras y bacterias
presentes. La presencia de estos metabolitos provoca un incremento en la medida de
los grados Brix, ademas de la sacarosa que aun no se ha hidrolizado (Loor Garcia,
2022).

2.1.5. Composicién microbiolégica y quimica de la kombucha

La composicion microbiolégica de la kombucha es variable; sin embargo, existen
ciertas especies que se encuentran en la mayoria de las muestras de kombucha (Tabla
4). Generalmente, esta compuesta por levaduras de los géneros Saccharomyces,
Zygosaccharomyces y Dekkera/Brettanomyces; bacterias acido acéticas de los
géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter y Komagataeibacter; y en
menor medida, bacterias acido lacticas, entre las que se encuentran principalmente
Oenococcus oeni y Lactobacillus nagelii (Grenwalt et al., 2000; Laureys et al., 2020;
Villarreal-Soto et al., 2018).

Tabla 4. Composicion general del microbioma de la kombucha.

Microorganismo Caracteristicas
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Levaduras

Brettanomyces

Brettanomyces bruxellensis

Brettanomyces intermedius

Candida

Candida famata

Mycoderma

Mycotorula

Pichia

Pichia membranaefaciens

Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Torula

Torulaspora delbrueckii

Zygosaccharomyces

Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces rouzii

Son microorganismos facultativos anaerobicos, su
crecimiento optimo es alrededor de 20 a 30 °C y un
pH de 4.5 a 7, se caracterizan por su produccién de
etanol, dioxido de carbono, vitamina B, aminoacidos

y esté implicado en la conversion de compuestos
fendlicos (Antolak et al., 2021; Laureys et al., 2020)
La produccion de etanol de las levaduras ayuda a la
produccién bacteriana de 4cido acético y viceversa,

ademas de una alta liberacién de polisacéaridos

(Grenwalt et al., 2000; Villarreal-Soto et al., 2018).

Bacterias acido acéticas

Acetobacter

Gluconobacter

Gluconacetobacter

Komagataeibacter

Son bacterias gramnegativas, se desarrollan a
temperaturas entre 25y 30 °C. Se relacionan con la
produccién de celulosa, oxidacion de alcoholes,
aldehidos, azucares, alcoholes de azucar en
presencia de oxigeno, vitamina C y esta implicado en
la conversion de compuestos fendlicos (Antolak
et al., 2021; Laureys et al., 2020)

Bacterias acido lacticas

Oenococcus oeni

Lactobacillus nagelii

Son bacterias grampositivas, no son méviles y son
facultativamente anaerdbicos. Ademas del acido
lactico estan relacionadas con la produccién de otros
metabolitos como etanol, didxido de carbono,
diacetilo, manitol y esta implicado en la conversion
de compuestos fendlicos (Antolak et al., 2021;
Laureys et al., 2020)

(Grenwalt et al., 2000; Laureys et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2018).
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Ademas, la composicién quimica de la kombucha esta significativamente influenciada
por el indculo, la concentracion inicial de azucar, la fuente de nitrégeno, la duracion de
la fermentacién y la temperatura. Sin embargo, existen una serie de compuestos
caracteristicos que se presentan durante todos los procesos de fermentacion de la
kombucha, principalmente acidos como el acético, gluconico, glucuronico, azucares y
etanol (tabla 5), (Stevens, 2019; Villarreal-Soto et al., 2018).

Tabla 5. Composicion quimica general de la Kombucha.

., Tiempo de
Composicion Sacarosa .
Compuestos : . fermentacion
media inicial .
(dias)
Acido acético 5.6 g/L 70 g/L 15
Acido acético 8.36 g/L 100 g/L 18
Acido acético 11 g/L 100 g/L 30
AC’Id.OS Acido glucoénico 39 g/L 100 g/L 60
organicos o
Acido
o 0.0160 g/L 70 g/L 21
glucuronico
Acido lactico 0.18 g/L 100 g/L 18
Vitamina B1 0.74 mg/mL 70 g/L 15
Vitamina B2 8 mg/100 mL 70 g/L 10
o 15
Vitaminas Vitamina B6 0.52 mg/mL 70 g/L "
Vitamina B12 0.84 mg/mL 70 g/L 15
Vitamina B1C 25 mg/L 70 g/L 10
Compuestos Etanol 5.5¢g/L 100 g/L 20
generales Proteinas 3 mg/mL 100 g/L 12
Cu, Fe, Mg, Ni,
Minerales 7 0.1a04 pg/mL 70 g/L 15
n
F-, CI7, Br, I,
0.04 a 3.20
Aniones NOs~, HPOux, 100 g/L 7
mg/g
SO«

(Mousavi et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2018)
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La kombucha contiene diversos acidos organicos que son producidos durante la

fermentacién, el consumo de dichos acidos tra e consigo diversos beneficios (tabla 6).

La sacarosa, el acido acético y el acido gluconico son los principales componentes

predominantes en la fermentacion, sin embargo, acidos como cetoglucoénico, acido

succinico y acidos carbonicos estan presentes en menores cantidades, generalmente

en cantidades inferiores a 1 g/litro, ademas, el nivel de metabolitos presentes en la

bebida esta directamente relacionada con la cantidad de edulcorante utilizado
(Grenwalt et al., 2000).

Tabla 6. Caracteristicas de los compuestos principales de la kombucha

Compuesto Descripcion Estructura
Tienes capacidades antimicoticas y
et antibacterianas, ademas es un intermediario O
cido
o importante en la degradacion de grasas y la
acetico _ o
produccion de cuerpos ceténicos (Caceres (:H3 OH
et al., 2021).
Es un regulador de la acidez y potenciador
Acid de sabores, Util para deficiencia de hierro OH OH O
cido :
o (Paredes & Espinosa, 2009), su HOMOH
glucénico » _ B i
acumulacion favorece la disolucion de OH OH
minerales (Mendez, 2013).
Puede conjugarse y producir metabolitos OH
Acido solubles faciles de excretar por medio de la O o
L, . . i HO
glucurédnico orina, lo que lo dota de capacidades HO OH
desintoxicantes (Castro, 2019). OH
Tiene funciones antibacterianas (Ramirez 0O
. et al., 2011), ayuda a la digestién, refuerza
Acido I lud intestinal trib I
o a salud intestinal y contribuye a la
lactico _ _ ] OH
resistencia muscular (Torres & Gomez,
2019). OH
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Otro compuesto de gran importancia para la bebida es el etanol, debido a que es
empleado como precursor del acido acético, ademas, el consumo de pequefas
cantidades de alcohol, como las presentes en la kombucha, podria reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (De Miranda etal., 2022), sin embargo, una
fermentacién descontrolada y anaerobia puede implicar una alta concentracién del
etanol lo que puede asociarse con problemas de salud y esta contraindicado para
nifos y embarazadas, ademas de que una alta concentracion puede sujetar la bebida

a diferentes regulaciones (Moccia, 2023).

2.1.6. Nuevos substratos de fermentacion

Los principales ingredientes utilizados como sustrato en la produccion de kombucha
son la sacarosa (como fuente de carbohidratos) y el t¢ negro (como fuente de
nitrogeno). Sin embargo, existen diversos estudios que ponen a prueba varios
sustratos como son infusiones de hierbas, jugos de fruta, leche, soya, etc. (Loor
Garcia, 2022), compara las infusiones de guanabana, guayusa y café como sustratos
para la obtencion de la bebida kombucha, reporta que el comportamiento del pH
durante la fermentacion es descendente en todos los tratamientos y resalta una
disminucién significativa en los sustratos de té negro y café. Finalmente, el autor

destaca los diversos sabores obtenidos gracias al uso de sustratos alternativos.

En el estudio de (Lopez Zazueta, 2022), se monitoreo pH, acidez total titulable y
azucares reductores durante 10 dias a una temperatura de 26 °C en tres tipos de
infusiones para la kombucha: Té negro 8 g/L, hojas de guayaba y té de limén (no se
especifican las concentraciones de los ultimos dos). Todas estas con la misma
concentracion de sacarosa 150 g/L, sus resultados indican que el té verde fue el que
presentdé un mayor aumento en la acidez titulable, aumentando de 0.07 a 0.82, sin
embargo, el pH tuvo una mayor disminucién para las infusiones de limén (3.65) y hojas
de guayaba (3.42) y en cuanto a los azucares reductores fue mayor en las infusiones
de té de limon y hojas de guayaba, demostrando que los sustratos alternativos tienen
potencial para la produccion de kombucha. La tabla 7 resume otros trabajos donde se

emplearon distintos sustratos resaltando las condiciones y los hallazgos relevantes.
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Tabla 7. Uso de materiales alternativos en investigaciones.

Hallazgos
Especie Forma de uso Condiciones Autores
relevantes
Guanabana 12 g de la especie El uso del café
(Annona Pulpa 170 g sacarosa favorecio el
muricata) 7 g de kombucha incremento de (Loor Garcia,
Guayusa (llex Hojas 1% SCOBY microorganismos 2022)
guayusa) deshidratadas 11 d de fermentacion totales en la
Café (Coffea) Granos molidos a26°C kombucha
5 g/L de la especie La bebida
70 g/L de sacarosa elaborada con
. . 1% SCOBY hojas de
Limoncillo ., . X .

. . 7 d de fermentaciéna  limoncillo mostro - .
(Melissa Hojas 28 °C una mayor (Velicanski
officinalis L.) deshidratadas . et al., 2014)

actividad
antioxidante en
comparacion al té
negro
Eucalipto 10 g/L de la especie Las kombuchas
(Eucalyptus 10 g/L de sacarosa elaboradas con (Gamboa-
camaldulensis) Hojas 0.25 % de SCOBY eucalipto y Laurel )
. ., Gomez et al.,
Laurel de la deshidratadas 7 d de fermentacion a mostraron una 2016)
cierra (Litsea 25°C actividad
glaucescens) antioxidante alta.
8 g/L de la especie El uso de Rooibos
80 g/L de sacarosa como sustrato
Rooibos Hojas 3 % de SCOBY , ocasiono u,na alta (Gaggia
(_Aspa_lanthus deshidratadas 14 d de fermentacién p,ro_ducmo,n_ de etal., 2018)
linearis) a27°C acido acético
antes de alcanzar
los 14 dias.
1L de la especie El jugo de cerezo
Cerezo acido 8 g/L de sacarosa usado como (Yavari et al
(Prunus Jugo 8.7 % de SCOBY sustrato present6 B
L - 2010)
cerasus) 14 d de fermentacién una alta actividad
a37°C antioxidante.
300 mL de la especie La kombucha
3 % de SCOBY elaborada con
Nopal (Opuntia Jugo 12 d de fermentacion jugo de nopal (Ayed et al.,
ficus-indica) a30-°C presentd una alta 2017)
actividad
antioxidante
3 g/L de la especie El té verde
Té verde Hojas 10 g/L de sacarosa empleado como (Najafpour
deshidratadas 4 % de SCOBY sustrato presenta et al., 2020)

favorece una alta
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14 d de fermentacién produccion de
a28°C acido acético
antes de los 14
dias.

2.1.7. Técnicas de preparaciéon de bebida Kombucha

La kombucha se prepara en un recipiente estéril para evitar la contaminacion por
mohos u organismos patdgenos transportados por el aire. La receta consta de una
infusion de alguna clase de té u hoja 3 a 15 g/L, endulzada con sacarosa con 50 a 150
g/L, posteriormente se dejan reposar las hojas durante un breve periodo de tiempo,
para posteriormente retirar dichas hojas (Laureys et al., 2020; Villarreal-Soto et al.,
2018). Después de retirar las hojas de té, se deja enfriar a temperatura ambiente, se
afiade una porcion de SCOBY y de inéculo tomado de un lote anterior, luego se cubre
con un pafio de algoddn limpio y se incuba a temperatura ambiente durante 7 a 21 d,
finalmente se elimina la colonia microbiana y se obtiene la bebida (Dodan & Dogan,
2023; Grenwalt et al., 2000; Laureys et al., 2020). La figura 5 describe el procedimiento

general para la produccion de kombucha empleando diversos tipos de sustratos.
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Figura 5. Diagrama general de la preparacion de Kombucha.

En términos de riesgos y la correcta preparacion de la kombucha (Murphy et al., 2018)

emplea los principios de HACCP, para analizar los peligros biolégicos, quimicos,
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fisicos y alergénicos, junto con las medidas preventivas recomendadas durante la

preparacion de la kombucha (Tabla 8).

Tabla 8. Riesgos y precauciones durante la preparacién de kombucha.

Clasificacion Riesgos

Precauciones

Patdégenos asociados con
alimentos con bajo contenido
de humedad, como especias
secas, nueces, tésy tisanas

El enfriamiento prolongado de
la infusion lo hace susceptible
a la contaminacion

Un pH mayor o igual a 4
permite la proliferacion de
algunos microorganismos

Bioldgico

Contaminacién de moho en el
SCOBY

Contaminacién cruzada
durante la elaboracién de la
kombucha.

Emplear un proceso de infusion
con la fuente de nitrégeno a 100
°C por 5 min como minimo.

Se recomienda que el
enfriamiento no se prolongue mas
de 2 horas a temperatura
ambiente
Dejar que la fermentacion se
extienda 10 dias o0 mas hasta que
se alcance un pH igual o menor a
3 para evitar la proliferacién de
ciertos microorganismos
Higiene y saneamiento a la hora
de manipular el SCOBY,
inspecciones rutinarias buscando
colores anormales (verde, blanco,
negro o gris), en caso de
anormalidades desechar la
kombucha.

Limpiar el area de preparacion
minuciosamente, emplear
utensilios estériles y cubrir la
kombucha con pafios limpios.

Contaminacién quimica
causada por recipientes
esmaltados o con algin
residuo quimico.
Quimico
Riesgo de acidosis quimica por
consumo constante,
principalmente en mujeres
embarazadas, personas con

Se recomienda el uso de
recipientes de vidrio para la
fermentacion y para almacenar el
producto final, enjuagado con
agua destilada y etanol.

El consumo diario de kombucha
no debe exceder los 125 ml (o0 %2
taza) para personas sin
problemas de salud preexistentes
conocidos.
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inmunodeficiencias o

alcohdlicas.
La pasteurizacion del producto y
Altos niveles de alcohol por la adicion de 0.1% de benzoato
una fermentacion de levaduras de sodio y 0.1% de sorbato de
descontrolada durante el potasio, puede detener la
almacenamiento del producto actividad de la levadura y asi
final. prevenir la produccion excesiva

de alcoholes y diéxido de carbono

Se recomienda evitar el uso de
joyas o accesorios, ademas de
revisar la kombucha para
comprobar la existencia de
residuos del mismo té

Materias extrafias presentadas
por la persona que prepara el
té y residuos de particulas
después de la infusion.

Fisico

(Batista et al., 2022; Murphy et al., 2018)
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2.1.8. Propiedades terapéuticas de Kombucha

La kombucha se presenta como un alimento funcional, lo que significa que tiene
efectos beneficiosos sobre una o mas funciones especificas del organismo, ademas
de sus cualidades nutritivas intrinsecas (figura 6). Estos efectos la hacen adecuada
para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedades, o

ambas cosas (Villagran et al., 2022).

Los efectos positivos para la salud de la kombucha se atribuyen a dos cosas, el té por
si mismo y los productos generados durante la fermentaciéon, como son el: acido
glucurdnico, acido acético, polifenoles, fenoles, complejos vitaminicos, incluido el

acido félico y los azucares (Baschali et al., 2017).

Vitamins

Sugars

4 Other
compounds

* Antioxidants

%Estechin
isomers

Minerals

*Organic Acids

o, Lo AL
AceticAcid  Citric Acid  Malic Acid
5 e
B B A
Glucuronic  Carbonic ‘Tartaric  Lactic
Acid Acid Acid Acid

P, s |

Figura 6. Composicion quimica de la kombucha (De Oliveira et al., 2023).

Diversos estudios in vitro e in vivo describen diversas propiedades benéficas para la
salud que incluyen propiedades antimicrobianas, apoyo a la funcién hepatica y
gastrointestinal, estimulacion del sistema inmunoldgico, desintoxicacion, efectos
antioxidantes y antitumorales. Ademas, se han observado efectos profilacticos y de

recuperacion de la salud mediante la estimulacion inmunoldgica. La kombucha
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también puede inhibir el desarrollo y la progresion de diversos tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes y enfermedades neurodegenerativas, asi
como promover el funcionamiento normal del sistema nervioso central (Baschali et al.,
2017; Batista et al., 2022; Kapp & Sumner, 2019).

2.1.9. Regulaciones y riesgos de consumo

Numerosas afirmaciones sobre la kombucha sugieren que esta bebida tiene beneficios
para la salud, encajando en la definicion de alimento funcional. La literatura popular la
describe como un "refuerzo inmunoldgico rico en probidticos," que "puede mejorar la
depresion y la ansiedad" y "ayudar en la digestion y la pérdida de peso” (Murphy et al.,
2018) Sin embargo, estas afirmaciones se vienen investigando desde hace anos por
medio de diversos estudios (tabla 9) no solo sobre sus propiedades, sino también

sobre los riegos que implica.

Tabla 9. Estudios in vivo/in vitro realizados con kombucha.

Modelo IN
Estudio VIVO/ IN Dosis Resultados Referencia
VITRO
2 mL/kg
Kombucha 90

NGRS el dias diario (10

ESt.U(.jIO oral de 110-160g g/L té Lipton red, No represent6 (Vijayaraghavan
toxicidad de (Rattus S
. . 100 g/L ningun riesgo et al., 2000)
kombucha (90 dias) norvegicus
e sacarosa, 50 g/L
SCOBYy8d

fermentacion)
Fermentacién de

kombucha en 10 mL/kg

Ratas hembra No tuvo un efecto

bebida de 20-25 Kombucha 16 significativo como
arandanos (Rattug dias (100 g/L gstro rotector (Barbosa et al.,
(Vaccinium norveaicus ardndano, 6 g/L gn al ur;os caso)s/ 2022)
myrtillus) y su g SCOBYy 21 d gun
domestica) L ocasiono ulceras.

efecto fermentacion)
gastroprotector
Toxicidad de 2 Larvas de 10 pL
tipos de kombucha olilla Kombucha Ninguno de los
alternativas con P (59/L hojas, 50 tratamientos (Silva et al.,

. 150 mg .
(Malvaviscus ; g/L sacarosa, 25 representod un 2021)
arboreus) (Galleria /L SCOBY, 10 riesgo

y mellonela) 9 ' 9

(Camellia sinensis)

mL/L inoculo y
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Toxicidad IN VIVO
de una kombucha a
base de café arabe
(Coffea arabica L.)

Veneficios del
polen fermentado
con kombucha

Actividad
inmunomoduladora
de Salmonella
TYPHI usando
Kombucha a base
de jugo de pitaya
(Selenicereus
undatus) y té negro
(Camellia sinensis)

Larvas de
polilla
150 mg

(Galleria

mellonela)

Células Caco-2
Células de
adenocarcinoma
de colon
humano

Salmonella
TYPHI
Inoculado en
ratones

14d
fermentacion)
10 pL
Kombucha
(5 g/L hojas, 50
g/L sacarosa, 50
g/L SCOBY, 100
mL/L inoculo, 15
y21d
fermentacion)
Medio con
Kombucha
(5 g/L té verde,
70 g/L sacarosa,
100 mL/L
inoculo, 20 d
fermentacion y
50 g polen
multifloral
agregado
después de la
fermentacion)

0.007 mL/g
Kombucha
(10 g/L pitaya 'y
té negro, 100 g/L
sacarosa,
100g/L SCOBY,
14d
fermentacion)

Ninguno de los

efecto antitumoral

j Ferreira De
tratamientos (

representé un Miranda et al.,
g 2023)
riesgo
El producto en
combinacién con el _
oIeIn mlostré un (Utoiu et al.,
; 2018)

moderado

Ambos tratamientos
tienen el potencial
de utilizarse como

inmunomoduladores

para evitar las
condiciones
inestables del
sistema
inmunolégico
causadas por

(Zubaidah et al.,
2020)

Salmonella typhi

La Kombucha es considerada como un producto nutracéutico, dichos productos

carecen de regulaciones en la mayoria de paises y las pocas que hay son imprecisas

(tabla 10). En Latinoamérica dichas regulaciones son muy escasas, sin embargo,

existen organizaciones sin fines de lucro como “Kombucha Brewers International” que

se dedican a informar sobre la elaboracion y el consumo de dicha kombucha. Aunado

a lo anterior, es necesario contar con parametros especializados para la elaboracion,

almacenamiento y consumo de esta bebida para poder reducir los riesgos para los

consumidores.
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Tabla 10. Regulaciones aplicables a la kombucha de diferentes paises.

Paises

Regulaciones

Japon

No cuentan con una restriccion para probioticos, sin embargo, las
bebidas fermentadas o con acido acético deben contener una baja
cantidad de bacterias acido lacticas (LAB).

Ademas, clasifican los productos considerados probiéticos como
“alimentos con declaraciones de funcién nutritiva® (FNFC),
“alimentos con uso especifico para la salud” (FOSHU) o “alimentos
con declaraciones funcionales” (FFC). Por otro lado, para que un
producto sea considerado como FOSHU, es necesario obtener un
permiso especial del Ministerio de salud y Bienestar (MHLW) y no
se les permite afirmar en sus etiquetas su eficiencia como

medicamento.

China

Emplea la Ley de Higiene de los alimentos saludables desde 1995
para aprobar diversos alimentos para su consumo, dicha ley
clasifica los nutracéuticos en tres grupos: “suplementos dietéticos”
que son las vitaminas, minerales, aminoacidos; dichos productos
deben tener la etiqueta “sombrero azul” y ser veraces en su
afirmacion. La categoria “nuevos recursos alimentarios” no requiere
un estudios ni pruebas cientificas previas, solo la aprobacion de
Administracion Estatal de Alimentos y Medicamentos (SFDA). Por
ultimo, estan los “probidticos” al igual que los anteriores solo
requieren ser aprobados por la SFDA y no hay limitaciones claras

a la hora de su etiquetado, la kombucha entra en esta clasificacion.

Estados

Unidos

La mayoria de los productos probioticos son importados, estos son
clasificados como alimentos o0 suplementos dietéticos. Son
regulados por las comisiones de Ley de Educaciéon y Salud de
Suplementos Dietéticos (DSHEA) y la FDA. Cualquier sustancia
afiadida intencionalmente a los alimentos debe ser revisada y

aprobada por la FDA, excepto aquellas que se consideren seguras
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bajo las condiciones de uso previstas. Los productores pueden
hacer declaraciones estructurales, nutricionales y de salud en los
EE. UU., siempre que vayan acompafadas de una exencion de
responsabilidad exigida por la FDA que muestre informacién veraz
y fundamentada respaldada por evidencia cientifica.

Cuando la kombucha sufre fermentacion alcohdlica, la ley federal
indica que las bebidas no alcohdlicas no deben contener méas de
0.5 % de alcohol por volumen en ningin momento de su
produccion, embotellado y venta. Si excede el limite la Kombucha
sera regulada por la Oficina de Comercio e Impuestos sobre el

Alcohol y el Tabaco.

Brasil

Fue el primer pais americano con legislacion sobre alimentos
funcionales, donde el Ministerio de Salud evalla las propiedades
saludables y las cepas especificas utilizadas como probioticos a
través de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

En cuanto a la Kombucha, Brasil fue el primer pais con legislacion
sobre Kombucha (Instrucdo Normativa N°41), donde se define y
clasifica este producto probidtico. El reglamento especifica la
informacion que debe contener la etiqueta, los ingredientes
obligatorios y opcionales, el valor maximo de alcohol que se puede
incluir, cepas utilizadas y qué otros parametros analiticos se deben

evaluar durante la elaboracion.

México

No cuenta con regulaciones especificas para la kombucha, sin
embargo, si se regulan los suplementos alimenticios, donde de
acuerdo con su descripcion “Productos a base de hierbas, extractos
de plantas, alimentos tradicionales, frutas deshidratadas o
concentradas, con o sin adicion de vitaminas o minerales, que
pueden presentarse en forma farmacéutica y cuyo proposito es

aumentar la ingesta dietética total, complementarla o suplir alguno
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de sus componentes”. La kombucha se considera dentro de esta
clasificacion.

Estos son regulados por la Ley General De Salud-Articulo 200 Bis
a 202; 212, 215 y 216, El reglamento de control sanitario de
productos y servicios, el reglamento de la Ley General de Salud en
lo referente a publicidad y la Norma Oficial Mexicana NOM-251-
SSA1-2009, que establece las practicas de higiene para el
procesamiento de alimentos, bebidas y suplementos alimenticios.

(Batista et al., 2022; Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios,
2016)

2.2. El arbol Ramén como material alternativo para producir Kombucha

2.2.1. Generalidades

Es un arbol perenne que puede medir mas de 30 m de altura y su tronco alcanza hasta
5 m de diametro alcanzando su madurez en un lapso aproximado de 4 anos (figura 7),
sus raices son profundas y fuertes, lo que le permite soportar fendmenos naturales

como huracanes (Mainers & Sanchez, 2009).

P

Figura 7. Arbol de Ramon (Brosimum alicastrum).
El arbol de Ramén es originario de América Tropical, se extiende por Centroamérica
hasta Colombia, Peru y Venezuela (figura 8). Es un arbol predominante en las selvas
de México con una extensién desde el sur de Tamaulipas hasta Quintana Roo y desde

el sur de Sinaloa hasta Chiapas (Canto, 2015).
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Figura 8. Extension geografica del ramon.

Tabla 11. Taxonomia del Ramoén (Brosimum alicastrum).

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Rosales
Familia Moraceae
Género Brosimum
Especie Brosimum alicastrum

(Canto, 2015).

El B. alicastrum es considerado como una planta tropical subexplotada con promisorio
valor econémico debido a que todas sus partes (hojas, corteza, fruto, etc) tienen una
utilidad. La madera se aprovecha en la fabricacion de paneles, mangos de
herramientas, muebles, combustible y el arbol como tal, es excelente para producir
sombra, la semilla sirve como sustituto de café u tortillas, al latéx y la corteza se le

atribuyen propiedades medicinales, (Canto, 2015; Mainers & Sanchez, 2009).

2.2.2. Hojas

Las hojas son alternas, simples de peciolos cortos, miden de 4 a 18 cm de largo por 2
a 7.5 cm de ancho, se caracterizan por tener una forma de ovulo o lanza (figura 9).
Tienen un color verde brillante en el haz y verde grisacea en el envés (Terrence &
Sarukhan, 2005). Su follaje es uno de sus principales atributos ya que sirve de base

alimenticia para las faunas originarias y criollas mexicanas (Mainers & Sanchez, 2009)
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Figura 9 Hoaé de Ramon (Brosimum alicastrum).

Las hojas son una parte esencial de toda planta, en el caso del Ramon se caracterizan
por ser perennes, las hojas en los arboles pueden durar hasta un periodo de tiempo
de hasta 40 meses, lo que puede tener una importancia comercial para establecer una

produccion de forraje y semillas para consumo humano (Chavez et al., 2023).

Tabla 12. Composicion bioactiva de las hojas de Ramén (Brosimum alicastrum).

mg eq Rutina

Flavonoides 5.19691 -
g de materia seca

mg eq Rutina

Flavonas 1.13089 -
g de materia seca

mg eq diosgenina

Saponinas 445.987 :
g de materia seca

mg eq proantocianidina

Taninos 0.248598 -
g de materia seca
) mg eq umberliferona
Cumarinas 0.220576 -
g de materia seca
mg eq acido galico
Fenoles 0.0376245 4 ¢4 g

g de materia seca
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y toxicidad durante la
fermentacién de la Kombucha elaborada con una infusién de hojas de Brosimum

alicastrum.

3.2. Objetivos especificos

1. Comparar el efecto del tiempo de fermentacion de la kombucha elaborada con
hojas de B. alicastrum (1.5 %) sobre algunas propiedades fisico-quimicas y
recuento de microorganismos totales.

2. Comparar el efecto del tiempo de fermentacion de la kombucha elaborada con
hojas de B. alicastrum (1.5 %) sobre las propiedades bioactivas.

3. Determinar la toxicidad en un modelo de Galleria mellonela y la aceptabilidad

sensorial de la kombucha después de 12 d de fermentacion.
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4. JUSTIFICACION

La kombucha es una bebida fermentada preparada a partir de una infusion azucarada
de té (negro o verde) y el uso de un consorcio microbiano denominado como “SCOBY”
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast (por sus siglas en inglés). Desde la
antigledad, se ha considerado una bebida curativa y hoy en dia goza de gran
popularidad a nivel mundial. Diversos estudios reportan que esta bebida fermentada
presenta efectos antimicrobianos y promotores de la salud, incluyendo propiedades
antiinflamatorias, anticancerigenas, antihipertensivas, antidiabéticas y
hepatoprotectoras. Aunque la kombucha se elabora por medio de una fermentacion
aerobia de forma artesanal, es necesario comprender las implicaciones y las
respuestas bioquimicas durante la fermentacién de la kombucha para poder innovar la

bebida con el uso de nuevos ingredientes.

Actualmente, existe informacion sobre el potencial bioactivo de diversas plantas
locales que podrian utilizarse como ingredientes alternativos para maximizar los
sabores y aromas, ademas de las propiedades fisico-quimicas y antioxidantes de la
kombucha. En este contexto, las hojas de té negro se han sustituido por infusiones
elaboradas a partir de hojas de plantas locales, frutos y subproductos agroindustriales.
Una propuesta es utilizar la infusion de hojas de Ramon (Brosimum alicastrum) para
mejorar su sabor y aroma, ademas de las propiedades fisco-quimicas y bioactivas de
la kombucha. La literatura respalda el alto contenido de compuestos fendlicos (15.54
mg GAE/g) (Canto Pinto et al., 2024) y la capacidad antioxidante de las hojas (42.05
mM trolox/100 g) (Canto Pinto et al., 2024) de B. alicastrum, lo que las hace atractivas
para la produccion de kombucha. Sin embargo, se necesitan investigaciones que
proporcionen informacion sobre como el tiempo de fermentacion y el uso de hojas de
Ramén afectan los cambios fisicoquimicos y antioxidantes en las bebidas de
kombucha. Asimismo, este estudio podria afadir valor agregado mediante el uso de

las hojas del arbol Ramén.
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5. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de hojas

de B. alicastrum Secado de las hojas Hojas secadas y trituradas

de B. alicastrum sin peciolo de B. alicastrum

Infusion de hojas secas y trituradas

Homogeneizacion de las 6 de B. alicast 1.5 % (p/
Frascos con la kombucha infusiones e D. alicastrum o (plv)
Frecuencia de muestreo (dias) l
0,2,4,6,8,10y12 ' Determinar el tiempo de la infusion (5 y
4 10 min) y concentracion de hojas (1% y
l 1.5%) con base al contenido de CFT.

4 A A A

N

' Evaluacién de las ‘

Evaluacion de las

propiedades fisico- Otras evaluaciones

quimicas propiedades bioactivas
= y = A4 y
- % Acido acético D [ Polifenoles totales - Toxicidad de la bebida
_Color CIE ) : empleando un modelo
-pH E':;gg%':jz ;‘:;‘::(?;ames con Galleria Mellonela.
. % - Perfil cromatografico de
- Brix DPPH .

los compuestos fenolicos.
- Aceptabilidad sensorial de
la kombucha
- Purificacion del SCOBY

- Azlcares reductores

- Azlcares reductores
totales

- Recuento
'-.\n\1icrobiologico total //‘

Figura 10. Estrategia general de trabajo.
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5.1. Recoleccién y obtencion de las hojas secas

Las hojas se recolectaron al azar de forma manual a partir de arboles localizados en
el Instituto Tecnolégico de Mérida y se colocaron en bolsas ziploc® para su traslado al
laboratorio en posgrado. Las hojas se remojaron con una solucion de Microdyn® en
agua destilada (3.5 mL/L) durante 5 min y, luego se lavaron con so6lo agua potable. Las
hojas se secaron en un horno de conveccion ECOSHEL 9052 a 45 °C durante 48 h y
finalmente, las hojas secas se trituraron manualmente (~5 mm) y se retir el peciolo.
Las hojas trituradas se mantuvieron a —20 °C en bolsas Ziploc® hasta la preparacion

de la infusion.

5.2. Determinacion del tiempo de infusidon y de la concentracion de hojas de B.

alicastrum

Se prepararon infusiones utilizando dos concentraciones de hojas secas de B.
alicastrum: 1 % y 1.5 % (p/v). Cada concentracion fue sometida a dos tiempos de
extraccion (5 y 10 min). Para la preparacion de cada infusion se empled 1 L de agua
purificada a 90 °C con los tiempos y porcentajes de hojas establecidos. Las infusiones
resultantes fueron pasadas por un colador de acero inoxidable, del cual se tomaron
~50 mL de muestra de cada infusién y se centrifugaron a 3, 500 rpm durante 10 min..
Finalmente se evalud el contenido de CFT (ver seccion 5.5.1.) de las muestras de

infusiones centrifugadas.
5.3. Tratamiento de fermentacion

5.3.1. Preparacion de infusiéon de hojas

La infusion se prepard usando 1 L de agua purificada y 15 g/L de hojas deshidratadas,
lo cual fue infundido en agua a 90 °C durante 10 min. Después del tiempo de infusion,
las hojas se removieron con un colador de acero inoxidable y tomando 100 mL del
fitrado para el tratamiento control sin azucar (TCSA). Al resto del filtrado
(previamente se mide su volumen), se adicionaron y mezclaron 100 g/L de azucar
estandar marca Great Value y luego, la infusién se enfrio a 25 °C, tomando una
muestra de 100 mL para el tratamiento control con azicar (TCCA). La infusion se

preparé seis veces para obtener un solo lote de 6 L y entonces, se dividieron en 300
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mL en frascos de vidrio (13.5 cm de alto y 8 cm de diametro). A cada frasco, se
adicionaron 9 g de SCOBY y 30 mL de inéculo de una kombucha previamente
preparada de té negro. Los frascos con la infusidon fueron cubiertos con gasa para

proteccion al ingreso de insectos y bajo oscuridad.

5.3.2. Fermentacion y obtenciéon de kombucha y SCOBY

La bebida no se pasteurizé y la fermentacién se realizé a 30 °C durante 12 d (para
alcanzar un pH ~ y % acido acético~) en una incubadora Ecoshel. El volumen
evaporado durante la fermentacion de la kombucha se midi6 para efectos de realizar
los calculos de concentraciones de compuestos. Se tomaron muestras a cero, dos,
cuatro, seis, ocho, diez y doce dias después de la fermentacién. Las bebidas
kombucha se filtraron con un colador de metal y del filtrado se tomaron 100 mL (~50
mL para analizar propiedades fisico-quimicas y otros ~50 mL se centrifugaron a 3,500
rom durante 10 min para analizar las propiedades bioactivas). Las muestras se
almacenaron a -20°C para su analisis. Para el estudio de la toxicidad se utilizaron

las muestras que corresponden TCSA, dia cero y 12 después de fermentacion.

El SCOBY obtenido de la filtracién se removid, se peso (se midio la biomasa fresca),

y finalmente se almacenaron a -20°C en frascos de plastico.

5.3.3. Purificacion del SCOBY

Se pesaron 2 g de SCOBY resultado de la fermentacion de la Kombucha de B.
alicastrum por cada frecuencia (2, 4, 6, 8, 10 y 12) y se lavaron dos veces con 100 mL
de agua destilada bajo agitaciéon constante a 100 rpom durante 5 min, posteriormente

fueron secados con papel (pesados).

El SCOBY recuperado y lavado se colocé en un vaso precipitado que contenia 50 mL
de hidroxido de sodio 1.0 M. La muestra fue tratada a 90 °C durante 1 h (con agitacion
magnética a 100 rpm). Después del tiempo, se retird la celulosa de la solucién de
NaOH y fue lavado con agua destilada 6 veces utilizando 100 mL de agua destilada
hasta que el agua de lavado alcanzé un pH= 7.0 (bajo agitacion magnética lenta a 100
rpm). La muestra fue secada con papel nuevamente, colocada en una caja Petri

(previamente se pesé la caja Petri vacia) y almacenada en un horno de conveccion
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“‘ECOSHEL 9052” durante 48 h a 45 °C, después del tiempo se retiraron las cajas Petri,
estas fueron pesadas (restando el peso de la caja petri) y se almacenaron en bolsas

Ziploc® pequenias.
5.4. Métodos analiticos

5.4.1. °Brix

Los solidos solubles totales (°Brix) se analizé utilizando un refractometro Atago RX-
5000. El refractdmetro fue previamente calibrado utilizando agua destilada de acuerdo
con las instrucciones del instrumento. Una alicuota de kombucha filtrada (sin
centrifugar) fue colocada en el visor del equipo y se registré °Brix a 25 °C (Gémez-
Diaz et al., 2012).

5.4.2. pH

El pH fue determinado usando un potenciémetro “HANNA intruments 2210” siguiendo
la metodologia para medir el pH de bebidas y alimentos de la norma (NMX-F-317-
NORMEX-2013). Se realizé la calibracion del potencidmetro con las soluciones
reguladoras de pH 4 y 7. Se tomd una alicuota de la muestra filtrada y se sumergié él
electrodo en la alicuota. Se registré la medicion del pH hasta que la medicién se
mantuviera constante. El electrodo fue retirado y lavado con agua destilada. El valor

del pH de la muestra se registro por duplicado.

5.4.3. Color instrumental CIELAB

Para medir el color se uso el colorimetro digital marca FRU WR10QC 8 mm Portable
Digital Colorimeter. Se depositaron 26 mL de las muestras filtradas (por duplicado) en
frascos cilindricos de 2.5 cm de didmetro y 6.8 cm de alto. El visor del colorimetro se
colocé sobre la muestra y se registro los valores de L*, a* y b*. El angulo de tono (°hue)

y la cromaticidad (C*) se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

Angulo de tono (°hue)

*

°hue = tan™? (—)

*

Cromaticidad (C*)
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5.4.4. Porcentaje de acido acético

Se tomaron 5 mL de Kombucha filtrada y se mezclaron con 20 mL de agua destilada
en un matraz de 50 mL. La solucién se afor6 con agua destilada a 50 mL y se mezcld,
dicha solucién se dividié (25 mL) en 2 matraces de Erlenmeyer de 125 mL y se
agregaron a cada matraz cinco gotas de fenolftaleina (1 % en etanol 96 %, p/v) y se
realizé una titulacion empleando NaOH 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.4 (HANNA
intruments 2210) (Vargas, 2011).

El resultado se representd en % de acido acético y se calculd utilizando la siguiente

ecuacion:

% de acido acético

B (mL gastados de NaOH 0.1 N)(Volumen aforado = 50 mL)(N de NaOH)(meq de acido acético = 0.06)

1
(volumen analizado = 25 mL) (Volumen inicial de la muestra = 5 mL) * 100

5.4.5. Azucares reductores

Sé tomd una alicuota (~1.0 mL) por duplicado de bebida Kombucha (previamente
centrifugada) y se diluyd con agua destilada de acuerdo con la (tabla 13). De la
solucion diluida se tomaron 0.5 mL y se mezclé en un vortéx con 0.5 mL del reactivo
DNS (acido dinitrosalicilico) en un tubo de ensayo. Los tubos con la mezcla se
colocaron a 95 °C durante 10 min en un bano de agua con control de temperatura y
luego, la solucion se enfrid durante 20 min a 25 °C. A cada tubo con la muestra se
adicionaron 5 mL de agua destilada y la solucién fue agitada en vortex, dejando
reposar durante 15 min para medir la absorbancia a 540 nm (longitud de onda maxima)
con el espectrofotometro UV-VIS OPTIZEN POP usando como blanco agua destilada.
Para el calculo de la concentracion de azucar reductor se utiliz6 una curva de
calibracion preparada con diferentes concentraciones de glucosa anhidra (500 ppm a
4000 ppm).
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Tabla 13. Factores de dilucién de las muestras para la determinacién de azlcares reductores

Muestra Factor de dilucién
Blanco sin azucar Sin factor de dilucién
Blanco con azucar Sin factor de dilucion

Dia O 10
Dia 2 10
Dia 4 10
Dia 6 20
Dia 8 20
Dia 10 50
Dia 12 200

5.4.6. Azucares reductores totales por hidrdlisis acido de sacarosa

Una alicuota de 5 mL de bebida Kombucha (centrifugada), se mezclé con 1 mL de HCI
(37 %) en un tubo de ensayo utilizando un vortex y se sometié a calentamiento en un
bafio de agua a 95 °C durante 30 min. Después de enfriar (15 min en inmersion agua
corriente), la solucién se neutralizé (pH= 7.0) con una solucion de NaOH (40 % p/v) (~
1.0 mL). La solucién resultante se filtré6 empleando papel filtro Whatman No. 2 y el
filtrado fue centrifugado a 3,500 rpm durante 10 min. El sobrenadante se deposité en
un tubo de 15 mL y fue aforado a 10 mL con agua destilada (primera dilucion). Se
realizé una segunda dilucién (~0.5 mL) con agua destilada (Tabla14). De la segunda
dilucion se tomaron por duplicado 0.5 mL y se mezclé con 0.5 mL del reactivo DNS en
un tubo de ensayo. Los tubos con la mezcla se sometieron a 95 °C durante 10 min en
un bafo de agua con control de temperatura y luego, se enfriaron durante 20 min a 25
°C (en inmersion de agua corriente). A cada tubo con muestra se adicionaron 5 mL de
agua destilada, la solucion fue agitada en vortex, dejando reposar durante 15 min para
medir la absorbancia a 540 nm con el espectrofotometro UV-VIS OPTIZEN POP
usando como blanco agua destilada. Para el céalculo de la concentracion de azucar
reductor total se utiliz6 una curva de -calibracion preparada con diferentes

concentraciones de glucosa anhidra.
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Tabla 14. Factores de dilucién de las muestras para la determinacién de azlcares reductores

totales por hidrdlisis acido de sacarosa.

Factor de dilucién (considerando el

Muestra primer factor de dilucion 2)
Blanco sin azlcar Sin factor de dilucion
Blanco con azlcar 80

Dia 0 80
Dia 2 80
Dia 4 80
Dia 6 80
Dia 8 80
Dia 10 80
Dia 12 200

5.5. Evaluacion de las propiedades bioactivas

5.5.1. Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de CFT se determind de acuerdo con el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu descrito por Singleton y Rossi (1965), modificado por Gonzales-Aguilar
et al. (2007). Se tomé una alicuota de 50 yL de kombucha y fueron mezclados con 3
mL de agua destilada mas 250 uL del reactivo Folin-Ciocalteu (1 N) usando un vortex.
La solucion se mantuvo en reposo durante 5 min a 25 °C. Posteriormente, se
adicionaron 750 uL de solucién de carbonato de sodio (20 %, p/v en agua destilada)
mas 950 pyL de agua destilada y se mezclé en un vortex. Tras la incubacion de la
mezcla durante 30 min, se midi6é la absorbancia de la solucién a 765 nm contra un
blanco de agua destilada utilizando un espectrofotémetro UV-VIS OPTIZEN POP. Los

resultados fueron expresados como g equivalentes de acido galico (EAG) / 100 mL.

5.5.2. Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind en base al método descrito por
Gonzalez-Aguilar et al. (2007). Se tomé una alicuota de 1 mL de kombucha y se mezcl6
con 4 mL de agua destilada y 300 uL de nitrito de sodio NaNO. (5 % v/v, H.0) en un
vortex, dejando reposar durante 5 min. Posterior al tiempo de equilibro, 300 pL de la

disolucion de cloruro de aluminio AICI; (10 % v/v, en metanol) se adiciond a la mezcla
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(usar vortex). Después de 1 min, se adicionaron 2,000 uL de hidréxido de sodio NaOH
1 My 2,400 uL de agua destilada, la mezcla se homogeneiz6 en vértex y fue leida a
una absorbancia de 415 nm con un espectrofotometro UV-Vis OPTIZEN POP. La
concentracion de flavonoides totales se expresdé como mg equivalentes de Quercetina
(EQ)/100 mL utilizando una curva de calibracién con patrones de quercetina con

diferentes concentraciones (entre 25 y 300 ppm).

5.5.3. Capacidad antioxidante in vitro DPPH<

La capacidad antioxidante de las infusiones se determiné empleando la metodologia
de Brand- Williams et al. (1995). La solucion stock se prepardé mezclando 2.5 mg de
radical DPPH+ con 90 ml de metanol absoluto (durante 30 min en parrilla de agitacién).
Se midio la absorbancia del radical, y se ajustd agregando a la solucion cantidades de
15 mL de metanol hasta diluir y alcanzar la absorbancia de 0.7 + 0.02. Tras ajustar el
blanco con metanol, una alicuota de 100 pL de kombucha fue afiadida a 3.9 mL de
solucion de DPPHe. La absorbancia de la muestra fue leida después de 40 min a 515
nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis OPTIZEN POP. Se calcul6 el porcentaje
de inhibicion como (absorbancia control-absorbancia muestra/absorbancia control)
*100 y el resultado fue expresado como mM equivalentes a trolox (ET)/100 mL, usando

una curva de calibracion con concentraciones entre 100 y 1000 uM ET/mL.

5.6. Recuento microbiolégico total

Se realizaron cuatro diluciones seriadas en base diez a cada una de las muestras
filtradas empleando una solucion (3.4 g / 50 mL, solucion diluida) de fosfato de sodio
monobasico (0.125 % v/v de la solucién diluida) con un pH de 7.2+0.1. Se prepararon
las disoluciones 1x102, 1x103 y 1x10* para todas las muestras. Las disoluciones
fueron sembradas por duplicado en un medio para recuento microbiano total (agar para
métodos estandar, MCD LAB). Las cajas inoculadas fueron almacenadas en un horno
de convecciéon “ECOSHEL 9052” durante 48 h a 35 °C. Las cajas se seleccionaron
con base en las colonias contables o sin desplazamientos en los bordes; el recuento
se realizd de forma manual, marcando con un plumén cada colonia observada, los

resultados fueron expresados como Log UFC/mL.
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5.7. Toxicidad in vivo en Galleria mellonela

Las larvas de G. mellonela se adquirieron comercialmente de Cesar’s Food (México).
Se seleccionaron las larvas que presentaban pesos iguales o mayores a 0.150 g y con

un largo minimo de 2 cm (figura 11).

Figura 11. Larva de cera (Galleria mellonela).

Las larvas fueron almacenadas sin alimento a 15 °C durante 24 h antes de la prueba
(Tsai et al., 2016), posteriormente se desecharon las larvas con manchas negras o
muertas durante la refrigeracién. Se formaron tres grupos de 10 larvas al azar y se
pesaron individualmente para obtener un valor de peso promedio por tratamiento
(Megaw et al., 2015). Por cada frecuencia (0 y 12) se hicieron 2 grupos de 10 larvas
en cajas Petri, ademas de 2 cajas control negativo con sélo PBS (Bufer de solucién
salina con fosfato), 2 cajas para una kombucha de té negro, 2 cajas para el control sin
azucar, 2 cajas para un control positivo con Metanol y 2 cajas para un control negativo

(larvas sin tratamiento).

Previo a la aplicacion de los tratamientos se realizé la asepsia de las larvas con hisopo
y etanol al 70 %, posteriormente se inocularon 10 yL de cada muestra en la pata
trasera izquierda usando una jeringa de insulina BD Ultra-Fine 6 mm con capacidad
de 0.3 mL (Ferreira De Miranda et al., 2023).
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Figura 12. Referencia de la aplicacién de las muestras.

Las larvas fueron incubadas a 37 °C y monitoreadas todos los dias durante 5 dias para
verificar cambios en la pigmentacion, muerte larvaria y formacién de capullos para
determinar el porcentaje de supervivencia (Figura 13.) (Ferreira De Miranda et al.,
2023; Megaw et al., 2015). Los resultados fueron presentados como porcentaje de

supervivencia.

Figura 13. Estados de G. mellonela. A: Larva viva, B: Larva muerta (melanizacion total), C:

Larva con formacion de capullo.

5.8. Aceptabilidad sensorial del producto final de la kombucha

El analisis sensorial fue realizado con 23 consumidores no entrenados (pero que
consumen alguna bebida o jugo) para evaluar una bebida kombucha con base en hojas
de B. alicastrum (1.5 p/v) fermentado durante 12 d y de té negro como control (1.5 %
p/v) fermentado durante 21 d. Cada consumidor recibié 10 mL de cada bebida fria (15

°C). Las muestras fueron codificadas con 3 digitos, y evaluada para la aceptabilidad
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general, color, dulzor, acidez y olor. Los consumidores puntuaron cada muestra
utilizando una escala hedonica con variantes de borde para cada atributo que van
desde 1 (fuertemente desagradable) a 9 (fuertemente agradable). Ademas, se les pidi6
indicar cual de las dos muestras les gustaria adquirir si tuviera el precio adecuado. Los
resultados se presentaron en una grafica de barra donde se analiza por cada favor la

puntuacion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Determinacioén del tiempo de infusién y de la concentracion de hojas de B.

alicastrum

La figura 14 muestra el contenido de CFT de infusiones de B. alicastrum a diferentes
niveles de hojas (1 % y 1.5 %, p/v) y tiempos de infusion (5 y 10 min). A diferentes
niveles de hojas en la infusion, se encontr6 un mayor contenido CFT (29.87 mg
EAG/100 mL y 37.8 mg EAG/100 mL) después de 10 min en comparacion a los 5 min
de infusién (26.65 EAG/100 mL y 33.50 EAG/100 mL). En otro resultado, a mayor
concentracion de hojas en la infusion para ambos tiempos también se observé un
aumento en el contenido CFT. Por lo tanto, la mayor concentracion de CFT de la
infusion se obtuvo con una concentracion de 1.5 % de hojas y 10 min de infusién (37.8
mg EAG/100 mL). El incremento de temperatura independientemente de la relacion
soélido:disolvente puede favorecer un incremento de la solubilidad de los compuestos
y la transferencia de masa, de esta forma mejorando la penetracion del disolvente
dentro de la matriz de la muestra (Pasadakis et al., 2020). Lo que puede ser respaldado
con los resultados obtenidos por (Gullian Klanian & Sanchez Solis, 2024), realizaron
infusiones de Ramoén (B. alicastrum) con una temperatura de 100 °C extendiendo el
tiempo de infusion (1, 5, 10, 15, 20, and 25 min) evaluando los CFT, observaron que

el aumento de los CFT esta relacionado con el tiempo de infusion y la temperatura.
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Figura 14. Contenido de CFT de infusién a diferentes porcentajes de hoja B. alicastrum y tiempo de

infusion
6.2. Comportamiento del volumen de la kombucha durante la fermentaciéon

Durante la fermentacion, el volumen de bebida kombucha disminuyoé (~6 veces) para
todos los tratamientos debido a la pérdida de agua durante la fermentacion a 30°C
(figura 15). La informacion de la disminucion del volumen fue usada para efectos de
calculos para la expresion de los resultados. Desde un punto de vista de energético,
las fuerzas intermoleculares producen una barrera de potencial la cual retiene en su
lugar a las moléculas, con una temperatura constante (30 °C) algunas de estas
moléculas vencen las fuerzas atractivas que existen en el estado liquido, lo que

ocasiona la perdida constante del volumen durante la fermentacién (Manzur &
Cardoso, 2015).
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Figura 15. Variacion del volumen de kombucha durante la fermentacion a 30 °C.

6.3. Cambios en las propiedades fisicoquimicas durante la fermentacion

Se encontro diferencias significativas en los valores de pH de kombucha durante 12 d
de fermentacion a 30 °C (figura 16). El valor inicial de pH de la bebida fue de 3.45y se
exhibié una disminucién significativa a partir de 4 d hasta alcanzar un valor de pH=2.46
(12 d). La disminucién del pH es ocasionada por el metabolismo de bacterias del
género Komagataeibacter y Gluconacetobacter que oxidan el etanol producido por las
levaduras y lo transforman en acido acético, ademas de otros acidos organicos

producidos a partir de glucosa y enzima glucosa oxidasa (Laavanya et al., 2021).

La disminucion reportada en este trabajo concuerda con los resultados obtenidos por
(Loor Garcia, 2022) que, empled guanabana, guasaya y granos de café como fuentes
de nitrogeno alternativas para elaborar kombucha, el pH promedio inicié con ~4.54 y
disminuyo hasta ~3.1 (11 d). A su vez, el trabajo reportado por (Kayisoglu & Coskun,
2021) produjo diferentes kombuchas a base de Menta, Tilio y Salvia, demostrando una
disminucién de 6.7 (0 d) a 3.1.(14 d) del pH demostrando que la disminucion del pH es
independientemente del tiempo y temperatura de fermentacién, el aumento esta
relacionado con el metabolismo de los microorganismos presentes durante la

fermentacion
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Figura 16. Cambios en los valores de pH de Kombucha durante la fermentacion a 30 °C.

En otro resultado, se reporta la variacion de los valores de °Brix durante la
fermentaciéon de la kombucha (Figura 17). Los valores de °Brix disminuyeron
significativamente de 0 (9.25 %) a 12 d (5.56 %) de fermentacién de la kombucha. Esta
disminucién se puede atribuir a las actividades metabdlicas de levaduras presentes en
la kombucha, la sacarosa se hidroliza en glucosa y fructosa por accién de la enzima
invertasa, estos azucares son empleados para obtener etanol y diéxido de carbono, lo
que ocasiona la disminucién de los °Brix (Laavanya etal.,, 2021), ademas las
condiciones de temperatura pueden ocasionar una evaporacion constante de agua y
otros compuestos volatiles. Trabajos como el de (Loor Garcia, 2022) concuerdan con
los resultados obtenidos, observaron disminuciones de los °Brix del 0 d (5.6 %) hasta
11 d (4.1 %) empleando sustratos alternativos (guanabana, guasaya y granos de café)

a temperatura ambiente ~20 °C.
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Figura 17. Variacion de los valores de °Brix de la kombucha durante la fermentacion a 30 °C.
La variacion del porcentaje de acido acético en la bebida de kombucha durante la
fermentacién se puede apreciar en la figura 18. El porcentaje de acido acético mostré
un aumento significativo a lo largo de los 12 d de fermentacion. El porcentaje de acido
acético fue de 0.92 %, siendo 4.5 veces mayor que al inicio de la fermentacion (0.2 %).
El aumento del % acido acético indica una estabilizacidon en la produccion de acido
acético hacia las etapas finales de la fermentacion, lo que podria estar asociado con
la actividad metabdlica de las bacterias acido acéticas (Komagataeibacter y
Gluconacetobacter) que oxidan el etanol producido por las levaduras, mediante un
proceso anaerobico, ademas se producen otros acidos (glucdnico y glucurdnico)
consumiendo la glucosa y fructosa (Coelho et al., 2020). El aumento del % acido
aceético concuerda con los resultados obtenidos usando hojas de brasilete de la india
(Caesalpinia sappan) como fuente de nitrogeno, llegando a un % final de 0.93 % (13

d) (Sinamo et al., 2022), similar a los valores alcanzados en este estudio.
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Figura 18. Variacion del porcentaje de acido acético de la kombucha durante la fermentacién a 30 °C.

La figura 19 exhibio los cambios en el color CIE durante la fermentacion de kombucha
de Ramoén. El color rojo a* (valores entre 11 y 11.1) y la luminosidad (valores entre
33.2 y 34.0) de la bebida resultaron con poca variacion durante la fermentacion, sin

diferencia significativa entre el inicio y el término de la fermentacion (figura 19 Ay C).

Al comparar los tiempos de fermentacion, después de 6 d se observd un aumento
significativo de los parametros b* (18.46), C* (21.1) y el angulo de tono (59.12) de la

kombucha.

Considerando los parametros de color, se pudo observar que, al finalizar la
fermentacion, la bebida obtuvo un color mas amarillo al comparar con el inicio de la

fermentacion.

Los cambios de color estan asociados con los compuestos fendlicos que se extraen
del sustrato durante la infusion, el color café inicial de la kombucha es explicado por
medio de la fermentacion u oxidacién de la enzima polifenol oxidasa (Bishop et al.,
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2022). Un estudio informa que el cambio significativo del color durante la fermentacion
de la kombucha puede estar relacionado con el aumento progresivo de flavonoides y
la disminucion del pH, observando que a medida que disminuye el pH, la luminosidad
(L*), el enrojecimiento y el amarilleo (a* y b*) aumentaban y que, ademas los cambios
de color no reducen la actividad antioxidante de la bebida (Tran et al., 2020; Wang
et al., 2022)
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Figura 19. Variacion de los parametros de CIE L*a*b* a través del tiempo de fermentacion de la
kombucha a base de Ramdén Brosimum alicastrum.

Durante los 12 dias de fermentacion, los azucares reductores AR mostraron un
aumento, que se puede observar en la figura 20. Se encontré un aumento significativo

de AR a partir del 4 d (10.92 mg/mL) presentando un aumento pronunciado al final de
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la fermentaciéon (43.74 mg/mL). Contrario al aumento, el contenido de los azucares
reductores totales experimentd una disminucion significativa (figura 21), desde el 0 d
(75.78 mg/mL) y hasta el final de la fermentacion (15.84 mg/mL). En otro estudio
también se encontrd una disminucion de ~4 veces (respecto al dia 0) el contenido de
azucares reductores totales después de 12 d de fermentacion de infusion de cascara
de pifa (Ananas comosus):té negro (Camellia sinensis) proporciéon 60:40 v/v)
(Kitwetcharoen et al., 2025). A su vez, el estudio realizado con yerba mate (1.2 % p/v)
como fuente de nitrogeno confirma el comportamiento observado, Lopes et al.( 2021)
mostraron un aumento en el contenido de azucares reductores (9 mg/mL a 14 mg/mL)
y una disminucién en el contenido de azucares reductores totales (45 mg/mL a 17

mg/mL) durante la fermentacion de Kombucha durante 12 d a 30 °C

El aumento de los azucares reductores y la disminucidén de la sacarosa es explicado
mediante la actividad metabdlica de las levaduras, que descomponen los azucares
complejos (sacarosa) en azucares simples (glucosa y fructosa) por medio de una
hidrolisis catalizada por la enzima invertasa (Mousavi et al., 2020; Nyhan et al., 2022;
Villarreal-Soto et al., 2018)
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Figura 20. Variacion de los azucares reductores durante la fermentacion de la kombucha a 30 °C.
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6.4. Recuento microbiolégico

El comportamiento microbiolégico durante la fermentacion de la kombucha de Ramoén
se muestra en la figura 22. Se observo presencia de microorganismos desde el 0 d (4
Log UFC/mL), que aumento significativamente al 2 d (6 Log UFC/mL) y se mantuvo
estable hasta el final de la fermentacion con un ligero descenso después de 12 d (5.2
Log UFC/mL). Situacién similar se encontré en un estudio realizado por (Aung & Eun,
2022). Estos autores observaron una actividad microbiolégica desde el 0 d (1.5
UFC/mL), aumento que se estabilizd los siguientes dias hasta el 12 d (1.25 CFU/mL)

empleando un extracto de alga (Porphyra dentata) como fuente de nitrégeno (20 mL/L).

El crecimiento inicial de los microorganismos puede explicarse debido a la abundancia
de nutrientes en el medio, como la sacarosa que es convertida rapidamente en
azucares reductores por levaduras, mientras que la estabilizacion posterior podrian
atribuirse a factores como la competencia microbiana, la acumulacion de metabolitos
secundarios (como el acido acético), y la disminucion de la disponibilidad de sustratos,
lo que limita el crecimiento en las etapas intermedias y finales de la fermentacion
(Mousavi et al., 2020; Sinamo et al., 2022).
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6.5. Cambio de las propiedades bioactivas

Los valores del contenido de CFT se mantuvieron relativamente estables durante la
fermentacién de la kombucha alcanzando un valor promedio al final de la fermentacién
de 24.34 mg EAG/100 mL (Figura 23, B). Sin embargo, los valores observados sin
considerar la pérdida de volumen durante la fermentacion demostraron un aumento
significativo desde el 0 d (23.38), alcanzando un valor final de 141.14 mg EAG/100 mL
(figura 23, A). El comportamiento estable puede explicarse mediante el sustrato usado,
las levaduras y bacterias del SCOBY puede romper enlaces en la matriz vegetal,
liberando CF que antes estaban unidos a proteinas o carbohidratos, ademas de
transformar flavonoides y taninos en formas mas simples y solubles (Sinamo et al.,
2022). Ademas, la degradacion oxidativa por la exposicion al oxigeno, reacciones con
acidos organicos y proteinas en el medio y de la posible retencion en los compuestos
fendlicos en el SCOBY pueden ocasionar una disminucién de CFT, en las ultimas
etapas (Coelho et al., 2020; De Miranda et al., 2022).
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El estudio de una bebida kombucha utilizando hojas secas de oliva (Olea europaea)
con una concentracion de 1.2 % (p/v) demostraron un comportamiento comparable al
obtenido en este trabajo, se observdé una estabilidad durante la fermentacion sin
grandes cambios entre el 0 d y 12 d (38.2 mg GAE/100 mL a 36.8 mg GAE/100 mL)
(Lazzaroli et al., 2023).
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Figura 23. variacién de CFT durante la fermentacién de la kombucha a 30 °C: A, variacion de CFT sin
considerar la disminucion del volumen (producto sin aforar). B, variacién de CFT considerando la

disminucién del volumen (producto aforado).

La variacion general de los flavonoides demostré aumentos significativos en ambos
casos (volumen sin y con aforado) (figura 24). Se observé un aumento desde el 0 d
(11.83 mg EQ/100 mL), alcanzando un valor final de 22.16 mg EQ/100 mL en los 12 d
(figura 24 B); sin embargo, la concentracion de los flavonoides aument6 ~6.5 para el
12 d (144.05 mg EQ/100 mL) cuando no se considera el volumen perdido a causa de
la temperatura de fermentacioén (30 °C), (figura 24 A). La actividad enzimatica de la
kombucha puede descomponer componentes del té, liberando flavonoides que
estaban previamente ligados o inaccesibles, lo que podria aumentar su concentracién
en la bebida (De Miranda et al., 2022).
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La figura 25 exhibe el aumento de la capacidad antioxidante analizado con el ensayo

DPPH durante la fermentacién de la kombucha. Se exhibié una capacidad antioxidante
desde el 0 d (1.72 mM Trolox/100 mL), que aumento hasta 2.22 mM Trolox/100 mL
considerando el volumen perdido (figura 25 B); sin embargo, cuando no se considera
el volumen evaporado la capacidad antioxidante alcanza 14.4 mM Trolox/100 mL a los
12 d (figura 25 A). Durante la fermentacion de la kombucha se da la conversion de
compuestos fenolicos en moléculas de menor peso molecular y con mayor capacidad
antioxidante, como la conversion de epicatequinas y catequinas en acido galico y otros

derivados bioactivos (Mousavi et al., 2020).

El aumento se apoya de la idea de la conversion de compuestos fendlicos, ya que son
transformados en moléculas de menor peso molecular con mayor capacidad
antioxidante como la conversion de epicatequinas y catequinas en acido galico y otros
derivados bioactivos. También, se reporta que la disminucion del pH ayuda a
estabilizar los compuestos fendlicos y prevenir su degradacion oxidativa (Mousavi
et al., 2020; Nyhan et al., 2022).

De igual manera, usando un sustrato alternativo como las hojas secas de oliva (Olea
europaea) demostraron un aumento similar al reportado en este trabajo, llegandose a
reportar una capacidad antioxidante final el 12 d de 3.4 mM Trolox/100 mL,
aumentando 2.5 veces comparado con el 0 d.
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6.6. Toxicidad in vivo en Galleria mellonela

Para la evaluacién de toxicidad in vivo se usaron las muestras centrifugadas que
corresponden TCSA, dia cero y 12 después de fermentacion, ademas de un positivo
(Metanol absoluto), una solucién salina como negativo (PBS) y un control sin ningun
tratamiento. Los controles negativos, control sin azucar y el control sin ningun
tratamiento demostré una supervivencia del 100 %, mientras que el control positivo
mostro 0 % de supervivencia a partir del dia 1 (Figura 26 A). A su vez, los tratamientos
con kombucha de Ramén (0 d y 12 d) observados en la grafica 26 B presentaron una
supervivencia del 100 % al final del estudio, caso contrario al tratamiento con té negro

(80 % supervivencia).

La supervivencia a los tratamientos con kombucha de ramén (0 y 12 d) demuestran
que su consumo no representaria un riesgo para el consumidor. Sin embargo, el
consumo diario no deberia exceder una taza por dia (250 mL) debido al nivel de acidez

presente en este tipo de bebida (Batista et al., 2022).
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expuestas a diferentes tratamientos de kombucha.

6.7. Aceptabilidad sensorial del producto final de la kombucha

Se evaluaron dos tipos de kombucha para determinar su aceptabilidad sensorial: una
kombucha de 12 d de fermentacion con base en Ramdn con un porcentaje de acidez
de 1.02 %, y una kombucha de 21 d de fermentacién con base en té negro, con un
3.56 % de acidez. Ambas fueron comparadas en cuanto a color, dulzor, acidez, olor y

aceptabilidad general.

La kombucha de Ramén obtuvo mayor puntuacion (p<0.05) sensorial en dulzor,
acidez, olor y aceptabilidad general en comparacion a las caracteristicas de la
kombucha de té negro (figura 27). En cuanto al color, no se observaron diferencias
significativas entre ambas bebidas. De los 23 participantes en la evaluacion, 19
indicaron que estarian dispuestos a comprar una kombucha de Ramén con las
caracteristicas descritas, prefiriéndola por encima de la kombucha de té negro
tradicional. El sabor de la kombucha es una mezcla compuesta de azucares residuales
durante la fermentacién, ademas de diversos acidos (acético, glucénico, glucurdnico,

etc.) y diversos compuestos fendlicos (Junior et al., 2022).
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En un estudio sensorial se pusieron a prueba diversas kombuchas a partir de mezclas
de diferentes infusiones: Jamaica con manzanilla y romero (JMR), hierbabuena con
zacate de limon y hojasén (HLH), y té negro (TN). Se fermentaron durante 12 d a 30
°C con un pH aproximado de 2.6, se evaluo color, olor, sabor, acidez y aceptabilidad
general. Las kombucha con fermentos alternativos (JMR y HLH) demostraron una
aceptabilidad general mayor al del TN, lo que demuestra el interés por nuevos sabores

a los tradicionales (Vazquez, 2021).
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Figura 27. Comparacion de la aceptabilidad sensorial de kombucha de Ramén y té negro.
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7. CONCLUSIONES

La fermentacion de la kombucha de Ramén (Brosimum alicastrum) demostré cambios
significativos en sus propiedades fisicoquimicas, bioactivas y sensoriales. Se
observaron aumentos del % de acidez, azucares reductores, compuestos fendlicos
totales (CFT), flavonoides totales (FT) y capacidad antioxidante DPPH. Mientras que,
el pH, °Brix y azucares reductores totales disminuyeron, Estos cambios estan
relacionados con la actividad microbiologica observada a lo largo del desarrollo de la

kombucha.

Al final de la fermentacion el tono amarrillo de la kombucha aumentd, dando un tono
amarillo claro. Por otro lado, la prueba de toxicidad in vivo comprobé que la kombucha
de ramon no representa un riesgo para la salud y que por ende puede ser consumida

de forma segura.

Sensorialmente, la kombucha demostré una aceptabilidad general mayor comparada
con una kombucha de té negro. Por lo que, esta bebida representa una alternativa
innovadora con beneficios funcionales y un perfil atractivo, destacando la importancia

de controlar el tiempo de fermentacién para controlar sus caracteristicas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Kombucha de Ramoén DO-A Y DO-B

Anexo 2. Kombucha de Ramén D2-A Y D2-B
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Anexo 3. SCOBY observado en la kombucha de Ramon D2-A 'y D2-B

Fecg;:jtg;‘ 05/12/2023
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Anexo 5. SCOBY observado en la kombucha de Ramén D4-A'y D4-B

86



Anexo 7. Kombucha de Ramon D6-A Y D6-B.

Dia 6 (B)

Fecha: 05/12/2023

Anexo 8. SCOBY observado en la kombucha de Ramén D6-A y D6-B.
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Anexo 9. SCOBY extraido de la kombucha de Ramon D6-A y D6-B.
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Anexo 11. SCOBY observado en la kombucha de Ramon D8-A y D8-B.
[ 4 — — »

— —
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Anexo 13. Kombucha de Ramén D10-A Y D10-B.

e =
N 5% [T .
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Anexo 14. SCOBY observado en la kombucha de Ramon D10-A y D10-B.
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Anexo 15. SCOBY extraido de la kombucha de Ramon D10-A y D10-B

Dia 12 (A)

a: 05/12/2023

Fecha: 05/1212025
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Anexo 17. SCOBY observado en la kombucha de Ramon D12-Ay D12-B.

Anexo 18. SCOBY extraido de la kombucha de Ramon D12-A y D12-B.
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Anexo 19. Seguimiento de la prueba de toxicidad in vivo en Galleria mellonela

Dias Control Sin Aziicar (CSA1) Controlsin Azticar (CSA2) KombuchaRamén0d(D0-1) KombuchaRamén 0d (D0-2)

SinT
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Anexo 20. Seguimiento de la prueba de toxicidad in vivo en Galleria mellonela.

Dias KombuchaTé Negro12d KombuchaTé Negro 12 d KombuchaRamén 12 d D12-1 KombuchaRamén12d D12-2

SinT
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Anexo 21. Seguimiento de la prueba de toxicidad in vivo en Galleria mellonela.

Dias Controlsin tratamiento Control positivo Control negativo
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Anexo 22. Curva de calibracion CFT.
Curva de calibracion CFT
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Anexo 23. Curva de calibracion D-Glucosa.

Curva de calibracion de D-Glucosa
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Anexo 24. Formato de la evaluacion sensorial de kombucha.

Evaluacién sensorial de Kombucha
Fecha : =T |- To R € 1-1) - | (o A

Utilizando la siguiente escala, por favor evaltie la aceptabilidad (X) de cada atributo de la Kombucha. Concéntrese en la
muestra, evalle todos los atributos de cada muestra y luego recién prueba la siguiente

i P ————
Galor | (o ) o e e ey e |

puzor O e e e e e N e O
Acidez | e e s i | i |
Olor O OO0 O0OO0OC-Od O g
Aceptacién general EEE COEEEE =

Muestra 113

¢Cual de las siguientes afirmaciones describe mejor la intencién de compra de este producto si el precio fuera adecuado?

Definitivamente no lo compraria

Probablemente no lo compraria

Tal vez si, tal vez no lo compraria

Probablemente lo compraria

Definitivamente lo compraria

Muestra 245

Disgusta TS Gyt
Celor 1 g o o [ e e

Dulzor I o e e e I o e |
Acidez o I o o s o i |
Olor O OO0OO0O0O00O 0O
Aceptacion general A i s | (i [ e e (O o [

¢Cual de las siguientes afirmaciones describe mejor la intencién de compra de este producto si el precio fuera adecuado?

Definitivamente no lo compraria

Probablemente no lo compraria

Tal vez si, tal vez no lo compraria

probablemente lo compraria

Definitivamente lo compraria

Comentarios:

Thank
You

NS MUCHAS GRACIAS POR TU PARTICIPACION!I!!
o’
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