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RESUMEN

El Estado de Nayarit es el principal productor de yaca (Artocarpus heterophyllus L.) a nivel
nacional. Este fruto es una rica fuente de compuestos bioactivos como los compuestos
fenolicos y carotenoides; ademas, por la concentracion de azlcar que contiene (16-25%) lo
convierte en un fruto potencial para la fabricacion de bebidas fermentadas.

Las bebidas de frutas fermentadas son productos prometedores, debido a la tendencia positiva
de aceptacion del consumidor. De la misma forma, la kombucha es una bebida obtenida a
partir de la fermentacion de té negro o verde endulzado con sacarosa, mediante un cultivo
simbiotico de bacterias y levaduras (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeasts, SCOBY) que
le confiere, segun diversos autores, efectos positivos a la salud. Con base en lo anterior, la
preparacion de kombucha con la adicién de pulpa de yaca es un proceso que permite
preservar y mejorar el valor nutricional y las propiedades funcionales, asi como reducir las
pérdidas postcosecha del fruto.

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar y analizar una bebida con potencial funcional
a base de kombucha y pulpa de yaca (Artocarpus heterophyllus L.).

La metodologia se dividi6 en 2 etapas. En la etapa 1 se caracteriz6 la kombucha de té verde
y de té negro, se determing el tipo de té y la concentracion de pulpa de yaca a utilizar para el
desarrollo de la bebida kombucha, asi como el crecimiento microbiano en las formulaciones
de kombucha con pulpa de yaca lixiviada, culminandose esta etapa con un andlisis sensorial.
Para su preparacion se realizaron infusiones de té verde y té negro por separado y cada
infusion se dividio en dos partes para procesarlas diferente. En el primer proceso se afiadio
sacarosa (50 g/L) a cada infusion, se disolvio y enfrid hasta temperatura ambiente (25 °C).
Enseguida, las infusiones fueron colocadas en fermentadores, se afiadieron 80 mL/L de
kombucha realizada con anterioridad, se inocul6 el medio con 3 % (p/v) de SCOBY e incubd
en la oscuridad a 25 °C. Al culminar la 12 fermentacion, se retird el SCOBY, el producto se
filtro y trasvaso a otros recipientes. Posteriormente, se afiadieron diferentes concentraciones
de pulpa de yaca molida (50 y 60 g/L) y se almacenaron (22 fermentacion). En el otro proceso
se hicieron lixiviados de 50 y 60 g/L de pulpa de yaca en cada infusién, se agrego la sacarosa
y se enfriaron. La inoculacion, fermentacion y trasvase se realizd6 como se describio
anteriormente. Enseguida se afiadié sacarosa (6 g/L). Se evaluaron parametros fisicoquimicos
(solidos solubles totales, pH y acidez titulable), el contenido de etanol, proteinas, grupos
aminos libres (GAL), carbohidratos solubles totales (CST), el contenido de fenoles solubles
totales (FST), la capacidad antioxidante (DPPH, FRAP y ABTS), el crecimiento microbiano
(peso seco y densidad Optica de crecimiento) y el andlisis sensorial. En la etapa 2 se
caracterizaron las formulaciones seleccionadas en la etapa 1, se selecciond la forma de
inclusion de la pulpa de yaca en la bebida, se evalud su calidad microbioldgica y se realizé
un analisis sensorial comparandolas con una kombucha comercial. El disefio experimental
utilizado en la etapa 1 fue un disefio factorial 2x3 (uno para pulpa lixiviada y otro para pulpa
molida). En la etapa 2 se utilizd un disefio unifactorial (forma de inclusion pulpa de yaca).



Los datos de cada variable fueron expresados como la media * desviacion estandar (n=3) y
se analizaron mediante el software STATISTICA.

Los resultados de la etapa 1 indicaron que 60 g/L de pulpa de yaca (lixiviada y molida) tienen
el mismo efecto que la sacarosa (sustrato ideal), por lo que el SCOBY podria ser afin a la
pulpa de yaca, esto se reafirmo con el crecimiento microbiano donde no hubo diferencias
entre las muestras. El bajo pH fue debido a la produccion de &cidos organicos a partir de los
azucares fermentables de la pulpa. La produccion de acido acético de kombuchas con pulpa
de yaca mostraron diferencias significativas con respecto a los controles, atribuyéndola a la
adicion de pulpa. El contenido de etanol estuvo dentro del rango establecido para este tipo
de bebidas (1.38 y 2.61 %). El contenido final de FST fue mayor en muestras de kombucha
de té verde con pulpa de yaca lixiviada y molida. En el ensayo de FRAP, las muestras de
kombucha con té verde y 60 g/L de pulpa lixiviada y molida mostraron diferencias con
respecto a las demas.

En conclusion, la adicion de pulpa de yaca es un sustrato alternativo para la preparacion de
kombucha, mejorando propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y sensoriales. Asimismo, la
adicion de 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada y molida en la fermentacion de té verde
incrementd la concentracion de FST en un periodo de 10 dias, presentando la mayor
capacidad antioxidante por el ensayo FRAP, concluyendo que posiblemente los FST de la
bebida tienen una alta capacidad reductora por transferencia de electrones. La muestra
KV60P presentd mejor estabilidad, calidad microbioldgica y aceptabilidad por parte de los
potenciales consumidores, pudiendo ser una alternativa con alto valor agregado para los
productores en la diversificacion de productos con potencial bioactivo a base de yaca, ademas
que podria ser una bebida competitiva contra bebidas similares que ya existen en el mercado.

Palabras claves: pulpa de yaca, capacidad antioxidante, compuestos bioactivos, kombucha,
SCOBY.



SUMMARY

The State of Nayarit is the main producer of jackfruit (Artocarpus heterophyllus L.) at the
national level. This fruit is a rich source of bioactive compounds such as phenolic compounds
and carotenoids; in addition, due to the concentration of sugar it contains (16-25%) it
becomes a potential fruit for the manufacture of fermented beverages.

Fermented fruit drinks are promising products, due to the positive trend of consumer
acceptance. In the same way, kombucha is a drink obtained from the fermentation of black
or green tea sweetened with sucrose, through a symbiotic culture of bacteria and yeasts
(Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeasts, SCOBY) that gives it, according to various
authors, positive health effects. Based on the above, the preparation of kombucha with the
addition of jackfruit pulp is a process that allows preserving and improving the nutritional
value and functional properties, as well as reducing post-harvest losses of the fruit.

The objective of this research was to develop and analyze a beverage with functional
potential based on kombucha and jackfruit pulp (Artocarpus heterophyllus L.).

The methodology was divided into 2 stages. In stage 1, the green tea and black tea kombucha
were characterized, the type of tea and the concentration of jackfruit pulp to be used for the
development of the kombucha drink were determined, as well as the microbial growth in the
kombucha formulations with leached jackfruit pulp, culminating this stage with a sensory
analysis. For its preparation, infusions of green tea and black tea were made separately, and
each infusion was divided into two parts to process them differently. In the first process,
sucrose (50 g/L) was added to each infusion, dissolved, and cooled to room temperature (25
°C). Next, the infusions were placed in fermenters, 80 mL/L of kombucha made previously
were added, the medium was inoculated with 3% (w/v) of SCOBY and incubated in the dark
at 25 °C. At the end of the 1st fermentation, the SCOBY was removed, the product was
filtered and transferred to other containers. Subsequently, different concentrations of ground
jackfruit pulp (50 and 60 g/L) were added and stored (2nd fermentation). In the other process,
leachates of 50 and 60 g/L of jackfruit pulp were made in each infusion, sucrose was added,
and they were cooled. Inoculation, fermentation, and transfer were carried out as described
above. Sucrose (6 g/L) was then added. Physicochemical parameters (total soluble solids, pH
and titratable acidity), ethanol content, proteins, free amino groups (GAL), total soluble
carbohydrates (TSC), total soluble phenols content (TSP), antioxidant capacity (DPPH,
FRAP and ABTS), microbial growth (dry weight and growth optical density) and sensory
analysis. In stage 2, the formulations selected in stage 1 were characterized, the form of
inclusion of the jackfruit pulp in the drink was selected, its microbiological quality was
evaluated, and a sensory analysis was carried out comparing them with a commercial
kombucha. The experimental design used in stage 1 was a 2x3 factorial design (one for
leached pulp and one for ground pulp). In stage 2, a unifactorial design was used (jackfruit
pulp inclusion form). The data for each variable were expressed as the mean * standard
deviation (n=3) and were analyzed using the STATISTICA software.



The results of stage 1 indicated that 60 g/L of jackfruit pulp (leached and ground) have the
same effect as sucrose (ideal substrate), so the SCOBY could be related to jackfruit pulp, this
was reaffirmed. with microbial growth where there were no differences between the samples.
The low pH was due to the production of organic acids from the fermentable sugars in the
pulp. The acetic acid production of kombuchas with jackfruit pulp showed significant
differences with respect to the controls, attributing it to the addition of pulp. The ethanol
content was within the range established for this type of beverage (1.38 and 2.61%). Final
TSP content was higher in samples of green tea kombucha with leached and ground jackfruit
pulp. In the FRAP test, the kombucha samples with green tea and 60 g/L of leached and
ground pulp showed differences with respect to the others.

In conclusion, the addition of jackfruit pulp is an alternative substrate for the preparation of
kombucha, improving its physicochemical, antioxidant and sensory properties. Likewise, the
addition of 60 g/L of leached and ground jackfruit pulp in the fermentation of green tea
increased the concentration of FST in a period of 10 days, presenting the highest antioxidant
capacity by the FRAP test, concluding that possibly the FST of the drink have a high reducing
capacity by electron transfer. The KVV60P sample presented better stability, microbiological
quality, and acceptability by potential consumers, and could be an alternative with high added
value for producers in the diversification of jackfruit-based products with bioactive potential,
in addition to being a competitive beverage against similar drinks that already exist on the
market.

Keywords: jackfruit pulp, antioxidant capacity, bioactive compounds, kombucha, SCOBY .
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Actualmente en Nayarit se siembran alrededor de 1,376.7 ha de yaca, con una produccion
aproximada de 24,792.68 ton, que dia a dia se va incrementando (SIAP, 2019). Debido a la
alta produccion es factible el desarrollo de nuevos productos a base de este fruto para dar
alternativas de conservacion y aprovechamiento. En este sentido, la fermentacion se
considera una de las tecnologias méas populares para la produccion de productos biol6gicos
con alto valor agregado. Las bebidas de frutas fermentadas son productos prometedores
debido a la tendencia de aceptacion en los consumidores, ademas de contribuir a la reduccion

de las pérdidas postcosecha de frutas perecederas (Jarvis, 1996).

La pulpa de yaca ademas de ser un fruto rico en azlcares y contiene compuestos bioactivos,
como los carotenoides y compuestos fenolicos (De Faria et al., 2009), los cuales pueden ser
importantes para la prevencion de varias enfermedades degenerativas cronicas, como cancer,

inflamacién y enfermedades cardiovasculares (Devasagayam et al., 2004).

La kombucha es una bebida obtenida a partir de té negro o té verde endulzado con sacarosa
y fermentado por un cultivo simbidtico de bacterias y levaduras. El cultivo simbi6tico es
capaz de producir una bebida refrescante, ligeramente acida y carbonatada, en un periodo de
7 a 10 dias (Malbasa et al., 2011). Es una bebida con notables beneficios sobre la salud, que
incluyen efectos antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos, antihiperglucémicos y
antimicrobianos. La fermentacion permite preservar y mejorar el valor nutricional, las
propiedades funcionales y las cualidades sensoriales del té y del fruto (Ahmed et al., 2020;
Cardoso et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2019; Zubaidah et al., 2018; Srihari et al., 2013).

En la literatura, existen varios estudios sobre la combinacién de kombucha con frutas donde
se ha visto que las actividades bioldgicas se ven mejoradas en comparacion de la bebida
tradicional (utilizando solamente té verde o té negro), algunas de ellas son el coco (Watawana
et al., 2016), la uva (Ayed et al., 2016), la cereza (Yavari et al., 2010) y la tuna (Ayed y

Hamdi, 2015), ademés de que se conservan los atributos sensoriales de los frutos.

El objetivo de este estudio fue desarrollar y analizar una bebida con potencial funcional a

base de kombucha y pulpa de yaca (Artocarpus heterophyllus L.).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades de la yaca (Artocarpus heterophyllus L.)
2.1.1 Origen y produccion de la yaca

La yaca (Artocarpus heterophyllus L.) es un fruto tropical que pertenece a la familia
Moraceae. Es originario del sureste de la India (Crane y Balerdi, 2000). En México, el cultivo

comercial de esta especie se produce en 6 entidades federativas (Cuadro 2.1) (SIAP, 2019).

Cuadro 2.1. Produccion agricola de yaca por ciclos perennes en México del afio 2019.

Superficie (ha)

Entidad Sembrada Cosechada Produccion (ton)
Nayarit 1,555.7 1,376.7 24,792.68
Veracruz 70.0 69.0 1,199.4

Jalisco 37.0 37.0 498.73

Colima 9.5 9.5 88.0

Michoacan 7.0 7.0 39.2

Hidalgo 55 55 23.37

Total 1,684.7 1,504.7 26,641.38

Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2019).

Actualmente en Nayarit se cosechan 1,376.7 ha. En el afio 2019, se registré la produccion de

yaca en algunos municipios del Estado (Cuadro 2.2) (SIAP, 2019).

Cuadro 2.2. Produccién agricola de yaca por ciclos perennes en Nayarit del afio 2019.

. Superficie (ha .
Municipio Sembrsda Co(sec)hada Produccion (ton)
San Blas 872.0 822.0 14,632.44
Compostela 629.0 500.0 9,310.49
Santiago Ixcuintla  25.0 25.0 332.0
Tepic 10.45 10.45 180.36
Bahia de Banderas 8.0 8.0 174.94
Xalisco 5.0 5.0 73.75
Tecuala 4.0 4.0 72.0
Rosamorada 1.25 1.25 11.2
Amatlan de Cafas 1.0 1.0 55
Total 1,555.7 1,376.7 24,792.68

Fuente: SIAP, 2019.
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Definido el origen y los lugares donde el fruto es cultivado es importante mencionar las

caracteristicas del fruto de la yaca de manera general.

2.1.2 Caracteristicas del fruto de la yaca

En Nayarit se cultivan diferentes materiales de yaca sin registro, distinguidas por
caracteristicas especificas de la planta y fruto, como Aguitada, Virtud, Romina, Carlita,
Licenciada, Clemente, Lisa, Bolonga, R-15, Yesi, Daysi, entre otras (Khan et al., 2010). El
fruto es oblongo a cilindrico con longitud de hasta 90 cm de largo y de 15 a 50 cm de ancho
y puede pesar de 4.5 a 50 kg (Figura 2.1) (Villalobos, 2017).

Figura 2.1 Fruto de yaca.

Se distinguen tres regiones primarias: (1) centro del fruto; (2) periantos (parte comestible),
region media fusionada y la region externa cérnea no comestible; y (3) fruto verdadero
(semillas) (Figura 2.2) (Ong et al., 2006; Pifia-Dumoulin et al., 2010).

Figura 2.2 Fruto de yaca (corte longitudinal).

La limitacion méas importante en el manejo de este fruto es su corta vida postcosecha. Es un
fruto climatérico con una vida de anaquel de 5 a 10 dias a temperatura ambiente, en el cual
se ha reportado una tasa de respiracion alta en el pico climatérico que oscila entre 90.7 y
103.49 mL COq/kgeh, lo que indica que la yaca es un fruto altamente perecedero (Mata-
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Montes de Oca et al., 2007; Morelos-Flores, 2020). La maduracién del fruto provoca una
progresiva pérdida de firmeza y cambio de color en los bulbos debido a cambios que sufren
los polisacaridos por acciones enzimaticas a nivel de la pared celular (Lira et al., 2008).
También es un fruto que sufre dafios por causa de bajas temperaturas durante su

almacenamiento (Ong et al., 2006).

2.1.3 Composicién nutrimental y fitoquimica de la yaca

La pulpa de yaca contiene nutrientes y otros compuestos a los que se les han atribuido
propiedades nutricionales y funcionales, ademas, tiene bajo contenido calérico, ya que 100 g
de pulpa de yaca contienen 94 kcal (Mukprasirt y Sajjaanantakul, 2004). En el Cuadro 2.3 se
observa la composicion de 100 g de pulpa de yaca fresca en estado de madurez fisioldgica 'y

de consumo.

Cuadro 2.3. Composicion nutrimental de pulpa de yaca en base hiumeda por cada 100 g.

Nutrientes Fruto joven Fruto maduro
Agua (g) 76.2-85.2 72.0-94.0
Proteinas (g) 2.0-2.6 1.2-1.9
Lipidos (g) 0.1-0.6 0.1-0.4
Carbohidratos (g)  9.4-11.5 16.0-25.4
Fibra (g) 2.6-3.6 1.0-1.5
Azlcares totales (g) No disponible  15.05-25.4
Calcio (mg) 30.0-73.2 20.0-37.0
Fdsforo (mg) 20.0-57.2 38.0-41.0
Potasio (mg) 287.0-323.0 191.0-407.0
Sodio (mg) 3.0-35.0 2.0-41.0
Hierro (mg) 0.4-1.9 0.5-1.1
Vitamina A (1U) 30.0 175.0-540.0
Caroteno (ug) No disponible  165-180
Tiamina (mg) 0.05-0.15 0.03-0.09
Riboflavina (mg) 0.05-0.2 0.05-0.4
Niacina (mg) No disponible  0.2-0.5
Vitamina C (mg) 12.0-14.0 7.0-10.0
FST (mg EAG) No disponible  390-410
Energia (kcal) 12-50 21-98

pH No disponible  4.88-4.92
Acidez total (%) No disponible  0.51-0.55

Fuente: Azad, 2000; Haq, 2006; Shamsudin et al., 2009; Vargas-Torres et al., 2017.
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Compuestos bioactivos de pulpa de yaca y su actividad biologica
Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos presentes en frutas y verduras, tales como compuestos fendlicos,
carotenoides, vitaminas, fitoestrogenos, glucosinolatos y antocianinas estan recibiendo
mayor atencion en el campo de la investigacion debido a sus posibles beneficios sobre la
salud humana. Actualmente, se recomienda el consumo de frutas con alta bioactividad,
porque son efectivas en la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades (Yalcin y
Capar, 2017).

La pulpa de yaca contiene azlcar fermentable y contiene una alta concentracion de
carotenoides (De Faria et al., 2009). Cuando el fruto estd maduro, los sélidos solubles totales
alcanzan valores entre 20 y 25 °BX, y el azicar dominante es la sacarosa (Chandrika et al.,
2005). Se determind que el aroma de pulpa de yaca estaba dominado por isopentil isovalerato,
acetato de butilo, isovalerato de etilo, isovalerato de butilo y acetato de isopentilo e
isopentan-1-ol (Maia et al., 2004). La vitamina C, otro compuesto presente en la pulpa de
yaca, es un antioxidante que protege al cuerpo contra los radicales libres (Jagtap et al., 2010).
Uno de los factores que influye en el envejecimiento de la piel es el estrés oxidativo, la
presencia de antioxidantes en la pulpa de yaca, en especifico la vitamina C, actia como
inhibidor de la oxidacion (Babitha et al., 2004).

Compuestos fendlicos

La pulpa de yaca es una rica fuente de compuestos fendlicos, en la cual, se han registrado
concentraciones de fenoles totales de aproximadamente 390 mg EAG/100 g y 23 mg/100 g
de flavonoides (Saxena et al., 2009; Vargas-Torres et al., 2017). Los compuestos fendlicos
han despertado mucho interés por su potencial como antioxidantes, debido a su gran
abundancia en nuestra dieta y su posible papel en la prevencion de diversas enfermedades
asociadas al estrés oxidativo, como el cancer, enfermedades cardiovasculares y

neurodegenerativas (Yalcin y Capar, 2017).

Los estudios de cultivo celular en ratones han demostrado que los flavonoides de la pulpa de
yaca son eficaces para inhibir la liberacién de mediadores inflamatorios de los mastocitos

peritoneales, neutréfilos y macrofagos. La dihidroisocicloartomunina inhibi6 la liberacién de
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B-glucuronidasa e histamina de los mastocitos estimulados con P-metoxi-N-
metilfenetilamina; la artocarpanona inhibi6 la liberacion de lisozima de los neutrofilos
estimulados con formil-Met-Leu-Phe (fMLP); y la cicloheteroilina, la artonina B, y la
artocarpanona inhibieron la formacion del anion superdxido en neutréfilos estimulados por
fMLP (Wei et al., 2005).

En otro estudio se reportaron efectos antiinflamatorios in vitro de compuestos fenolicos
aislados de extractos de acetato de etilo de pulpa de yaca. Tres compuestos fendlicos se
caracterizaron como artocarpesina, norartocarpetina y oxirresveratrol. Los efectos
antiinflamatorios de los compuestos aislados se evaluaron determinando sus efectos
inhibidores sobre la produccion de mediadores proinflamatorios en células macréfagas
murinas (RAW 264.7) activadas por lipopolisacaridos (LPS). Los resultados indicaron que
la artocarpesina (25 M) mostré la mayor reduccién de produccién de 6xido nitrico de 49.6
a 0.7 nmol/mL, y prostaglandina E> de 39.1 a 4.3 ng/mL en células RAW 264.7 estimuladas
por LPS, a través de la inhibicién de las expresiones de las enzimas de 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), respectivamente. La reduccidon de estos
compuestos, asi como la inhibicion de las enzimas, pueden estar asociadas con la prevencién
y el tratamiento de las enfermedades inflamatorias inducidas por estrés oxidativo. Por lo
tanto, los compuestos fenolicos aislados de la pulpa de yaca pueden proporcionar un posible

enfoque terapéutico para los trastornos asociados a la inflamacion (Fang et al., 2008).

Baliga et al. (2011) informaron que los fitonutrientes como los lignanos, isoflavonas y
saponinas de la pulpa de yaca previenen la formacion de células cancerosas en el organismo

y luchan contra las Glceras de estdmago.
Carotenoides

De Faria et al. (2009) caracterizaron los carotenoides presentes en la pulpa de yaca (Cuadro
2.4), donde mencionan la presencia de B-caroteno, un antioxidante que protege a las células
en contra de los efectos de la oxidacion (Cuerdas et al., 2011). Los principales carotenoides
en la pulpa de yaca son all-trans-luteina (24-44 %), all-trans-caroteno (24-30 %), all-trans-

neoxantina (4-19 %), 9-cis-neoxantina (4-9 %) y 9-cisviolaxantina (4-10 %).
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Cuadro 2.4. Concentracidn de carotenoides en pulpa de yaca (ug/100 g de peso fresco).

Carotenoides Valor Carotenoides Valor
All-trans-neoxanthin 8.85+5.73 All-trans-zeinoxanthin 1.72+1.20
9-cis-neoxanthin 6.87 £4.25 9-cis-Zeinoxanthin 090+1.12

All-trans-neochrome  0.88 + 1.11 All-trans-a-cryptoxanthin - 0.35 + 0.60
All-trans-luteoxanthin  2.06 + 0.90 All-trans-B-cryptoxanthin  1.21 + 0.45

cis-antheraxanthin 1.12+0.36 15-cis-p-carotene 0.18 +£0.31
9-cis-violaxanthin 7.05+5.97 13-cis-p-carotene 2.45 +1.40
cis-Luteoxanthin 0.34+0.42 All-trans-a-carotene 1.24 +0.93
All-trans-lutein 37.02 £ 20.34  All-trans-p-carotene 29.55 + 15.46
All-trans-zeaxanthin ~ 0.96 + 1.20 9-cis-p-carotene 0.79+0.30

Fuente: De Faria et al., 20009.

Los carotenoides que contiene la pulpa de yaca son importantes para la prevencion de
enfermedades degenerativas cronicas, como cancer, inflamacion, enfermedades
cardiovasculares, entre otras (Krinsky et al., 2003; Stahl y Sies, 2005; Dembinska-Kice et
al.,, 2008). La pulpa de yaca contiene principalmente [B-caroteno asociado a otros
carotenoides, como luteina, licopeno y B-criptoxantina en menor cantidad (Ruiz-Montafiez
et al., 2014). Estos tipos de antioxidantes pueden desactivar los radicales libres mediante dos
mecanismos: (1) reduccion mediante transferencia de electrones y (2) transferencia de
atomos de hidrégeno (Fan et al., 2011). Por otra parte, se han atribuido efectos positivos de
algunos antioxidantes presentes en la pulpa yaca sobre la prevencion de algunas

enfermedades (Cuadro 2.5) (Devasagayam et al., 2004).

Cuadro 2.5. Prevencion de enfermedades de compuestos antioxidantes de pulpa de yaca.

Enfermedades Antioxidantes

Céncer géstrico Vitamina E, B-caroteno
Céncer de pulmon en fumadores Vitamina E, B-caroteno
Cancer de prostata Vitamina E

Cancer de pulmon en trabajadores expuestos al asbesto  B-caroteno + Vitamina A
Infarto de miocardio Vitamina E

Enfermedad coronaria [3-caroteno

Hipertension Vitamina C

Fuente: Devasagayam et al., 2004.

Zhu et al. (2017) evaluaron la actividad antioxidante in vitro de extractos de k (JackFruit Pulp

Polysaccharides, JFP-Ps) midiendo las actividades de depuracién de los radicales DPPH y
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OH. Se observé la mayor capacidad de eliminacion del extracto de JFP-Ps sobre el radical
DPPH (69.64%) y el maximo efecto de depuracion del radical OH (82.31%) a una
concentracion de 4 mg/mL. Estos resultados sugieren que los JFP-Ps ejercen fuerte actividad
de eliminacion de radicales DPPH y OH, pero son mucho mas débiles que la de la vitamina
C (91.16 y 98.48%, respectivamente).

En otro estudio, Zhu et al. (2019) investigaron los efectos de la digestion in vitro (saliva,
digestion gastrica e intestinal) de un extracto acuoso de JFP-Ps sobre ensayos antioxidantes
(eliminacion de radicales OH y O%). Los resultados indicaron que los productos intestinales
digeridos de los JFP-Ps mostraron fuerte actividad de eliminacion de radicales hidroxilo y
superdxido de manera dependiente del tiempo a 1, 2 y 4 horas de digestion, la actividad de
eliminacién del radical OH aumentd a medida que transcurria el tiempo (79.4 £ 2.2, 86.9 +
1.3y 95.1 + 2.1 %, respectivamente); al igual que la actividad de eliminacion de aniones
superdxidos (42.7 £ 2.4, 50.0 £ 2.8 y 54.7 £ 3.0 %, respectivamente).

En un estudio realizado por Ruiz-Montafiez et al. (2015), se evaluaron los potenciales
antimutagénico y antiproliferativo de extractos de pulpa de yaca, utilizando cepas de S.
typhimurium (TA98 y TA100) y una linea celular cancerosa de linfoma de células B de
murino (M12.C3.F6), respectivamente. La prueba de antimutagenicidad mostré que los
extractos tienen un efecto inhibidor sobre la mutagenicidad de 500 ng de aflatoxina B1
(AFB1) para ambas cepas de prueba, lo que sugiere la presencia de compuestos
antimutagénicos en la pulpa de yaca. En el ensayo de actividad antiproliferativa, la

subfraccion F1 (1C50=49.2 pug/mL) mostr6 la mayor actividad en la linea celular utilizada.

Por otra parte, los extractos acuosos de pulpa de yaca se podrian utilizar para inhibir la
glicacion de la hemoglobina. Se ha encontrado que a mayor concentracion de los extractos,
mayor es el porcentaje de inhibicion de la glicacion de la hemoglobina (IC50=56.43 %). La
inhibicidn podria ser causada por la presencia de componentes fitoquimicos presentes en el
extracto de pulpa de yaca como el acido ascorbico, -caroteno y licopeno. El resultado de
este estudio sugiere que el extracto tiene potencial como agente antidiabético porque se

pueden reducir los niveles de hemoglobina glucosilada (HbAlc) (Biworo et al., 2015).
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2.2 Bebidas fermentadas
2.2.1 Generalidades y normatividad de la produccion de bebidas fermentadas

Se le considera bebida alcohdlica fermentada al producto resultante de la fermentacion
alcoholica de materias primas, a las cuales puede adicionarse ingredientes y aditivos
permitidos, con contenido alcohdlico de 2 a 20%. De acuerdo con la norma mexicana sobre
bebidas alcohdlicas, se consideran bebidas alcohdlicas fermentadas a la cerveza, pulque,
sake, sidra y vino (NOM-199-SCFI-2017).

La produccion de bebidas fermentadas a base de frutos se encuentra en pleno desarrollo, y
muchas frutas tropicales se utilizan en el proceso: la naranja (Corazza et al., 2001), manzana,
mangaba, ciruela (Muniz et al., 2002), acerola (Santos et al., 2005), yaca (Neto y Cruz, 2010;
Panda et al., 2016; Jagtap et al., 2011), entre otras.

Sin embargo, en México no existe una norma que englobe a las bebidas fermentadas a base
de frutos tropicales. Esta situacion ha llevado a las investigaciones realizadas sobre bebidas
fermentadas o con produccidn alcohdlica a base de frutos a utilizar los estdndares de calidad
del vino establecidos en la norma mexicana (Cuadro 2.6) (NOM-199-SCFI-2017).

Cuadro 2.6. Especificaciones de la calidad del vino.

P Limites
Especificaciones Minimo Maximo

Contenido de alcohol a 20 °C (%) 8 16
Extracto seco (g/L) 10 50
Cenizas (g/L) 1 5
Azlcares o0 Azlcares reductores totales (g/L) 4 >50
Acidez total (como acido tartarico en g/L) 3.5 9
Bidxido de azufre libre (mg/L) - 50
Bidxido de azufre total (mg/L) - 350
Calcio (expresado en 6xido de calcio) (mg/L) - 300
Sodio (mg/L) - 230
Potasio (mg/L) - 1,700
Sulfatos (expresado como sulfato de potasio) (mg/L) - 1,200
Cloruros (expresado en cloruro de sodio) (mg/L) - 1,000

Fuente: NOM-199SCFI-2017.
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2.2.2 Bebidas fermentadas a base de frutos

Las bebidas fermentadas a base de frutos son bebidas alcohdlicas obtenidas por la

fermentacion parcial o completa de jugos frescos, concentrados o reconstituidos; o

macerados de pulpa con o sin la adicion de agua, azucar o aditivos. Finalizada la fermentacion

se puede adicionar jugo fresco, concentrado o reconstituido y pueden ser sin carbonatar o

carbonatados por la inyeccion de CO2 o por fermentacion secundaria (Jarvis, 1996).

Existen investigaciones acerca de la fermentacion alcohdlica de frutos y vegetales donde se

estudiaron los efectos que tiene el proceso de fermentacion sobre la composicion y

concentracion de los compuestos bioactivos (Cuadro 2.7).

Cuadro 2.7. Efecto de la fermentacion sobre compuestos bioactivos de frutos y vegetales.

Efecto de la fermentacién sobre

Materia Microorganismo Referencia
prima empelado compuestos bioactivos en estudio
El contenido de acido ascorbico del mosto
fue 2.86 g/100 mL, se observé una
- reduccion en la bebida fermentada (1.78  panda et
Yaca S. cerevisiae 9/100 mL); el contenido fendlico fue de al. (2016)
0.78 ¢g/100 mL tanto para el mosto como
para la bebida fermentada.
La bebida fermentada de algarroba tuvo un
contenido significativo de fenol total (8.43 ]
Algarroba S. cerevisiae mg EAG/mL), tanino condensado (28.1 mg E:fizz"’c‘)zz' Oe)t
EAT/100 mL) y contenido de flavonoides '
(55.3 mg ER/mL).
El valor del contenido fendlico total,
flavonoides y carotenoides obtenido en el
jugo fue de 793 mg/L, 30.8 mg/L y 5.8
mg/L, respectivamente. Durante la  Escudero
Naranja P. kluyveri fermentacion, el contenido total de et al.
fendlicos disminuyé significativamente  (2013)

(722 mg/L); el contenido total de
flavonoides y carotenoides aumento
significativamente (95.7 mg/L y 6.3 mg/L).
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Betabel

Tomate

Baya de
goji

Manzana

Fresa

S. cerevisiae

S. bayanus

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisiae

El jugo de betabel tenia un contenido de
polifenoles totales de 1,950 mg EAGIL,
para la bebida fermentada se observo una
disminucion (1,311.34 mg EAG/L).

El contenido de licopeno en los vinos de
tomate fue similar (=4.2 mg/100Q)
independiente de la concentracion de
azUcares utilizados para la fermentacion.

La fermentacion de las bayas de goji
condujo a una reduccion en la
concentracion de carotenoides del 17%.
Los autores indicaron que la combinacion
de oxigeno, el calor y la luz durante el
proceso y almacenamiento podria ser la
causa principal.

Al final de la fermentacion, se mejoro el
perfil aromatico. Dentro de la region
aromatica de los espectros, las sefiales
debidas a trigonelina (9.243, 8.908 y 8.085
ppm), acido férmico (8.361 ppm), fumarato
(6.552 ppm), acido cafeico (7.565 y 6.257
ppm) y calcona (7.964, 7.979 y 7.316 ppm)
fueron detectados.

La fermentacion alcohdlica de purés de
fresa  disminuyd el contenido de
antocianinas. Los autores sugieren que los
derivados fermentados de la fresa son
fuente de bioactivos antioxidantes.

Apazay
Choque
(2018)

Kim et al.
(2010)

Reis et al.
(2014)

Cusano et
al. (2018)

Hornedo-
Ortega et
al. (2016)
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2.3 Bebida fermentada denominada kombucha

La kombucha es una bebida obtenida a partir del té negro o té verde endulzado y fermentado
por un cultivo simbiotico de microorganismos compuesto por bacterias y levaduras, el cual,
en condiciones aerobias y en un periodo de 7 a 10 dias es capaz de producir una bebida
refrescante, ligeramente acida y carbonatada, compuesta de varios &cidos organicos,
amino&cidos, vitaminas y algunas enzimas hidroliticas (Malbasa et al., 2011). Se compone
de dos fases: una biopelicula flotante y una fase liquida &cida. El acido acético, el &cido
glucodnico y el etanol son los componentes principales del liquido y de la biopelicula (Czaja
et al., 2006).

La fermentacion de la kombucha resulta de la combinacion de tres fermentaciones diferentes:
alcohdlica, lactica y acética. Las bacterias y levaduras presentes en el medio crean una
poderosa simbiosis capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos contaminantes (Vitas
et al., 2013). El cultivo microbiano de la kombucha se compone principalmente de bacterias
del acido acético (especies de Komagataeibacter, Gluconobacter y Acetobacter) (De Roos y
De Vuyst, 2018), bacterias del &cido lactico (Lactobacillus y Lactococcus) (Marsh et al.,
2014) y levaduras (Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera
apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii y
Brettanomyces bruxellensis) (Coton et al., 2017) (Cuadro 2.8).

Cuadro 2.8. Composicion microbiana de la colonia de kombucha.

Acetobacter  xylinum, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus,

Bacterias Gluconobacter.
Brettanomyces, Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces intermedius,
Candida, Candida famata, Mycoderma, Mycotorula, Pichia, Pichia
membranaefaciens, Saccharomyces, Saccharomyces cerevisiae subsp. Aceti.
Levaduras

Saccharomyces cerevisiae subsp. Cerevisiae, Schizosaccharomyces, Torula,
Torulaspora delbrueckii, Torulopsis, Zygosaccharomyces, Zygosaccharomyces,
Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouzii.

Fuente: Greenwalt et al. (2000).
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2.3.1 Propiedades y caracteristicas de la bebida kombucha

Varios estudios han demostrado que el espectro microbiano del cultivo de kombucha,
también Ilamado SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeasts) puede variar entre
fermentaciones (Chakravorty et al., 2016; Coton et al., 2017; Reva et al., 2015).

La celulosa microbiana se produce extracelularmente en forma de fibrillas que se adhieren a
la célula bacteriana. Cada fibrilla tiene entre 50 y 80 poros o terminales complejos con un
diametro de 3.5 nm para extruir la celulosa fuera de su membrana. Estas fibrillas se
ensamblan posteriormente formando fibrillas mas gruesas llamadas macrofibrillas que crean
una estructura tridimensional de aproximadamente 1,000 cadenas de glucanos individuales
que pueden contener hasta 200 veces mas agua de su masa seca y poseen alta conformabilidad
y gran elasticidad. Las bacterias producen dos formas de celulosa, celulosa | y celulosa Il. La
celulosa I es un polimero en forma de cinta compuesto por microfibrillas, mientras que la
celulosa 11 es un polimero amorfo termodindmicamente mas estable que la celulosa I
(Podolich et al., 2016).

En el primer estado, las bacterias productoras de celulosa aumentan su poblacién mediante
el consumo de oxigeno disuelto. Durante este tiempo, el microorganismo sintetiza cierta
cantidad de celulosa en el medio liquido y solo las bacterias que se encuentran en la interfaz
aire/medio pueden mantener su actividad y producir celulosa, que esta formada por capas
superpuestas. A medida que avanza el tiempo de fermentacion, el espesor de la membrana
aumenta por la generacion de nuevas capas en la superficie, formando una estructura
suspendida en el medio de cultivo. El desarrollo de la biopelicula junto con los enlaces de
hidrogeno y C-H contintan durante toda la fermentacion, su sintesis llegara a su limite
cuando crezca hacia abajo atrapando todas las bacterias, que luego se volveran inactivas
debido al suministro insuficiente de oxigeno (Esa et al., 2014). Las bacterias que quedan en
la fase liquida del medio de cultivo se encuentran en estado latente y pueden reactivarse y

utilizarse como inéculo en una fermentacion posterior (Ruka et al., 2012).

La capacidad de los microorganismos del cultivo microbiano de producir una mayor cantidad
de 4cidos organicos da lugar a un bajo pH, con lo que se impide el crecimiento de
microorganismos patdgenos no deseados y se garantiza la seguridad de la bebida fermentada
(Chen y Liu, 2000). Los analisis de la composicion quimica de kombucha, demuestran la
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presencia de varios acidos organicos, como el acético y el glucénico, ademas de azUcares,
etanol, compuestos fendlicos, entre otros. Las bacterias del &cido acético convierten la
glucosa en &cido gluconico y la fructosa en acido acético. El acido acético estimula a las
levaduras a producir etanol, y la presencia de etanol facilita el crecimiento de las bacterias
del &cido acético y, por consecuencia, la produccion de &cido acético (Jayabalan et al., 2014).
Se ha informado que tanto el etanol como el &cido acético tienen actividad antimicrobiana
contra bacterias patogenas (Liu et al., 1996). Los valores medios de los parametros

fisicoquimicos de kombucha se puede ver en el Cuadro 2.9.

Cuadro 2.9. Pardmetros fisicoquimicos de kombucha.

Parametro fisicoquimico
Acidez total (% de &cido acético) 1.06 +0.02
pH 3.98 £0.03
Etanol (g/L) 0.43+£0.08
AzUcares reductores totales (g/L) 3.17 £0.28
Fuente: Santos et al., 2017.

El conocimiento de la composicion y las propiedades fisicoquimicas de la kombucha es
crucial para comprender mejor su cinética. Sin embargo, la composicion y la concentracion
de metabolitos producidos durante la fermentacién de kombucha dependen de la fuente del
inéculo (Nguyen et al., 2015), de la concentracion de azucar y de té (Fu et al., 2014;
Watawana et al., 2017), del tiempo de fermentacién (Chen y Liu, 2000) y de la temperatura
(Jayabalan et al., 2008), y cualquier cambio de estas condiciones puede afectar al producto
final. La composicion quimica de la kombucha determinada en diferentes tiempos de
fermentacion y las concentraciones iniciales de sacarosa a partir de té negro se puede

observar en el Cuadro 2.10 (Greenwalt et al., 2000).
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Cuadro 2.10. Composicion quimica de la kombucha.

Fermentacion Sacarosa Acido Acido
. . Sacarosa Glucosa Fructosa L . Etanol o
(dias) inicial glucdnico acetico

10 70 18.2 28.8 164 2.8 3.6 2.1
30 70 0 30.2 035 8.9 7 13.1

10 70 17 - - 12 <1 3
25 70 4 - - 31 0 2
10 226 - - 25 3.1 - 2
13 226 - - 15.03 6.64 - 8.61
30 226 - - 17.04 7.21 - 3.4

Todas las concentraciones estan en g/L. No se midieron los metabolitos con guiones.
Fuente: Greenwalt et al., 2000.

La variacion de los tiempos de fermentacion en los diferentes estudios se debi6é a que se
queria evidenciar el tiempo necesario que se requiere para que la sacarosa fuera hidrolizada
en los monosacaridos de glucosa y fructosa, y al mismo tiempo observar la produccion de
los compuestos mayoritarios producidos en la fermentacion de kombucha con diferentes
concentraciones de sacarosa inicial. Se determin6 que el &cido acético, el &cido glucénico y
el etanol eran los constituyentes principales de los fermentos probados. Los niveles de acido
glucdnico y acético varian, pero generalmente se considera que estan presentes en cantidades
iguales en el producto fermentado. Se ha demostrado que estos y todos los componentes de
la kombucha varian entre fermentaciones (Greenwalt et al., 2000). Por otra parte, se encontrd
que el nivel de metabolitos presentes en la bebida terminada esta directamente relacionado
con la cantidad de edulcorante utilizado (Blanc, 1996).

2.3.2 Efectos bioldgicos de la bebida kombucha

La kombucha es una bebida fermentada, acida y con notables beneficios sobre la salud
(Dickmann et al.,, 2017). Se han estudiado los efectos antioxidante, antiinflamatorio,

anticancerigeno, antihiperglucémico y antimicrobiano de la kombucha.
Actividad antioxidante

Ahmed et al. (2020) demostraron que la actividad antioxidante de diferentes tipos de

kombucha (té verde, cebada y arroz) aumentd con el tiempo de fermentacion para alcanzar
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los valores més altos después de 8, 10 y 12 dias de fermentacion, respectivamente. También,
Amarasinghe et al. (2018) encontraron una mejora significativa de la actividad antioxidante
de kombucha en un periodo de 12 dias de fermentacion mediante los ensayos de capacidad

de eliminacidn del radical de oxigeno (ORAC) y del radical DPPH.

En otro estudio, la kombucha elaborada a partir de té negro presentd una capacidad
antioxidante superior (65.32%) en relacion con la preparada a partir del té verde. La
diferencia en la capacidad antioxidante (ABTS) entre las kombuchas de té verde y de té negro
puede explicarse debido a la mayor concentracion de fenoles totales y también por la mayor
diversidad y abundancia de las clases de compuestos fendlicos en la kombucha de té negro
(Cardoso et al., 2020).

Con respecto a los compuestos fendlicos totales, la fermentacion aumentd a un maximo de
88.8 ppm después de 8 dias segln el método de Folin-Ciocalteu (Ahmed et al., 2020). Lobo
et al. (2017) encontraron que la conversion metabdlica de los componentes del té durante la
fermentacion por enzimas microbianas puede contribuir al aumento de la actividad
antioxidante de kombucha en comparacion con el té sin fermentar. Torino et al. (2013)
informaron que la bioconversion, mediante extraccion e hidrdlisis, de formas conjugadas de
compuestos fendlicos a su forma libre durante la fermentacién mejora su funcién saludable

debido a que las formas libres de compuestos fendlicos son absorbidas con mayor facilidad.

Muchos efectos beneficiosos de la kombucha sobre la salud, como el alivio de la inflamacion
y la artritis, la prevencién del cancer y la mejora de la inmunidad pueden estar asociados a
sus actividades antioxidantes, y estos efectos se atribuyen a la presencia de compuestos
fendlicos y a ciertos acidos organicos que también se producen durante la fermentacion
(Vijayaraghavan et al., 2000). Srihari y Satyanarayana (2012) encontraron que la actividad
antioxidante y los compuestos fendlicos de la kombucha aumentaron gradualmente con el
tiempo de fermentacién. La capacidad antioxidante de la kombucha también se ve afectada

por la temperatura (Jayabalan et al., 2008) y el tiempo de fermentacion (Chu y Chen, 2006).
Actividad antiinflamatoria

Villarreal-Soto et al. (2019) realizaron un estudio donde evaluaron la actividad

antiinflamatoria del té negro no fermentado y del té negro fermentado con el cultivo
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microbiano de kombucha contra la enzima 5-lipooxigenasa (5-LOX), implicada en la
inflamacién gastrica, en el cual se obtuvo una mejora en esta actividad después de la
fermentacion. El té sin fermentar obtuvo un 66 % de inhibicién y el té fermentado obtuvo
valores entre 87-91 % después de 21 dias de fermentacion. Se obtuvo un valor de la
concentracion inhibitoria media maxima (1C50) de 9.0 + 0.0 pug/mL, el cual esté cerca del
valor de la IC50 del acido nordihidroguaiarético (7.0 + 0.2 ug/mL), el inhibidor natural de la
enzima. Estos resultados indican que el extracto de kombucha puede ser potencialmente

eficaz como inhibidor de la enzima 5-LOX, y, por ende, presentar actividad antiinflamatoria.
Actividad anticancerigena

Los extractos de kombucha de té negro se probaron contra lineas celulares de cancer de mama
humano (MCF-7) y cancer de colon humano (HCT-116) donde se observé una mejora de la
actividad anticancerigena después de la fermentacién para ambas lineas celulares. La
fermentacion de kombucha logré producir compuestos bioactivos con diferentes polaridades,
obteniendo un aumento de inhibicién en todos los extractos probados, en comparacién con

el té no fermentado (Villarreal-Soto et al., 2019).

Cardoso et al. (2020) analizaron el efecto citotoxico/citoprotector in vitro de los extractos de
kombucha de té negro y de té verde en relacién con lineas celulares de adenocarcinoma
epitelial de pulmon (A549), adenocarcinoma colorrectal ileocecal (HCT8), adenocarcinoma
colorrectal epitelial (CACO-2) y célula pulmonar normal (IMR90), donde demostraron que
los extractos de kombucha utilizados inhiben el crecimiento en un 50 % (IC50, IG50 y LC50),
lo que indica que las células fueron inhibidas, sin embargo, las células pulmonares no
cancerosas exhibieron valores de 1G50 mas altos para ambos extractos (>200 pug/mL) en
comparacion con todas las células cancerosas. Estos resultados sugieren que los extractos
tienen mejor actividad citotoxica en las lineas de células cancerosas en comparacion con la
linea de células no cancerosas, lo que significa que los extractos poseen accion

antiproliferativa y efectos anticancerigenos.

Deghrigue et al. (2013) obtuvieron resultados donde la kombucha de té verde exhibi6 efectos
citotoxicos mas altos contra células cancerosas que los de la kombucha de té negro, donde
obtuvieron una inhibicion del 50 % de crecimiento celular a concentraciones de 250 y 200

pg/mL contra lineas celulares de tumores humanos: carcinoma de células pulmonares (A549)

27



y carcinoma epidermoide (Hep-2), respectivamente. La kombucha de té negro revel6 una
citotoxicidad moderada contra la linea celular tumoral Hep-2 con una IC50 de 386 pg/mL y

no tuvo efecto contra la linea celular A549.

Los principales mecanismos de los efectos antiproliferativos y anticancerigenos de los
compuestos fendlicos presentes en la kombucha pueden estar asociados con su capacidad
antioxidante atribuida a un mecanismo de captacion de radicales libres (Durackova, 2010).
Estos resultados indican que la kombucha puede ser una posible ventana terapéutica como

agente anticancerigeno.
Actividad antihiperglucémica

Srihari et al. (2013) evaluaron la eficacia antihiperglucémica de la kombucha en ratas
diabéticas probando diferentes concentraciones de extractos durante 45 dias. Observaron que
la administracién diaria de 6 mg/kg de peso corporal disminuia la hemoglobina glicosilada y
aumentaba la insulina plasmética. La ingesta del extracto de kombucha disminuyo
significativamente el nivel de glucosa en la sangre de las ratas cargadas de glucosa y este
hecho podria atribuirse a la potenciacion de aumentar la secrecion pancreética de insulina de

las células B al plasma o a la liberacion de insulina ligada.

Bhattacharya et al. (2013) estudiaron el efecto protector de kombucha en diferentes 6rganos
incluyendo pancreas, higado, rifién y corazén de modelos de ratas diabéticas y los resultados
obtenidos mostraron un potencial antidiabético significativo que permitio la restauracion de

los cambios fisiopatoldgicos inducidos.

La actividad antihiperglucémica de la kombucha se lleva a cabo mediante la liberacion de
insulina del pancreas, es decir, ejerce un efecto insulinotrofico directo. Los polifenoles
complejos de la kombucha, conocidos como teaflavinas y tearubiginas, podrian prevenir el
dafio y la muerte de las células B del pancreas y/o estimular la regeneracion de este tipo de

células en las ratas diabéticas (Srihari et al. 2013).

Finalmente, Coskun et al. (2005) han informado que la administracion de polifenoles, como
la quercetina y la epicatequina, a ratas diabéticas protegen la estructura de las células del
pancreas, preservan la secrecion de insulina y estimulan la regeneracion de este tipo de

células.
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2.3.2.1 Actividad antimicrobiana de la kombucha

Zubaidah et al. (2018) realizaron ensayos de actividad antimicrobiana de jugo de salak
(Salacca zalacca) fermentado con cultivo microbiano de kombucha contra las bacterias
patdgenas S. aureus y E. coli. Los resultados indicaron que durante la fermentacion, la
actividad antimicrobiana fue mejorada debido a la produccion de acidos orgénicos, como el
acido acético, y otros compuestos como proteinas, antibidticos, enzimas o diferentes
metabolitos biosintetizados (Battikh et al., 2012).

Tu et al. (2019) evaluaron suero de soya fermentado con cultivo microbiano de kombucha
frente a las bacterias S. aureus, E. coli y B. subtilis, y obtuvieron una mayor actividad
antimicrobiana en comparacion al suero no fermentado, debido principalmente al mayor

contenido de isoflavonas agliconas producidas.

En otro estudio, Vitas et al. (2018) evaluaron la actividad antimicrobiana de bebidas
elaboradas con infusiones de milenrama (Achillea millefolium) fermentadas con cultivo
microbiano de kombucha contra seis bacterias: S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, P. vulgaris,
P. mirabilis y B. subtilis; y dos levaduras: C. albicans y A. niger. Todas las bebidas
producidas exhibieron actividad antimicrobiana y los valores de la concentracién minima
inhibitoria (MIC) estuvieron en el rango de 9.8-312.5 pug/mL. Valores de la MIC por debajo
de 100 pg/mL indican una fuerte actividad antibacteriana (Holetz et al., 2002).

Mizuta et al. (2020) utilizaron kombucha como antimicrobiano natural contra 5 especies de
Alicyclobacillus (A. acidoterrestris, A. herbarius, A. acidiphilus, A. cycloheptanicus y A.
hesperidum) en jugo de naranja reconstituido y obtuvieron una disminucion de hasta 4 logs
utilizando 8 veces el valor de la MIC del antimicrobiano, pero no lograron eliminar toda la

poblacién microbiana.

La fermentacion de kombucha ocasiona que el pH descienda y que la concentracion de acidos
organicos aumente. El efecto combinado de un pH bajo mas una concentracion elevada de
acidos organicos conduce a una acidificacion del citoplasma microbiano, usualmente
suficiente para restringir el desarrollo microbiano (Mani-Lépez et al., 2012). Los compuestos
fenolicos, como los flavonoides se conocen como potentes agentes antimicrobianos

(Zubaidah et al., 2018) y es posible determinar que a medida que transcurre el tiempo de
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fermentacion de la kombucha, las concentraciones de estos compuestos aumentan

gradualmente (Chakravorty et al., 2016).
Actividad antivirulencia

El uso de bebidas como la kombucha o sus compuestos bioactivos como agentes
antivirulentos es un método alternativo para superar la creciente aparicion mundial de
resistencia antimicrobiana en los patdgenos entéricos. Bhattacharya et al. (2020) estudiaron
la actividad antivirulenta in vitro e in vivo de una fraccion polifendlica aislada (compuesta
principalmente por catequina e isoramnetina) de kombucha contra el Vibrio cholerae, el
agente causal del colera, una grave enfermedad diarreica transmitida por el agua que afecta
aproximadamente de 1.3 a 4 millones de personas y mata entre 21,000 y 143,000 personas
anualmente en todo el mundo (WHO, 2018).

En dicho estudio se centraron en investigar los efectos antivirulentos de la fraccion
polifendlica de kombucha al atacar la motilidad y la actividad proteolitica de la cepa, ya que
estos factores son cruciales para colonizar las células durante la etapa inicial de infeccion del
microorganismo. Los resultados reportados indicaron que la fraccion polifenolica inhibid
significativamente la motilidad del enjambre bacteriano y la expresion de los genes
reguladores flagelares motY y flaC, incluso en concentraciones subinhibitorias. De la misma
forma, los compuestos polifendlicos también disminuyeron la secrecion de proteasa
bacteriana y la penetracion de las células bacterianas a través de la capa de la mucina
(Bhattacharya et al., 2020).

El estudio in vivo reveld que la fraccion polifendlica inhibi6 significativamente la
acumulacién de fluidos inducida por V. cholerae en un modelo de bucle ileal de conejo y la
colonizacion intestinal en un modelo de ratones lactantes. Por lo tanto, la actividad
antivirulencia de la fraccion polifendlica de kombucha produce la inhibicion de la motilidad
y la secrecion de proteasas de V. cholerae, con lo que se impide la acumulacion de liquido y

la colonizacidn bacteriana en las células epiteliales intestinales (Bhattacharya et al., 2020).

Los polifenoles, catequina e isoramnetina, los dos principales componentes antibacterianos
identificados en la fraccion polifendlica de kombucha, pertenecen a las clases flavan-3-ol y

flavonol, respectivamente (Bhattacharya et al., 2016). Estas clases de compuestos fendlicos
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exhiben una potente actividad antimicrobiana y son capaces de suprimir diferentes factores
responsables de la virulencia microbiana, como la neutralizacion de diferentes toxinas
bacterianas, la inhibicion de la formacion de biopeliculas, asi como la reduccion de la

adhesion del huésped y los ligandos (Cardoso et al., 2018).

2.3.3 Kombucha con frutas

En un estudio reciente se evaluaron las propiedades antioxidantes del agua de coco rey
(Cocos nucifera var. aurantiaca) sometido a fermentacion con el cultivo microbiano de
kombucha. Se utilizaron cocos frescos con 7 meses de madurez, el agua de coco se inoculd
asépticamente con 3 % (p/v) de cultivo microbiano de kombuchay se sometid a fermentacién
durante 7 dias a 24 + 3 °C (Watawana et al., 2016).

Al término de la fermentacién se observo un aumento en la poblacion total de bacterias y
levaduras en la bebida fermentada, el aumento fue indicativo del éxito de la subsistencia de
los microorganismos en el agua de coco, confirmando asi su capacidad de prosperar en los
entornos con una tendencia similar a la del sustrato cominmente utilizado para kombucha
(té negro y té verde). También se observo un aumento significativo del contenido fendlico
total (24 mg EAG/g) al final del periodo de fermentacién en comparacién con la muestra de
control no fermentada (15 mg EAG/g). Los resultados de los ensayos DPPH, FRAP, ABTS
y ORAC indicaron un aumento significativo de la actividad antioxidante al final del proceso
de fermentaciéon (65 mL/L (EC50), 1,900, 89 y 1,400 umol ET/g, respectivamente) en
comparacion con el control no fermentado (90 mL/L, 1,100, 97 y 400 umol ET/g,
respectivamente) (Watawana et al., 2016). La hipotesis de este incremento fue explicada por
Blanc (1996), que indico que las enzimas de las bacterias y levaduras del cultivo microbiano
de kombucha eran capaces de biotransformar diversos fitoquimicos, existentes en el té, en

compuestos fenolicos.

Ayed et al. (2016) desarrollaron una bebida fermentada usando jugo de uva roja como
sustrato alternativo en la fermentacion con cultivo microbiano de kombucha e investigaron
las caracteristicas quimicas, sensoriales, actividades antioxidantes y antimicrobiana de la
bebida. El pH del jugo fermentado disminuy6 de 3.95 a 2.90 y simultdneamente se observo

un aumento de los acidos organicos, esta disminucion de pH y aumento de acidos organicos
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puede ser beneficioso para prevenir la degradacion quimica de los compuestos fendlicos y
mantener el color de la bebida (Torskangerpoll y Andersen, 2005).

El contenido maximo de etanol se obtuvo en el octavo dia de fermentacion (0.67 g/L),
seguido de una lenta disminucion. Cheny Liu (2000) explicaron que la disminucion de etanol
se debe al bajo valor de pH y la disminucién de la concentracién de azucar en el caldo a
medida que avanza la fermentacion. El contenido fendlico total del jugo fermentado aumentd
significativamente (3 mg EAG/mL). Chu y Chen (2006) explicaron este aumento tanto por

la sintesis de enzimas del cultivo microbiano de kombucha como por la hidrdlisis acida.

En este estudio se utilizaron dos ensayos de reduccion de radicales (ABTS y DPPH) para
determinar la actividad antioxidante del jugo fermentado. La actividad de eliminacion de
radicales de DPPH y ABTS aument6 en 55.7 y 38.1 %, respectivamente, después de 6 dias
de fermentacion y luego se estabilizé (Ayed et al., 2016). La actividad antimicrobiana se
determind utilizando el método de difusion de pozos y se probaron con las siguientes
bacterias: S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, B. cereus, K. pneumoniae, P. aeruginosa y
E. coli. El jugo fermentado mostr6 actividad antibacteriana hacia todas las bacterias
analizadas, lo que puede atribuirse principalmente al aumento de la produccion de &cido
acetico pero también a la biosintesis de otros metabolitos durante el proceso de fermentacién
(Ayed et al., 2016). EIl acido acético, asi como otros acidos organicos pueden influir en la
actividad antimicrobiana por dos mecanismos primarios: la acidificacion citoplasmatica y la
acumulacion del anién acido disociado en niveles toxicos (Mani-Lopez et al., 2012).

La evaluacion sensorial fue realizada por 20 panelistas entrenados para evaluar la intensidad
del aroma, el dulzor, la acidez, el color y la aceptabilidad general de la bebida. El jugo
fermentado de 6 dias tenia un buen aspecto y una alta aceptabilidad, al contrario del zumo
fermentado de 12 dias que tenia un sabor avinagrado (Ayed et al., 2017). Reiss (1994)
inform6 que una bebida refrescante con sabor a fruta se producia dentro de 6 a 10 dias de

fermentacion y que su prolongacion producia un sabor distintivo parecido al del vinagre.

Yavari et al. (2010) y Yavari et al. (2011) optimizaron la produccién de acido glucurénico
usando cultivo microbiano de kombucha en el jugo de cereza (2010) y uva (2011). El acido
glucurdnico es un componente clave en la salud humana debido a su accion desintoxicante

mediante la conjugacion con los metabolitos xenobi6ticos en el higado y asociado con el
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cartilago, demostrando un beneficio sustancial en el tratamiento de la osteoartritis (Frank y
Gunther, 1991). Las condiciones dptimas para la fermentacion de los jugos de cereza y uva
endulzados con sacarosa (8 y 7 g/L, respectivamente) para la produccién maxima de acido
glucurdnico (132.5y 178 g/L, respectivamente) fueron a una temperatura de 37 °C durante
14 dias (Yavari et al., 2010; Yavari et al., 2011).

Con el objetivo de aumentar los beneficios sobre la salud y la estabilidad de jugo de tuna, fue
fermentado (30 °C durante 12 dias) utilizando cultivo microbiano de kombucha (3 % (p/v)).
La fermentacion redujo el pH de 5.1 a 3.5 debido a la formacion de acidos organicos por la
actividad fisioldgica de las levaduras y las bacterias de &cido acético. Mientras que la acidez
aumento de 1.53 a 6.91 g/L durante los primeros 9 dias y se mantuvo constante hasta el final

de la fermentacion (Ayed y Hamdi, 2015).

El contenido total de fenoles en la bebida fermentada de tuna aumento 23 % con respecto al
jugo no fermentado, este aumento podria explicarse por la hidrdlisis &cida y la bioconversion
de compuestos fendlicos condensados. También se mejord la actividad antioxidante de la
bebida alcanzando el 81 % y el 65 % por los ensayos de eliminacion de radicales DPPH y
ABTS, respectivamente (Ayed y Hamdi, 2015).

El jugo de tuna fermentado inhibié todas las bacterias probadas (S. aureus, S. epidermidis,
E. faecalis, B. cereus, K. pneumoniae, P. aeruginosa y E. coli), dicha actividad
antimicrobiana se atribuy6 al contenido de acido acético. La evaluacién sensorial del jugo
fermentado durante 6 dias por panelistas entrenados mostro una alta aceptabilidad, ya que las

cualidades gustativas del jugo de tuna seguian presentes (Ayed y Hamdi, 2015).

33



CAPITULO 3. JUSTIFICACION



CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La yaca es un fruto con alto valor comercial en el mercado nacional e internacional, Nayarit
es el principal productor de yaca en México, por lo que resulta que, la diversificacion de
productos a base de este fruto es una oportunidad para presentar alternativas de productos
con valor agregado y buena aceptabilidad de consumo. Considerando la exquisites de esta
fruta, la pulpa de yaca contiene compuestos bioactivos como polifenoles, carotenoides y
vitaminas, de los cuales se ha reportado tienen efectos positivos en la prevencion y
tratamiento de diversas enfermedades. Por otra parte, la kombucha es una bebida fermentada
cuya demanda ha ido en aumento ademas de que presenta propiedades bioldgicas benéficas,
por lo que puede ser la base para el desarrollo de una bebida con pulpa de yaca que permita
mejorar y preservar el valor nutricional y funcional, asi como las cualidades sensoriales de
la kombucha. El desarrollo de esta bebida puede beneficiar a los agricultores, creara empleos,
abordara las pérdidas posteriores a la cosecha, brindard un producto alternativo en el
consumo de bebidas probioticas con actividad bioldgica, y a largo plazo podria consolidarse

a nivel nacional e internacional como una bebida caracteristica de la region.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Desarrollar y analizar una bebida con potencial bioactivo a base de kombucha y pulpa de

yaca (Artocarpus heterophyllus L.).

4.2 Objetivos especificos

Realizar una caracterizacion béasica de la kombucha de té verde y de té negro (analisis
fisicoquimicos, contenido de etanol, de proteinas, de grupos aminos libres, de carbohidratos

solubles totales, de fenoles solubles totales y capacidad antioxidante).

Desarrollar y analizar diferentes formulaciones para determinar la concentracién de pulpa de
yaca (50 0 60 g/L) y el tipo de té (verde o negro) en las bebidas de kombucha con pulpa de
yaca lixiviada y molida con las mejores propiedades fisicoquimicas, sensoriales y

antioxidantes.

Desarrollar y analizar el crecimiento microbiano en las formulaciones de kombucha con

pulpa de yaca lixiviada.

Caracterizar dos bebidas de kombucha con pulpa de yaca (lixiviada y molida), definir la
forma de inclusion de la pulpa de yaca (lixiviada o0 molida) en la bebida kombucha, evaluar
la calidad microbiolégica de las formulaciones y realizar una anélisis de prueba de

ordenamiento por rangos entre las formulaciones desarrolladas y una kombucha comercial.
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CAPITULO 5. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

La elaboracion de la bebida de pulpa de yaca con base en kombucha dara lugar a una bebida
fermentada con potencial bioactivo y con caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y

microbiologicas aceptables para el consumidor.
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental se dividié en dos etapas, en la primera etapa se realizd una
caracterizacion basica de la kombucha de té verde y de té negro, se determind la
concentracion de pulpa de yaca (50 0 60 g/L) y el tipo de té (verde o negro) a utilizar para el
desarrollo de la bebida; se realizaron las cinéticas de los andlisis fisicoquimicos, contenido
de etanol, de proteinas, de grupos aminos libres, de carbohidratos solubles totales, de fenoles
solubles totales y capacidad antioxidante; de manera complementaria a las cinéticas se realizo
un analisis del crecimiento microbiano en las formulaciones de kombucha con pulpa de yaca
lixiviada y se culminé con un analisis sensorial. En la segunda etapa se caracterizaron dos
formulaciones de kombucha con pulpa de yaca (lixiviada y molida) seleccionadas en la etapa
anterior, se determind la forma de inclusion de la yaca (lixiviada o molida), su calidad
microbiologica y se realizd un andlisis sensorial que permitié la comparacion de las

formulaciones desarrolladas con una kombucha comercial.

6.1 Etapa 1. Caracterizacion de kombucha de té verde y de té negro, determinacion del
tipo de té y la concentracion de pulpa de yaca a utilizar en el desarrollo de la bebida
kombucha y crecimiento microbiano en las formulaciones de kombucha con pulpa de

yaca lixiviada
6.1.1 Material biologico

Se trabajo con yaca denominada “agliitada”, producida en el municipio de Santiago Ixcuintla
en el Estado de Nayarit. Los frutos fueron seleccionados sin dafios fisicos y tamafio uniforme
con madurez fisioldgica, fueron almacenados en cajas de cartdén con separadores, para evitar
dafos, transportados y almacenados a temperatura ambiente (25 °C) hasta que se obtuvo un
contenido de solidos solubles totales entre 20 y 25 °BXx, los cuales se estimaron mediante un

refractometro (Bellingham Stanley Limited, USA).

6.1.2 Obtencion y analisis de la kombucha de té verde y té negro

La kombucha tanto con té verde como con té negro fue elaborada en colaboracién con
microempresarios del Estado de Nayarit y se realizé una caracterizacion béasica con base en

andlisis fisicoquimicos tal como se describen en la seccion 6.3 de este capitulo.
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6.1.3 Procedimiento

Con el procedimiento que se sigui6 fue posible determinar el tipo de té y la concentracion de
pulpa de yaca utilizada (Figura 6.1). Primero se calentd agua potable hasta ebullicidn,
enseguida se sumergid té verde y té negro (12 g/L) en diferentes recipientes durante 15
minutos hasta obtener infusiones concentradas; cada infusion se dividio en dos partes para

procesarlas de diferente manera.

Para la primera parte se afiadio sacarosa comercial (50 g/L) a la infusién, se disolvid y se
enfrid hasta temperatura ambiente (25 °C); posteriormente, se coloc6 en un fermentador y se
afiadio 80 mL/L de kombucha, proveniente de una fermentacion realizada con anterioridad,
que actué como iniciador; la inoculacion se realizo introduciendo 3% (p/v) de SCOBY vy se
incubd en oscuridad a 25 °C por 7 dias. Al momento de culminar la fermentacion, el producto
se filtrd y trasvaso en dos recipientes de igual volumen y se afiadié 50 y 60 g/L de pulpa de
yaca molida en un extractor de jugos (Breville, USA), se cerraron herméticamente y se
almacenaron durante 3 dias a 25 °C en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se almacenaron

en refrigeracion (4-7 °C).

Para la segunda parte se hicieron lixiviados de pulpa de yaca en trozos a diferentes
concentraciones (50 y 60 g/L) junto con la infusion de té, se afiadieron 50 g/L de sacarosa
comercial y se enfrié a 25°C, posteriormente, se colocaron en fermentadores y se afiadié 80
mL/L de kombucha; la inoculacidn, incubacién, fermentacion y filtrado del medio se hizo
como se menciona en el parrafo anterior. Una vez filtrado el producto se afiadié sacarosa
comercial (6 g/L) y se almacenaron durante 3 dias a 25 °C en oscuridad. Transcurrido este

tiempo, se almacenaron en refrigeracion (4-7 °C).

Una vez obtenidos los tratamientos se realizd el analisis sensorial como se describe en el
apartado 6.6 y se selecciond el tipo de té y la concentracidn de pulpa de yaca con la que se

trabajo en la segunda etapa, tanto para pulpa lixiviada como pulpa molida.
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Agua potable en ebullicion

Infusién de té verde
0 negro (15 min)

Infusién de té verde o negro con
lixiviado de pulpa de yaca en
trozos (50 0 60 g/L) (15 min)

Sacarosa Sacarosa
(50 g/L) (50 g/L)
I I
Fermentador Fermentador
(SCOBY +iniciador) (SCOBY +iniciador)
Analisis (cada 24 horas):
e SST
Fermentaci * PH Fermentaci
ermentacion o Acidez titulable ermentacion
¢ Etanol
e Proteinas
e Gpos. aminos libres
v e CST v
Pulpa de yaca e FST Sacarosa
molida (50 o 60 g/L) o CaOX (6 g/L)
Envasado

Andlisis sensorial

Seleccidn de tipo de té y concentracion de pulpa de yaca

Figura 6.1 Diagrama de flujo del procedimiento para la determinacion del tipo de té y la

concentracion de pulpa de yaca utilizar en el desarrollo de la bebida kombucha.
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6.2 Etapa 2. Desarrollo de bebida kombucha con pulpa de yaca

En esta etapa se caracterizaron las formulaciones seleccionadas en la etapa anterior, se
selecciond la forma de inclusion de la pulpa de yaca, se evalud su calidad microbioldgica y

se realizo un analisis sensorial de las formulaciones desarrolladas y una kombucha comercial.

6.2.1 Metodologia para el desarrollo de kombucha de té verde con pulpa de yaca

lixiviada y molida

Una vez elegido el té verde y la concentracion de 60 g/L de pulpa de yaca, se volvio a elaborar
la bebida fermentada de acuerdo con el diagrama de la Figura 6.2. La obtencién del material
bioldgico y de la kombucha se realiz6 como se describi6 en los apartados 6.1.1 y 6.1.2.

6.2.2 Desarrollo de la bebida de kombucha con pulpa de yaca

El desarrollo de las bebidas se hizo de la misma forma que en la etapa 1, sélo que utilizando
solamente el tipo de té y la concentracion de pulpa de yaca seleccionada (té verde y 60 g/L
de pulpa de yaca). Posterior al desarrollo de la bebida, se realiz6 un analisis sensorial de
ordenamiento por rangos para elegir el mejor tratamiento (apartado 6.8), incluyendo el
control de kombucha de té verde y una marca comercial de kombucha de té verde con
tamarindo. Las metodologias a detalle de los anélisis de la materia prima y del producto

desarrollado con base al diagrama se presentan a continuacion.

6.3 Analisis fisicoquimicos

Con la finalidad de caracterizar la materia prima procesada, los analisis realizados a los frutos

antes de someterlos al proceso de fermentacion fueron los siguientes:

Evaluacion de sélidos solubles totales (SST)

Los sdlidos solubles totales (°Bx, 20 °C) se analizaron en la pulpa de yaca y en las
formulaciones de kombucha, empleando un refractometro marca Bellingham Stanley
Limited (USA) con correccion por temperatura, previamente calibrado con agua destilada
segun el método 932.12 (AOAC, 2005).
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Agua potable en ebullicion

Infusion de té verde Infusion de té verde (12 g/L)
. con lixiviado de pulpa de yaca
(12.g/L) (15 min) en trozos (60 g/L) (15 min)

Sacarosa Sacarosa
(50 g/L) (50 g/L)
[ I
Fermentador Fermentador
(SCOBY +iniciador) (SCOBY +iniciador)
Fermentacion Fermentacion
(7 dias) (7 dias)
v Y
Pulpa de yaca Sacarosa
molida (60 g/L) (6 g/L)
Envasado |

[
Andlisis sensorial

I
Seleccién de forma de inclusion de pulpa de yaca

Figura 6.2 Diagrama de flujo para el desarrollo de kombuchas de té verde con 60 g/L de

pulpa de yaca lixiviada y con 60 g/L de pulpa de yaca molida.

Determinacién de pH

La determinacion del potencial de hidrogeno se realizo utilizando un potenciometro marca
HANNA (USA) en 10 g de pulpa de yaca homogenizada y en 10 mL de kombucha, siguiendo
el método 981.12 (AOAC, 2005).
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Evaluacion de acidez titulable

La acidez titulable se determind mediante el método 942.15 de la AOAC (2005) con la
valoracion de 5 g de muestra (pulpa de yaca o kombucha) con hidréxido de sodio (NaOH)
0.1 Ny el resultado se expresd en porcentaje de &cido citrico para la pulpa de yaca y &cido
acético para la kombucha.

6.4 Elaboracion de cinéticas de produccion de etanol, proteinas, grupos aminos libres,
carbohidratos solubles totales, presencia de fenoles solubles totales (FST) y capacidad

antioxidante (CaOX) durante el proceso de fermentacion de las formulaciones

Evaluacion del contenido de etanol

El contenido de etanol se determind mediante el método de microdifusion en camara de
Conway propuesto por Hamilton y Rose (1985) con ligeras modificaciones (Martinez y
Ramos, 2004). Se preparé una solucion madre a partir de una solucion sulfocrémica (500 mL
de acido sulfurico al 12.88 % y 0.75 g de dicromato de potasio) y acido sulfurico al 13.72 %,
la cual se ajustd a una absorbancia de 1 a una longitud de onda de 400 nm. Enseguida se
prepar6 una solucion de carbonato de potasio saturada (130 g en 100 mL de agua destilada).
Se colocaron dos recipientes cilindricos dentro de una caja de Petri, en el primer recipiente
se colocaron 3 mL de la solucién madre y en el segundo 2 mL de la solucién de carbonato
de potasio saturada y 1 mL de la muestra, posteriormente, las cajas de Petri se sellaron
herméticamente con una pelicula de polietileno y se colocaron en una estufa de secado a 35
°C por 20 minutos. Finalmente se midio la absorbancia de la soluciéon madre (primer
recipiente) a 400 nm. Se tom6 como blanco el &cido sulfdrico al 13.72 % y se realiz6 una
curva de calibracion con soluciones etanolicas a concentraciones de 0, 1, 2, 3,4y 5 % (V/v).

Los resultados se expresaron en mL de etanol por cada 100 mL de muestra.

Determinacién del contenido de proteinas

Las muestras de kombucha se depositaron en bolsas ziploc y almacenaron a -80 °C por 24
horas, posterior a esto, las muestras congeladas fueron sometidas a liofilizacion (Labconco
Freezone, USA) a -50 °C y 0.1 mbar durante 72 horas. Las muestras fueron homogeneizadas
y almacenadas en bolsas resellables a -20 °C (Torrey, USA).
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El contenido proteico se determind mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). Para
la preparacion previa de la muestra se utilizé la metodologia propuesta por Meza-Espinoza
et al. (2017), se mezclaron 25 mg de muestra liofilizada con 2 mL de buffer de fosfato de
sodio 0.1 M (pH 6, 12.5 mM de L-cisteina). La reaccion se llevo a cabo mezclando 100 pL
de la muestra con 1 mL del reactivo de Bradford (Sigma Aldrich, USA) y se incub6 a
temperatura ambiente por 10 minutos en oscuridad. La absorbancia se midi6é a 595 nm. El
blanco se preparo sustituyendo el volumen de la muestra por el mismo volumen de fosfato
de sodio 0.1 M. Se utiliz6 albumina de suero bovino como estandar a concentraciones de 0 a

0.26 mg/mL. Los resultados se expresaron en mg/mL.

Cuantificacion de grupos aminos libres (a-NH>)

Se cuantifico la concentracion de grupos aminos libres por el método del &cido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) propuesto por Adler-Nissen (1979) y empleada por Cheung
y Li-Chang (2010). Para la determinacion se disolvieron 25 mg de muestra liofilizada en 1
mL de buffer de fosfato de sodio (0.2 M, pH 8.2), enseguida se mezclaron 120 pL de muestra
con 1 mL de buffer de fosfato de sodio y 1 mL de TNBS 0.025 % (Sigma Aldrich, USA). La
mezcla se incub6 en oscuridad en una estufa a 50 °C durante 60 minutos. La reaccion finalizo
agregando 2 mL de HCI 0.1 N y se enfrié a temperatura ambiente en oscuridad durante 30
minutos. Se midio la absorbancia a 340 nm. El blanco se preparo sustituyendo el volumen de
muestra por un volumen igual de buffer de fosfato de sodio. Se prepard una curva de
calibracién de L-leucina a concentraciones de 0 a 0.4 mg/mL. Los resultados se expresaron

en mg/mL.

Determinacion de carbohidratos solubles totales (CST)

La cuantificacion de los carbohidratos solubles totales se desarroll6 por el método propuesto
por Loewus (1952). Se pesaron 5 mg de muestra liofilizada y se disolvieron en 5 mL de
etanol al 85 %. Se afiadieron 0.5 mL de muestra en tubos de centrifuga y 20 mL de etanol al
85 %, se agitaron en vortex para después incubar por 30 minutos a 50 °C, enseguida se
centrifugo6 por 15 min a 10,000 rpm, se recolectaron los sobrenadantes y se aforaron a 25 mL
con etanol al 85 %. De este extracto se midié 1 mL por muestra, se agrego 0.5 mL de agua
destilada y 2.5 mL del reactivo antrona al 0.2 %, enseguida se incub6 a 100 °C por 10
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minutos, se enfrid y se midio la absorbancia a 624 nm. Se prepard una curva de calibracion

de D-glucosa a concentraciones de 0 a 100 pg/mL. Los resultados se expresaron en mg/mL.

Fenoles solubles totales (FST) y capacidad antioxidante (CaOX)

Los FST se extrajeron de 0.5 g de muestra liofilizada con 10 mL de una solucion de metanol
acidificado (2 %, HCI 2 N). La mezcla se agité durante 30 minutos y se centrifugo (Hermle,
Alemania) durante 20 minutos a 13,000 rpm a 4 °C. Los sobrenadantes se recuperaron en un
matraz de 25 mL; al precipitado se le afiadieron 10 mL de acetona y se repitio el mismo
proceso, este sobrenadante se combind con el anterior y se aford a 25 mL con la combinacion
de la solucién de metanol acidificado y acetona (50:50) (Pérez-Jiménez et al., 2008). Los
FST se cuantificaron utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu segtn lo descrito por Montreau
(1972) y modificado por Alvarez-Parrilla et al. (2011). Se coloc6 en microplaca por triplicado
12 pL de muestra obtenida a partir de la extraccion de fenoles, 12 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, 116 pL de carbonato de sodio (7.5 % (p/v)) y 164 uL de agua destilada. Se coloco
la microplaca en agitacion y en oscuridad durante 30 minutos y se midié la absorbancia en
un lector de microplaca (Biotek, USA) equipado con un espectrofotometro a 750 nm con
ayuda del software Gen 5. La curva de calibracion se realiz6 con acido galico y los resultados

se expresaron como mg equivalentes de acido galico por mL de muestra (mg EAG/mL).

Método de eliminacién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

La técnica que se realizo fue propuesta por Prior y Cao, (2000). Se tomaron 40 uL de la
muestra utilizada en la determinacion del contenido de FST y se depositaron por triplicado
en celdas de microplaca, posteriormente se adicionaron 200 pL de reactivo DPPH 190 uM,
se colocd la microplaca en agitacion y en oscuridad por 30 minutos, una vez pasado el tiempo,
se midid la absorbancia en un lector de microplaca (Biotek, USA) con el software Gen 5 a
517 nm. La curva de calibracion se realizé con una solucion de Trolox a concentraciones de
0 a 600 uM. Los resultados se expresaron como mg equivalentes Trolox (Acido-6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) por mL de muestra (mg ET/mL).
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Poder antioxidante de reduccién férrica (FRAP) en microplaca

La capacidad antioxidante mediante reduccion férrica (FRAP) se realizé por el método de
Benzie y Strain, (1996), modificado por Alvarez-Parrilla et al. (2010). La solucién FRAP
10:1:1 (v/viv) se prepard con un amortiguador de acetato de sodio (0.3 M; pH 3.6), TPTZ
(2,4,6-Tripiridil-s-triazina) - HCI (10 mM-40 mM) y cloruro férrico hexahidratado (20 mM),
se calent6 a 37 °C antes de mezclarlo con las muestras. Se mezclaron 36 pL de la muestra
utilizada en la determinacion del contenido de FST por triplicado, 31 pL de agua destilada y
309 pL de solucion de FRAP. La microplaca se colocé en agitacion y en oscuridad durante
30 minutos y se midio la absorbancia a 595 nm usando un lector de microplaca (Biotek,
USA). Los resultados se expresaron como mg equivalentes Trolox por mL de muestra (mg
ET/mL).

Poder antioxidante contra el radical 2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

(ABTYS)

El método de ABTS se realizd por el método de Pellegrini et al. (1999) y modificado por
Alvarez-Parrilla et al. (2010). El radical ABTS se preparé utilizando 25 mL de fosfato de
sodio (0.1 M; pH 7.4), 16.56 mg de persulfato de potasio y 96.02 mg de sal de diamonio de
acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), los cuales se mezclaron y agitaron
durante 16 horas, posteriormente, se ajustd la absorbancia a 0.7 a una longitud de onda de
730 nm. Para el analisis, se mezclaron 35 pL de la muestra utilizada en la determinacion del
contenido de FST y 265 uL de la solucion de ABTS. La microplaca se colocé en agitaciéon y
en oscuridad durante 10 minutos y se midio la absorbancia a 730 nm usando un lector de
microplaca (Biotek, USA). Los resultados se expresaron como mg equivalentes Trolox por

mL de muestra (mg ET/mL).

6.5 Crecimiento microbiano

Esta determinacion se realizo a las formulaciones de kombucha con pulpa de yaca lixiviada.
Para la determinacion de este parametro las formulaciones de kombucha se realizaron por
separado desde el dia 0 hasta el dia 7, cada una con un volumen inicial de 500 mL; se
realizaron andlisis de crecimiento microbiano en el caldo (densidad dptica de crecimiento) y

en la biopelicula (peso seco) cada 24 horas.
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6.5.1 Densidad 6ptica de crecimiento (D.O.)

Se determind la densidad O6ptica de crecimiento (D.O.) del caldo de fermentacion
homogeneizado a 600 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Cintra, USA) (Malbasa
et al., 2008). La curva de calibracion se realizd determinando el peso seco de diferentes

diluciones del caldo de fermentacion (y=1.5224x+0.0064). El resultado se expreso en g/L.
6.5.2 Crecimiento de biopelicula (peso seco)

El peso seco del SCOBY de las formulaciones de kombucha se determind separando la
biopelicula del caldo, enseguida se coloco sobre papel filtro y se hicieron tres lavados con
agua destilada y finalmente se seco a 80 °C hasta peso constante (Malbasa et al., 2008). El
resultado se expresd en g/L.

6.5.3 Parametros de crecimiento microbiano

Fueron calculadas la velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax), la velocidad
especifica de consumo de sustrato (gS), la velocidad especifica de producciéon de un
metabolito (qP) y el rendimiento efectivo (%) de las muestras de kombucha con pulpa de

yaca lixiviada.
InX 1
Hmax = T; qs = ;ax; qP = Wy * YE
X X
S
X1 —Xo P — Py
Donde:

Wnay: Velocidad especifica maxima de crecimiento (h).
qS: velocidad especifica de consumo de sustrato.
qP: velocidad especifica de produccion de un metabolito.

Yx: rendimiento de biomasa con respecto al sustrato.
S

Yr: rendimiento de producto con respecto a la biomasa.
X

X: biomasa (g/L).
S: sustrato (g/L).
P: producto (g/L).
t: tiempo (hrs).
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Peso seco de la biomasa (%)

Rendimiento efectivo (%) = * 100

~Q

)

Concentracion inicial de sustrato (
6.6 Analisis sensorial (etapa 1)

El andlisis sensorial para la primera etapa se realizé con panelistas preseleccionados no
entrenados para definir las formulaciones de la bebida kombucha con pulpa de yaca lixiviada
y con pulpa de yaca molida mediante una prueba hedonica con escala no estructurada
(Pedrero y Pangborn, 1997). Todas las formulaciones se presentaron al azar y se sirvieron a
la temperatura de consumo preferente (4 a 7 °C) en vasos de pléastico transparente
codificados, se brindd agua potable para enjuagar la boca entre cada muestra.

6.7 Calidad microbiolégica

Se realizaron analisis microbioldgicos a las bebidas seleccionadas en la etapa 1 (KV, KV60L
y KV60P), al momento de envasarlas y al mes de almacenamiento bajo refrigeracion (4-7
°C). Para ello, se mezclaron 10 mL de cada muestra de kombucha con 90 mL de agua de
peptona y se realizaron 7 series de diluciones. Las bacterias coliformes totales se evaluaron
mediante el método de cuenta en placa en agar glucosa bilis rojo-violeta y se incubaron a 35
+ 2 °C durante 24 + 2 horas (NOM-113-SSA1-1994). Las bacterias mesofilicas aerobias se
evaluaron mediante cuenta en placa en agar para cuenta estandar y se incubaron a 35 + 2 °C
durante 48 + 2 horas (NOM-092-SSA1-1994). Mohos y levaduras se evaluaron mediante
cuenta en placa en agar papa dextrosa acidificado con &cido tartarico (10%, pH 3.5) y se
incubaron a 25 £ 2 °C durante 120 + 2 horas (NOM-111-SSA1-1994). El recuento de células

se reporté como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
6.8 Analisis sensorial (prueba de ordenamiento por rangos)

Para este analisis sensorial de la etapa 2, se realiz6 una prueba de ordenamiento por rangos
segun Pedrero y Pangborn (1997) con panelistas no entrenados para comparar los
tratamientos seleccionados en la etapa 1 (KV60L y KV60P) con el control de té verde (KV)
y con una kombucha comercial de té verde y tamarindo (KVT) de la marca “Solem” obtenida

en un supermercado de Tepic, Nayarit. Todas las muestras se presentaron al azar y se
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sirvieron a una temperatura entre 4-7 °C en vasos de plastico transparente codificados, se
brind6 agua potable para enjuagar la boca entre cada muestras.

6.9 Disefio experimental y analisis estadistico

Etapa 1, el disefio experimental con el que se trabajé en esta etapa fue un disefio factorial 2x3
(Cuadro 6.1), se aplicé un disefio factorial para las muestras de kombucha con pulpa de yaca
lixiviada y otro para las muestras de kombucha con pulpa de yaca molida. En cada disefio
factorial, el primer factor fue la concentracion de pulpa de yaca en tres niveles (0, 50 y 60

g/L), y el segundo factor fue el tipo de té en dos niveles (verde y negro).

Cuadro 6.1. Factores y niveles para evaluar en la etapa 1 del estudio.

Niveles
Factores 1 9 3

Tipo de té Verde Negro
Concentracion de pulpa de yaca (g/L) 0 50 60

Etapa 2, en la segunda etapa se trabaj6 con un disefio unifactorial, donde el factor fue la forma
de inclusién de la pulpa de yaca con 2 niveles (lixiviada y molida), con un nivel de
significancia de 0=0.05. Los datos de cada variable fueron expresados como la media +
desviacion estandar (n=3) y se analizaron mediante el programa STATISTICA (USA).
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa 1. Caracterizacion bésica de la kombucha de té verde y de té negro,
determinacion del tipo de té, de la concentracion de pulpa de yaca lixiviada y molida a
utilizar en el desarrollo de la bebida kombucha, desarrollo de las cinéticas de
crecimiento microbiano en las formulaciones de kombucha con pulpa de yaca lixiviada
y analisis sensorial.

En esta primera etapa se obtuvo la caracterizacion basica de la pulpa de yacay las infusiones
de té verde y de té negro (Cuadro 7.1): pH, contenido de solidos solubles totales, acidez
titulable, contenido de FST y capacidad antioxidante (DPPH, FRAP y ABTS).

Cuadro 7.1. Caracterizacion béasica de la pulpa de yaca y las infusiones de té verde y té negro.

Parametro Pulpa deyaca Infusionté verde  Infusion té negro
pH 4.85+0.01 5.50+0.04 4,72 £0.03

SST (°BX) 27.20+£0.40 5.20+£0.00 5.30 £ 0.06
Acidez titulable (%)* 0.51+0.01 0.04 + 0.002 0.03 +0.00
FST** 2.01+£0.05 0.38 £0.01 0.35+0.00
DPPH** 9.31+0.25 0.2+0.00 0.2+£0.00
FRAP** 2.19+0.17 0.8+0.03 0.68 £ 0.02
ABTS** 0.31+£0.08 0.26 £0.00 0.23 £ 0.00

*La acidez titulable se reportd en % ac. acético para los tés y en % ac. citrico para la pulpa
de yaca. ** FST (mg EAG/g o mL), DPPH, FRAP y ABTS (mg ET/g o mL). En el caso de
FST, DPPH, FRAP y ABTS los valores de las kombuchas son por mL y los de la pulpa de

yaca por gramo (base humeda).

La concentracion obtenida de FST en la pulpa de yaca (2.01 mg EAG/g) es similar a la
reportada por Vargas-Torres et al. (2017) quienes obtuvieron una concentracién entre 3y 4
mg EAG/g, la cual puede aportar a la bebida fermentada una parte de dicha concentracion y
potencializar el efecto antioxidante. En comparacion con la pulpa de yaca, las infusiones de
té verde y té negro (0.38 y 0.35 mg EAG/mL, respectivamente) presentan menor contenido
debido a que solo se extrae una parte de los compuestos fendlicos presentes en las hojas. La
capacidad antioxidante por el método de DDPH fue mayor en la pulpa en comparacion con
las infusiones de té verde y de té negro, sin embargo, por los métodos de FRAP y ABTS fue
mayor en las infusiones tomando en cuenta la relaciéon FST:CaOX que existe entre cada
material bioldgico. Ferri et al. (2013) concluyeron que las condiciones acidas no son

adecuadas para el ensayo de DPPH, el cual mostro una estabilidad éptima entre pH 4 y 8.
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7.1.1 Obtencion de kombucha con pulpa de yaca

Durante el desarrollo de la bebida fermentada denominada “kombucha” se realizaron analisis
fisicoquimicos (solidos solubles totales, pH y acidez titulable), contenido de etanol, de
proteinas, de grupos aminos libres, de carbohidratos solubles totales, de FST y CaOX cada

24 horas durante 10 dias a las formulaciones desarrolladas (Cuadro 7.2).

Cuadro 7.2. Formulaciones desarrolladas de kombucha.

Nomenclatura Tipo deté Concentracion de pulpa de yaca Inclusion de la pulpa de yaca

KV Verde 0g/L Control (sin pulpa)

KN Negro 0g/L Control (sin pulpa)
KV50L Verde 50 g/L Pulpa lixiviada
KN50L Negro 50 g/L Pulpa lixiviada
KV60L Verde 60 g/L Pulpa lixiviada
KN60L Negro 60 g/L Pulpa lixiviada
KV50P Verde 50 g/L Pulpa molida
KN50P Negro 50 g/L Pulpa molida
KV60P Verde 60 g/L Pulpa molida
KNG60P Negro 60 g/L Pulpa molida

7.1.2 Evaluacion de solidos solubles totales (SST)

El anélisis de solidos solubles totales realizado en las muestras de kombucha con lixiviado
de pulpa de yaca y los controles de té verde y de té negro (Figura 7.1a) muestra mayores
valores de SST en las muestras de kombucha con pulpa lixiviada en comparacién con los
controles, debido a que en el inicio de la fermentacion, estas muestras contenian sacarosa y
azucares obtenidos del lixiviado de la pulpa de yaca, a diferencia de los controles, que solo
contenian sacarosa. Al finalizar la fermentacion, se encontré que los SST de todas las
muestras tuvieron diferencias entre si, siendo la muestra KV60L (5.17 = 0.05 °Bx) la de
menor concentracion y la muestra K\VV50L (6.10 + 0.10 °Bx) la de mayor concentracion.

Al momento de afadir la pulpa (22 fermentacion) en las muestras de kombucha con pulpa de
yaca molida se observé un ligero incremento en la concentracion de SST ocasionado por los
azUcares proporcionados por la pulpa de yaca. Sin embargo, conforme transcurria el tiempo

de fermentacion, esta concentracion fue disminuyendo (Figura 7.1b). Se observo que las
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muestras KV60P y KN60P tenian un efecto parecido al de la sacarosa en el producto final de

la fermentacion de kombucha, este efecto podria ser beneficioso para preservar o mejorar las

cualidades sensoriales y la produccion de compuestos de interés en la bebida fermentada

(Villarreal-Soto et al., 2018).
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Figura 7.1 Cineticas del contenido de solidos solubles totales durante el desarrollo de la

kombucha: a) con pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de
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té verde), KN (kombucha de té negro), KVV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa
de yaca lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada),
KV60L (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha
de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KV50P (kombucha de té verde con 50
g/L de pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca
molida), KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P
(kombucha de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Jakubczyk et al. (2020) quienes
observaron que conforme progresaba la fermentacion, el contenido de sacarosa disminuia,
alcanzando el valor mas bajo en el dia 14 de fermentacién en muestras de kombucha de té
verde (8.75 °Bx) y kombucha de té negro (7.5 °Bx) con una concentracion inicial de sacarosa
de 100 g/L. Amarasinghe et al. (2018) observaron el mismo comportamiento y reportaron el
consumo total de sacarosa a las 8 semanas de fermentacion en kombucha de té negro. El
contenido de carbohidratos, como la sacarosa, disminuyen durante la fermentacion debido a
la hidrolisis de la sacarosa en glucosa y fructosa por accion de las levaduras (Gaggia et al.
2018).

7.1.3 Determinacion de pH

Los valores obtenidos de pH en el desarrollo de las muestras de kombucha se muestran en la
Figura 7.2, donde se puede observar que para todas las muestras de kombucha con pulpa de
yaca lixiviada y molida el pH disminuye conforme transcurren los dias de fermentacion, lo
que concuerda con lo reportado por Cardoso et al. (2020) y Villarreal-Soto et al. (2019)
quienes obtuvieron valores de pH entre 2.7 y 3.2 después de 10 dias de fermentacion.
También se reportd que el rango de pH considerado como seguro para el consumo humano
es de 2.5 a 4.2 debido a que valores por debajo de 2.5 tienen una alta concentracion de &cido
acetico, lo que representa un riesgo para la salud de los consumidores, y valores mayores a

4.2 pueden comprometer la seguridad microbiolégica de la bebida.

En el décimo dia de fermentacion, los valores de pH de las muestras de kombucha con
lixiviado de pulpa de yaca (2.67-2.87) fueron menores a los valores de pH de los controles
(2.88-2.92) (Figura 7.2a), debido a que los azlcares fermentables de la pulpa de yaca
disminuyeron el pH al ser transformados en &cidos orgénicos (Ayed et al. 2016). La
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disminucion del pH puede ser beneficiosa para prevenir la degradacion quimica de los
compuestos fenolicos y mantener el color de la bebida (Torskangerpoll y Andersen 2005).
La estabilidad del pH se observo a partir del noveno dia de fermentacion lo que concuerda

con el aumento del contenido de &cidos organicos.
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Figura 7.2 Cinéticas del comportamiento del pH durante el desarrollo de la kombucha: a) con

pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de té verde), KN
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(kombucha de té negro), KV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa de yaca
lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada), K\VV60L
(kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha de té
negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KV50P (kombucha de té verde con 50 g/L de
pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca molida),
KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P (kombucha de
té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

En la Figura 7.2b se puede observar que al momento de enriquecer el medio con las diferentes
concentraciones de pulpa de yaca molida (22 fermentacion), los valores de pH de las muestras
aumentan debido a que el pH de la pulpa de yaca (pH= 4.85) se equilibra con el pH del medio.
Sin embargo, después del enriquecimiento se sigue observando una disminucion del pH
ocasionado por el aumento de la concentracion de acidos organicos a partir de los azlcares
fermentables de la pulpa de yaca: KV50P (3.31 + 0.01), KN50P (3.22 £ 0.01), KVV60P (2.89
+ 0.01) y KN60P (3.08 £ 0.01). Resultados similares fueron obtenidos por Watawana et al.
(2016) y Ayed y Hamdi (2015) para kombuchas de agua de coco (pH 4.0) y jugo de tuna (pH
3.5), respectivamente. El bajo pH de la bebida fermentada podria ser beneficioso para
mantener la bioactividad de los compuestos fendlicos y determinar su proteccion contra la

degradacion quimica (Cheny Liu, 2000).

La capacidad de los microorganismos del cultivo simbidtico de bacterias y levaduras para
producir &cidos organicos a partir de los azlcares fermentables de la pulpa de yaca dio lugar
a un pH bajo, el cual impide el crecimiento de microorganismos patégenos no deseados y

garantiza la seguridad de la bebida fermentada (Kole et al., 2009).

7.1.4 Determinacién de acidez titulable

Los valores obtenidos de acidez titulable expresados en porcentaje de acido acético de las
muestras KV50L (0.38 + 0.01 %), KN50L (0.48 + 0.02 %), KV60L (0.53 + 0.01%) y KN60L
(0.40 + 0.01 %) fueron superiores a los obtenidos para los controles KV (0.12 + 0.00 %) y
KN (0.15 + 0.00 %), atribuyendo esta diferencia a la adicion de pulpa de yaca, debido a que
el aztcar dominante de la pulpa de yaca es la sacarosa, la cual es hidrolizada en glucosa y

fructosa. A partir de estos monosacaridos, las levaduras producen etanol; mientras que las

54



bacterias utilizan la glucosa para producir &cido gluconico, y el etanol para producir acido

acético (Figura 7.3a) (Jayabalan et al., 2014).
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Figura 7.3 Cinéticas de la produccion de acido acético durante el desarrollo de la kombucha:

a) con pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de té verde),

KN (kombucha de té negro), KV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa de yaca
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lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada), K\VV60L
(kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha de té
negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KV50P (kombucha de té verde con 50 g/L de
pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca molida),
KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P (kombucha de
té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

Resultados similares obtuvieron Yavari et al. (2010) al afiadir jugo de cereza como sustrato
en la fermentacion de kombucha, concluyendo que los valores de pH y &cido total dependen
significativamente de la duracion del proceso y la concentracion de azucares fermentables
(Jayabalan et al., 2007; Loncar et al., 2006). Watawana et al. (2016) observaron que las
muestras de agua de coco fermentadas durante 7 dias tuvieron aumentos en la acidez titulable

estadisticamente significativos (p<0.05) con relacién al control no fermentado.

Vifias et al. (2014) atribuyeron las propiedades beneficiosas de la bebida de kombucha
principalmente a su composicién acida. El bajo pH y la alta acidez pueden proporcionar cierta

proteccion contra los contaminantes invasivos (Greenwalt et al. 2000).

Las muestras de kombucha con pulpa de yaca molida mostraron un aumento en la
concentracion de acido acético (KV50P (0.14 + 0.00 %), KN50P (0.16 + 0.01 %), KV60P
(0.24 £ 0.01 %) y KN60P (0.26 £ 0.01 %)) con relacion a los controles. En comparacion con
las muestras de kombucha con lixiviado de pulpa de yaca estos valores resultan ser menores,
debido a que la pulpa de yaca molida se afiadié hasta el séptimo dia de fermentacion. Como
lo muestra la Figura 7.3b a partir de ese dia se observo un aumento significativo (a=0.05) en
la concentracion de acido acético, por lo cual, se atribuye dicha acidez al contenido de

azucares fermentables proporcionados por la pulpa de yaca molida.

Coton et al. (2017) obtuvieron diferencia en la acidez titulable entre la kombucha de té verde
y de té negro durante una fermentacion de 8 dias, explicando que esta diferencia se debe
probablemente al predominio de diferentes especies de bacterias acéticas y lacticas entre la
kombucha de té verde y de té negro, y la consiguiente variacién en la produccion de acidos

organicos.
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Los &cidos orgénicos son componentes comunes de bebidas y alimentos. Estos compuestos
tienen efectos sobre las propiedades sensoriales y la estabilidad quimica y microbioldgica de
los alimentos. Los &cidos organicos también juegan un papel importante en los procesos
bioldgicos por su implicacion en las vias metabolicas, ya sea como productos intermedios o

finales (Gonzélez y Gonzélez, 2013).

7.1.5 Evaluacion del contenido de etanol

Los valores obtenidos del contenido alcohdlico para las muestras de kombucha con pulpa de
yaca lixiviada y molida se muestran en la Figura 7.4. En ambos casos se puede observar que
durante el primer dia de fermentacion el porcentaje de etanol incrementa para después ir
disminuyendo, y posteriormente, se observa que en el quinto dia alcanza su méaxima
concentracion para subsecuentemente ir disminuyendo; un comportamiento similar se
observa a partir del dia 7 debido a que ese dia se realizé el enriquecimiento con sacarosa para
los controles y las muestras de kombucha con lixiviado, y con pulpa de yaca molida para el
resto de las muestras. Este fenomeno es explicado por Jayabalan et al. (2014) quienes
concluyeron que la produccion de acido acético estimula a las levaduras a producir etanol, y
una significativa presencia de etanol facilita el crecimiento de las bacterias del &cido acético

y la produccion de acido acético.

Al finalizar la fermentacion se obtuvieron diferencias significativas en el contenido de etanol:
KV (1.38 + 0.02 %), KN (1.47 + 0.09 %), KV50L (1.95 + 0.15 %), KN50L (2.61 + 0.01 %),
KV60L (2.32 + 0.11 %), KN60L (1.67 £ 0.04 %), KV50P (1.78 £ 0.05 %), KN50P (2.10 £
0.07 %), KV60P (2.05 = 0.01 %) y KN60P (1.91 + 0.02 %). Resultados similares fueron
determinados por un estudio realizado en Estados Unidos donde se evalu6 el contenido
alcohdlico de 18 muestras comerciales de kombucha donde se encontraron valores entre 1.12
y 2.00 % (v/v) (Talebi et al., 2017).
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Figura 7.4 Cinéticas de produccion de etanol durante el desarrollo de la kombucha: a) con
pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de té verde), KN
(kombucha de té negro), KV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa de yaca
lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KV60L
(kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha de té
negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KVV50P (kombucha de té verde con 50 g/L de
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pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca molida),
KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P (kombucha de
té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

Villarreal-Soto et al. (2019) obtuvieron una produccion méxima de etanol de 4.1 % (v/v) en
una muestra de kombucha de té negro a los 11 dias de fermentacion, y una concentracion
final de 2.9 % (v/v) después de 16 dias, observandose el mismo comportamiento descrito
anteriormente en este estudio. Sin embargo, las concentraciones de etanol obtenidas en
nuestro estudio son mas altas que las reportadas por Velicanski et al. (2013), los cuales
obtuvieron concentraciones entre 0.25y 1.1 % (v/v), concluyendo, que las diferencias en la
produccién de metabolitos entre diferentes fermentaciones de kombucha pueden deberse al
origen del in6culo, a la concentracion de té y azlcar, al tiempo de fermentacion y a las

condiciones de fermentacion (Villarreal-Soto et al., 2019).

Bhattacharya et al. (2016) observaron que el contenido de etanol aumentd hasta un maximo
de 0.67 g/L en el octavo dia de fermentacion, seguido de una lenta disminucion. Una
observacion similar fue reportada por Chen y Liu (2000) quienes explicaron que la
disminucion de la produccion de etanol era debido a un pH bajo y a la disminucion de la

concentracion de azucar en el caldo a medida que avanzaba la fermentacion.

Watawana et al. (2016) observaron que el cultivo simbi6tico de bacterias y levaduras
utilizaba los azucares presentes en el agua de coco para realizar el proceso de fermentacion,
obteniendo un contenido de etanol por debajo del 2 % al final de la fermentacion. Jayabalan
et al. (2014) mencionan que las levaduras del cultivo microbiano de la kombucha convierten
la glucosa y la fructosa en etanol mediante glicélisis y las bacterias del acido acético utilizan
la glucosa para producir acido glucénico, y el etanol para producir acido acético, siendo este
ultimo el acido organico predominante. Se ha informado que tanto el etanol como el acido

acético tienen actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas (Liu et al., 1996).
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7.1.6 Determinacion del contenido de proteinas

En la Figura 7.5 se muestran los valores obtenidos de la determinacion del contenido de
proteinas de las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada y molida. En ambos casos
se determind que la concentracion de proteinas no vario entre el inicio y el final de la
fermentacion para cada muestra. Al finalizar la fermentacion, se obtuvieron diferencias
significativas en el contenido de proteinas: KV (0.38 £ 0.01 mg/mL), KN (0.38 + 0.04
mg/mL), K\VV50L (0.30 + 0.03 mg/mL), KN50L (0.39 £ 0.02 mg/mL), KV60L (0.41 + 0.03
mg/mL), KN60L (0.26 £ 0.01 mg/mL), KV50P (0.32 £+ 0.01 mg/mL), KN50P (0.37 £ 0.05
mg/mL), KV60P (0.27 + 0.01 mg/mL) y KN60P (0.32 £ 0.0 mg/mL). Estos resultados
coinciden con los reportados por Jayabalan et al. (2007) quienes determinaron el contenido
de proteinas en muestras de kombucha de té verde y de té negro encontrando concentraciones
entre 0.1 y 1.2 mg/mL después de 6 dias de fermentacion. Sreeramulu et al. (2000) no
encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas entre el inicio (0.1 mg/mL)
y el final (0.2 mg/mL) de la fermentacion para una muestra de kombucha de té negro. La
existencia de proteinas en las muestras de kombucha probablemente se debi¢ a la liberacion
de proteinas extracelulares por accién de levaduras y bacterias a lo largo del proceso de

fermentacion y/o inicialmente presentes en el sustrato (Sreeramulu et al., 2000).

Kallel et al. (2012) obtuvieron un contenido final de 0.5 mg/mL y 0.4 mg/mL de muestras de
kombucha de té negro y de té verde después de 15 dias de fermentacion, respectivamente. En
cuanto a la fraccion de proteina, antes de que tuviera lugar la fermentacion, la concentracion
determinada segun el ensayo de Bradford fue de 0.47 mg/mL y 0.32 g/mL en las kombuchas
de té negro y de té verde, respectivamente. Estos valores estaban dentro del rango reportado
para el té (Graham, 1992; Nagao et al., 2005), sin embargo, la maxima concentracion de
proteinas (+ 40%) se alcanzo en el dia 6 para la kombucha de té verde y en el dia 12 para la
kombucha de te negro.

Por otra parte, Ahmed et al. (2020) obtuvieron un contenido proteico de 1.8 mg/mL en
muestras de kombucha de té negro después de 12 dias de fermentacion, sin embargo, alcanzé
su punto maximo (3.23 mg/mL) después de 6 dias de fermentacion. Un fenomeno similar
ocurrié con algunas muestras (KN, KV50L y KV60L) donde se observo que en los dias 1, 2,

6 y 9 la concentracion de proteinas aumenté significativamente para después disminuir, esto
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debido a la disminucion de las proteinas extracelulares liberadas por bacterias y levaduras
(Ahmed et al., 2020).
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Figura 7.5 Concentracion de proteina durante el desarrollo de la kombucha: a) con pulpa de
yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de té verde), KN (kombucha
de té negro), KV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN50L
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(kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KV60L (kombucha de té
verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha de té negro con 60 g/L de
pulpa de yaca lixiviada), KVV50P (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa de yaca molida),
KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca molida), K\V60P (kombucha de
té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P (kombucha de té negro con 60 g/L
de pulpa de yaca molida).

7.1.7 Cuantificacion de grupos aminos libres (a-NH2)

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de grupos aminos libres por el método de TNBS
para las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada y molida se muestran en la Figura
7.6. En las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada el contenido de grupos aminos
libres disminuyad significativamente entre el inicio y el final de la fermentacion (Figura 7.6a).
Esta disminucion podria deberse a que algunas especies de bacterias del género Acetobacter
y Gluconobacter presentes en la kombucha utilizan los aminoacidos, como la L-cisteinay L-
treonina, como fuente de nitrogeno para su desarrollo y crecimiento, asi como para la

produccién de celulosa microbiana (Dutta y Gachhui, 2007).

Por otra parte, en las muestras de kombucha con pulpa de yaca molida se observo que el
contenido de grupos aminos libres aumento significativamente al final de la fermentacién,
siendo las muestras K\VV60P (0.22 +0.01 mg/mL) y KN60P (0.26 + 0.01 mg/mL) las de mayor
concentracion (Figura 7.6b), atribuyendo este aumento a la presencia de aminoéacidos
proporcionados por la pulpa de yaca, tales como, &cido aspartico, acido glutdmico, valina,
leucina, lisina, etc. (Zhu et al., 2017). El lixiviado de la pulpa de yaca fue agregado al inicio
de la fermentacién, por lo cual, los aminoacidos extraidos de la pulpa de yaca por lixiviacién
pudieron haber sido aprovechados como fuente de nitrégeno y otra parte degradados por el
tratamiento térmico (infusién). A diferencia de la pulpa de yaca lixiviada, la pulpa molida
fue agregada en el dia 7 de la fermentacion cuando la kombucha ya habia sido filtrada y los
3 dias restantes de fermentacion se llevaron a cabo en condiciones anaerobias pudiendo
ocasionar una menor demanda de nitrégeno debido a que la carga microbiana en el caldo era

menor y no se encontraba bajo condiciones optimas de oxigenacion (Dutta y Gachhui, 2007).
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Figura 7.6 Concentracién de grupos aminos libres (GAL) durante el desarrollo de la
kombucha: a) con pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de
té verde), KN (kombucha de té negro), KVV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa
de yaca lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada),
KV60L (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha
de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), K\VV50P (kombucha de té verde con 50
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g/L de pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca
molida), KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P
(kombucha de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

Aboulwafa et al. (2019) reportaron que los aminodcidos constituyen alrededor del 1 al 4%
del peso seco del té (Camellia sinensis) y estan representados por arginina, &cido aspartico,
acido glutdmico, glutamina, serina y teanina, que representan mas del 90% de todos los
aminoacidos presentes en las hojas, siendo la teanina el aminoacido con mayor abundancia.
Actualmente no se encontraron estudios de kombucha donde se haya realizado la
determinacion de grupos aminos libres, por lo que no se pudo hacer la comparacion de estos

resultados.

7.1.8 Determinacion de carbohidratos solubles totales

En la Figura 7.7a se muestran los resultados de la determinacion de carbohidratos solubles
totales para las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada y los controles de
kombucha de té verde y de té negro. En todas las muestras se puede observar una disminucion
acelerada de la concentracion durante los primeros dos dias y después una disminucion
gradual hasta el séptimo dia. Un comportamiento similar se observé en los dltimos dias de
fermentacion debido al enriquecimiento con sacarosa. Este comportamiento es explicado por
Villarreal-Soto et al. (2019) quienes mencionan que los monosacaridos como la glucosa y
fructosa, en la fermentacion de kombucha, son consumidos sin acumularse debido a los
maltiples microorganismos y vias bioquimicas que se dan simultaneamente. Sin embargo,
Yavari et al. (2010) afirmaron que las levaduras utilizan la glucosa para producir etanol, que
inicialmente se oxida a acetaldehido y luego se oxida por las bacterias del acido acético y el
diéxido de carbono, mientras que la fructosa sigue formando parte del caldo de fermentacién
y es utilizada por los microorganismos en menor grado. En general, el consumo de sustrato
y la formacion del producto dependen del cultivo microbiano, pero también de las

condiciones y el medio de fermentacion (Leonarski et al., 2021).

La enzima invertasa de las levaduras convierten la sacarosa en glucosa y fructosa (Troy y
Terra, 2014). Estos dos productos se acumulan en el medio, como lo observaron diferentes
autores durante la fermentacion de kombucha (Sievers et al., 1995; Chen y Liu, 2000; Kallel

et al., 2012). Este comportamiento no pudo ser analizado a detalle en nuestro estudio, debido
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a que el método que empleamos para la determinacién de carbohidratos solubles totales se
basa en una hidrolisis y deshidratacion de los carbohidratos, lo cual, no permite visualizar la
hidrolisis de la sacarosa y la produccion de glucosa y fructosa a lo largo de la fermentacion

por la accion de enzimas microbianas.

En la Figura 7.7b se observa un incremento en la concentracion de carbohidratos solubles en
el séptimo dia de fermentacion, atribuido a la adicion de pulpa de yaca molida, y
subsecuentemente se observa una disminucion hasta el décimo dia, por lo cual, los
carbohidratos proporcionados por la pulpa de yaca podrian estar siendo aprovechados por el
cultivo microbiano para su crecimiento y para la produccion de compuestos como &cidos

organicos y etanol (Jayabalan et al., 2014).

Al finalizar la fermentacion, no se observaron diferencias significativas en el contenido de
carbohidratos solubles totales: KV (42.63 £ 0.32 mg/mL), KN (37.77 £ 0.52 mg/mL), KV50L
(43.87 £0.45 mg/mL), KN50L (41.37 + 1.16 mg/mL), KV60L (42.67 + 5.0 mg/mL), KN60L
(38.88 + 2.76 mg/mL), KV50P (43.90 £ 1.39 mg/mL), KN50P (39.43 + 1.83 mg/mL),
KV60P (44.55 £+ 0.47 mg/mL) y KN60P (38.43 £ 1.25 mg/mL). Estos resultados coinciden
con los reportados por Leonarski et al. (2021) quienes reportan un consumo de 31.6 a 56.6
% de azucares totales en kombucha de pulpa residual de cerecita (Malpighia emarginata)
después de 15 dias de fermentacion. Gaggia et al. (2019) demostraron que el 41.1% y el
38.7% del azucar total se consumia en la fermentacion de kombucha de té negro y de té verde,
respectivamente, después de 14 dias de fermentacion. Zubaidah et al. (2018) observaron que
aproximadamente del 40-50% del azlcar total se consumia en la fermentacién de kombucha

de salak (Salacca zalacca) después de 14 dias de fermentacion.
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Figura 7.7 Concentracion de carbohidratos solubles totales (CST) durante el desarrollo de la
kombucha: a) con pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV (kombucha de
té verde), KN (kombucha de té negro), KVV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa
de yaca lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada),
KV60L (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L (kombucha
de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), K\VV50P (kombucha de té verde con 50
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g/L de pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca
molida), KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida) y KN60P
(kombucha de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

Se determind que la concentracion de carbohidratos solubles al final de la fermentacién fue
mayor en las muestras KV, KV60L y KV60P. El contenido de azucares residuales, didéxido
de carbono y 4acidos organicos, asi como la proporcion entre estos, son factores que

determinan el sabor y el color del producto final (Chen y Liu, 2000).

7.1.9 Fenoles solubles totales (FST) y capacidad antioxidante (CaOX)

Fenoles solubles totales (FST)

El contenido de fenoles solubles totales de las muestras de kombucha con pulpa de yaca
lixiviada y molida se muestran en los Cuadros 7.3y 7.4, respectivamente. No se encontraron
diferencias significativas en el contenido de FST para el tipo de té en el producto final de
todas las muestras. Sin embargo, la kombucha de té negro obtuvo mayor concentracion de
FST que la kombucha de té verde. Estos resultados coinciden con lo reportado por Cardoso
et al. (2020), Chakravorty et al. (2016) y Kallel et al. (2012), quienes encontraron una mayor
concentracion de fenoles totales, mayor diversidad y abundancia de clases de compuestos
fendlicos en la kombucha de té negro en comparacion con la de té verde. Sin embargo, para
las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada, se obtuvo la mayor concentracion en
las muestras que contenian té verde. Resultados similares fueron reportados por Jakubczyk
et al. (2020), De Filippis et al. (2018), Gaggia et al. (2018) y Gramza-Michatowska et al.
(2016) quienes obtuvieron mayor concentracion de FST en la kombucha de té verde en
comparacion con la de té negro. Estas diferencias entre el tipo de té pueden deberse a las
condiciones de procesamiento y el tamafio de las particulas de las hojas (Astill et al., 2001;
Chen y Sang, 2014). También se han reportado ciertas diferencias en la composicion del té,
en las que influyen diversos factores como la especie, la estacion del afio, la edad de las hojas,
el clima y las condiciones horticolas (Cabrera et al., 2003). Otra posible explicacién es que
la inoculacién de las muestras se hizo con SCOBY proveniente de té verde y este factor pudo
haber influido en la adaptabilidad de las bacterias y levaduras en la combinacion de té negro
y pulpa de yaca. Varios estudios han demostrado que el SCOBY puede variar entre
fermentaciones (Chakravorty et al., 2016; Coton et al., 2017; Reva et al., 2015).
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Cuadro 7.3. Fenoles solubles totales de kombucha con pulpa de yaca lixiviada.

FST (mg EAG/mL)

bias KV KV50L KV60L KN KNS50L KNG60L
0 0.38+0.0labcdD 0.35+0.0l1abA 0.35%0.01abA 0.35+ 0.00aA 0.32 £ 0.01abC 0.28 + 0.00abB
1 0.36+0.0labcC  0.31+0.00abB 0.33+0.00aB  0.43 +0.01bD 0.25 + 0.01fA 0.24 £ 0.01aA
2 0.37+£0.03abcAB 0.53+0.03aD 0.45+0.03abC 0.41+0.02bcBC 0.33 £ 0.0labcdA 0.34 £ 0.03abA
3 0.34+0.02acA 0.31 £ 0.00abA 0.34 +0.00abA 0.35 £ 0.01aA 0.29 = 0.01bfA 0.3 + 0.04abA
4 0.43+0.02dA 0.44 + 0.02abA 0.43 +0.02abA 0.43 £ 0.03bA 0.37 £ 0.01deB 0.33 +0.00abB
5 0.33+0.01aC 0.28 £ 0.00bAB 0.33+0.00aC  0.28 £ 0.01dAB  0.30+0.01abBC  0.28 + 0.00abA
6 0.38+0.0labcdA 0.40 +0.02abA 0.54 +0.02abC 0.37 £0.03acA  0.36 + 0.01cdeAB 0.31 +0.01abB
7 042+0.01bdAB 0.45+0.01abA 0.45+0.0l1abA 0.42 +0.01bcAB 0.38 +0.03eBC 0.35+0.00abC
8 0.41+0.05bdAB 0.44 +0.01abB 0.4 +0.01abAB 0.26 £ 0.01dC 0.34 £ 0.02acdeA  0.35 + 0.02abA
9 0.40+0.03bcdA 0.53+0.05aBC 0.58 +0.05bC  0.35+ 0.02aA 0.35+0.02acdeA  0.48 £ 0.01bB
10 0.33+0.01aA 0.36 £ 0.00abA 0.39 + 0.01abA 0.36 + 0.00aA 0.32 £ 0.0l1abcA  0.37 £0.00abA

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Las letras minusculas
representan el efecto de los dias de fermentacién. Las letras mayusculas representan el efecto
de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (o = 0.05).

Cuadro 7.4. Fenoles solubles totales de kombucha con pulpa de yaca molida.

FST (mg EAG/mL)

Dias KV KV50P KV60P KN KN50P KNG60OP
7 0.42+0.01bcB 0.36 +£0.03abAC 0.28 +0.02acD  0.42 + 0.01abAB 0.33+0.02abC  0.41 % 0.02abAB
8 0.41+0.05bcdA 0.43+£0.01cdA  0.34 +0.0labcdB 0.26 £ 0.01bC 0.40 £ 0.03abAB 0.43 = 0.02adA
9 0.40+0.03bcdA 0.38 £0.01bcA  0.47 +£0.02abdB 0.35+0.02abA  0.54 £ 0.04bB 0.39 £ 0.01abcA
10 0.33+0.01aA 0.45+0.03dB 0.56 £ 0.02bdC  0.36 = 0.00abA  0.63 = 0.02bD 0.48 £ 0.01dB

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Las letras mindsculas
representan el efecto de los dias de fermentacion. Las letras mayUsculas representan el efecto
de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (o = 0.05).

Se observo que la concentracion de FST aumentaba y disminuia conforme transcurrian los
dias de fermentacion, obteniendo la concentracién maxima en el dia 4 para KV (0.43 mg
EAG/mL) y KN (0.43 mg EAG/mL), en el dia 7 para KN50L (0.38 mg EAG/mL), en el dia
9 para KV50L (0.53 mg EAG/mL), KV60L (0.58 mg EAG/mL) y KN60OL (0.48 mg
EAG/mL). Este comportamiento coincide con lo reportado por Gaggia et al. (2018) quienes
observaron un aumento significativo del contenido de fenoles durante la fermentacion de
kombucha de té verde y de té negro, con un pico maximo en el dia 7, y subsecuentemente,
una disminucién significativa en el dia 14 (33% y 18%, respectivamente). EI aumento y
disminucion repentinos en el contenido de FST podria haber coincidido con las actividades

microbioldgicas (Amarasinghe et al. 2018), sin embargo, este aspecto no fue investigado en
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este estudio. Por otra parte, Veli¢anski et al. (2014) observaron un comportamiento similar
en muestras de kombucha de té negro y de toronjil (Melissa officinalis) quienes explicaron
que los cambios no uniformes en la concentracion de fenoles solubles totales durante la
fermentacion pueden explicarse por la biotransformacion de los compuestos fenolicos, como
las catequinas (asi como otros polifenoles complejos) por la accidon enzimatica de los
microorganismos del SCOBY (Dufresne y Farnworth, 2000). Ademaés, las catequinas se
liberan de las células sensibles a los acidos durante la fermentacion de la kombucha de té
negro y de té verde, lo que podria ser la razon del aumento del contenido de fenoles solubles
totales del té durante la fermentacion. Por otra parte, las catequinas pueden polimerizarse en
moléculas de mayor masa molecular, y asi reducir el contenido de fenoles solubles totales
(Chuy Chen, 2006).

Las muestras con mayor contenido de FST después de 10 dias de fermentacion fueron
KV60L (0.39 £ 0.01 mg EAG/mL) en muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada, y
KN50P (0.63 £ 0.02 mg EAG/mL) en muestras con pulpa molida, el cual se puede atribuir a
la adicién de pulpa de yaca. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Osiripun y
Apisittiwong (2021) (granada, pifia y manzana), Watawana et al. (2016) (coco), Ayed et al.
(2016) (uvaroja) y Ayed y Hamdi (2015) (tuna) quienes concluyeron que la adicion de pulpa

0 jugos de frutas mejora la concentracion de FST en la fermentacion de kombucha.

Sin embargo, los valores que se obtuvieron en este estudio fueron superiores a los reportados
por Osiripun y Apisittiwong (2021) quienes fermentaron té negro durante 7 dias y
subsecuentemente adicionaron 20 % (v/v) de jugos comerciales de granada (0.35 mg
EAG/mL), pifia (0.33 mg EAG/mL) y manzana (0.31 mg EAG/mL) y fermentaron durante 3
dias mas. Sin embargo, nuestros valores son inferiores en comparacion con los obtenidos
para kombucha de coco (1.2 mg EAG/mL), de uva roja (3.3 mg EAG/mL) y de tuna (0.9 mg
EAG/mL). Aungue nuestros resultados son inferiores, esto se puede deber a que en estos
estudios se utilizaron mayores concentraciones de jugo de fruta (300 mL/L) con relacién a

nuestro estudio para el desarrollo de la bebida fermentada.

El contenido fendlico de la kombucha es variable y cambia segun la composicién quimica
del té antes de la fermentacion, también depende de la concentracion de la fuente de carbono,

el pH, la temperatura, el tamafio del indculo y la comunidad microbiana de kombucha (Jafari
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etal., 2020). Las bacterias y levaduras presentes en la kombucha son las encargadas de liberar
enzimas que determinan los metabolitos generados durante su fermentacion, asi como de
degradar los polifenoles en moléculas mas pequefias (De Almeida Souza et al., 2020;
Jakubczyk et al., 2020).

Aunque el té contiene un alto contenido de compuestos fendlicos, los compuestos fenolicos
extraidos por la infusion de té son relativamente volatiles, se absorben mal en el intestino y
se convierten en otros metabolitos (Lozano et al., 2012). Mientras que la kombucha tiene un
mayor contenido de compuestos fenolicos, proteinas y &cidos organicos, asi como una
diversidad microbiana mas amplia en comparacion con el té verde y, por lo tanto, es probable
que sea un probidtico mas eficaz y otorgue importantes beneficios sobre la salud mas alla de
los que brinda el té (Jakubczyk et al., 2020).

IvaniSova et al. (2019) revelaron que la kombucha tiene una alta concentracion de
compuestos fendlicos, como acido galico, &cido clorogénico, acido protocatechico, acido p-
cumarico, acido elagico, rutina, vitexina y resveratrol. Otros compuestos, como catequinas,
epicatequina y flavonoides, también son producidos por los microorganismos a través de la
biotransformacion (Villarreal-Soto et al., 2018; Jayabalan et al., 2010; IvaniSova et al., 2020;
Mousavi et al., 2018). Los compuestos fendlicos se denominan antioxidantes debido a su
capacidad para eliminar los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno, y existe una
correlacion entre los compuestos fendlicos y la actividad de eliminacion de radicales libres
(Yang et al., 2008).

Método de eliminacién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Los resultados del analisis de DPPH de las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada
y molida se muestran en los Cuadros 7.5y 7.6, respectivamente, donde no se observaron
diferencias significativas en las muestras entre el inicio y el final de la fermentacion, es decir,
la capacidad antioxidante de las muestras frente al radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl
mediante transferencia de electrones y/o atomos de hidrdégeno se mantiene a lo largo de la
fermentacion. Este comportamiento coincide con los resultados obtenidos por Amarasinghe
et al. (2017) quienes no encontraron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05)
frente al radical DPPH de muestras fermentadas de kombucha. Por otra parte, Ferri et al.

(2013) concluyeron que las condiciones acidas no son adecuadas para el ensayo de DPPH, el
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cudl mostro una estabilidad 6ptima entre pH 4 y 8; y, ademas, el método DPPH no permite

la determinacidn de la actividad antioxidante hidréfila.

Cuadro 7.5. Capacidad antioxidante (DPPH) de kombucha con pulpa de yaca lixiviada.

DPPH (mg ET/mL)

Dias KV KV50L KV60L KN KN50L KNBOL
0 0.20+0.00abcdD  0.20+0.00abB  0.19 + 0.00acdA  0.20 + 0.00abcdB 0.19 + 0.00acdA  0.18 + 0.00abC
1 0.21+0.00abcdBC 0.21+0.00abB  0.21 + 0.00abcdC  0.46 + 0.00acdD  0.19 + 0.00abcdA  0.19 + 0.00abA
2 0.43+0.0lacdD 0.33+0.01abB  0.32+0.00abcdB  0.35 + 0.00abcdC 0.30 + 0.00abcdA  0.30 + 0.00abA
3 0.20 +0.00abcD 0.20 £ 0.00abA  0.21 + 0.00abcdAB 0.19 + 0.00abcC  0.21 + 0.0labcdB  0.21 +0.00abAB
4 0.40+0.00abcdC  0.41+0.00aD  0.26 +0.00abcdA 0.47 +0.0ladF  0.28 + 0.00abcdB  0.42 + 0.00aE
5 0.23+0.00abcdC  0.19+0.00abB  0.20 + 0.00abcdA  0.20 + 0.00abcdA 0.20 + 0.00abcdAB 0.20 + 0.00abA
6 0.39+0.00abcdA  0.34+0.00abD 0.31+0.0labcdC  0.42 + 0.00abcdE 0.38 + 0.00abcA  0.25 + 0.00abB
7 0.37+0.00abcdC  0.28 +0.01abAB 0.29 +0.00abcdB  0.26 + 0.00abcdD 0.37 + 0.00abcdC  0.28 + 0.00abA
8 0.46 + 0.00adF 0.33+0.0labA  0.37 £0.00abcC  0.41 % 0.00abcdD 0.44 + 0.00cbE 0.36 + 0.00abB
9 0.37+0.00abcdB  0.41+0.03aA  0.42 + 0.01bcA 0.37 £ 0.00abcdB  0.32 + 0.00abcdC  0.42 + 0.01aA
10 0.18 + 0.00bcE 0.12+0.01bB  0.15+0.00adC 0.17+£0.00bA  0.16 + 0.00adD 0.17 + 0.00bA
Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Las letras mindsculas
representan el efecto de los dias de fermentacion. Las letras mayUsculas representan el efecto
de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (o = 0.05).
Cuadro 7.6. Capacidad antioxidante (DPPH) de kombucha con pulpa de yaca molida.
Di DPPH (mg ET/mL)
1as KV KV50P KV60P KN KN50P KNGOP
7 0.37 £0.00abcdC  0.38 + 0.00abcdE 0.32 + 0.00abcdA 0.26 + 0.00abcdB  0.37 £ 0.00abD  0.32 + 0.00abA
8 0.46+0.00adE  0.25+0.0labcdC 0.28 + 0.00abcdD 0.41 + 0.00abcdAB 0.43 +0.01abB 0.4 + 0.01abA
9 0.37+0.00abcdC 0.48+0.01bcD  0.35 + 0.01labcdA 0.37 +0.00abcdBC 0.36 + 0.00abAB  0.36 + 0.00abABC
10 0.18+0.00bcB  0.31+0.0labcdC 0.39 + 0.01abcdA 0.17 + 0.00bcB 0.39+0.01abA  0.39 + 0.00abA

Los valores se presentan como media + desviacién estandar (n = 3). Las letras minusculas
representan el efecto de los dias de fermentacion. Las letras mayusculas representan el efecto
de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (a = 0.05).

Otros autores demostraron que la actividad antioxidante de las muestras de kombucha de té
negro y de té verde contra el radical DPPH en el tercer dia de fermentacién era alrededor del
50% de inhibicion, y disminuia en los cuatro dias siguientes del proceso (Malbasa et al.,
2011). Otros estudios observaron este mismo comportamiento en el analisis de DPPH, donde
alcanzaban el maximo porcentaje de inhibicién en el séptimo dia y subsecuentemente
disminuia hasta el dia 14 de fermentacion (Jakubczyk et al., 2020; Gaggia et al., 2018;
Chakravorty et al., 2016). Esto probablemente se deba a la variabilidad de la microbiota que

se encuentra en diferentes SCOBY s (Jayasekera et al., 2011; Junior et al., 2009; Cheny Liu,
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2000). Ademaés, Malbasa et al. (2011) informaron que la utilizacion de diferentes indculos e
iniciadores de kombucha provoca el desarrollo de diferentes actividades antioxidantes en el
producto final. Algunos estudios han reportado una menor actividad antioxidante por parte
de bebidas fermentadas de kombucha frente al radical DPPH con relacion a otros radicales
(ORAC, FRAP y ABTS) (Mizuta et al., 2020; Jakubczyk et al., 2020; Gaggia et al., 2018;
Watawana et al., 2016; Ayed et al., 2016; Jayabalan et al., 2008).

Las muestras KV50P (0.31 + 0.01 mg ET/mL), KV60P (0.39 + 0.01 mg ET/mL), KN50P
(0.39 £ 0.01 mg ET/mL) y KN60P (0.39 + 0.01 mg ET/mL) mostraron un incremento en la
actividad de captacion del radical DPPH. Este aumento se podria atribuir a la adicion de
pulpa de yaca molida y a la liberacion de compuestos antioxidantes. Muchos autores han
informado un comportamiento similar al agregar diferentes frutas a la kombucha fermentada
oincluso al realizar la fermentacion con este tipo de sustratos (Osiripun y Apisittiwong, 2021;
Zubaidah et al., 2018; Watawana et al., 2016; Ayed et al., 2016; Ayed y Hamdi, 2015),
considerando que los efectos antioxidantes son atribuibles a la suma de las capacidades
antioxidantes de muchos compuestos presentes en las frutas y a los efectos sinérgicos entre
ciertos metabolitos producidos durante el proceso de fermentacion. Segun Jayabalan et al.
(2014), el aumento de la capacidad antioxidante de la kombucha depende de varios factores
como el tipo de sustrato, el tiempo de fermentacion y la microbiota de la kombucha, que es
la principal responsable de determinar la naturaleza de los metabolitos formados durante la

fermentacion.

Poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

Los resultados del analisis de FRAP de las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada
y molida se muestran en los Cuadros 7.7 y 7.8, respectivamente. El ensayo antioxidante
FRAP determina el poder de reduccion de iones de hierro, se basa en la produccién de iones
Fe?* (forma ferrosa) a partir de la reduccion del i6n Fe** (forma férrica) presente en la
2,4,6tripiridil-escomplextriazina (TPTZ) en un medio &cido (Liu et al., 2018). Los valores
obtenidos de capacidad antioxidante por el ensayo FRAP de las muestras KV50L y KV60L
muestran diferencias significativas con relacién al resto de las muestras de kombucha con
pulpa de yaca lixiviada, y las muestras K\VV60P y KN50P con relacion al resto de las muestras

de kombucha con pulpa de yaca molida, siendo los tratamientos que mayor capacidad

72



antioxidante mostraron. Se encontr6 que la capacidad antioxidante (FRAP) y la

concentracion de FST se correlacionan de manera positiva en todas las muestras.

Resultados similares fueron obtenidos por Mizuta et al. (2020), Cardoso et al. (2020),

Amarasinghe et al. (2018), Watawana et al. (2016) y Velic¢anski et al. (2014) quienes reportan

que a medida que transcurre el tiempo de fermentacidn se va incrementando la concentracion

de FST y con ello se tiene una mejora significativa de la capacidad antioxidante. Un alto

contenido de compuestos fendlicos se asocia generalmente con una elevada actividad

antioxidante (Sun et al., 2015). También Lobo et al. (2017) encontraron que la conversion

metabdlica de los componentes del té por enzimas microbianas durante la fermentacion

puede contribuir al aumento de la actividad antioxidante de kombucha en comparacion con

el té sin fermentar.

Ademas de la concentracion y composicion de compuestos fenolicos en la kombucha, otros

metabolitos producidos durante la fermentacion, como acidos organicos, vitaminas, etc.,

también pueden modificar la capacidad antioxidante de la kombucha (Malbasa et al., 2011).

Cuadro 7.7. Capacidad antioxidante (FRAP) de kombucha con pulpa de yaca lixiviada.

FRAP (mg ET/mL)

Dias KV KV50L KV60L KN KN50L KN60L

0 0.80+0.03abA 0.80+0.02adA  0.77 £0.02adA  0.68 + 0.02aC 0.51+0.03aB  0.52 + 0.02abB
1 0.85+0.01abB 0.87 £0.00abdB 0.79 + 0.0labdD 0.72 = 0.02abcdC 0.55 + 0.00abA 0.55 + 0.00abA
2 0.78+0.02aA 1.16 +£0.02bcdE  0.92 + 0.0labcdD 0.76 £ 0.02bcdA 0.69 = 0.02abC 0.52 = 0.03abB
3 0.84+0.01abC 0.89 £ 0.0labcdD 0.84 £ 0.00abcdC 0.67 = 0.03aB 0.62 £ 0.00abA 0.65 = 0.01abAB
4 1.08x0.02bA 1.00+0.03abcdA 0.91 +0.05abcdA 0.78 = 0.00cdA  0.71 + 0.04abA 0.59 + 0.03abA
5 0.86+0.0labA 0.92 + 0.0labcdE 0.87 £ 0.0labcdA 0.69 £ 0.02abD  0.56 = 0.02abB 0.62 = 0.00abC
6 0.99+0.02abC 1.10 +0.0labcdD 1.94 £0.03bcdE 0.79 = 0.03cA 0.74 £ 0.03bA 0.62 = 0.02abB
7 1.02+0.03abB 1.10+0.0labcdD 1.00 + 0.03abcdB 0.78 + 0.03cA 0.73 £ 0.05abA 0.62 + 0.02abC
8 0.87+0.02abD 1.03 +0.02abcdB 0.96 + 0.01abcdB 0.69 + 0.02abA  0.71 = 0.05abA 0.30 + 0.01aC
9 0.96+0.02abB 159 +0.03bcC  2.32+0.02bcD  0.70 £ 0.02abdA 0.70 £ 0.04abA 1.01 +0.04bB
10 0.81 £0.01abE 0.90 + 0.00abcdA 0.90 + 0.00abcdA 0.67 + 0.01aD 0.61 +0.01abB 0.64 + 0.00abC

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Las letras mindsculas
representan el efecto de los dias de fermentacion. Las letras mayusculas representan el efecto

de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (a = 0.05).
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Cuadro 7.8. Capacidad antioxidante (FRAP) de kombucha con pulpa de yaca molida.

FRAP (mg ET/mL)

Dias KV KV50P KV60P KN KN50P KN6OP
7 1.0240.11abD 0.88 £ 0.01abcdB  0.68 £ 0.05bcdA _ 0.78 £ 0.030cC_ 0.61 + 0.02aA _ 0.88 * 0.03abB
8 0.87+0.02abB 0.87 +0.03abcdB  0.65+0.05bcA  0.69+0.02adA 0.65+ 0.03abA 1.34 + 0.08hC
9 0.96+0.02abB 0.97 + 0.04abcdBC 1.03 + 0.01abcdCD 0.70 + 0.02abdA 1.06 +0.03bD  0.75+0.00abA

10 0.81+0.01abA 0.96 + 0.0labcdC  1.09 +0.07abdD  0.67 £0.01aB  1.21 +0.05bE  0.79 £ 0.02abA

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Las letras minusculas
representan el efecto de los dias de fermentacidn. Las letras mayusculas representan el efecto
de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (a = 0.05).

Se ha determinado que la fermentacion de té verde y té negro con la adicion de 50 y 60 g/L
de pulpa de yaca (para algunos tratamientos) mediante el SCOBY incrementa la
concentracion de FST en un periodo de 10 dias y ejerce una mayor capacidad antioxidante
mediante la quelacion del hierro. Se ha reportado que la actividad antioxidante de los
compuestos fenolicos puede deberse a su capacidad de actuar como agentes reductores al
donar hidrégeno y/o capturar oxigeno singlete, o como quelantes (Burin et al., 2010). Los
polifenoles del té han sido reconocidos como excelentes antioxidantes debido principalmente
a la presencia del grupo 3°-4" dihidroxi en el anillo B y del éster de galoil en el anillo C de
los flavonoles, que también son estructuras importantes en la quelacion de iones metalicos
(Guo et al., 1996; Khokhar y Owusu, 2003).

Ayed et al. (2016), Watawana et al. (2016) y Ayed y Hamdi (2015) concluyeron que la
actividad antioxidante, mediante el ensayo de FRAP, del jugo fermentado de uva, coco y
tuna, respectivamente, aumento significativamente como resultado de la fermentacion y
atribuyeron los efectos de la fermentacién a la suma de las capacidades antioxidantes de
muchos de los compuestos presentes en las frutas, y a los efectos sinérgicos de la interaccion
entre ciertos productos metabolicos formados durante el proceso de fermentacion. Maier et
al. (2009) afirmaron que la actividad antioxidante podia ser un efecto sinérgico entre varios

compuestos, en lugar de uno solo.

El aumento de la actividad antioxidante de las muestras de kombucha se debe principalmente
al bajo peso molecular de los compuestos fendlicos producidos y también se acompafia de
varios cambios en las estructuras de los polifenoles (Jayabalan et al., 2014). El aumento en

el contenido de compuestos polifenodlicos puede estar asociado con numerosas reacciones
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que ocurren durante la fermentacion del té, por ejemplo, las condiciones &cidas y la oxidacion
de compuestos polifendlicos por algunas enzimas microbianas, lo que conduce a la formacién
de catequinas, flavonoides y otros compuestos con propiedades bioldgicas (Jayabalan et al.,
2010). Ademas, la fermentacion induce la ruptura de las paredes celulares de los materiales
biologicos, lo que conduce a la liberacion de algunos compuestos antioxidantes. Estos
compuestos antioxidantes pueden actuar como terminadores de radicales libres, quelantes de

metales, inhibidores de oxigeno singlete o donantes de hidrogeno (Hur et al., 2014).
Poder antioxidante contra el radical 2,2-azinobis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

(ABTYS)

Los resultados del anélisis de ABTS de las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada

y molida se muestran en los Cuadros 7.9 y 7.10, respectivamente, donde no se observaron
diferencias significativas para ninguna de las muestras de kombucha analizadas en este
estudio entre el inicio y el final de la fermentacion, es decir, la capacidad antioxidante de las
muestras frente al radical &cido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico se mantiene
constante a lo largo de la fermentacion. Mizuta et al. (2020) realizaron un estudio de
fermentacion de kombucha de té verde donde evaluaron la capacidad antioxidante mediante
el método ABTS y reportaron que no hubo diferencia significativa. Watawana et al. (2016)
observaron un comportamiento similar en agua de coco fermentada por el SCOBY de
kombucha durante 7 dias, reportando que la actividad de eliminacién del radical ABTS solo
tuvo un aumento estadisticamente significativo (p<0.05) en la muestra fermentada en el
cuarto dia en comparacion con el control no fermentado y el producto final. Esto pudo haber
ocurrido debido a que la capacidad antioxidante alcanzo la concentracion considerada como
el punto de saturacion, lo que significa que la actividad de extincion del radical ABTS ya no
puede aumentar porque la concentracion de compuestos bioactivos ha alcanzado el limite de
saturacion (Tu et al., 2019). Estos resultados no concuerdan con los reportados por diversos
estudios donde se observo que la capacidad antioxidante (ABTS) incremento conforme
transcurrian los dias de fermentacion en kombuchas de diferentes sustratos (La Torre et al.,
2021; Cardoso et al., 2020; Ayed et al., 2016; Chakravorty et al., 2016; Ayed y Hamdi, 2015).
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Cuadro 7.9. Capacidad antioxidante (ABTS) de kombucha con pulpa de yaca lixiviada.

Dias

ABTS (mg ET/mL)

KV KV50L KV60L KN KN50L KN60L

0 0.26 £0.00abcdA 0.24 +0.00abA 0.25+0.00abA 0.23 £ 0.00abA  0.21 + 0.00abA 0.22 = 0.00abA
1 0.25+0.00abcdB 0.26 £ 0.00abD 0.23 +0.00abC 0.25 +0.00abB ~ 0.20 + 0.00aA  0.20 + 0.00abA
2 0.42+0.00acdE  0.23+0.01abB 0.29+0.01abC 0.32+0.01abD  0.26 + 0.0l1abA 0.26 = 0.00abA
3 0.26 £0.00abcdD 0.23 +0.00abC 0.22 +£0.00aA  0.21 + 0.00aA 0.21+0.01abA 0.18 + 0.00aB

4 0.38+0.0labcdC 0.35+0.01abB 0.22 £ 0.01abA 0.46 = 0.01bD 0.23+0.01abA 0.36 + 0.01bBC
5 0.23+0.00abcD  0.20+0.01aAB 0.20+0.00aB  0.21 +0.01aC 0.20 + 0.00aAB 0.19 + 0.00abA
6 0.37+£0.00abcdE 0.30+0.00abC 0.27 £0.00abB 0.40 £ 0.01abF  0.32+0.00abD 0.19 + 0.01abA
7 0.33+0.0labcdE 0.22 +0.00abC 0.26 £ 0.00abA 0.25+0.01abA  0.30 + 0.01abD 0.20 + 0.00abB
8 0.44 +£0.0ladE 0.29 +0.01aA 0.29+0.0l1abA 0.39£0.00abD  0.36 £ 0.00bC  0.25 + 0.02abB
9 0.35%0.01abcdAB 0.36 £ 0.01bAB 0.34 £ 0.02bA  0.35 £ 0.00abAB 0.24 £ 0.01abC 0.37 £ 0.01bB

10 0.22+0.01bcAB 0.36 £0.01bD 0.29 £0.01abC 0.24 £0.00abE ~ 0.23 +0.01abB 0.19 = 0.01abA

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Las letras mindsculas
representan el efecto de los dias de fermentacion. Las letras mayUsculas representan el efecto

de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (o= 0.05).

Cuadro 7.10. Capacidad antioxidante (ABTS) de kombucha con pulpa de yaca molida.

Dias

ABTS (mg ET/mL)
KV KV50P KV60P KN KN50P KN60P

© o

10

0.33 + 0.01abcdA 0.33 + 0.00abcdA 0.27 £0.00abcdC 0.25 + 0.01abcdB 0.34 + 0.01abcdA 0.23 +0.01abB
0.44 +0.01bcE  0.17 £ 0.0labcA 0.25 £ 0.01labcdB 0.39 + 0.00abcdD 0.34 + 0.03abcdC 0.16 + 0.01bA

0.35+0.01abcdB 0.43+0.00adD  0.11 + 0.00bC 0.35+ 0.00abcdB 0.24 + 0.00abcdA 0.21 +0.02abA
0.22 + 0.01abcdD 0.15+0.01bcC  0.11 £+ 0.04bB 0.24 +0.00bcdD 0.21 £0.01acdD 0.37 £0.02abA

Los valores se presentan como media + desviacién estandar (n = 3). Las letras minusculas
representan el efecto de los dias de fermentacion. Las letras mayusculas representan el efecto
de las muestras. Letras diferentes indican una diferencia significativa (o = 0.05).

7.1.10 Crecimiento microbiano
7.1.10.1 Densidad 6ptica de crecimiento (D.O.)

Los resultados presentados en la Figura 7.8a indicaron que el crecimiento microbiano en la
fase liquida de las muestras de kombucha aumento significativamente al transcurrir el tiempo
de fermentacion después de 7 dias. No se observaron diferencias significativas entre las
muestras al término de la fermentacion: KV (7.51 £ 1.49 g/L), KN (5.31 £ 1.43 g/L), KVV50L
(7.73+£0.00 g/L), KN50L (6.20 £ 0.29 g/L), KV60L (8.07 £ 0.76 g/L) y KN60L (7.82 + 0.84
g/L). Esto podria indicar que la adicion de pulpa de yaca es un sustrato que el cultivo
simbiotico de microorganismos aprovecha para su crecimiento y reproduccion. Nuestros

resultados coinciden con los reportados por Ahmed et al. (2020) y Sreeramulu et al. (2000)
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quienes determinaron que la densidad Optica de crecimiento del caldo de fermentacién

aumentaba a medida que transcurria el tiempo de fermentacion en muestras de kombucha de

té verde y de té negro en un periodo de 8 y 14 dias, respectivamente.

a) Densidad éptica (y=1.5224x+0.0064)
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Figura 7.8 Crecimiento microbiano durante el desarrollo de la kombucha: a) densidad dptica

de crecimiento (D.O.) y b) crecimiento de biopelicula (peso seco). KV (kombucha de té
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verde), KN (kombucha de té negro), KVV50L (kombucha de té verde con 50 g/L de pulpa de
yaca lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca lixiviada),
KV60L (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada) y KN60L (kombucha
de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada)

Abou-Taleb et al. (2017) y Talawat et al. (2006) notaron que la densidad éptica de
crecimiento de la kombucha de té negro aumento significativamente durante los primeros
cuatro dias y después aumenté gradualmente hasta que termind la fermentacion (14 dias).
Ademas, Neffe-Skocinska et al. (2017) encontraron que el recuento total de levaduras y
bacterias del acido acético aumentaba con la fermentacion en un lapso de 10 dias. Coton et
al. (2017) estudiaron la evolucion de las poblaciones microbianas de kombucha de la
produccién industrial a lo largo del tiempo (0, 2, 4 y 8 dias) y observaron que la mayoria de
las bacterias del &cido acético eran méas abundantes en las biopeliculas que en el caldo liquido
al inicio de la fermentacion, y después de 8 dias llegaban a un equilibrio en comparacién con
las especies de levaduras que parecian bastante estables en ambas fases durante toda la

fermentacion.

7.1.10.2 Crecimiento de biopelicula (peso seco)

En la Figura 7.8b se muestra la cinética de produccion de la biopelicula durante la
fermentacion de las muestras de kombucha, en las cuales se observo un incremento
significativo en la produccién de biomasa a lo largo de la fermentacién. En la Figura 7.9 se
muestra el crecimiento de la biopelicula, donde no se observaron diferencias significativas
entre las muestras al término de la fermentacion: KV (5.02 + 0.34 g/L), KN (5.98 + 0.83 g/L),
KV50L (7.04 + 0.32 g/L), KN50L (6.62 + 0.46 g/L), KV60L (6.97 + 0.1.42 g/L) y KN60L
(7.78 £ 1.4 g/L). Ahmed et al. (2020) obtuvieron una produccion méaxima de biopelicula de
9.62 g/L después de 8 dias de fermentacion en una muestra de kombucha de té verde. La
misma tendencia de aumento del peso seco del SCOBY con el tiempo de fermentacion fue
establecida por Amarasinghe et al. (2018) quienes informaron que el agrandamiento del
SCOBY esta relacionado con una matriz celulésica compuesta por el crecimiento de bacterias

de &cido acético.
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Figura 7.9 Crecimiento de la biopelicula en diferentes muestras de kombucha (himeda).

Resultados similares fueron obtenidos por Kallel et al. (2012) quienes obtuvieron 7.2 y 8.9
g/L en muestras de kombucha de té verde y de té negro durante 15 dias de fermentacion,
respectivamente. Sin embargo, nuestros resultados son mayores a los reportados por
Leonarski et al. (2021) quienes reportan una produccion de 4 g/L de biomasa en muestras de
kombucha de pulpa residual de cerecita después de 15 dias de fermentacion. EI aumento de
la biomasa en la fase liquida y solida en las muestras de kombucha con pulpa de yaca fue
indicativo del éxito de la subsistencia de los microrganismos, confirmando asi su capacidad
de prosperar en los entornos con una tendencia similar a la del sustrato comdnmente utilizado

en la preparacion de esta bebida.
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Existen varios tipos de bacterias que pueden producir celulosa microbiana, entre ellas
Acetobacter y Gluconacetobacter (Mohite y Patil, 2014). Entre el género Acetobacter, la
especie dominante es Acetobacter xylinum, que fue reclasificada como Gluconacetobacter
xylinus y mas recientemente como Komagataeibacter xylinus (Yamada et al., 2012). Una
actividad bioquimica especifica de esta bacteria es la oxidacion de la glucosa a &cido
glucdnico, el cual se encuentra en la fase liquida, luego otro metabolismo especifico conduce
a la sintesis de celulosa microbiana formando la biopelicula que permanece en la superficie
del liquido (Villarreal-Soto et al., 2018). Segun Hornung et al. (2006), la biopelicula
representa aproximadamente el 10% del total de células bacterianas, debido a que pueden
quedar atrapadas en la matriz de celulosa contribuyendo de esta forma a su formacion.

7.1.10.3 Parametros de crecimiento microbiano

Los parametros de crecimiento obtenidos para las muestras analizadas se muestran en el
Cuadro 7.11, donde no se observaron diferencias significativas de los pardmetros calculados
entre las muestras de kombucha analizadas. No encontramos estudios donde se reporten estos
parametros para este tipo de bebidas, por lo cual, no pudimos hacer la comparacién. Sin
embargo, consideramos que nuestros parametros son bajos en comparacion con

microorganismos modelo como la levadura Saccharomyces cerevisiae.

La velocidad especifica maxima de crecimiento esta influenciada por factores ambientales y
factores enddgenos. Entre los factores enddgenos estd la organizacion morfoldgica, la
regulacion y el control intracelular. Por ello, no es ildgico pensar que la velocidad méxima a
la cual puede reproducirse un microorganismo dependera esencialmente de la complejidad
del sistema celular y, por ende, del tipo de microorganismo que se trate, por lo cual, a menor
complejidad, mayor sera la pmax y decrecerd a medida que aumente la complejidad del
sistema (Castafieda, 2019). Debido a que la biomasa evaluada en este estudio es un cultivo
complejo de bacterias y levaduras se podria establecer que los pardmetros obtenidos se
encuentran dentro del rango para este tipo de cultivos microbianos. Se observdé mayor
velocidad de consumo de sustrato y de produccién de acido acético en las muestras KV50L,
KV60L y KN60L. Estos resultados son coherentes, debido a que conforme la velocidad de

consumo de sustrato aumenta, también la velocidad de produccion se ve aumentada.
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Cuadro 7.11. Velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax), velocidad especifica de
consumo de sustrato (gS), velocidad especifica de produccion de un metabolito (gP) y

rendimiento efectivo (%) de las muestras fermentadas de kombucha.

Mmax QS (g aztcares/ P (g ac. acético qP (g etanol /g Rendimiento

Muestra (dia?) g biomasa*dia) /g biomasa*dia) biomasa*dia) efectivo (%)
KV 0.1968 0.3288 0.0087 0.4112 26.48
KN 0.1800 0.3448 0.0094 0.4180 24.70
KV50L 0.1920 0.6113 0.0535 0.3440 21.03
KN50L 0.1727 0.3970 0.0403 0.3414 22.98
KV60L 0.1608 0.8419 0.0605 0.2650 20.32
KN60L 0.1872 0.6500 0.0518 0.2595 24.18

El rendimiento efectivo obtenido para las muestras de kombucha se encontr6 dentro del rango
de 20-26 %. Estos resultados coinciden con los reportados por Ahmed et al. (2020) quienes
obtuvieron un rendimiento efectivo del 25.73 % en una muestra de kombucha de té verde
fermentada durante 12 dias. En general, se acepta que no todo el sustrato consumido se
destino a la sintesis de nueva biomasa, sino que parte de este se utiliz6 para mantener vivas
las células existentes y para la sintesis de metabolitos. En consecuencia, la relacion entre el
consumo de sustrato dedicado al mantenimiento, crecimiento y sintesis de productos afect6
el valor del rendimiento. A este consumo de sustrato que no redunda en biomasa se le asocia
con el mantenimiento de funciones vitales (recambio de material celular, mantenimiento de
gradientes de concentracion y movilidad) y con la sintesis de productos (Arranz y Peinado,
2017).

7.1.11 Andlisis sensorial (etapa 1)

La evaluacion sensorial fue realizada en dos sesiones por un panel de 13 participantes
preseleccionados no entrenados. Todas las muestras se presentaron al azar y se sirvieron a
una temperatura entre 4-7 °C en vasos de plastico transparente codificados, se brind6 agua
potable para enjuagar la boca entre las muestras. Se evalu6 color, olor, sabor, consistencia y
aceptabilidad general, se utilizd6 una escala heddnica no estructurada en un rango de
puntuacion de 1 a 13. Después de analizar los resultados no se encontraron diferencias
significativas entre las muestras de kombucha con lixiviado de pulpa de yaca para cada

descriptor sensorial (Figura 7.10). Al igual que en las muestras anteriores, tampoco se
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encontraron diferencias significativas en las muestras de kombucha con pulpa de yaca
molida. Sin embargo, se logra visualizar que algunas muestras obtuvieron mayor promedio
de calificacion para cada descriptor sensorial, por ejemplo, se observa que para la
aceptabilidad general (9.2-10.5) las muestras KV, KN y KV60L obtuvieron el mayor puntaje;
para el olor (8.6-9.4) las muestras KVV50L, KV60L y KN60L; para el sabor (9.6-11.6) las
muestras KV, KN y KV60L; para la consistencia (10.9-11.7) las muestras KV y KN; y para
el color (10-10.8) todas las muestras. Mientras que en las muestras de kombucha con pulpa

molida todas las muestras obtuvieron valores similares en todos los atributos evaluados.

En general, las kombuchas de té verde y té negro obtuvieron los puntajes mas altos, sin
embargo, las muestras KV60L y KVV60P se aproximaron a los valores de las muestras control,
por lo que se puede afirmar que las bebidas de kombucha con la adicién de pulpa de yaca
serian igual de aceptadas que las bebidas tradicionales que se comercializan actualmente. A
pesar de que el resto de las muestras obtuvieron valores dentro del rango de 6.5 a 13, este se
encuentra entre la aceptacion de “me es indiferente” y “me agrada” por parte del panel
sensorial.

Ayed et al. (2016) realizaron una evaluacion sensorial de kombucha de uva roja
determinando un intenso sabor &cido en la muestra fermentada durante 12 dias, la cual fue
juzgada como inaceptable por el panel de catadores, mientras que la kombucha de uva
fermentada durante 6 dias recibié una buena aceptabilidad, sin embargo, obtuvo valores entre
4 (leve aversion) y 8 (gran agrado) de una escala de 9 puntos. Reiss (1994) informé que la
prolongacion de la fermentacién por méas de 10 dias producia un sabor parecido al vinagre.

En otro estudio, Ayed y Hamdi (2015) obtuvieron una buena aceptabilidad general para la
kombucha de tuna fermentada durante 6 dias y no encontraron diferencias significativas con
relacion al jugo fresco de tuna. El jugo de tuna fermentado durante 12 dias tuvo una menor

aceptacién, donde determinaron una correlacion negativa entre la aceptacion y la acidez.

Osiripun y Apisittiwong (2021) realizaron un analisis sensorial de kombuchas de jugo de
pifia, jugo de manzanay jugo de granada con 60 panelistas y una escala heddnica de 9 puntos,
donde evaluaron color, sabor, olor y aceptacion general de la bebida. No encontraron

diferencias significativas entre las muestras para cada descriptor sensorial, concluyendo que
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el jugo de pifia, de manzana y de granada pueden mejorar las propiedades sensoriales de la
bebida de kombucha.

Aceptabilidad general __ _ Oler
/
Consistenda Sabor
= K\ et (N it (\/SOL ot KNSOL  welloe KVEOL == KNSOL
Aceptabilidad general . . Olor
Consistenda " Sabor
il KV ot KN it KVEOP e KNSOP el KVEOP e KNEOP

Figura 7.10 Evaluacion sensorial del color, olor, sabor, consistencia y aceptabilidad general
de muestras de kombucha: a) con pulpa de yaca lixiviada y b) con pulpa de yaca molida. KV
(kombucha de té verde), KN (kombucha de té negro), K\V50L (kombucha de té verde con 50
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g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN50L (kombucha de té negro con 50 g/L de pulpa de yaca
lixiviada), KV60L (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KN60L
(kombucha de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada), KV50P (kombucha de té
verde con 50 g/L de pulpa de yaca molida), KN50P (kombucha de té negro con 50 g/L de
pulpa de yaca molida), KV60P (kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de yaca molida)
y KN60P (kombucha de té negro con 60 g/L de pulpa de yaca molida).

Con base en los resultados de las evaluaciones sensoriales y los analisis realizados en la
primer etapa de este estudio (SST, pH, AT, concentracidn de etanol, de grupos aminos libres,
de proteinas, de CST, de FST y capacidad antioxidante) se eligié el té verde y la
concentracion de 60 g/L de pulpa de yaca, tanto para kombucha con pulpa de yaca lixiviada,
como para kombucha con pulpa de yaca molida, siendo las muestras KV60L y KV60P

seleccionadas para los andlisis posteriores.

7.2 Etapa 2. Caracterizacion de dos formulaciones de kombucha con pulpa de yaca
seleccionadas en la etapa anterior, determinacion de la forma de inclusion de la pulpa
de yaca, evaluacion de su calidad microbioldgica y analisis sensorial de las
formulaciones desarrolladas en comparacion con una kombucha comercial

7.2.1 Caracterizacion de dos formulaciones de kombucha con pulpa de yaca

En el cuadro 7.12 se muestra la caracterizacion de las formulaciones de kombucha con pulpa
de yaca. Estos hallazgos apoyan la posibilidad de desarrollar una bebida de kombucha con
pulpa de yaca con propiedades fisicoquimicas similares a la kombucha tradicional. El
contenido de fenoles solubles totales fue mayor en las muestras KV60P y KV60L con
respecto a la muestra KV. La capacidad antioxidante por los ensayos de FRAP y ABTS fue
mejorada por la adicion de pulpa de yaca, mientras que la actividad antioxidante por el ensayo
DPPH fue mayor solo en la muestra K\V60P con relacion a KV. A pesar de que la adicion de
pulpa de yaca lixiviada y molida mejoran el contenido de fenoles, actividad antioxidante y
caracteristicas sensoriales con respecto a la bebida tradicional, se puede observar que la
kombucha con la adicion de pulpa de yaca molida (KV60P) presenta mejores caracteristicas
fisicoquimicas, sensoriales y antioxidantes que la kombucha con pulpa de yaca lixiviada
(KV60L).
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Cuadro 7.12. Caracterizacion de formulaciones de kombucha con pulpa de yaca.

Paradmetro/Muestra KV KV60L KV60P
SST (°BX) 570£0.00 5.17+0.06 5.70+0.00
pH 292+0.01 274+£001 2.89%0.01
AT (%) 0.12+0.00 053+0.01 0.24+0.01
Etanol (%) 1.38+£0.02 232+0.11 2.05%0.01
CST (mg/mL) 42.63+0.32 42.67+5.00 44.55+0.47
FST (mg EAG/mL) 0.33+£0.01 0.39+0.01 0.56+0.02
DPPH (mg ET/ mL) 0.18+0.00 0.15+0.00 0.39+0.01
FRAP (mg ET/ mL) 0.81+£0.01 0.90%+0.00 1.09+0.07
ABTS (mg ET/ mL) 0.22+0.01 0.29+0.01 0.23+0.04

7.2.2 Determinacion de la forma de inclusion de la pulpa de yaca en la kombucha con

base a su calidad microbiolégica

Con base a la calidad microbioldgica se definio la forma de inclusion de la pulpa de yaca en
la kombucha. La calidad microbiol6gica de las bebidas de kombucha se muestra en el Cuadro
7.13. Las bacterias coliformes totales estuvieron ausentes en todas las muestras del producto
final (mes 0), sin embargo, al mes de almacenamiento las muestras KV y KV60L tuvieron la
presencia de este tipo de microorganismos, lo que indica deficiencia en la calidad
microbioldgica de las muestras, aunque su presencia no necesariamente implica un riesgo
sanitario (NOM-113-SSA1-1994). Los resultados obtenidos podrian deberse a una
contaminacion durante el almacenamiento del producto, sin embargo, las practicas higiénicas
de fabricacion utilizadas se tendrian que optimizar para la produccién en masa de la bebida

fermentada.

Cuadro 7.13. Recuento en placa de coliformes totales, mesofilicos aerobios y mohos y

levaduras en muestras de kombucha.

Alicic KV KV60L KV60P
Mes 0 Mes 1 Mes 0 Mes 1 MesO Mesl
(CSI'JELTSS totales o, 1225x10'b 0a 30x10'a  0a 0a
gﬂefggrgsi‘?ﬁm iy 15500 180 375d0% 860  6Ld0 3510%
'(-S‘éfg‘r‘;i; 10x10°%%  185x10°%  155x10% 79.5x10% 0.5x10% 123x10%a
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En el recuento de bacterias mesofilicas aerobias no se observd diferencia significativa en la
muestra KV entre el mes 0 y 1. Los valores obtenidos en dichas muestras pueden deberse a
la presencia de los microorganismos que conforman el cultivo simbidtico de bacterias y
levaduras presente en las kombuchas debido a que no se aplicaron métodos quimicos o fisicos
para la conservacion del alimento, por ser una caracteristica distintiva de este tipo de bebidas.
Sin embargo, se tendria que emplear algin metodo, como la filtracion, para asegurar la misma
concentracion de microorganismos en la bebida al ser envasadas. Se observé una
disminucion significativa de la concentracion de bacterias mesofilicas aerobias en las
muestras KV60L y KV60P después de un mes de almacenamiento. El decremento de la
concentracion de mesofilos aerobios en las muestras de kombucha con pulpa de yaca podria
deberse a las condiciones de almacenamiento en frio, por lo cual, se inactivan los
microorganismos reduciendo el contenido de microorganismos viables, y con ello se reduce
la degradacién del alimento (NOM-092-SSA1-1994). Sin embargo, por la naturaleza
microbioldgica de la bebida, la técnica empleada no es un indicador seguro para predecir la
calidad sanitaria de la bebida (Morales, 2014). Por otra parte, el recuento de psicréfilos
facultativos es importante para predecir la estabilidad del producto bajo las condiciones de
almacenamiento establecidas en este estudio.

Se observo diferencia significativa en el recuento de mohos y levaduras en la muestra KV
entre el producto recién envasado y al mes de almacenamiento. Esta diferencia puede deberse
a la presencia de levaduras que conforman la microbiota normal de la kombucha. No se
observo el crecimiento de mohos en ninguna muestra, solo se noté el crecimiento de
levaduras, donde las colonias eran blancas cremosas y regulares. Se observé una disminucion
(no significativa) de la concentracion de levaduras en las muestras KV60L y KV60P después
de un mes de almacenamiento. El decremento en las muestras de kombucha con pulpa de
yaca podria deberse a las condiciones de almacenamiento en frio, por lo cual, se inactivan
los microorganismos reduciendo el contenido de microorganismos viables en las muestras, y
con ello se reduce la degradacion del alimento. Es de gran importancia cuantificar los mohos
y levaduras en los alimentos, puesto que, el establecer la cuenta de estos microorganismos,
permite su utilizacion como un indicador de practicas sanitarias y de manipulacion durante

la producciéon y el almacenamiento de los productos (NOM-111-SSA1-1994). Neffe-
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Skocinska et al. (2017) obtuvieron un mayor recuento de levaduras en kombucha de una
mezcla de té verde y té negro en el rango de 10’ UFC/mL bajo la misma temperatura y tiempo
de fermentacion de este estudio (25 °C, 10 dias). Probablemente, la mayor cantidad de azlcar
(100 g/L) y SCOBY (50 g/L) utilizados fueron los responsables de un mayor recuento de

levaduras obtenidos después de la fermentacion de kombucha.

En general, la muestra K\VV60P presento mejor estabilidad microbioldgica, ademas que no se
encontrd la presencia de microrganismos coliformes en ningun tiempo de almacenamiento.
No se encontraron estudios similares donde se evaluara la calidad microbioldgica de muestras
de kombucha fermentada almacenadas bajo refrigeracion. Sin embargo, Cardoso et al. (2020)
obtuvieron un recuento de bacterias mesofilas y levaduras entre 10° y 10 para ambos grupos
de microorganismos en muestras de kombucha de té verde y de té negro, concluyendo que

se obtuvo una bebida de buena calidad fisicogquimica, microbioldgica y sensorial.

La calidad microbioldgica de las muestras analizadas mostro diferencias en la concentracion
de los diferentes grupos de microrganismos evaluados, esto podria deberse a que el método
de preparacion no esté estandarizado. Sin embargo, la presencia de ciertos microorganismos
es deseable en la bebida, ya que es uno de los factores que determinan las caracteristicas

sensoriales e incluso los posibles efectos sobre la salud (Rubio-Castillo et al., 2021).

7.2.3 Andlisis sensorial (prueba de ordenamiento por rangos)

La evaluacion sensorial fue realizada por un panel de 33 participantes no entrenados. Se
evaluaron 4 muestras de kombucha: kombucha de té verde (KV), kombucha de té verde con
60 g/L de pulpa de yaca lixiviada (KVV60L), kombucha de té verde con 60 g/L de pulpa de
yaca molida (KVV60P) y kombucha comercial de té verde y tamarindo (KVT). Se evalud el
color, olor, sabor, consistencia y aceptabilidad general, donde el panelista ordené de mayor
a menor grado de aceptabilidad las muestras evaluadas para cada descriptor sensorial. Se
comprobd la existencia de diferencias estadisticamente significativas en todos los
descriptores sensoriales entre las muestras analizadas a través de la prueba de ordenamiento

por rangos (Cuadro 7.14).
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Cuadro 7.14. Suma de rangos de las muestras de kombucha (prueba de ordenamiento).

Muestra Color Olor Sabor Consistencia Aceptabilidad general

KV 90a 74b 92ab  92ab 92ab
KV60L 106a 65b 61c 8lab 67b
KV60P  9la 116a 118a 107a 115a
KVT 63b 8lb 66bc 76b 73b

En cuanto al color, los panelistas encontraron méas agradable la muestra KV60L, sin embargo,
no se encontraron diferencias con las muestras KV y KV60P, siendo la muestra KVT la de
menor agrado. Se determind que el olor, el sabor y la aceptabilidad general de la muestra
KV60P fueron de mayor agrado en relacion con el resto de las muestras, encontrandose que
la adicién de 60 g/L de pulpa molida mejora estos atributos en la bebida fermentada. La
consistencia fue de mayor agrado en las muestras KV60P, KV60L y KV, sin embargo, solo
se encontraron diferencias significativas entre las muestras KV60P y KVT, por lo que, la
muestra de kombucha con pulpa de yaca molida presenté mejor consistencia que la muestra
de kombucha comercial. Con relacion a los resultados obtenidos podemos asegurar que la
kombucha de té verde con adicion de 60 g/L de pulpa de yaca molida present6 las mejores
cualidades sensoriales con respecto a las kombuchas de té verde, de té verde con 60 g/L de

lixiviado de pulpa de yaca y de té verde con tamarindo (marca comercial).
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Los resultados de los analisis fisicoquimicos (SST, pH y AT) mostraron diferencias
significativas entre las muestras de kombucha con pulpa de yaca lixiviada, con pulpa de yaca
moliday los controles, encontrandose que la adicion de 50 y 60 g/L de pulpa de yaca lixiviada
0 molida proporciona azucares fermentables que son aprovechados por el cultivo simbi6tico

de bacterias y levaduras (SCOBY) para la produccién de diferentes compuestos de interes.

La determinacion del contenido de etanol mostré un comportamiento similar en todas las
muestras a lo largo de los dias de fermentacion, obteniéndose valores entre 1.38 y 2.61 %,

los cuales se encuentran dentro del rango para bebidas no alcohélicas fermentadas.

Las determinaciones del contenido de FST y capacidad antioxidante (DPPH, FRAP y ABTS)
mostraron diferencias significativas entre los controles y las muestras de kombucha con pulpa
de yaca lixiviada y pulpa molida, siendo las muestras KV60L y KV60P las que tuvieron
mayor concentracion de FST y capacidad antioxidante al final de la fermentacion,
principalmente por el ensayo FRAP, concluyendo que los compuestos fenolicos de la

kombucha actan como quelantes frente a los radicales libres.

La fermentacidn durante 7 dias de kombucha de té verde y de té negro con la adicion de pulpa
de yaca lixiviada demostré ser un material biologico alternativo para el desarrollo y
crecimiento del cultivo simbidtico de bacterias y levaduras. Siendo un sustrato que mostro

afinidad con el SCOBY similar a la del sustrato tradicional (té verde y té negro).

Los resultados del presente estudio confirman que la adicion de pulpa de yaca (lixiviada y
molida) puede utilizarse como sustrato de fermentacién para la bebida de kombucha. Diez
dias de fermentacion fueron suficientes para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas,
sensoriales y antioxidantes de las kombuchas con pulpa de yaca con respecto a las kombuchas

de té negro y té verde.

La muestra K\VV60P presentd mejor estabilidad, calidad microbioldgica y aceptabilidad por
parte de los potenciales consumidores, concluyendo que la produccién de kombucha con
pulpa de yaca molida puede ser una alternativa con alto valor agregado para los productores
en la diversificacion de productos con potencial bioactivo a base de yaca, ademas que podria

ser una bebida competitiva contra bebidas similares que ya existen en el mercado.
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