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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue elaborar una bebida analoga a la kombucha a partir de
Buddleja globosa (matico), Schinus molle L. (molle) y Aloysia citriodora (cedron), con el
fin de determinar la mezcla 6ptima de estas hierbas. Se prepararon 10 mezclas de las hierbas,
mas un control sin hierbas, en medios a base de agua y sacarosa (4 % v/v), trabajando tres
repeticiones por mezcla, las cuales fueron inoculadas con un indculo de SCOBY (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast), el cual en condiciones aerobias realizd el proceso
fermentativo. Periodicamente se evalud la evolucion de la acidez total, y tras la fermentacién
se determind el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante. Con las bebidas
obtenidas se realizd un analisis sensorial utilizando el metodo descriptivo aplicando un rango
de puntuacién de 1 a 5. Se obtuvieron valores de acidez total entre 10.92 y 29.40 g de &cido
acético/L, correspondiendo el valor mas bajo a la muestra control (sin hierbas), ademas de
identificar las mezclas con mayor contenido de compuestos fenélicos y mayor aceptabilidad
sensorial. En base a dichos resultados se ejecutdé una nueva prueba con las mezclas
seleccionadas, a partir de las cuales se obtuvo como las mejores mezclas, aquellas a base de
XXXXX, tanto en el contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante y en la evaluacion

sensorial.

Palabras clave: Kombucha, bebida funcional, antioxidante, molle, matico, cedrén.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

En la actualidad, se ha ido incrementando el interés de los consumidores por productos
saludables que puedan ofrecerles diversos beneficios nutricionales y fisioldgicos,
refiriéndose mas precisamente a los alimentos funcionales (Rodriguez-Leyva, 2013;
Browna, Caligiurib, Brownc y Pierce, 2018). Esto ha resultado en el aumento de la
comercializacion de dichos productos, llegando a més personas, quienes buscan alternativas
saludables que, ademéas de ofrecerles aporte de nutrientes, les ayuden a prevenir diversas

enfermedades (Pérez, 2016; Bigliardi y Galati, 2013; Menrad, 2003).

Recientemente se puede observar a mas personas dejando de lado el consumo de bebidas
con alto contenido de azUcares y preservantes quimicos, optando por las denominadas
“bebidas saludables” (Derkyia, Acheampong, Mwin, Tetteh, y Aidoo, 2018; Thakur y
Sharma, 2017; Shah y Prajapati, 2013). Una de esas bebidas es la kombucha, bebida
fermentada originaria de la region de Manchuria, China, cuyo origen se remonta
aproximadamente al afio 220 a.C., y llevada posteriormente a Rusia y a otros paises
(Hartmann, Burleson, Holmes y Geist, 2000; Liu, Hsu, Lee y Liao, 1996; Sievers, Lanini,
Weber, Schuler-Schmid, y Teuber, 1995). Su aceptabilidad se atribuye a su poder
estimulante (debido a los componentes de té) y a sus posibles propiedades desintoxicantes.
En la actualidad se sigue la receta estandar, la cual consta de la inoculacion de un caldo de
té negro azucarado (Dufresne y Farnworth 2000; Hartmann, Burleson, Holmes y Geist, 2000;

Liu, Hsu, Lee y Liao, 1996; Sievers, Lanini, Weber, Schuler-Schmid, y Teuber, 1995).

El éxito de la kombucha esta relacionado con sus efectos sobre la salud, dado que la
evidencia cientifica le atribuye beneficios en base a sus propiedades antioxidantes,

anticancerigenas, antidiabéticas, antimicrobianas, ademas de sus beneficios en el tratamiento
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de Ulceras gastricas, hipercolesterolemia, osteoartritis, regulacion del sistema inmune, etc.
(Bellassoued et al., 2015; Nguyen, Nguyen, Nguyen, y Le, 2015; Bhattacharya, Gachhui y
Sil, 2013; Srihari, Karthikesan, Ashokkumar y Satyanarayana, 2013; Battikh, Bakhrouf y
Ammar, 2012; Yavari, Assadi, Moghadam y Larijani, 2011; Jayabalan et al., 2011; Dipti et

al., 2003).
1.1. Generalidades de la kombucha

La kombucha es una bebida carbonatada, refrescante y de sabor agridulce (Ismaiel,
Bassyouni, Kamel y Gabr, 2015; Jayabalan, Malbasa, Loncar, Vitas, y Sathishkumar, 2014),
elaborada a partir de una infusion de té negro, a la cual se le afiade sacarosa como fuente de
carbohidratos para ser fermentada por un consorcio de levaduras y bacterias denominado
SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) (Jayabalan, Malbasa y Sathishkumar,
2016; Teoh, Heard y Cox, 2004), en cuyo proceso fermentativo, en condiciones aerdbicas,
convierte la sacarosa mayoritariamente en acidos organicos y etanol (Ismaiel, Bassyouni,
Kamel y Gabr, 2015; Jayabalan, Baskaran, Marimuthu, Swaminathan y Yun, 2010). Dentro
del SCOBY se han identificado levaduras como Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomycodes  ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii y Candida estella, responsables del
proceso de la fermentacién alcohdlica; y por otro lado, bacterias causantes del proceso de
acidificacion, como Acetobacter xylinum, Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum,
Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus, siendo la mas dominante la A. xylinum,
actualmente reclasificada como Komagataeibacter xylinus (Ebrahimi, Ghods, Keyghobadi

y Ebrahimi, 2017; Battikh et al., 2012; Mo, Zhu y Chen, 2008; Yamada et al., 2012).

Diaz Silva, Valeria Tamara Pag. 12
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Asimismo, es importante mencionar que la composicién microbiana de la kombucha varia

segun la fuente del indculo (Jayabalan et al., 2014; Mo et al., 2008).

1.1.1. Quimica de la kombucha

La elaboracion de la kombucha se basa en dos procesos simultaneos, uno de fermentacion
alcohdlica realizado por levaduras, las cuales sintetizan etanol, y otro de acidificacion por

bacterias, de acuerdo con lo mostrado en la Figura 1.

Entre los compuestos constituyentes de la kombucha se encuentran los &cidos lactico,
glucédnico, acético, glucoronico, malico, tartarico, oxalico y malonico, etanol, didxido de
carbono, ademas de otros metabolitos capaces de atrapar radicales libres, como vitaminas
solubles (C, B1, B2, B6, B12) y catalasa (Bauer-Petrovska y Petrushevska-Tozi, 2000; Chen
y Liu, 2000), los cuales pueden actuar en sinergia con compuestos antioxidantes (Rizner

Hras, Hadolin, Knez y Bauman, 2000).

También se puede encontrar aminoacidos, purinas, enzimas hidroliticas, proteinas, lipidos,
pigmentos, aminas bidgenas, polifenoles de té, minerales, sustancias antibioticas, acido D-
sacarico-1,4-lactona (DSL), ademés de metabolitos propios de bacterias y levaduras (Blanc
1996; Wang, Gan, Tang, Wang y Tan, 2010; Yang et al. 2010; Yavari, Mazaheri Assadi,
Larijani y Moghadam, 2010; Yavari, Assadi, Moghadam y Larijani, 2011; Velicanski,

Cvetkovic y Markov, 2013; Vitas, Malbasa, Grahovac y Loncar, 2013).

Durante el proceso fermentativo, de acuerdo con la Figura 1, la enzima invertasa hidroliza
la sacarosa en glucosa y fructosa, produciéndose posteriormente etanol mediante el proceso
de la glucdlisis por las levaduras. Por otro lado, las bacterias producen éacido glucénico

utilizando la glucosa como fuente de carbono, y acido acético a partir del etanol (Reiss, 1994,

Diaz Silva, Valeria Tamara Pag. 13
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Sievers et al., 1995; Jayabalan et al., 2014), con el consiguiente descenso del pH debido a la

formacion de acidos organicos (Dufresne y Farnworth, 2000).

€0, T Bacterias
Levaduras -
acéticas .
— Fructosa Etanol . Acido
acético
-~
SACAROSA Levaduras
»| Glucosa > Ac'ld‘.’

Glucénico

Acetobacter

xylinum

Figura 1. Rutas metabolicas implicadas en la elaboracion de kombucha. Adaptado de Yavari
et al (2010) y Villarreal, Beaufort, Bouajila, Souchard y Taillandier (2018).

En el SCOBY se han identificado en mayor cantidad bacterias de los géneros Acetobacter,
de naturaleza aerobia, encargadas de convertir el etanol en acetaldehido, y a partir del
acetaldehido producir acido acético, por accién de la enzima acetaldehido deshidrogenasa
(Jayabalan, Marimuthu y Swaminathan, 2007). Simultaneamente, la bacteria Acetobacter
xylinum o Komagataeibacter xylinus tiene la capacidad de oxidar la glucosa hasta &cido
gluconico y uridina difosfo-glucosa (UDPGIc), lo cual deriva en la formacion de una pelicula
de celulosa en la interfaz aire-liquido (en forma de gel sobre la superficie de la bebida),
proceso promovido por la presencia de oxigeno (Figura 2). El oxigeno permite el crecimiento
de estas bacterias en condiciones controladas a partir de fuentes de carbono como glucosa,
sacarosa, glicerol, e incluso etanol, con la consiguiente produccion de celulosa (Villarreal et

al., 2018; Sievers et al., 1995).
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Figura 2. Consorcio de multimicrobiano de bacterias y levaduras (SCOBY). Imagen
adquirida en laboratorio.

La interaccion entre los géneros de levadura Saccharomyces y no-Saccharomyces
(fermentacidn mixta) confiere a la bebida un complejo perfil aromaético y sabores deseados
(Sun, Gong, Jiang, & Zhao, 2014; Villarreal et al., 2018).

1.1.2. Beneficios de la kombucha sobre la salud
Las propiedades de la kombucha estan relacionadas con su compleja composicion quimica,
al contener metabolitos como acidos organicos, antibidticos, compuestos fendlicos,
vitaminas, aminodcidos, microelementos, entre otros (Jayabalan et al., 2014; Marsh,
O'Sullivan, Hill, Ross y Cotter, 2014). Entre algunos beneficios atribuidos a esta bebida,
destaca su capacidad para regular el sistema inmune y los niveles de glucosa en la sangre
(Dipti et al., 2003).
La kombucha contiene ademas acido lactico, relacionado con un buen funcionamiento del
sistema digestivo, reduccion de la secrecion acida, circulacion sanguinea y regulacion acido-
base a nivel celular (Malbasa, Loncar y Kolarov, 2002). Otro acido presente en la kombucha
es el gluconico, el cual, junto a determinados xenobidticos y compuestos fendlicos,

contribuyen a mejorar la excrecion de sustancias perjudiciales por los rifiones, ademas de
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ayudar al tratamiento de la osteoartritis (Jayabalan et al., 2014; Nguyen, Nguyen, Nguyen,

y Le, 2015; Yavari et al., 2011).

1.1.2.1. Actividad antimicrobiana

Diferentes investigaciones han reportado el efecto antimicrobiano de la kombucha frente a
diferentes especies de bacterias y levaduras (Tabla 1). Asimismo, sea relacionado un mayor
periodo de fermentacién con un mayor contenido de compuestos antimicrobianos, ademas
de un mayor contenido de acidos organicos, y por tanto, un menor pH, y por ende un mayor
efecto inhibitorio, actuando todos estos factores de forma sinérgica (Batttikh, Bakhrouf y

Ammar, 2012; Sreeramulu, Zhu y Knol, 2001).

Tabla 1

Accion antimicrobiana de la kombucha contra diferentes tipos de bacterias y levaduras

Accidn antimicrobiana contra diferentes tipos de bacterias y levaduras

Gram positivas Gram negativas Levaduras
Staphylococcus aureus Shigella sonnei Candida glabrata
Staphylococcus epidermidis  Escherichia coli Candida parapsilosis
Bacillus cereus Aeromonas hydrophila Candida tropicalis
Listeria monocytogenes Yersinia enterolitica Candida sake
Micrococcus luteus Pseudomonas aeruginosa Candida dubliniensis
Enterobacter cloacae Candida albicans

Campylobacter jejuni
Salmonella enteritidis
Salmonella typhimurium
Helicobacter pylori

Adaptado de Sreeramulu, Zhu y Knol (2000, 2001) y Greenwalt, Ledford y Steinkraus
(1998).

Por su parte Battikh et al. (2012), evaluaron la actividad antimicrobiana de bebidas

fermentadas analogas a la kombucha, a base de infusiones de tomillo (Thymus vulgaris L.),
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hierba luisa (Lippia citriodora), romero (Rosmarinus officinalis), hinojo (Foeniculum
vulgare) y menta piperita (Mentha piperita), obteniendo con la bebida fermentada a base de
hierba luisa, una mayor actividad antimicrobiana frente a siete cepas bacterianas.
1.1.2.2. Actividad antidiabética

Srihari, Karthikesan, Ashokkumar y Satyanarayana (2013), evaluaron el efecto de la
kombucha en roedores a los cuales se les indujo artificialmente diabetes mellitus. Al tratarlos
con kombucha, a dosis de 6 mg por Kg de peso corporal por dia, logrando revertir el dafio
causado, ademas de estimular una mayor secrecion de insulina por parte de las células beta
en el pancreas. Los investigadores sugirieron que estos beneficios estarian relacionados con
la presencia de teaflavinas y tearubiginas, polifenoles del té presentes en la kombucha.

1.1.2.3. Actividad antioxidante

La kombucha también ha mostrado actividad antioxidante, por ejemplo, frente al estrés
oxidativo en hepatocitos murinos, lo cual muestra su potencial frente a enfermedades
hepaticas (Bhattacharya, Gachhui y Sil, 2011). Dado el origen de la bebida, elaborada a base
de té, la actividad antioxidante estd relacionada principalmente con los compuestos

fenolicos, especialmente catequinas (Graham, 1992; Mukhtar y Ahmad, 2000).

Banerjee et al. (2010) observaron que la bebida kombucha KT4 (15 mg por Kg de peso
corporal) tuvo un efecto positivo en la curacion de Ulceras, protegiendo a la mucosa gastrica,
de manera similar al omeprazol (3 mg por Kg de peso corporal). El efecto fue atribuido a
algunos acidos organicos y a los compuestos fenolicos. Ademas, de mencionar que las
infecciones producidas por bacterias, causantes de inflamacion, podrian controlarse gracias

al pH bajo de la bebida.
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Por otro lado, Bhattacharya, Gachhui y Sil (2013) se compararon el efecto producido por la
kombucha y el té negro no fermentado en ratas diabéticas tratadas con ALX (Alloxan,
medicamento simulador de sintomas de diabetes), Las cuales presentaron pérdida de peso
(28.12%), reduccion de la insulina en plasma (61.34%) y aumento de la glucosa en sangre.
Se observo que la dosificacion de kombucha, a dosis de 150 mg de producto liofilizado por
kilogramo por peso corporal durante 14 dias, redujo los dafios producidos por la ALX de
forma maés eficiente que el té negro no fermentado, lo cual estara relacionado con la presencia
de moléculas antioxidantes producidas durante la fermentacion. Ademas, de los posibles
beneficios para el tejido pancreatico de los roedores, entre otros mecanismos mediante la

activacion de la caspasa-3, enzima que permite regular la muerte celular programada.

Vitas, Cvetanovi¢, Maskovic, Svarc-Gajié y Malbasa (2018), elaboraron una bebida analoga
a la kombucha a base de milenrama (Achillea millefolium), obteniendo resultados
favorecedores en cuanto al poder antioxidante de la hierba, si bien no se observé un efecto

antimicrobiano.

1.1.3. Analogos a la kombucha

1.1.3.1. Base tradicional de la kombucha: el té negro

Originalmente la kombucha se ha elaborado a base de infusiones de té negro, el cual le
confiere actividad antioxidante (Banerjee et al., 2010), debido a su contenido de compuestos
fenolicos, principalmente catequinas (Graham, 1992; Mukhtar y Ahmad, 2000; Kim,
Goodner, Park, Choi y Talcott, 2011; Naveeda et al., 2018), entre otros, como lipidos,
proteinas, B-caroteno, compuestos volatiles, etc. (Zhu, Sakulnaka y Wang, 2016; Naveeda

et al., 2018), los cuales le confieren beneficios sobre la salud como cardioprotectores,
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reductores del colesterol, antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios vy

antihistaminicos.

Koch, Kukula-Koch y Komsta (2018) analizaron muestras de extractos de té negro de
diferentes origenes (Kenia, China, Japon, India, Irédn, entre otros), observando una relacion
entre la capacidad para eliminar radicales libres y la presencia de compuestos fendlicos. Por
su parte, Diker y Hascelik (1994) observaron actividad antimicrobiana del extracto de té

negro frente a Helicobacter pylori, responsable de la ulceracion géstrica, duodenal y péptica.
1.1.3.2. Hierbas como alternativas al té negro

Si bien la kombucha tradicionalmente se elabora a base de infusiones de té negro, en las
secciones anteriores se ha evidenciado estudios en los cuales se ha elaborado bebidas

analogas a la kombucha a base de infusiones de otras hierbas.

Muchas de esas hierbas son producidas en Peru, especificamente en la region La Libertad,
no aprovechadas a nivel industrial, sino que su utilizacién se restringe a consumos locales
en forma de infusiones, o para el tratamiento de enfermedades a través de la medicina
tradicional. Tal es el caso de algunas hierbas mencionadas en las secciones previas, asi como
otras cuya aplicacion en la elaboracién de kombucha no ha sido aun reportada, por ejemplo,

matico (Buddleja globosa), cedron (Aloysia citriodora), molle (Schinus molle L.), etc.
Cedron (Aloysia citriodora)

El cedrdn es una hierba aromatica que ha mostrado efecto antiespasmaddico, antioxidante,
antimicrobiano, expectorante, ademas de ser considerado como un calmante nervioso y

estomacal, teniendo entre sus principales componentes compuestos fendlicos (Ragone,
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Conforti, Volonté y Consolini, 2007; Alonso y Desmarchelier, 2005; Severin, Bruzzese, Di

Sapio, Giubileo y Gattuso, 2005; Bilia, Giomi, Innocenti, Gallori, y Vincieri, 2008).

Se ha reportado para el cedron un efecto inhibitorio moderado frente a E. coli y S.
typhimurium, y alto frente a B. cereus, si bien dicho efecto es menor al mostrado por otras

hierbas (Vieitez, Maceiras, Jachmanian y Albores, 2017).

Matico (Buddleja globosa)

El matico ha mostrado actividad antiinflamatoria, poder analgésico, anticonceptivo y
antioxidante, ademas de prevenir enfermedades cardiovasculares. Entre sus componentes
destacan triterpenos, diterpenos y compuestos fenolicos (Backhouse et al., 2008; Fuentes,

Sepulveda, Alarcon, Palomo y Fuentes, 2017).

Se ha reportado en el matico la presencia de flavonoides como luteolina, luteolina-7-
glucésido, linarina y derivados del acido cafeico, ademas de feniletanoides, esteroles, fenoles
grasos, ésteres y terpenos (Fuentes et al., 2017). Dichos compuestos ademas pueden actuar

sinérgicamente como antibacterianos (Letelier y Ossandon, 2014).

Molle (Schinus molle)

El molle es un arbusto autoctono de Per(, al cual se le atribuyen actividades bioldgicas como
antibacteriano, antioxidante, antifangico, antiinflamatorio, e incluso insecticida (Taylor,
2005; Atti et al., 2013; Abdel-Sattar, Zaitoun, Farag, EI-Gayed y Harraz, 2010; Hosni et al.,
2011; Martins, Arantes, Candeias, Tinoco y Cruz, 2014). Ferrero, Werdin y Sanchez (2006)
reportaron que el molle contiene taninos y otros flavonoides, alcaloides, saponinas
esteroidales, esteroles, terpenos, entre otros. Otros estudios han reportado su capacidad

antioxidante (Scalbert, Manach, Morand y Rémésy, 2005; Pintore et al., 2009; Wei y
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Shibamoto, 2010), efecto atribuido a compuestos monoterpenos como a-pineno, B-pineno,
limoneno, B-mirceno, sabineno, terpinoleno y a- y B-felandreno (Ruberto y Baratta, 2000;

Martins et al. 2014).
1.2. Formulacion del problema

¢Es posible elaborar una bebida funcional analoga a la kombucha a partir de matico

(Buddleja globosa), molle (Schinus molle) y cedrdn (Aloysia citriodora)?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Elaborar una bebida funcional andloga a la kombucha a partir de matico (Buddleja globosa),

molle (Schinus molle) y cedron (Aloysia citriodora).
1.3.2. Objetivos especificos

- Determinar la mezcla 6ptima de matico, molle y cedrén que permita obtener una

bebida analoga a la kombucha con la mayor capacidad antioxidante.

- Determinar la mezcla 6ptima de matico, molle y cedron que permita obtener una

bebida analoga a la kombucha con la mayor actividad antimicrobiana.

- Determinar la mezcla 6ptima de matico, molle y cedron que permita obtener una

bebida analoga a la kombucha con la mayor aceptabilidad sensorial.
1.4. Hipotesis

Si es posible elaborar una bebida funcional andloga a la kombucha a partir de matico

(Buddleja globosa), molle (Schinus molle) y cedron (Aloysia citriodora).
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

1.5. Tipo de investigacion
1.5.1. De acuerdo al fin que se persigue: Aplicada
1.5.2. De acuerdo a la naturaleza de los datos: Cuantitativa
1.5.3. De acuerdo al nivel: Explicativa

1.5.4. De acuerdo al disefio de investigacion: Experimental pura

1.6. Materiales, instrumentos y métodos
1.6.1. Materiales consumibles
- Agua
- Molle
- Matico
- Cedron
- Sacarosa
- Consorcio multimicrobiano para kombucha (SCOBY)
1.6.2. Reactivos quimicos y medios de cultivo

Hidroxido de sodio

- Fenolftaleina

- Reactivo Folin — Ciocalteu
- Carbonato de sodio

- Etanol

- Acido galico

- Reactivo DPPH
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- Reactivo ABTS
- Persulfato de potasio
- Acido ascorbico
- Caldo Salmonella-Shigella (SS)
- Agar Mueller Hinton
1.6.3. Material de laboratorio
- Frascos de vidrio de un 1 litro (fermentadores)
- Matraz Erlenmeyer de 250 mL
- Tubos tipo falcon de 15 mL
- Matraz Erlenmeyer ambar de 250 mL
- Cubetas para espectrofotometro de 1 cm de paso de luz

- Placas Petri

Asa bacteriologica
1.6.4. Equipos e instrumentos

Centrifuga (FUNKE GERBER Nova-Safety, Alemania)

- Bafio maria (MEMMERT WNB14, Alemania)

- pH metro (HANNA pHep®5 HI 98128, Estados Unidos)

- Equipo de titulacién (ISOLAB, Alemania)

- Espectofotometro UV-Vis Vernier SVIS-PLUS (Vernier Software &
Technology, Estados Unidos)

- Estufa de conveccidn forzada (MaquiProcesos, HD08-07MP, Per()

- Balanza analitica (OHAUS PA224C, Estados Unidos)

- Agitador magnético (ISOLAB 613.01.001, Alemania)

- Autoclave (Nacional, FV-3035, Per()
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- Utensilios varios
1.6.5. Softwares
- Statistica software version 7.0 (Statsoft, Oklahoma, USA)
- Statgraphics v.5 (Graphics Software Systems, Rockville, Estados
Unidos)
- Microsoft Office
1.7. Técnicas e instrumentos de recoleccién y analisis de datos

1.7.1. Tratamiento de las materias primas

Las muestras de matico y cedron fueron obtenidas del Mercado Mayorista de la ciudad de
Trujillo, La Libertad, mientras que las hojas de molle se obtuvieron del centro poblado de
Casmiche, provincia de Otuzco, La Libertad. Todas las hojas fueron obtenidas secas,
realizandose una inspeccion visual para la seleccion de las mismas en base a su estado

sanitario (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2003).

1.7.2. Disefio de mezclas

Se usé el programa Statistica version 7.0. Se aplicé un Disefio de Mezclas Simplex-
Centroide (Ortega, Bustamante, Gutiérrez y Correa, 2014), con el objetivo de encontrar la
mezcla a base de molle, matico y cedron (Tabla 2) con mejor capacidad antioxidante,
actividad antimicrobiana y aceptacion sensorial, a partir del analisis de los datos obtenidos.
Se consideraron significativos los valores de p < 0.05 y con el mayor coeficiente de

determinacion (R?) (Watawana, Jayawardena, Choo y Waisundara, 2016).

Tabla 2

Disefio Simplex-Centroide para las formulaciones a base de molle, matico y cedron

Mezclas Gramos
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Molle Matico Cedron

C 0.00 0.00 0.00
1 5.00 0.00 0.00
2 0.00 5.00 0.00
3 0.00 0.00 5.00
4 2.50 2.50 0.00
5 2.50 0.00 2.50
6 0.00 2.50 2.50
7 3.33 0.83 0.83
8 0.83 3.33 0.83
9 0.83 0.83 3.33
10 1.67 1.67 1.67

1.7.3. Elaboracion de las bebidas fermentadas

Se afadieron 5 gramos de cada mezcla de hierbas secas (100% de la mezcla) en 500 mL de
agua a 80 °C previamente mezclada con sacarosa en frascos de vidrio previamente
desinfectados con bisulfito de sodio al 5% (p/v), procediendo a tapar los frascos y dejando

infundir la mezcla de hierbas hasta que la mezcla total alcance la temperatura ambiente.

La infusion fria se inocul6 con el SCOBY a razon de 3% (p/v), tras lo cual se procedié a
realizar la fermentacion a una temperatura de 24+3 °C, durante 12 dias en oscuridad

(Jayabalan et al., 2010).

1.7.4. Andlisis fisicoquimico de las bebidas

1.7.4.1. Acidez total

Se determind la acidez total de las bebidas, expresada como &cido acético (g/L), a medida

que transcurrio el proceso fermentativo, mediante la siguiente metodologia (Olivero, 2006):

Se tom6 una alicuota de 5 mL de la muestra para llevarla a un matraz de 250 mL,

disolviéndola con agua destilada hasta 10 veces su volumen, para proceder a titular con una
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solucién de NaOH 0.1 N, utilizando como indicador fenolftaleina. La formula utilizada para

expresar la acidez total (g/L) como &cido acético es la siguiente:

G x N x Eq.Ac.
Muestra

Acidez total (g/L acido acético) = x 100 x 10 Ecuacion 1

Donde:
G = Volumen del gasto del NaOH (L)
N = Normalidad del NaOH

Eq. Ac. = Acido equivalente de &cido acético (0.06)

1.7.4.2. Fenoles totales

Para la cuantificacion de los fenoles totales se utilizo el método de Folin-Ciocalteu, el cual
se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar ante agentes oxidantes, en base al

procedimiento desarrollado por Gutiérrez (2000).

Tabla 3

Sistema de para determinar el contenido de fenoles totales

Reactivos Cantidad
Muestra 30 pL
Agua destilada 1170 puL
Reactivo de Folin-Ciocalteau 75 uL
Solucion de carbonato de sodio 20 % 225 uL

Luego se agito, y se mantuvo en oscuridad por un periodo de 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, se determind la absorbancia de las muestras mediante espectrofotometria
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UV-Vis a 765 nm de longitud de onda, tomando como referencia las absorbancias obtenidas

a partir de patrones de cido galico entre 10 y 300 mg/L.

1.7.5. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (CA) fue determinada en base al ensayo ABTS (Floegel, Kim,
Chung, Koo y Chun, 2011). Se prepard el reactivo ABTS activo, mezclando con persulfato
de potasio (K2S20g) 2.45 mM, mezclando ambos reactivos, y dejando reaccionar en

oscuridad por un periodo de 12 a 16 horas a temperatura ambiente.

Para evaluar la capacidad antioxidante, se utilizaron cubetas de 1 cm de paso, en las cuales
se colocaron las cantidades de reactivos indicadas en la Tabla 4:

Tabla 4

Sistema de para determinar la capacidad antioxidante segtn el método ABTS

Reactivos Cantidad
Bebida fermentada 20 L
Agua destilada 710 pL
Solucién de ABTS activo 270 uL

Se agito y se mantuvo en oscuridad por un periodo de 45 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se aplico la formula de Molyneux (2004) para determinar la capacidad de
los compuestos fendlicos para neutralizar/inhibir al agente ABTS, expresada como el valor

de eficiencia antioxidante (Q%) de cada extracto:

Ab .,
Q%=1- % * 100 Ecuacion 2
ABTS
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Donde:

- AbSmuestra: Absorbancia de la muestra.
- AbsagTs: Absorbancia de la solucion de ABTS.

1.7.6. Capacidad antimicrobiana

La densidad del inoculo de bacterias se estandariz6 por medio de una suspension de sal de
bario, agregando 0.5 mL de una solucion de cloruro de bario 0.048 M a 99.5 mL de &cido
sulfurico 0.18 M, homogenizando con el fin de no perder la suspension. Se utiliz6 el
espectrofotometro UV-Vis a 625 nm para verificar la densidad dentro de los valores

aceptables. A un estandar de McFarland 0.5 le corresponde 0.08-0.10 de absorbancia.

Se prepard el medio Mueller Hinton de acuerdo con las especificaciones del fabricante
(Merck, Alemania), esterilizando en autoclave, y luego enfriando hasta alcanzar 45 °C,

procediendo a distribuir en placas Petri a un grosor de 4 mm.

1.7.6.1. Inoculacién

Mediante un asa bacterioldgica se tomaron las colonias de bacterias y se inocularon en caldo
SS, dejando a 35 °C hasta observar una ligera turbidez, ajustada por medio del caldo SS,

comparando visualmente con la estdndar Mc Farland 0.5.

Se introdujo el hisopo estéril en el indculo bacteriano preparado en el paso anterior hasta
cubrirlo totalmente. Se escurrid el hisopo dentro de las paredes del tubo, para luego sembrar
en la placa con agar Mueller Hinton, deslizando el hisopo de forma paralela y uniforme por
toda la superficie del agar, girando la placa en angulos similares hasta distribuir la muestra

de in6culo uniformemente.
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Antes de introducir los discos control (antibiético: ampicilina) en la placa, se dejo evaporar

el liquido de la superficie por un periodo de 3 a 5 minutos. Estos discos fueron introducidos

en el agar con la ayuda de una pinza estéril, haciendo una pequefia presion sobre los discos,

con la finalidad de que se quedaran adheridos. Ademas, se colocaron los discos previamente

sumergidos en cada una de las bebidas elaboradas a base de molle, matico y cedrén y

fermentadas con el SCOBY. En total por cada placa se colocaron tres discos de cada mezcla

mas un disco de antibiético como control.

Se procedio a incubar las placas en posicion invertida a 35 °C durante 24 horas.

1.7.6.2. Lectura de placas

Se inspeccionaron las placas a fin de verificar la presencia de halos de inhibicién. En caso

de observar la formacion de estos halos se miden los diametros de los mismos, clasificando

la sensibilidad de bacteria como sensible (S), intermedio (1) o resistente (R), en base a la

Tabla 5:
Tabla 5
Categorizacion de la sensibilidad de la bacteria
Categorias Diametro de halo de inhibicion (mm)
S DHI>D
R DHI<d
I d<DHI<D
Adaptado de la Norma Técnica N° 30 (INS, 2002).
Donde:

D = Es el diametro mayor generado por el antibidtico

d = Es el diametro menor generado por el antibidtico

1.7.7. Analisis sensorial
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El andlisis sensorial se realizé con un panel de jueces entrenados, considerando las etapas de

reclutamiento, seleccion y entrenamiento de jueces de acuerdo con la Norma ISO 8586:2012.
1.7.7.1. Reclutamiento

Se llevo a cabo el reclutamiento de 73 panelistas de la Universidad Privada del Norte, entre
estudiantes, docentes y personal administrativo (universo aproximado de 13000 personas).
Este valor fue calculado a partir de la férmula para célculo de muestra para una poblacion

finita (Aguilar, 2005).

N*Z2xpxq

= A2 (N-D+22pq Ecuacion 3

n

Donde:

N = Total de la poblacion

Z =1.96 (usando una seguridad del 95%)

p = proporcion esperada (5% en este caso = 0.05)
g=1-p (0.95)

n = tamano de muestra = 73

1.7.7.2. Seleccion

Se tuvo en cuenta competencias genéricas y especificas necesarias para realizar las diferentes
pruebas, condiciones de infraestructura, implementos y la preparacién-presentacion correcta
de las muestras. En este analisis se pretendié observar la sensibilidad de los jueces para

percibir sabores diferentes.

La Prueba 1 consistié en una prueba triangular, mientras que la Prueba 2 fue una prueba dio-

trio (Figura 1). Teniendo en cuenta la Norma I1SO 8586:2012, los resultados de las pruebas
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permitieron seleccionar a 36 jueces, quienes acertaron ambas pruebas, y posteriormente

fueron entrenados para valorar las bebidas fermentadas a base de molle, matico y cedron.
1.7.7.3. Entrenamiento

En esta etapa se buscO desarrollar la capacidad para detectar, reconocer y describir los
estimulos sensoriales del panel de jueces (ISO 8586:2012). Se procedié a realizar una serie

de pruebas con el objetivo de estandarizar los criterios de evaluacion por parte del panel.

Nombre:
Edad:
Ocupacién:
Prueba 1:
éCudl es la muestra diferente?

293 310 308

O O O

Prueba 2:
éCual de estas muestras es igual a la testigo?

Testigo A B

@ O O

Descripcion:

Figura 3. Formato para test triangular y test dio — trio.

1.7.7.4. Pruebas de analisis sensorial al panel entrenado

Las pruebas de analisis sensorial fueron realizadas con un panel de 36 jueces entrenados,
entre estudiantes, personal administrativo y docentes universitarios con edades entre 18-60
afios. La distribucion de las muestras y la codificacion de las muestras se realizaron al azar.

Los jueces llenaron sus respuestas en el respectivo formato (Anexos 1, 2, 3, 4y 5).
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A. Pruebal

En la primera prueba se evaluaron los parametros: aceptabilidad aromatica, acidez, amargor
y aceptabilidad global, mediante una escala estructurada de 10 cm de longitud anclada con
los términos de intensidad en los extremos, por ejemplo, "bajo" a la izquierda y "alto" a la
derecha, y en el caso de la aceptabilidad global y aromatica, “me disgusta” a la izquierda y

“me encanta” a la derecha:

1. Enel caso de la acidez, primero se hizo probar a los jueces una muestra de agua a la
izquierda (sin acidez) y luego una muestra de agua con acido citrico a la derecha
(acidez alta), con el fin de establecer una diferencia marcada entre sensaciones.

2. De la misma manera se realizo la evaluacion del amargor, utilizando agua a la
izquierda (sin amargor) y agua con café a la derecha (amargor alto).

3. Encel caso de la aceptabilidad global y aromatica, solo se les hizo evaluar las muestras
en cuestion, teniendo como resultados, qué tanto les agradaron las bebidas y qué tan

intensos percibieron los aromas de estas.

B. Prueba?2

En la segunda prueba se evaluaron las bebidas fermentadas en base al aroma de las tres
infusiones de molle, cedrén y matico, cada una al 100% (pura), con el fin de que los jueces

puedan distinguir cuanto de cada hierba hay en cada muestra analizada.

Para ello, antes de que evallUen las muestras, los jueces olieron unos frascos con la infusion
de cada hierba. Luego, evaluaron las muestras registrando su valoracion en la respectiva
ficha, marcando sobre una linea de 10 cm, donde el extremo izquierdo indicaba un nivel bajo

de la infusion en la muestra, y el extremo derecho, un nivel alto de la infusién en la muestra.
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Se uso el software Statistica 7.0 para evaluar los resultados obtenidos (Tabla 1). Se realizd

un procedimiento de modelamiento matematico, aplicando un andlisis de varianza

(ANOVA), procediendo a validar el modelo obtenido por medio de su respectivo R? y valor

p, con un nivel de significancia 5%, llegando a tener una referencia por el modelo con un

mayor R? y con un p menor a 0.05. Posteriormente, se realizd un analisis de superficie de

respuesta, el cual permiti6 elegir la mezcla éptima (Tabla 7).

Tabla 6
Caracterizacion de las mezclas
Componente Capacidad
Muestra Molle (g) | Matico (g) | Cedron (g) | antioxidante (%)

C 0.00 0.00 0.00 CAC
M1 5.00 0.00 0.00 CA1l
M2 0.00 5.00 0.00 CA2
M3 0.00 0.00 5.00 CA3
M4 2.50 2.50 0.00 CA4
M5 2.50 0.00 2.50 CA5
M6 0.00 2.50 2.50 CAb6
M7 3.33 0.83 0.83 CA7
M8 0.83 3.33 0.83 CA8
M9 0.83 0.83 3.33 CA9
M10 1.67 1.67 1.67 CA10
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A
CAPITULO Ill. RESULTADOS

3.1. Prueba 1: Seleccion de las mezclas con mayor contenido fenolico y mejor
aceptabilidad sensorial

Las figuras 4 a 7 muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos (evolucion del pH,

°Brix y contenido de fenoles totales), asi como de los analisis del contenido fenolico y

actividad sensorial, en base a las cuales se seleccionaron las mejores mezclas para los analisis

posteriores. Las formulaciones a base de molle, matico y cedrén utilizadas para la

preparacion de las bebidas se muestran en la Tabla 2.

2
1
0
0 5 10 15 20 25
Dias
Control M1 —0— M2 —0— M3 —o— M4 —@— M5
—o— M6 —0— M7 M8 M9 —o— M10

Figura 4. Evolucion del pH de las bebidas fermentadas
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7
6
5
X
o 4
o
3
2
1
0
0 5 10 15 20 25 30
Dias
Control —e—M1 —@— M2 —@— M3 —@— M5 —@— M6
—0— M7 M8 —0— M9 —@— M10 —0— M4

Figura 5. Evolucion de azucares fermentables (°Brix)

Acidez total (g/L de acético)

0 5 10 15 20 25 30
Dias

Control —e—M1 —0— M2 —0— M3 —— M4 —8— M5
—o— M6 —0— M7 M8 —0— M9 —e— M10

Figura 6. Acidez total expresada como &cido acético (g/L)
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Mezcla
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Figura 7. Contenido de fenoles totales (mg &c. galico/L)

En las figuras 8 a 11 se muestran los resultados del andlisis sensorial realizado con el fin de

seleccionar las mezclas con mayor aceptabilidad sensorial.

4 N\
Aroma
3.0
Acidez Sabor
CONTROL — M1 M2 — M3
— M4 —_— M5 — M6 — M7

M8 —M9 —M10

g 4

Figura 8. Resultados del analisis sensorial (aplicando prueba de Friedman)
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3.0 =
25 | T . } [
2.0 |

15

—t—

1.0

0.5

0.0
C M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9  M10

OAroma

Figura 9. Resultados del anélisis sensorial: aroma de las mezclas (aplicando prueba de
Friedman)

3.0

2.5

2.0

ST 7m0
- m °H

0.5

0.0

C M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9  M10

O Sabor

Figura 10. Resultados del analisis sensorial: sabor de las mezclas (aplicando prueba de
Friedman)
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35

lamiwl L]

2.0

15

1.0

0.5

0.0

C M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

OAcidez

Figura 11. Resultados del analisis sensorial: acidez de las mezclas (aplicando prueba de
Friedman)

3.2. Prueba 2
En esta prueba se observan los resultados obtenidos de la acidez total y el contenido fendlico
de las muestras con mejor actividad sensorial y contenido fendlico, segin lo observado de

la Prueba 1.

16
14
12

10

Acidez total (g/L de acético)
[ee]
1

0
0 10 20 30 40 50 60
Dias
CONTROL M1l —0—M2 —@—M3 —@—M4 —@—M6 —0—M7

Figura 12. Acidez total expresada como acido acético (g/L)
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Fenoles totales (mg &c. galico/ L)

S LH
0 1 1 1 1 1 1

C M1 M2 M3 M4 M6 M7

Mezcla

Figura 13. Contenido de fenoles totales (mg ac. galico/L)

3.3. Prueba 3
En esta prueba ademas de los andlisis realizados en las pruebas anteriores, se realiz6 la

evaluacion de la actividad antimicrobiana y de la capacidad antioxidante.

6.00

5.00

4.00

pH

3.00

2.00

1.00

0.00

Dias

CONTROL —®—M1 —0—M2 —@—M3 —@—M4 —0—M7 —8—M6

Figura 14. Evolucién del pH de las bebidas fermentadas
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Figura 15. Evolucion de azUcares fermentables (°Brix)
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Figura 16. Acidez total expresada como acido acético (g/L)
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M3

Mezcla

M4 M6 M7

Figura 17. Contenido de fenoles totales (mg &c. galico/L)

La figura 18 muestra los resultados de la capacidad antioxidante de las mezclas, evaluada

mediante el método ABTS.

120

100

80 r

60

40

20

Capaacidad Antioxidante (%)

C M1 M2 M3 M4 M6 M7

Mezcla

Figura 18. Capacidad antioxidante de las mezclas (método ABTS)

La Figura 20 muestra los resultados de la actividad antimicrobiana de las mezclas frente a

las bacterias Samonella spp. y Escherichia coli.
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N

Figura 19. Placas cultivadas con Samonella spp. y E. coli para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por el método de disco difusion

3.4. Prueba 4
En la Figura 22 se muestran los resultados del contenido de fenoles totales de las infusiones

azucaradas, sin fermentacion, elaboradas en base a la Tabla 8.

Tabla 7
Composicion de las infusiones de molle, matico y cedron, ademas de té negro
| Infusion
Mezcla Molle (g) Matico (g) Cedron(g) Té(g)
C 0 0 0 0
Mo 5 0 0 0
Ma 0 5 0 0
Ce 0 0 5 0
T 0 0 0 5
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Figura 20. Contenido de fenoles totales (mg &c. galico/L) en infusiones sin fermentacion
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CAPITULO IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES
4.1. Discusion
4.1.1. Pruebal

Produccién de &cidos organicos

De acuerdo con la Figura 4, el pH de las mezclas fue disminuyendo hasta alcanzar un valor
en torno a 3.0, debido a la produccion de éacidos organicos por el SCOBY (consorcio

microbiano formado por bacterias y levaduras) (Sievers et al., 1995).

En la Figura 6 se observa una mayor acidez final en las mezclas 1, 7 y 10, de las cuales las
dos primeras contienen mayor proporcion de molle (Tabla 2), las cuales ademéas mostraron
el pH mas bajo al inicio del proceso fermentativo (Figura 4), lo cual estaria relacionado con
la presencia de compuestos organicos en el molle como a-, B-felandreno, limoneno, B-

mirceno, y elemol (Martins et al., 2014; Doleski, Ferreira, Calil y Palermo, 2015).

Por el contrario, las mezclas 3 y 5, con mayor contenido de cedrén (especialmente la M3,
100% cedron), mostraron la menor acidez al final del proceso fermentativo, lo cual podria
estar relacionado con la presencia de compuestos que afectan el metabolismo de los
microorganismos que forman el SCOBY, y por tanto, la sintesis de acidos. La bibliografia
reporta efecto antimicrobiano para el cedron (Alonso y Desmarchelier, 2005), incluso con
una accion moderada sobre bacterias patdgenas como Escherichia coli y Salmonella

typhimurium, y una fuerte actividad sobre Bacillus cereus (Vieitez et al., 2017).

Contenido de fenoles totales

En la Figura 7 se observa que las mezclas 1, 2, 4 y 7 presentaron un mayor contenido de

fenoles totales (mg Equiv. acido galico/L). Cabe sefialar que a excepcion de la M2 (100%
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matico), las otras mezclas presentaron un alto contenido de molle. Estudios previos han
reportado la presencia de fenoles en hojas de molle, con capacidad antioxidante (Trejo, 2015;
Pintore et al., 2009; Ferrero, Werdin y Sanchez, 2006). Ademas, las mezclas 2 y 4 también
fueron elaboradas con alto contenido de matico, lo cual también contribuyd a la cantidad de
fenoles determinadas en estas mezclas, ello debido a su contenido de flavonoides (luteolina,
luteolina-7-glucdsido, linarina y derivados del &cido cafeico), y otros compuestos fendlicos,
con actividad antioxidante y antiinflamatoria (Fuentes et al., 2017; Backhouse et al. 2008;

Mensah et al., 2001).

Por su parte, el cedrdn, para el cual se han reportado la presencia de flavonoides (Ragone,
Conforti, Volonté y Consolini, 2007; Alonso y Desmarchelier, 2005; Severin, Bruzzese, Di
Sapio, Giubileo y Gattuso, 2005; Bilia, Giomi, Innocenti, Gallori, y Vincieri, 2008), no
parece haber contribuido significativamente al contenido de fenoles totales (Figura 7), dado
que en las mezclas 3, 5, 6 y 9, con alto contenido de esta hierba no se obtuvo un alto

contenido de fenoles totales.
Aceptabilidad sensorial

Las figuras 8 a 10 muestran los resultados del primer analisis sensorial aplicado para
seleccionar aquellas mezclas con mayor aceptabilidad sensorial respecto a aroma y sabor,
ademas, de conocer a juicio de los panelistas cuéles eran mas acidas. Se obtuvo bajas
puntuaciones en las mezclas 2, 4, 5 y 6, mientras que en sabor fueron calificadas con bajas
puntuaciones las mezclas 1, 2, 8, 9, 10. Por su parte las mezclas 3, 9 y 10 fueron las
calificadas con menor acidez, coincidiendo la mezcla 1 con lo obtenido en el analisis

fisicoquimico de acidez total (Figura 6). No obstante, el analisis estadistico muestra que no
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hay diferencia significativa entre los resultados de analisis sensorial, de modo que es dificil

tomar una decision solamente considerando estos pardmetros.

En tal sentido, a este nivel, se tomé como Unico criterio para seleccionar las mejores mezclas,
el contenido de fenoles totales, eligiendo el control (C), las mezclas 1, 2 y 3 (con el fin de
evaluar el efecto individual de cada hierba), y las mezclas 4 y 7 (mayor contenido de fenoles

totales).
4.1.2. Prueba?
Produccidn de acidos organicos

En la Figura 12 se observa que las muestras M1 y M7 alcanzan una acidez alta, al igual que
en el primer experimento (Figura 6). En tan s6lo 13 dias alcanzan 15.08 y 14.40 g/L de acido
acetico, respectivamente, casi el doble de acidez que en la Prueba 1, lo cual estaria
relacionado con la temperatura a la cual se llevaron a cabo las fermentaciones (enero de
2019, periodo de verano, SENAMHI, 2018), con incremento de la actividad metabélica del

SCOBY (Escribano y Santos, 2012; Varela y Grotiuz, 2008).

Al comparar las figuras 6 y 12, se observa que la produccion de acidos organicos sigue una
tendencia similar, evidenciando que la mezclas M1, M4 y M7 con la mayor acidez.
Asimismo, en base a los comentarios recogidos de los panelistas, se tom6 como criterio para
finalizar el proceso fermentativo, el momento en el cual la acidez alcanzara entre 11y 15 g

de &cido acético/L, punto en el que la bebida fue calificada como agradable.

El mayor contenido de acidez en las mezclas M1, M4 y M7 esta relacionada con la mayor
produccién de acido glucdnico y acido acético por el SCOBY (Balentine et al., 1997), de

acuerdo con lo mostrado en la Figura 1. Se ha reportado que las catequinas presentes en el
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té pueden actuar en sinergia con los acidos orgénicos (Antony y Shankaranaryana, 1997;
Hara et al., 1995f), estimulando, entre otros procesos, una mayor sintesis de &cidos
orgénicos, por intermedio de una mayor sintesis de etanol por las levaduras. Lo cual
explicaria la mayor acidez observada en las mezclas M1, M4 y M7, teniendo en cuenta que
las tres hierbas poseen compuestos fenolicos, como catequina y otros (Céceres, 2018; Trejo,
2015; Skaltsa y Shammas, 1988; Carnat et al., 1995; Zygadlo et al., 1994; Carnat, Carnat,
Fraisse y Lamaison, 1999; Alonso y Desmarchelier, 2005; Fuentes et al., 2017; Backhouse

et al. 2008; Mensah et al., 2001).

Adicionalmente, investigaciones previas, como la de Jayavalan et al. (2016), reportan a las
hojas del té como origen de é&cidos presentes en la kombucha (acético, gluconico,
glucurédnico, citrico, L-lactico, malico, tartarico, maldnico, oxalico, succinico, piravico,
entre otros), representando hasta un 0.5% del peso seco de los brotes de té fresco (Sanderson
y Selvendran, 1965). Lo cual podria explicar la mayor acidez de las mezclas M1, M4 y M7,
las cuales tienen como componente mayoritario a las hojas de molle, en concordancia con

los resultados obtenidos en las figuras 4 y 6.

Contenido de fenoles totales

En cuanto al contenido fendlico de las mezclas (Figura 13), se repiten los resultados
obtenidos en la Prueba 1, con el control (C) con el menor contenido. Ello indica el aporte de
fenoles de las hierbas. Chu y Chen (2006) y Vitas et al. (2018) reportan un incremento del
contenido fendlico en la kombucha durante el tiempo de fermentacion, en comparacion con
las infusiones iniciales correspondientes, teniendo como explicacion, ademas del aporte de

los fenoles simples, la degradacién de fenoles complejos por la actividad enzimatica de las
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bacterias y levaduras presentes en el SCOBY, entre otras reacciones de transformacion

quimica (Chu y Chen, 2006; Jayabalan et al., 2016).

4.1.3. Prueba3

Produccién de &cidos organicos y contenido de fenoles totales

En las figuras 4 y 14 (Prueba 1 y 3, respectivamente), se observan los resultados de pH,
evidenciando que los resultados en ambas pruebas coinciden, alcanzando un menor pH las
mezclas M1, M4 y M7 en ambos casos. Similar tendencia se observa respecto al contenido
a azucares residuales, con las mezclas M2, M4, M6 y M7 entre las de menor °Brix. Asi
mismo, en concordancia con las pruebas 1y 2 (figuras 6 y 12, respectivamente) se obtuvo

mayor acidez con las mezclas M4 y M7.

En cuanto al contenido de fenoles totales, en concordancia con las pruebas 1y 2 (figuras 7

y 13), las muestras M2, M4 y M7 fueron las que obtuvieron valores mas altos (Figura 17).

Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos se basa en su capacidad de neutralizar
radicales como los superoxidos, peroxidos, entre otros (Chu y Chen, 2006; Fu et al., 2014).
Al respecto, se realizaron los analisis de capacidad antioxidante mediante los métodos ABTS
y DPPH (figuras 18 y 19), mostrando los resultados en ambos métodos una tendencia similar,
con una menor capacidad antioxidante las mezclas M2 y M6, ademas del control (C),
mientras que las mezclas M1, M3, M4 y M7 mostraron la mayor capacidad antioxidante.
Dentro de ellas, las mezclas M1, M4 y M7 son las que tuvieron una mayor proporcion de
molle, al cual se le ha reportado actividad antioxidante (Salazar, Pérez, Lopez, Alanis, y

Waksman de Torres, 2011; Guala, Elder, Pérez y Chiesa, 2009), atribuible a su contenido de
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monoterpenos como a-pineno, sabineno, limoneno, B-mirceno, a- y B-felandreno (Martins,

Arantes, Candeias, Tinoco y Cruz, 2014).

Actividad antimicrobiana

En la Figura 20 se observan las placas cultivadas con Samonella spp. y E. Coli, en las cuales
es evidente el efecto antimicrobiano del antibidtico usado como control (ampicilina), con la
formacion de halos, mientras que los discos conteniendo las mezclas fermentadas a base de

molle, matico y cedrén no mostraron la formacion de halos de inhibicion.

Los resultados obtenidos indicarian una insuficiente dosis de cada hierba, y de la presencia
de los compuestos de estas hierbas reportadas en estudios previos con efecto antimicrobiano,
dado que se ha reportado en el cedron un efecto inhibitorio sobre E. coli y Salmonella
typhimurium (Vieitez, Maceiras, Jachmanian y Albores, 2017), mientras que al molle
también se le atribuye actividad antibacteriana (Atti et al., 2013; Martins, Arantes, Candeias,

Tinoco y Cruz, 2014).

De modo, que, en base a los resultados obtenidos, las bebidas fermentadas a base de molle,
matico y cedrdn, no presentan actividad antimicrobiana, al menos a las dosis utilizadas y

frente a las bacterias Samonella spp. y E. coli.

4.1.4. Prueba4

Finalmente, a fin de evaluar el efecto de la actividad enzimética del SCOBY sobre el
contenido fenodlico, en la Figura 21 se muestra el contenido de fenoles totales de las
infusiones antes de ser sometidas al proceso fermentativo (Figura 1), lo que evidencia lo
reportado previamente respecto al incremento del contenido de estos compuestos tras la

fermentacién (Chu y Chen, 2006; Jayabalan et al., 2016; Vitas et al., 2018), por accién de la
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actividad enzimatica del SCOBY, causante de la degradacion de fenoles complejos presentes

en las hierbas, entre otros procesos de transformacion quimica.
4.2. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, las mezclas con mayor contenido de molle presentaron
mayor sintesis de acidos orgénicos, con un similar comportamiento en la evolucién del pH
y el consumo de azlcares. Ademas, las mezclas constituidas por molle y matico presentaron
una mayor cantidad de fenoles totales, mientras que la mayor capacidad antioxidante se
obtuvo en las mezclas con mayor proporcion de molle. No obstante, ninguna de las mezclas
mostro actividad antimicrobiana frente a las bacterias Samonella spp. y E. coli, lo cual indica
que, bajo las condiciones de elaboracion, estas bebidas no son aptas para conferir dicho

efecto en caso de consumo humano.
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ANEXOS
ANEXO 1. Hojas secas para la preparacion de las infusiones
S ‘\"_-Y' P ;

ANEXO 3. SCOBY utilizado como indculo, y frasco con infusion en fermentacion

Diaz Silva, Valeria Tamara Pag. 67



Elaboracién de una bebida analoga a la
UNIVERSIDAD kombucha hecha de molle, matico y
PRIVADA DEL NORTE cedrén: perfiles bioactivo y sensorial”

N

ANEXO 4. Anélisis sensorial (Prueba 1) para la seleccién de mezclas con mayor
aceptabilidad sensorial

ANEXO 5. Andlisis de capacidad antimicrobiana frente a E. coli
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ANEXO 6. Formatos del andlisis sensorial

NOMBRE:
EDAD: FECHA:

PRUEBA 2: Marcar sobre cada linea de acuerdo con la percepcién del atributo.

Ficha 1 - Aceptabilidad aromatica Ficha 2 — Acidez

w —| | - | |

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
w2 —| ! w2 — |

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
M3 | | M3 | |

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
M4 ! ! M4 l !

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
— | v —| |

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
M7 ! ! M7 ! !

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
M8 ! ! M8 Jx !

Me disgusta Me encanta Bajo Alto
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Ficha 3 - Amargor Ficha 4 — Aceptabilidad global
M1 ! ! M1 1 I
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
M2 ! ! M2 | |
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
w | | w | |
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
w —] | - |
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
ve —| | vs —| |
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
. v — | |
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
M8 M8 ! !
Bajo Alto Me disgusta Me encanta
ANEXO 7. Formato de analisis sensorial
NOMBRE:
EDAD: FECHA:
PRUEBA 2: Marcar sobre cada linea de acuerdo con la percepcién de cada olor.
M1 m2
Molle | | Molle | |
T T T T
Bajo Alto Bajo Alto
Matico | Matico | |
1 T + +
Bajo Alto Bajo Alto
cedion | [ cearon | |
t 1 } t
Bajo Alto Bajo Alto
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ANEXO 8. Andlisis sensorial final
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