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Resumen:

La kombucha es una bebida probidtica elaborada a partir de té azucarado.
Se realiz6 un Disefio Experimental Central Compuesto 3k analizandose cantidad de
té y panela (g*L™") y dias de fermentacién con la Metodologia de Superficie de
Respuesta. Se encontré que el pH no evidencia mejora bajo las condiciones
experimentales propuestas en el disefio y los grados Brix maximizan a 6.28 con 5.22
g*L-' de té y 60 g*L-1 de panela con 8.74 dias. La acidez, respecto al acido acético,
se maximiza a 4.953 + 0.351 g*L"' con 3 g*L-' de té y 47.273 g*L"" de panela con 14
dias. Y los polifenoles totales se maximizan a 531 + 21.1 mg*L' y 537.6 + 26.8
mg*L" con 7 g*L-" de té y 54.061 g*L"' de panela con 4 dias, y con 3 g*L" de té y

42.748 g*L™" de panela con 14 dias, respectivamente.

Palabras clave: Kombucha, té, panela, fermentacion, pH, Grados Brix, acidez,

polifenoles
Abstract:

Kombucha is a probiotic drink made from sweetened tea. A 3% Central
Composite Experimental Design was carried out analyzing the amount of tea and
raw sugar (g*L-") and days of fermentation with the Response Surface Methodology.
It was found that the pH does not show results regarding the experimental design
and the Brix degrees reach maximum 6.28 with 5.22 g*L-! of tea and 60 g*L"" of raw
sugar (panela) at 8.74 days. The acidity regarding lactic acid reaches maximum
4.953 + 0.351 g*L" with 3 g*L"" of tea and 47.273 g*L-" of raw sugar at 14 days. And
the total polyphenols reach maximum 531 £+ 21.1 mg*L" and 537.6 + 26.8 mg*L"’
with 7 g*L™" of tea and 54.061 g*L-! of raw sugar at 4 days and 3 g*L-! of tea and
42.748 g*L™" of raw sugar at 14 days respectively.

Keywords: Kombucha, tea, panela, fermentation, pH, Brix degrees, acidity,

polyphenols
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RESUMEN

La kombucha es una bebida probidtica elaborada a partir de té azucarado.
Sus origenes se remontan al 220 A.C. en China y, posteriormente, tras ser utilizada
como producto de medicina alternativa en Japon en el 414 D.C. su consumo se
extenderia por Asia y Europa, en primer lugar, en Rusia; y tras el pasar de los afios
llegando a ser conocida en Alemania e ltalia en el siglo XX, en el contexto de la
postguerra. Hoy en dia la bebida ha llegado a ser producida industrialmente en la
primera década del afio 2000 (Junior, Meireles Mafaldo, da Lima Brito, & Tribuzy de
Magalhdes Cordeiro, 2022).

La kombucha ha sido un tema de estudio y gran interés por sus beneficios
para la salud y propiedades. Uno de los topicos de mayor importancia acerca de la
bebida es optimizar su elaboracion para maximizar los efectos de sus propiedades
(Dutta & Sanjib, 2019). Se sospecha que, el uso de azucares fermentables sin
refinar, tales como la “panela”, y el uso de una infusion de partida rica en
antioxidantes, tal como el té verde, bajo un tiempo de fermentacién corto no mayor
a dos semanas de produccion, evidenciara resultados favorables en términos de
calidad del producto en relacién con la cantidad de antioxidantes, expresados en
contenido de polifenoles, acidez, expresada en contenido de acido acético, pH y
materia seca soluble, como grados Brix, en cuanto al contenido azucarado de la

kombucha.

Por lo tanto, se llevd a cabo un experimento bajo un Disefo Central
Compuesto Circunscrito analizado con la Metodologia de Superficie de Respuesta,
para encontrar y reportar la formulacion 6ptima para maximizar del contenido de
antioxidantes expresados en contenido de polifenoles, acidez expresada en
contenido de acido acético, Materia Seca Soluble m.s.s. expresada en grados Brix,

y estabilizacion de pH aproximandose al rango de 4.0 - 4.2.

Los resultados obtenidos de las formulaciones evaluadas dieron lugar a un
valor é6ptimo de pH de 4.07 para la estabilidad de la bebida kombucha. La
formulacién éptima para obtener mejor palatabilidad en relacién con la m.s.s. tras

fermentacion de aztcares fue 5.22 g*L-' de té, 60 g*L-! de panela y 8.74 dias de



fermentacién obteniendo un maximo de 6.28 °Brix. Mientras que para obtener el
mayor contenido de acido acético 4.953 + 0.351 g*L-', la formulacion éptima fue 3
g*'L" de té, 47.273 g*L-' de panela y 14 dias de fermentacion. Finalmente, la
formulacion 6ptima de kombucha para obtener la cantidad maxima de 537.6 £ 26.8
mg*L-" de polifenoles (antioxidantes) fue 3 g*L-! de té, 42.748 g*L" de panela y 14
dias de fermentacion. Sin embargo, se evidencié que la formulacion 7 g*L-! de té,
54.061 g*L"' de panela y 4 dias de fermentacion permite maximizar el contenido de
polifenoles a 531 + 21.1 mg*L-'. Se recomienda emplear estas formulaciones segun
el propdsito especifico (mejorar estabilidad, mejorar palatabilidad, maximizar
contenido de acido acético, maximizar cantidad de antioxidantes del té) de la

elaboracién de la bebida fermentada, kombucha de té verde y panela.



1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La kombucha ha sido reconocida como uno de los productos funcionales mas
importantes y su producciéon y mercado son por mucho fascinantes, siendo un
producto relativamente facil de elaborar y es la bebida funcional con mayor
crecimiento en el mercado de los productos fermentados no alcohdlicos (Kapp &
Sumner, 2019).

A pesar de que la bebida tiene una tradicion de consumo de mas de 2000
anos de antigledad, no ha evidenciado relevancia en el contexto de las bebidas
fermentadas sino hasta la primera década del afio 2000, donde en concreto en el

afo 2016 se masifica su produccion (Kapp & Sumner, 2019).

La elaboracion de té de kombucha se realiza empleando métodos
tradicionales con té negro o verde, en donde la fuente de azucares fermentables
proviene especialmente del azucar de mesa (sacarosa blanca refinada) (Panda,
2021). Este tipo de elaboracion tradicional es uno de los aspectos mas interesantes
de la bebida pues, a pesar de que su elaboracion involucra un proceso simple que
no requiere sofisticacion en cuando a equipos y aparatos, el producto final que se
puede obtener es muy variable ya que comprende el uso de distintas materias
primas de fuentes muy diversas en un proceso acondicionado a todo tipo de factores
del entorno fisico del productor de la bebida (Junior, Meireles Mafaldo, da Lima Brito,
& Tribuzy de Magalhaes Cordeiro, 2022).

En la presente investigacidn se explorara una propuesta para determinar
formulaciones idéneas para maximizar la respuesta de parametros representativos
de la calidad de la bebida (pH, Materia Seca Soluble, Acidez y Polifenoles totales),
empleando al té verde y panela como materias primas en un rango de tiempo de
fermentacién entre 4 y 14 dias. El célculo estadistico correspondiente se realizara
bajo un Disefo Central Compuesto Circunscrito (CCC) con Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR) bajo analisis cuadratico completo a un nivel de
confiabilidad del 95%.



2. ANTECEDENTES

2.1. Historia y contexto internacional

La kombucha es una bebida probidtica elaborada a partir de té (Camellia
sinensis) con la adicion de un sustrato azucarado y fermentado pon un
conglomerado de microorganismos al que se denomina SCOBY por sus siglas
Simbiosis Culture Of Bateria and Yeast compuesto principalmente de hongos y
bacterias benéficas (Martinez, Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi, 2018).
La bebida resultante es un producto fermentado levemente carbonatado, con sabor
ligeramente dulce y acido a la vez, con poca o nula presencia de alcohol (Jayabalan,
Malbasa, Loncar, Vitas, & Sathishkumar, 2014).

La bebida se usdé por primera vez en Asia. Posiblemente originada en
Manchuria-China aproximadamente en el aio 220 A.C. durante la dinastia Tsin, fue
muy valorada por sus propiedades sanadoras, en especial por sus atributos
energizantes y desintoxicantes. En el afio 414 D.C. el médico Kombu llevo el té a
Japon con el propdésito de sanar al Emperador Inkyo, donde se popularizo su uso
como medicina alternativa. Posteriormente, tras su popularidad como una bebida
con propiedades sanadoras (la bebida de la vida eterna), su consumo se extendio

por Asia (Jayabalan, Malbasa, Loncar, Vitas, & Sathishkumar, 2014).

El primer pais europeo donde llegd la kombucha fue Rusia y mas adelante
su consumo se extendié por Europa del Este (Kapp & Sumner, 2019). Aparecio en
Alemania en torno a inicios del siglo XX y durante la segunda guerra mundial volvio
a ser introducida a Alemania. En los afos 50 llega a Francia y paises Norafricanos
bajo dominio francés, donde fue relativamente popular, en el afio 1952 un cientifico
ruso logré aislar el compuesto activo de la kombucha al que denominé
medusomicetina, el cual presenta propiedades antibioticas (Dubovskiy, 1952).
Posteriormente en los afios 60 cientificos suizos reportan que beber kombucha
permite alcanzar beneficios probidticos tales como: la estimulacion del epitelio
intestinal, incremento de antioxidantes, estimulacién del sistema inmune; similares
al consumo de yogurt, lo que populariza su consumo (Jayabalan, Malbasa, Loncar,
Vitas, & Sathishkumar, 2014). En la misma década un cientifico aleman R. Sklener



introdujo a la kombucha a la practica médica habitual (Stevens & Nieto, 2019) . Hoy
en dia, el consumo de kombucha se ha extendido a todo el mundo, encontrandose
como eventos importantes la compra, por parte de PepsiCo, de la empresa KeVita
en el afo 2016 y el posterior incremento de ventas de bebidas fermentadas de
37.4% en el afo 2017. Para el afio 2018 en Estados Unidos el panorama de las
bebidas fermentadas y en especial de la kombucha ha sido prometedor,
encontrandose un crecimiento de 49% sobre el valor de un ddlar, lo que la ha
constituido como el producto con mayor crecimiento en el mercado de bebidas

funcionales (Kapp & Sumner, 2019).

Uno de los aspectos mas interesantes de la kombucha, tiene relacion a su
elaboracién. Conlleva un proceso simple, considerando que no requiere el uso de
equipos sofisticados o de escala industrial; y que sus materias primas son facilmente
obtenibles en la mayoria de los mercados del mundo (Jayabalan, Malbasa, Loncar,
Vitas, & Sathishkumar, 2014). Sin embargo, hoy en dia la elaboracion de la bebida
es muy variable, se emplean diferentes materias primas respondiendo a la variedad
y tipo de té, disponibilidad y tipo de azucares, distintivos consorcios microbioldgicos
y sus genotipos, y cambiantes técnicos de acondicionamiento y formulaciéon. De
manera que la determinacion de una formula de elaboracion se limita a la creatividad
e inventiva de quien la produce incluyéndose, ademas, otros sustratos como son:
jengibre, piel de platano, soja, uvas, frutos rojos, etc. (Junior, Meireles Mafaldo, da
Lima Brito, & Tribuzy de Magalhaes Cordeiro, 2022).



2.2. SCOBY

La simbiosis de microorganismos denominada SCOBY presenta hongos
como Schizosaccharomyces spp., Candida spp, Pichia spp. (Panda, 2021), y
especies de levaduras comunes del género Saccharomyces como Saccharomyces
boulardii y Saccharomyces. cerevisiae, de conocida efectividad en la industria de

productos fermentados (Kozyrovska, Reva, Goginyan, & de Vera, 2012).

Los géneros bacterianos mas relevantes presentes en los cultivos
fermentativos empleados como probidticos en la industria alimentaria corresponden
a consorcios conformados por Lactobacillus, Bifidobacterium u otros de similares
caracteristicas probiéticas (Kozyrovska, Reva, Goginyan, & de Vera, 2012). En el
conglomerado SCOBY, ademas de los mencionados previamente, se encuentran
presentes, inclusive, mas especies bacterianas benéficas como Acetobacter spp.,
Gluconobacter oxydans, Bacterium gluconicum (Panda, 2021). Estas especies son
los procariotas mas abundantes en la kombucha y son pertenecientes a la familia
Acetobacteraceae, que particularmente son organismos capaces de oxidar acetato
en dioxido de carbono. De este grupo, Acetobacter es capaz de producir acido
acético a partir de etanol (Martinez, Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi,
2018), lo que explica la baja o nula presencia de alcohol en la kombucha al finalizar

su proceso de produccion como se puede apreciar en el Tabla 1.

Tabla 1. Cuantificacion de acidos, azucares, alcohol, pH y polifenoles en

kombucha de té negro (lvanisnova, y otros, 2020).

Parametro Media £ SD
Acidez total (g*L") 25+0.17
Acido acético (g*L™") 1.55+0.12
Sacarosa (g*L™") 17.82 £1.22
Glucosa (g*L™") 9.35+0.98
Fructosa (g*L™") 1.41+0.25
Alcohol (g*L™") 0.4 £0.03

Polifenoles totales (mg*L") 412.25 + 3.86




La simbiosis de estas diversas especies de hongos y bacterias favorece el
crecimiento de un hongo llamado Medusomyces gisevii que es un hongo conocido
como “hongo del té” que presenta propiedades antibidticas contra estafilococos y
otras bacterias (Dubovskiy, 1952), favoreciendo el crecimiento de la bacteria
Acetobacter xylinum debido al efecto antobiético de la medusomicetina contra
competidores bacterianos. Esta bacteria produce celulosa como un metabolito
secundario que forma un biofilm (Figura 1). El conglomerado de hongos y bacterias
finalmente se adhiere al biofilm de celulosa, formando una membrana en donde se
encuentran en suspensién, protegidos de luz ultravioleta y con libre acceso a

oxigeno (Martinez, Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi, 2018).

Figura 1. SCOBY (elaboracion propia).



2.3. Preparacion

La preparacion tipica de kombucha consiste en la infusidon o extraccion en
agua hirviendo, de 5 gramos de hojas de té por litro de agua (g*L™"). Posteriormente,
se afiade una cantidad de 50 gramos de azucar por litro de agua (g*L™'), como
sustrato de fermentacion. Una vez que la bebida azucarada se enfrie y ha alcanzado
los 20 °C, se pone en contacto ya sea con el solido celulésico SCOBY o con una
cantidad minima de 10 mL de kombucha de uso anterior en un proceso
absolutamente aséptico. Los contenedores empleados para la elaboracion de
kombucha deben permitir el intercambio aerobio y ser cubiertos por un tejido inerte

e inocuo para este fin (Martinez, Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi, 2018).

A pesar de que el uso de 70 g*L-' de azlcar con 5 g*L-! de hojas de té ha
sido recomendado en varias investigaciones, el uso de 50 g*L' de azlcar se
considera Optimo para la produccién de etanol y acidos organicos (Dutta & Sanjib,
2019). Uno de los factores mas importantes en la produccion de kombucha es el
potencial de hidrégeno “pH”. Se ha determinado que, al alcanzar un nivel cercano a
4.2 debe detenerse la fermentacion, especialmente por la sobreproduccion de acido
aceético, que podria acidificar demasiado la bebida y comprometer su palatabilidad

(Martinez, Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi, 2018).

La actividad metabdlica de estos microorganismos sobre las complejas
moléculas del té es la responsable de producir un “cocktail” de metabolitos de libre
absorcién que de otro modo serian dificiles de absorber a través de la mecanica
digestiva del cuerpo humano (Kozyrovska, Reva, Goginyan, & de Vera, 2012). Los
principales metabolitos derivados de este proceso fermentativo son azucares como
glucosa, fructosa y pequenas proporciones de sacarosa; acidos organicos en donde
el predominante es el &cido acético y en menor proporcién acidos malico, glucénico,
glucurénico, tartarico, lactico; aminoacidos (en especial lisina); vitaminas de
complejo B y C; enzimas; minerales esenciales como el zinc, hierro, manganeso
(Junior, Meireles Mafaldo, da Lima Brito, & Tribuzy de Magalh&aes Cordeiro, 2022);
antioxidantes constituidos principalmente por polifenoles como epicatequina,

epicatequina 3 galato, epigalocatequina, epigalocatequina 3 galato y galocatequina



(Chakravorty, Bhattacharya, Bhattacharya, Sarkar, & Gachhui, 2019); una

proporcion baja de etanol y diéxido de carbono (Figura 2).
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Figura 2. Composicion quimica de la kombucha tradicional.
(Junior, Meireles Mafaldo, da Lima Brito, & Tribuzy de Magalhaes Cordeiro, 2022)

Usualmente el tiempo de fermentacién comprende un minimo de 3 dias y
puede extenderse hasta dos meses, el mismo que se ve afectado por la
temperatura, considerando que a mayor temperatura se acorta el tiempo de
fermentacién por la actividad microbiana meséfila, que incrementa su tasa
metabdlica y reproductiva, mientras que a menor temperatura se alarga el tiempo
de fermentaciéon por la disminucion de los procesos microbianos (Martinez,
Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi, 2018). A pesar de esto, se ha
establecido, en investigaciones previas, que es necesario optimizar el tiempo de
fermentacién de la bebida para asegurar su calidad de acuerdo con diversos

escenarios de produccion que se practiquen (Dutta & Sanjib, 2019).



2.4. Beneficios

El t¢ se compone de aminoacidos, carbohidratos, proteinas, minerales,
clorofilas, alcaloides diversos entre los que destacan la cafeina del té llamada teina
y flavonoides. Dentro del contenido de flavonoides se evidencia especial presencia
de catequinas, las cuales tienen alta capacidad antioxidante por su capacidad de
barrer radicales y metales libres y, por ende, disminuir efectos degenerativos
celulares La presencia de polifenoles contribuye a la reduccion del desarrollo de
problemas cardiovasculares por la inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Adicionalmente, estan involucrados en el metabolismo del
colesterol inhibiendo la lipasa pancreatica y aminorando la absorcion excesiva de
colesterol. Los polifenoles también se encuentran involucrados en la relajacion
muscular, inhibiendo la actividad de vasoconstrictores y previniendo la alta presion
arterial (Martinez, Valenzuela, Jayabalan, Huerta, & Anayansi, 2018). La kombucha
al ser un producto derivado del t¢, mantiene estas caracteristicas siendo notable su

contenido de polifenoles con alta capacidad antioxidante (lvanisnova, y otros, 2020).

Algunos de los beneficios evidenciados en el consumo de kombucha, en
estudios in vitro e in vivo son efectos antimicrobianos, estimulacion inmunitaria,
potencial desintoxicante y antioxidante, beneficios en funciones gastrointestinales y
hepaticas, inhibicidon de la progresion de cancer, degeneracion cardiovascular,

diabetes y alteraciones neurodegenerativas (Kapp & Sumner, 2019).

Ademas, la presencia de los microorganismos probioticos en la bebida
confiere en quien lo consume un mejor balance intestinal de la microbiota y
estimulacion del sistema inmune (Kozyrovska, Reva, Goginyan, & de Vera, 2012).
Considerando que, en términos generales, un grado bajo de pH aproximadamente
entre 4 y 5 se encuentra relacionado a una mejora digestiva (Garcia Luna & Lépez
Gallardo, 2007), la kombucha es una bebida con capacidad de favorecer la

absorcion y metabolismo de nutrientes.

La kombucha es una bebida que presenta tanto beneficios prebidticos como
probidticos, en especial al mencionar la relacion existente en microbiota y

polifenoles. Un conocido efecto prebidtico de los polifenoles es la estimulacién del



crecimiento microbiolégico y cambio de la configuracion de consorcios
microbioldgicos por inhibicion en términos generales de patégenos, un ejemplo claro
es el de estimulacion del desarrollo de géneros bacterianos como Bifidobacterium 'y
Lactobacillus, que posteriormente exhiben propiedades probioticas. Algunos
polifenoles, complejos, no llegan a ser absorbidos en el tracto gastrointestinal
debido a su gran tamafo y otros presentan intensa actividad metabdlica. Una
alternativa para su aprovechamiento es la biotransformacion de estos en
compuestos mas simples (de peso molecular mas bajo), por medio de actividad de

enzimas de microorganismos (Makarewicz, Drozdz, Tarko, & Duda-Chodak, 2021).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS PROPUESTOS

3.1. Hipétesis

Hipétesis Nula (Ho): Las interacciones de factores de estudio para la
formulacion de kombucha no influyen en la optimizacién de las propiedades de pH,

materia seca soluble, acidez o polifenoles.

Hipétesis Alterna (H1): Por lo menos existe una interaccion de factores
predominante en la formulacion de kombucha para optimizar las propiedades de pH,

materia seca soluble, acidez o polifenoles.
3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo General

Determinar las propiedades asociadas a la obtencién de kombucha.

3.2.2. Objetivos Especificos

Determinar la formulacion 6ptima en una elaboracion de kombucha a partir
de diferentes concentraciones de té verde y panela, y distintos tiempos de

fermentacion, con el fin de:
a) Alcanzar un pH de 4.0-4.2, estandar para formulacion de kombucha.
b) Maximizar la cantidad de Materia Seca Soluble (contenido de grados Brix)
c) Maximizar la acidez (contenido de acido acético).

d) Maximizar la cantidad de polifenoles, como antioxidantes representativos,

para la mejora de las propiedades nutricionales de la kombucha.
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4. MATERIALES, TECNICAS Y METODOS

4.1. Materiales

Los ingredientes empleados en la elaboracion de la kombucha fueron, té
verde a granel, panela no refinada de la marca Azucarera lberla S.L.U., agua
potable de la red, cultivo iniciador de 20 mL*L"' de kombucha de experiencias

anteriores.

El conjunto de ingredientes se adiciona en envases de vidrio llenos hasta 500
mL, y tapados con tela sujetada en la boca del envase, todo previamente

esterilizado (Figura 3).

Figura 3. Materiales (materias primas y auxiliares) usados en el experimento.
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4.2. Técnicas analiticas

4.2.1. pH

El potencial de hidrogeno se determind con la medida resultante de la lectura
de un pH metro (refractdmetro) digital de bolsillo, de marca comercial Milwaukee
pH600, cuyo rango de medicion de pH es de 0 a 14 y con una precision de 0,1

unidades y calibracion con patrones de pH 4 y 7 (Figura 4).

N\

Y
$

Q.gf

4

Figura 4. Refractémetro para medida de pH Milwaukee pH600

4.2.2. Materia Seca Soluble (m.s.s.)

La Materia Seca Soluble fue determinada por la medida de grados Brix (°Brix)
que se realizé visualmente, con el uso de un refractometro a través de la lectura
resultante del prisma del instrumento. El instrumento empleado es un refractémetro
manual, de marca comercial ATAGO N-1 con escala 0-32 ° Brix y precision 0.5 °Brix
(Figura 5).

Figura 5. Refractémetro para medida de Materia Seca Soluble ATAGO N-1.
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4.2.3. Acidez

Para la acidez, se realizd determinacion por titulacion y ajustando el valor
obtenido bajo el factor de acidez del acido acético (AcOH) de 60 uma. Debido a que,
durante la fermentacion de la kombucha, la abundante presencia de organismos de
la familia Acetobacteraceae y principalmente Acetobacter, transforma el alcohol
producido por las levaduras en acido acético. EI método de determinacion se realizé
tomando una alicuota de 50 mL de muestra en un matraz de Erlenmeyer y aforando
el volumen hasta 100 mL con agua destilada libre de didxido de carbono CO2. Se
afiadid 1 mL de fenolftaleina como reactivo indicador de la acidez y finalmente se
titulé con hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 Normal (N) hasta el punto de viraje de

fenolftaleina de pH=8.2, comprobandose dicho valor con el pH metro electrénico.

Ecuacién 1 Acidez expresada en g*L-! de acido acético.

Volygon * Normpygoy * F.acidezyon

Acid L) =
cidez (g * L") Alicuotayyestra

4.2 4. Polifenoles

El contenido de polifenoles se determind realizando la mezcla de 1000 uL de
muestra de Kombucha con 500 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu en un tubo de
ensayo y homogenizando el contenido. Posteriormente, se adicionan 2000 pL de
carbonato de sodio al 20% al tubo de ensayo, se afora a 10 mL con agua destilada
y se homogeniza de nuevo. A continuacién, se procede a incubar la muestra, en
oscuridad, por 40 minutos y, finalmente, se vierte el contenido en una celda
traslucida para realizar la lectura con el espectrofotometro a 765 nm (Ivanisnova, y

otros, 2020); (Kaewkod, Bovonsombut, & Tragoolpua, 2019).

Se utilizé acido galico (GAE) como un estandar para la obtencién de una
curva de calibracién. Los resultados de la absorbancia y su consiguiente
representacion de concentracion se expresan en mg*L™', empleandose la curva de

calibracion elaborada previamente (Grafico 1, Ecuacion 2).
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Ecuacion 2 Concentracién de polifenoles expresados en mg*L-! de GAE.

[Absorbancia — 0.0998]
0.0118

Concentracion GAE (mg x L™1) =

y=0.0118x+ 0.0998
R2=0.9976

= )

Absorbancia
o
03]
o

0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion GAE (mg*L™)

Grafico 1 Curva de calibracion estandar acido galico.
El instrumento empleado para la medida fue el espectrofotometro ONDA V10

PLUS, con rango de 325 a 1000 nm, precisién de longitud de onda de +20 nm y

ancho de banda espectral de 4 nm (Figura 6).

Figura 6. Espectrofotémetro para medida de polifenoles ONDA V10 PLUS.



4.3. Metodologia empleada en la experimentacion

4.3.1. Diseno experimental

15

Para el tratamiento de datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion

se empled el Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) analizado con la

Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) bajo analisis cuadratico completo a
un nivel de confiabilidad del 95% (Figura 7).

Panela
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Figura 7 Disefio Central Compuesto Circunscrito.

*Izquierda Disefio bajo el efecto de 2 factores “2k”
*Derecha Diserno bajo el efecto de 3 factores “3k”.




16

4.3.2. Factores de estudio

El estudio incluyo tres factores de interés “3¥”. La cantidad de infusion de té
bajo los limites de especificacion, basados en estudios previos, de 3y 7 g*L' y un
punto medio de 5 g*L™'. La cantidad de panela bajo los limites de especificacion de
40 y 60 g*L" y un punto medio de 50 g*L'. Y, el tiempo de fermentacion bajo los
limites de especificacién de 4 y 14 dias desde el inicio del experimento y un punto
medio de 9 dias (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de los factores bajo Disefio Central Compuesto Circunscrito.

Punto Punto Punto Punto
Punto
Axial Factorial Factorial Axial
Factor Central
Minimo Minimo 0) Maximo Maximo
(-a) (-1) (1) (a)
bTé [g*L"] 3 4a 5 62 7
¢ Panela [g*L"] 40 442 50 562 60
d Fermentacion [d] 4 62 9 122 14

@ Valores fueron aproximados a debido a error de precision de balanza
b Pendiente de los puntos m= 1.1890
¢ Pendiente de los puntos m= 5.9453
¢ Pendiente de los puntos m= 2.9726

La combinacién de los niveles de los factores cantidad de té, cantidad de
panela y dias de fermentacion, dio lugar a 18 tratamientos o experiencias
experimentales considerados dentro del estudio. Una determinacion mas detallada

de los mismos se encuentra a continuacion (Tabla 3).



Tabla 3. Tratamientos definidos bajo el Disefio Central Compuesto.

Puntos en Disefio Central .
Experiencia Compuesto Circunscrito Niveles de los lfactores de
(Tratamiento) (CcC) estudio
Té Panela Dias Té(g) Panela(g) Dias

1 -1 -1 -1 4 44 6
2 1 -1 -1 6 44 6
3 -1 1 -1 4 56 6
4 1 1 -1 6 56 6
5 -1 -1 1 4 44 12
6 1 -1 1 6 44 12
7 -1 1 1 4 56 12
8 1 1 1 6 56 12
9 a 0 0 7 50 9
10 - 0 0 3 50 9
11 0 a 0 5 60 9
12 0 -a 0 5 40 9
13 0 0 a 5 50 14
14 0 0 -a 5 50 4
15 0 0 0 5 50 9
16 0 0 0 5 50 9
17 0 0 0 5 50 9
18 0 0 0 5 50 9
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4.3.3. Analisis estadistico

Se realiz6 un Analisis de Varianza “ANOVA” de las fuentes de variacion del
experimento en donde, la significancia del ratio o estadistico F de Fisher-Snedecor
“F” se representd con la nomenclatura NS No significativo, “significativo a 0,05;
“significativo a 0,01; "“significativo a 0,001; al comparar el valor p “p” con el valor
de significancia. Para de evaluar el efecto de la correlacion de las variables
(multicolinealidad) en el analisis de regresion del modelo propuesto, se determino

el Factor de Inflacién de la Varianza (FIV).

Se aplicd un analisis de los datos recopilados de acuerdo con cada variable
de respuesta por separado. A fin de mantener un coeficiente de determinacion alto
(R?>0.95), se llevo a cabo una prueba grafica de normalidad de los residuos con la
finalidad de eliminar datos atipicos no ajustados al modelo propuesto. Esta
eliminacion se llevd a cabo con un minimo de una experiencia y un maximo de dos
con el objeto de mantener consistencia. Se presentd un grafico normal de los
efectos estandarizados de las fuentes de variacion con el objeto de determinar

graficamente su significancia para cada variable de respuesta.

A partir de los ajustes requeridos de acuerdo con el analisis de normalidad,
se realizd una segunda prueba con la Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR), y se presentaron graficos de superficie bajo un analisis cuadratico completo.
Finalmente, se generé una optimizaciéon de la respuesta para cada variable por
separado, reportando el valor esperado y su error estandar e incluyendo un intervalo

de confianza “IC” al 95%.

Todos los analisis se realizaron empleando el software estadistico Minitab en
su version 20.3 de 64-bit (Minitab LCC, 2021).

4.3.4. Emplazamiento del experimento

Las unidades experimentales consideradas fueron frascos estériles de vidrio
para fermentacién de kombucha bajo el régimen conjunto de cantidad de té, panela
y dias de fermentacion, distribuidos dentro de un area fresca, seca y aislada en el

laboratorio de quimica de alimentos de la Escuela Politécnica Superior de la
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Universidad de Sevilla. Las condiciones de aislamiento permitieron, eliminar la
exposicion directa a la luz solar asi mismo como a corrientes de aire o transito de

posibles agentes contaminantes.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracteristicas analiticas

A continuacion, se muestran los valores obtenidos en las variables de respuesta

para cada una de las experiencias disefiadas en el estudio (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados analiticos obtenidos bajo Disefio Central Compuesto
Circunscrito (CCC).

Niveles de los
factores de Parametros de estudio
Experiencia estudio
(Tratamiento) : Polifenoles
Té Panela Dias Amdef y Totales pH M-S-S.
(g AcOH*L") (mg GAE*L") (°Brix)
1 4 44 6 3.60 389.00 42 48
2 6 44 6 3.12 398.32 3.9 3.1
3 4 56 6 1.92 344.08 40 49
4 6 56 6 3.12 411.88 40 50
5 4 44 12 3.54 422.05 41 40
6 6 44 12 3.72 348.32 39 3.8
7 4 56 12 3.24 333.07 40 50
8 6 56 12 3.54 356.8 41 49
9 7 50 9 4.14 418.66 39 1.2
10 3 50 9 2.70 393.24 42 3.0
11 5 60 9 2.64 363.58 42 6.0
12 5 40 9 2.52 327.98 41 4.2
13 5 50 14 4.02 426.29 40 35
14 5 50 4 1.86 412.73 45 52
15 5 50 9 3.00 383.07 40 438
16 5 50 9 3.30 386.46 40 438
17 5 50 9 2.94 380.53 41 438
18 5 50 9 3.06 387.31 41 49
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5.2. Diseiio central compuesto circunscrito
5.21. pH

A un nivel de confiabilidad del 95%, no se encontré un efecto significativo de
interacciones o factores para el modelo propuesto en relacion con el pH, como
puede observarse en los valores del ratio F de Fisher-Snedecor (F) y el valor-p (p)
asociado al mismo representados en la Tabla 5. De acuerdo con la falta de ajuste
del modelo, no es recomendable continuar con andlisis posteriores (Fs3=8.48NS,
p=0.054, R?=0.5752, Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de varianza y coeficientes de pH bajo el efecto de Disefio Central
Compuesto Circunscrito (CCC).

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV
Modelo 0.023 1.2NS 0.402 0.098
Lineal 0.034 1.77NS 0.23

Té 0.057 3.02Ns 0.121 -0.121 0.069 1.02
Panela 0.003 0.17Ns  0.693 0.026 0.063 1.02
Dias 0.04 2.14NS 0.182  -0.102 0.07 1.04
Cuadrado 0.011 0.57Ns  0.648

9
3
1
1
1
3
Té*Té 1 0.004 0.22¥S  0.651 -0.055 0.116 1.16
Panela*Panela 1 0.001 0.03Ns  0.862 0.02 0.112 1.14
1 0.02 1.05NS  0.335 0.118 0.115 1.19
3 0.018 0.97Ns  0.454
1 0.045 2.38NS  0.161 025 0.162 1
1 0.004 0.21NS  0.659 0.088 0.193 1.02
1 0.006 0.31Ns  0.591 0.09 0.161 1.02
8 0.019
Falta de ajuste 5 0.028 8.48Ns  0.054
Error puro 3 0.003

Dias*Dias
Interacciones

Té*Panela

Té*Dias

Panela*Dias

Error

Coef. Determinacion (R?) =0.5752 n=18
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La ausencia de diferencias significativas es un indicativo de homogeneidad
en los resultados obtenidos, es decir, no presentan variabilidad estadistica. Y, sin
embargo, tras realizar una determinacion numérica de pH (Tabla 6), se puede
concluir que se alcanzé un valor de pH homogéneo y dentro del rango 4.0-4.2
establecido para el experimento (C.V.=3.55%, y=4.0722, Tabla 6). Esto es un
indicativo de estabilidad (Grafico 2) para cualquiera de los escenarios (experiencias)
planteados. Sin embargo, y a fin de propiciar una investigacion mas profunda, al
replicar la experiencia, se sugiere considerar factores como el tipo de té, otras
fuentes de azucares o efecto de segunda fermentacion; y a su vez, que se empleen

aparatos con mayor sensibilidad.

Tabla 6. Medidas descriptivas de pH bajo el efecto de Disefio Central Compuesto
Circunscrito (CCC).

Variable N Media £ SD Coeficiente de Variacion (%)
pH 18 4.0722 + 0.0341 3.55
6 Demvist. 03447
N 18

.
/

3.8 39 4.0 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5
pH

Frecuencia

Grafico 2. Histograma de pH bajo el efecto de Disefio Central Compuesto
Circunscrito (CCC).
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5.2.2. Materia Seca Soluble (m.s.s.)

A un nivel de confiabilidad del 95%, no se encontré un efecto significativo de
interacciones para el modelo propuesto en relacion con los grados Brix, tal y como
indican los valores de F y p en Tabla 7. De acuerdo con la falta de ajuste, es posible
realizar cambios para evaluar la respuesta del modelo (Fs3=113.9, p=0,001"",
R?=0.9301, Tabla 7). Tras realizar el andlisis del supuesto de normalidad, se
encontré un efecto no significativo de la experiencia numero 6 (Grafico 3). Se
procedié a eliminar esta experiencia para incrementar la significancia de las

interacciones sobre los factores del modelo (Grafico 4).

Tabla 7. Analisis de varianza y coeficientes de m.s.s. (°Brix) bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC).

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV
Modelo 9 2.116 11.83™ 0.001 0.098
Lineal 3 2.131 11.917 0.003
Té 1 1.708 9.55 0.015 -0.66 0.214 1.02
Panela 1 3.658 20.45” 0.002 0.876 0.194 1.02
Dias 1 1.028 575 0.043 -0.513 0.214 1.04
Cuadrado 3 3.997 22.34™  <0.001
Té*Té 1 9.894 55.3 <0.001 -2.663 0.358 1.16
Panela*Panela 1 0.236 1.32NS 0.284 0.397 0.346 1.14
Dias*Dias 1 0.338 1.89NS 0.206 -0.486 0.354 1.19
Interacciones 3 0.203 1.14NS 0.391
Té*Panela 1 0.451 2.52Ns 0.151 0.792 0498 1
Té*Dias 1 0.156 0.87Ns 0.377 0.554 0592 1.02
Panela*Dias 1 0.002 0.01Ns 0.924 0.048 0.494 1.02
Error 8 0.179
Falta de ajuste 5 0.285 113.9”  0.001
Error puro 3 0.003

Coef. Determinacion (R?) =0.9301 n=18
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Grafico 3. Prueba de normalidad de residuos de m.s.s. (°Brix) bajo el efecto de

Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) n=18.
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Grafico 4. Grafica Normal de efectos estandarizados de m.s.s. (°Brix) bajo el

efecto de Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) n=18.
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Una vez que se elimin6 la experiencia No. 6, se realiz6 nuevamente el

analisis de varianza y prueba de normalidad (Tabla 8, Grafico 5). Se encontré que

a un nivel de confiabilidad del 95%, existe un efecto significativo de la interaccion
entre Panela y Dias de fermentacion (F17=6.73", p=0.036, FIV=1.17, Tabla 8,

Grafico 6), y la interaccién Té y Panela del modelo propuesto para grados Brix

(F17=31.06", p=0.001, FIV=1.12, Tabla 8, Gréfico 6).

Tabla 8. Analisis de varianza y coeficientes de m.s.s. (°Brix) bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta de ajuste.

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV
Modelo 9 2.212 56.42"" <0.001 0.098
Lineal 3 2.385 60.82"" <0.001
Te 1 2.664 67.94”° <0.001 -0.903 0.11 1.14
Panela 1 4798 122387 <0.001 1.116 0.101 1.17
Dias 1 1.708 43577 <0.001 -0.699 0.106 1.1
Cuadrado 3 4.038 102.99™ <0.001
Tée*Té 1 10.303 262.79" <0.001 -2.724 0.168 1.16
Panela*Panela 1 0.121 3.09Ns  0.122 0.286 0.163 1.16
Dias*Dias 1 0.365 9.3 0.019 -0.505 0.166 1.18
Interacciones 3 0.443 11.297  0.005
Té*Panela 1 1.218 31.06" 0.001 148 0.266 1.12
Té*Dias 1 0.013 0.32NS  0.588 -0.175 0.308 1.16
Panela*Dias 1 0.264 6.73 0.036 0.67 0.258 1.17
Error 7 0.039
Falta de ajuste 4 0.067 26.69" 0.011
Error puro 3 0.003
Coef. Determinacion (R?) = 0.9864 n=17
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Grafico 5. Prueba de normalidad de residuos de m.s.s. (°Brix) bajo el efecto de
Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta de ajuste
n=17.
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Grafico 6. Grafica Normal de efectos estandarizados de m.s.s. (°Brix) bajo el
efecto de Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta

de ajuste n=17.
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Las interacciones significativas (Grafico 6) fueron representadas en graficos
de superficie que reflejan un patrén de cambio, en el cual se puede percibir que la
cantidad de m.s.s. es mayor, al incrementar la cantidad inicial de Panela, bajo 7 a
11 dias de fermentacion, e incrementando la cantidad inicial de Panela, con una con

una cantidad inicial de té entre 4.5 y 6 gramos (Grafico 7).

o

N e

e
"'-""

Panela Dias

Brix

a0

Té = 5 Panela

Grafico 7. Graficas de respuesta de superficie para m.s.s. (°Brix).

a Interaccion Panela*Dias de fermentacion

b Interaccion Té*Panela.



28

Se encontré una formulacion 6ptima para maximizar la cantidad de m.s.s. en
la kombucha a través de un analisis de optimizacion (Tabla 9, Grafico 8). La

presencia de m.s.s. es necesaria en la bebida como un parametro de palatabilidad.

Al considerar que en estudios previos la disminucién durante la fermentacion
de 240 horas ha llegado a disminuir hasta 5 °Brix (Guzman, 2021). A través de la
evaluacion de las variables en estudio se determiné que la formulacion 6ptima para
obtener un maximo de 6.28 °Brix fue 5.22 g*L-' de té, 60 g*L-' de Panela y 8.74 Dias
de fermentacion, siendo una férmula adecuada para garantizar palatabilidad en la
bebida con una diferencia de 1 °Brix con la reportada por Guzman en su estudio del
afio 2021.

Tabla 9. Optimizacion de la respuesta de m.s.s. (°Brix)

Configuracion Respuesta
Té Panela
Variable . . Dias Brix £ EE
(g*L7)  (9"L7)
Cantidad 5.2222 60 8.7475 6.281 £ 0.154

IC 95%= (5.916, 6.646)

Té Panela Dias

Optima Alt 7.0 &60.0 14.0
{s] . . .
28 THLLL Act [5.2222] [60.0] [B.7475]
Bajo 3.0 40.0 40
Brix
Maximo
y = 6.2807
d = 1.0000

Grafico 8. Optimizacién de la respuesta de m.s.s. (°Brix).
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El factor mas importante para obtenerla mayor concentracion de m.s.s. y, por
lo tanto, dulzor en la kombucha, fue la cantidad de panela. EI modelo de
optimizacion empledé como valor 6ptimo la maxima concentracion considerada
dentro del experimento (Tabla 2). Mientras que, para la cantidad de té y dias de

fermentacién, mantuvo los valores muy cercanos al Punto central (Grafico 8).
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5.2.3. Acidez

A un nivel de confiabilidad del 95%, no se encontro un efecto significativo del
modelo propuesto para la acidez representada por el contenido de acido acético
AcOH, tal y como indican los valores de F y p en la Tabla 10. Sin embargo, de
acuerdo con la falta de ajuste, es posible realizar cambios para evaluar la respuesta
del modelo (Fs3=11.9", p=0,034, R?=0.7671, Tabla 10). Tras realizar el analisis del
supuesto de normalidad, se encontré un efecto no significativo de la experiencia
numero 1 sobre el modelo (Grafico 9). Se procedié a eliminar esta experiencia para
incrementar la significancia de las interacciones sobre los factores del modelo
(Gréafico 10).

Tabla 10. Analisis de varianza y coeficientes de Acidez bajo el efecto de Diseno

Central Compuesto Circunscrito (CCC).

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV

Modelo 0.57 2.93Ns 0.073 0.098

1.233 6.34° 0.017

1.013 5.21NS 0.052 0.508 0.223 1.02
0.205 1.05NS 0.335 -0.207 0.202 1.02
2.482 12.757 0.007 0.797 0.223 1.04
0.204 1.05NS 0.423

Te*Té 0.336 1.73NS 0.225 0.491 0.374 1.16

9
Lineal 3
1
1
1
3
1
Panela*Panela 1 0.113 0.58Ns 0.467 -0.275 0.36 1.14
1
3
1
1
1
8
5

Té
Panela
Dias

Cuadrado

0.005 0.03Ns 0.873 0.061 0.369 1.19
0.216 1.11NS 0.401
0.405 2.08Ns 0.187 0.75 0.52 1.00
0.001 5*103NS  0.956 -0.035 0.618 1.02
0.241 1.24NS 0.298 0.574 0.516 1.02
0.195
Falta de ajuste 0.296 11.9° 0.034

Error puro 3 0.025

Dias*Dias
Interacciones

Té*Panela

Té*Dias

Panela*Dias

Error

Coef. Determinacion (R?) =0.7671 n=18
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Grafico 9. Prueba de normalidad de residuos de Acidez bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC) n=18.
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Grafico 10. Grafica Normal de efectos estandarizados de Acidez bajo el efecto

de Disefo Central Compuesto Circunscrito (CCC) n=18.
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Una vez que se elimind la experiencia No. 1, se realiz6 nuevamente el
analisis de varianza y una prueba de normalidad (Tabla 11, Grafico 11). Se encontro
que a un nivel de confiabilidad del 95%, existe un efecto significativo de la
interaccion entre cantidad de té y dias de fermentacion (F1,7=18.45"", p=0.004,
FIV=1.24, Tabla 11, Grafico 12).

Tabla 11. Analisis de varianza y coeficientes de Acidez bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta de ajuste.

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV

Modelo 0.694 26.65"  <0.001 0.098

1.675 64.337  <0.001

1.795 68.917 <0.001 0.717 0.086 1.07
<0.001  <0.001% 0.993 -0.001 0.079 1.08
3.691 141.73™ <0.001 1.071 0.09 1.15
0.229 8.78™ 0.009

Té*Te 0.205 7.88 0.026 0.386 0.137 1.17

9
Lineal 3
1
1
1
3
1
Panela*Panela 1 0.269 10.33 0.015 -0.429 0.134 1.17
1
3
1
1
1
7
4

Té
Panela
Dias

Cuadrado

0.013 0.48Ns 0.511 -0.095 0.137 1.2
0.167 6.4" 0.02

0.01 0.38Ns 0.56 -0.139 0.226 1.23
0.481 18.45” 0.004 -1.185 0.276 1.24
0.068 2.63NS 0.149 -0.372 0.229 1.23
0.026

0.027 1.08NS 0.495

Error puro 3 0.025

Dias*Dias
Interacciones

Té*Panela

Té*Dias

Panela*Dias

Error

Falta de ajuste

Coef. Determinacion (R?) =0.9716 n=17
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Grafico 11. Prueba de normalidad de residuos de Acidez bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta de ajuste n=17.
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La interaccion significativa (Grafico 12) fue representada mediante un grafico
de superficie que refleja un patrén de cambio, en el cual se puede percibir que la
mayor acidez se alcanza bajo una menor cantidad inicial de té y tiempo de

fermentacion prolongado (Grafico 13).

Acidez

Grafico 13. Graficas de respuesta de superficie para Acidez bajo la Interaccion

Té*Dias de fermentacion.

Se encontré una formulacion éptima para maximizar la acidez representada
por AcOH en la kombucha a través de un analisis de optimizacion (Tabla 12, Grafico
14), siendo la formulacion con 3 g*L-' de té, 47.273 g*L" de panela y 14 dias de
fermentacion recomendada para obtener una acidez de 4.953 + 0.351 g*L”

representada por el contenido de AcOH.

En estudios realizados acerca de la ingesta de AcOH, se ha encontrado que
sujetos de estudio presentan mejoras en el nivel de glucosa en sangre con el
suministro de AcOH en el rango de 1.6 g*L-' y 16 g*L" (Iman, Adel, & Barahoyee,
2015). Ademas, que dosis de 9.0 g*L-" de AcOH en la dieta diaria no parece producir
efectos secundarios en higado o rifiones y 1.5 g*L" son suficientes para reducir de
peso corporal, grasa visceral y subcutanea y reducir triglicéridos en sangre (Kondo,
Kishi, Fushimi, Ugajin, & Kaga, 2009).

La optimizacion realizada permite obtener una cantidad de AcOH superior a

la dosis minima e inferior al limite maximo mencionado por Kondo, et.al. en su
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estudio realizado en Japon en el afno 2009. Ademas, esta cantidad se encuentra
dentro del rango reportado por Iman, et.al. en su estudio del afio 2015. Por lo tanto,
se considera que la obtencion de kombucha con las caracteristicas encontradas en
el analisis de optimizacién de la respuesta de acidez (Tabla 12, Grafico 14),

mantendran los beneficios citados por los autores.

Tabla 12. Optimizacion de la respuesta de Acidez.

Configuracion Respuesta
Té Panela Acidez £ EE
Variable Dias
(g*L") (g*L") (g AcOH*L™)
Cantidad 3 47.273 14 4953 + 0.351

IC 95%= (4.122, 5.783)

Optima Alt _; g P:g %Ia '||3 .ia{sj
0 d . d

D 1.000 Act [3.0] [47.2727] [14.0]
Bajo 3.0 40.0 4.0

s -

Addez
Maximo
y = 4.9528
d = 1.0000

Grafico 14. Optimizacién de la respuesta de Acidez.

El tiempo prolongado de fermentacion se explica debido a que, durante una
fermentacién prolongada, la dinamica microbiolégica se estimula permitiendo que la
actividad de la bacteria Acetobacter se lleve a cabo a partir de la apariciéon de
concentraciones bajas de etanol formado previamente por levaduras. Esto da lugar

a la formacion de AcOH que incrementa como el acido predominante en el medio.
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Sin embargo, una cantidad de panela cercana al punto central (50 g*L"), es
suficiente para facilitar esta actividad metabdlica. Por consiguiente, el azucar
adicional permanecera en dilucion en la bebida hasta ser aprovechado por los
propios microorganismos del SCOBY, o como un factor limitante para su desarrollo

inhibiendo la actividad microbioldgica debido a un exceso (Gerard, 2015).
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5.2.4. Polifenoles

A un nivel de confiabilidad del 95%, se encontré un efecto significativo para
la interaccién entre la cantidad de Té y Panela (F1,8=7.27", p=0.027, Tabla 13). Sin
embargo, de acuerdo con la falta de ajuste, es posible realizar cambios para evaluar
la respuesta del modelo (F5,3=67.56", p=0,003, R?=0.7922, Tabla 13). Al realizar el
analisis del supuesto de normalidad, se encontro un efecto no significativo de la
experiencia numero 11 sobre el modelo (Grafico 15). Se procedid a eliminar esta
experiencia para incrementar la significancia de las interacciones sobre los factores
del modelo (Grafico 16).

Tabla 13. Analisis de varianza y coeficientes de Polifenoles bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC).

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV

Modelo 1416.77  3.39NS 0.05 0.098
150.51 0.36Ns 0.784

175.45 0.42Ns 0.535 6.7 103 1.02
251.08 0.6Ns 0.461 -7.26 936 1.02
24.99 0.06Ns 0.813 -25 104 1.04
2321.07 5.55 0.023
Té*Te 507.44 1.21NS 0.303 191 173 1.16

9
Lineal 3
1
1
1
3
1
Panela*Panela 1 2805.51 6.71 0.032 433 16.7 1.14
1
3
1
1
1
8
5

Té
Panela
Dias

Cuadrado

1722.67  4.12NS 0.077 347 171 119
1693.48  4.05NS 0.05

3039.66 7.27 0.027 65 24 1 1
1907.12  4.56NS 0.065 -61.2 286 1.02
133.67 0.32Ns 0.587 -13.5 239 1.02
418.09

663.06 67.56" 0.003

Error puro 3 9.81

Dias*Dias
Interacciones

Té*Panela

Té*Dias

Panela*Dias

Error

Falta de ajuste

Coef. Determinacion (R?) =0.7922 n=18
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Grafico 15. Prueba de normalidad de residuos de Polifenoles bajo el efecto de

Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) n=18.
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Grafico 16. Grafica Normal de efectos estandarizados de Polifenoles bajo el

efecto de Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) n=18.
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A fin de ajustar el modelo y determinar el efecto de las interacciones, se
procedid a eliminar la experiencia No. 11 y realizar nuevamente el analisis de
varianza y una prueba de normalidad (Tabla 14, Grafico 17). Se encontrd que, a un
nivel de confiabilidad del 95%, existe un efecto significativo de las interacciones
entre cantidad de Té y Panela (F1,7=25.02, p=0.002"", FIV=1.00, Tabla 14, Grafico
18), y la interaccién entre cantidad de Té y Dias de fermentacion (F1,7=15.7,
p=0.005"", FIV=1.02, Tabla 14, Grafico 18).

Tabla 14. Analisis de varianza y coeficientes de Polifenoles bajo el efecto de Disefio

Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta de ajuste.

Fuente de Variacion GL CM F Valorp Coef EE FIV

Modelo 1652.22 13.6™ 0.001 0.098

653.75 5.38 0.031

175.45 1.44NS 0.269 6.69 556 1.02

1751.16  14.42” 0.007 -23.51 6.19 1.21
45.2 0.37Ns 0.561 -341 558 1.04

3094.3 25477  <0.001

Te*Té 784.48 6.46 0.039 23.87 939 1.13

9
Lineal 3
1
1
1
3
1
Panela*Panela 1 5240.27 43.14™  <0.001 -74.3 113 1.21
1
3
1
1
1
7
4

Té
Panela
Dias

Cuadrado

2193.2 18.06™ 0.004 39.39 927 1.16
174315 14.35” 0.002

3039.66 25.02" 0.002 65 13 1
1907.12 15.7" 0.005 -61.2 154 1.02
282.66 2.33Ns 0.171 -19.8 13  1.03
121.47

205.22 20.91° 0.016

Error puro 3 9.81

Dias*Dias
Interacciones

Té*Panela

Té*Dias

Panela*Dias

Error

Falta de ajuste

Coef. Determinacion (R?) = 0.9459 n=17
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Grafico 17. Prueba de normalidad de residuos de Polifenoles bajo el efecto de

Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta de ajuste

n=17.
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Grafico 18. Grafica Normal de efectos estandarizados de Polifenoles bajo el

efecto de Disefio Central Compuesto Circunscrito (CCC) tras correccion de falta

de ajuste n=17.
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Las interacciones significativas fueron representadas mediante graficos de
superficie que reflejan un patron de cambio que en ambos casos manifiesta dos
respuestas Optimas para formulacién de kombucha (Grafico 19). A fin de determinar
estas respuestas se llevo a cabo un analisis de optimizacién de la respuesta (Tabla
15). Se encontraron dos formulaciones 6ptimas de kombucha para maximizar los

antioxidantes representadas por polifenoles.

En primer lugar, empleando mayor cantidad de té y panela en fermentacién
temprana aproximadamente a 4 dias de fermentacion; y, en segundo lugar,
empleando menor cantidad de té y panela en fermentacién tardia aproximadamente
a 14 dias de fermentacion (Grafico 19, Tabla 15). Este efecto se debe, a que los
polifenoles propios de los ingredientes se encontraron presentes de forma natural
al inicio de la fermentacion. Sin embargo, estos se hidrolizaran gradualmente hasta
liberar elementos de menor peso molecular dando lugar a aparicion de nuevos
antioxidantes gracias a la actividad de microorganismos durante la fermentacion
(Makarewicz, Drozdz, Tarko, & Duda-Chodak, 2021).

Al parecer, existe un efecto de inhibicién de microorganismos al iniciar la
fermentacién con un alto contenido de polifenoles de los ingredientes de partida, es
decir, cuanta mas cantidad de té y mas tiempo de fermentacién, disminuye la
presencia de polifenoles. Por lo contrario, al iniciar la fermentacion con un menor
contenido de polifenoles de alto peso molecular, por tanto, menos cantidad de té,
se favorece el desarrollo y actividad microbiolégica sobre moléculas complejas

conforme aumenta el tiempo de fermentacion.
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Polifenoles

Polifenoles

Grafico 19. Graficas de respuesta de superficie para Polifenoles.

a Interaccion Té*Panela.

b Interaccion Té*Dias de fermentacion.

Las formulaciones Optimas para maximizar el contenido de antioxidantes
representados por la cantidad de polifenoles en la kombucha a través de un analisis
de optimizacion se presentan a continuacion (Tabla 15, Grafico 20). Para
formulacién temprana con 7 g*L' de té, 54.061 g*L' de panela y 4 dias de
fermentacién para obtener 531 = 21.1 mg/L de polifenoles, posiblemente
provenientes en su mayoria de los elementos de partida. Y para formulacion tardia
con 3 g*L"' de té, 42.748 g*L" de panela y 14 dias de fermentacién, para obtener
537.6 + 26.8 mg*L"" de polifenoles, posiblemente provenientes del metabolismo de
microorganismos probidticos de la bebida (Makarewicz, Drozdz, Tarko, & Duda-
Chodak, 2021).
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Tabla 15. Optimizacion de la respuesta de Polifenoles

Configuracion Respuesta
Té Panela Polifenoles * EE
Variable o o A Dias o A
(g*L7)  (g*L7T) (mg*L™)
Solucion 1: Repuesta temprana 7 54.061 4 531 +21.1
Solucion 2: Repuesta tardia 3 42.748 14 537.6 + 26.8

IC 95%= (481.0, 580.9)
IC 95%= (474.1, 601.1)

Sptima Té Panela Dias
Alto 7.0 56.0 14.0
D:1.000 [7.0] [54.0606] [4.0]
Bajo 3.0 40,0 4.0
Pelifeno
Maximo
y = 530.9783
d = 1.0000
Sptima Té Panela Dias
Alto 7.0 56.0 14.0
D: 1.000 Act [3.0] [42.7475] [14.0]
Bajo 3.0 40.0 4.0

b

Palifeno
Maximo
y = 537.6140
d = 1.0000

Grafico 20. Optimizacién de la respuesta de Polifenoles.
2 Respuesta temprana.

b Respuesta tardia.
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6. CONCLUSIONES

No se encontro diferencias significativas en el valor de pH. El valor mas

probable de todas las experiencias es 4.

Las interacciones mas significativas para la m.s.s. fueron cantidad de panela
con dias de fermentacion y cantidad de panela con cantidad de té. En ambos casos,
la m.s.s. incrementa al usarse mayor cantidad de panela, por lo tanto, el factor mas
importante para la maximizar la variable e incrementar palatabilidad en la bebida es

la cantidad inicial de panela.

La interaccién mas significativa para la acidez fue cantidad de té con dias de
fermentacién. La acidez incrementa al emplear menor cantidad de té con un tiempo
de fermentacion prolongado. Esto debido a que durante mayor tiempo de
fermentacién se estimula la actividad bacteriana y por consiguiente la formacion de

acido acético.

Las interacciones mas significativas para la cantidad de antioxidantes
polifenoles fueron en primer lugar la cantidad de té con cantidad panela, y en
segundo lugar la cantidad de té con dias de fermentacién. La variable mas
importante para maximizar contenido de antioxidantes es el tiempo de fermentacion.
Se determind dos respuestas Optimas para la maximizacion del contenido de
polifenoles. Fermentacién temprana con mayor cantidad de elementos de partida
durante menor tiempo de fermentacién, y fermentacién tardia con menor cantidad

de elementos de partida durante mayor tiempo de fermentacion.

Las formulaciones evaluadas dieron lugar al valor 6ptimo 4.07 de pH para la
estabilidad de la bebida. La formulacion 6ptima para obtener mejor palatabilidad en
relacion con la m.s.s. tras fermentacién de azucares fue 5.22 g*L-' de té, 60 g*L"’
de panela y 8.74 dias de fermentacion, mientras que para obtener el mayor
contenido de acido acético la formulaciéon optima fue 3 g*L-! de té, 47.273 g*L" de
panela y 14 dias de fermentacion, y finalmente la formulacion 6ptima de kombucha
para obtener la mayor cantidad de antioxidantes en relacion con cantidad de

polifenoles fue 3 g*L" de té, 42.748 g*L-! de panela y 14 dias de fermentacion.
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