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ABREVIATURAS

Bx Grados Brix

°C Grados Celsius

AE Diferencia de color

ut Velocidad especifica de crecimiento

p Densidad
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a* Luminosidad de rojo a verde
b* Luminosidad de azul a amarillo

m, m Masa

ml Mililitros

N Normalidad

NaOH Hidrdxido de sodio

pH Potencial de hidrégeno

gs Consumo especifico



So Concentracion inicial de azucares totales
S Concentracion final de azucares totales
SO2 Didxido de azufre

P Valor de probabilidad analitica

T Temperatura

t Tiempo

td Tiempo de duplicacion
tan! Funcion tangente inversa
v volumen

X Concentracion inicial de biomasa

Xo Concentracion final de biomasa
Xs Fraccién de contenido de sélidos
xH Fraccion de contenido himedo
Xt Produccién total de biomasa

Y X/S Rendimiento de sustrato
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RESUMEN

El Ginger Beer Plant (GBP) es una colonia simbiotica conformada de manera esencial
por los microorganismos Saccharomyces florentinus y Lactobacillus hilgardii, la cual es
activada mediante la adicion de agua apta para consumo humano y azlcares ricos en
minerales. Dicho indculo puede ser empleado para la elaboracion y produccién de bebidas
fermentadas carbonatadas, saludables y reducidas en sacarosa. En este trabajo se utilizaron
dos fuentes de carbono en diferentes concentraciones para determinar la afinidad del
consorcio microbiano por un sustrato en particular, la velocidad de crecimiento microbiano,
los cambios en los valores de potencial de hidrogeno (pH), y los cambios en la concentracion
de azucares (°Bx) a lo largo del proceso fermentativo. Para alcanzar cierto grado de
aceptabilidad sensorial por parte de los consumidores finales, el producto carbonatado fue
mezclado con jugo natural de zarzaparrilla.

Para el disefio experimental, en una primera etapa se determind un disefio factorial
unidireccional, considerando un 50% y 75% del nivel de uso recomendado en tasas de adicion
de azucares y concentracion de sélidos solubles como variables independientes, y cambios
en el contenido de azucar y en el nivel de pH, como variables dependientes. Durante el
desarrollo experimental, se elaboraron cuatro bebidas pretotipo, considerando cuatro
sistemas de fermentacion que variaban en la cantidad de inoculo (1.71 y 2.5 g de GBP),
azlcar y agua empleados. El sustrato de los sistemas 1 y 2 estaba compuesto de 50% de
azucar refinada y 50% de azUcar mascabado, mientras que el de los sistemas 3 y 4 de 75%
de azUcar refinada y 25% de azlcar mascabado. En todos los sistemas de fermentacién, el
sistema acuoso estaba compuesto de agua natural y mineral en una relacion 1:2. El proceso
fermentativo se detuvo cuando los sistemas alcanzaron un nivel de pH de ~4. Enseguida el
indculo de cada sistema de fermentacion fue retirado, y 65 ml del fermentado se mezclaron
con 195 ml de jugo de zarzaparrilla para la preparacion de las bebidas. Se verificd que las
bebidas tuvieran un contenido de solidos de 42g y un nivel de pH de ~3.5. Los pretotipos se
mantuvieron en refrigeracion a 4°C durante 32 dias para verificar su estabilidad durante el
almacenamiento.

Las bebidas pretotipo fueron caracterizadas fisicoquimicamente evaluando el nivel

de pH, la cantidad de sélidos solubles, el nivel de acidez, color (CIELab) y sabor. La



evaluacion sensorial de los prototipos se realizé utilizando una escala hedonica. De acuerdo
con el analisis de resultados la muestra con mayor aceptabilidad fue elegida para elaborar el
prototipo y tenia la siguiente composicion: 2.4 g de indculo GBP, 50% de azucar refinada y
50% de azucar refinada.

Para la elaboracion de la bebida prototipo, el proceso fermentativo se detuvo cuando
se alcanz6 un contenido de azucares de 7.9 °Bx, y un nivel de pH de 4. Se respetaron las
condiciones de manufactura utilizadas en los pretotipos. Finalmente, el prototipo fue
caracterizado fisicoquimicamente y se volvid a realizar la evaluacién sensorial para la

verificacion del prototipo.



INTRODUCCION

En México, el consumo de bebidas carbonatadas azucaradas es uno de los temas mas
controversiales en materia de salud publica. EI consumo per capita de éstas en el pais
asciende a 163 L/afio, lo cual ubica a México como el primer lugar a nivel mundial (Delgado,
2019). Esta cifra podria incrementarse, considerando que se ha reportado un aumento anual
del 3% en la tasa de consumo desde 2014, a pesar de las medidas gubernamentales que se
han tomado para disminuir su consumo, como el aumento en los impuestos, lo que ha traido
como consecuencia un aumento en los precios (Rodriguez, 2019; 2021), asi como también
las limitantes de etiquetado y de marketing establecidas por la modificacion de la Norma
NOM-051 vigente desde enero del 2020 (Hernandez, 2020). Debido a su bajo costo, a la
garantia de inocuidad microbioldgica y a su alta disponibilidad, derivada de los amplios
canales de distribucion, los refrescos forman parte de la dieta diaria de un amplio sector de
consumidores (Cabrera, 2019), esto, aunado a otros factores como el sedentarismo, el nivel
de estrés, y la ingesta excesiva podria aumentar el riesgo de padecer enfermedades cronico-
degenerativas como diabetes, sobrepeso y obesidad.

El gasto médico gubernamental en pacientes con obesidad, diabetes y otras
enfermedades relacionadas con una alimentacién desbalanceada, tiene un impacto
significativo en las finanzas publicas. En este sentido, se estima que, durante la década 2000-
2010, el costo asociado a condiciones asociadas con la obesidad fue de aproximadamente, 26
mil millones de ddlares, lo que represent6 alrededor del 2.1% del producto interno bruto
(PIB); si se mantiene esta tendencia, este gasto se elevaria hasta 159 mil millones de dolares
para el afio 2060 (Ramirez, 2021). Por otra parte, de acuerdo con cifras del 2020, los costos
promedio de medicamentos requeridos para la atencién de un paciente diabético durante diez
afios ascendia a aproximadamente 50,000 pesos (Pérez-Lozano et al., 2023), y dado que esta
enfermedad puede conllevar complicaciones a corto y largo plazo, los costos de atencion
pueden aumentar dramaticamente; se estima que para 2025 los gastos médicos totales
requeridos para la atencion de esta enfermedad excedan los 6 mil millones de délares (Pico-
Guzman et al., 2022).

Tomando en cuenta el impacto de estas bebidas sobre la salud publica, diversos
grupos de consumidores conscientes de esta problematica han buscado alternativas de

bebidas que sean percibidas como maés saludables, incluyendo bebidas bajas en calorias y



azUcares, provocando un aumento importante en la demanda de productos de este tipo. En
consecuencia, se estima que, en la ultima década, el consumo de bebidas reducidas o bajas
en azucar ha aumentado en 60% (Market Data México, 2022). Por otra parte, otra categoria
similar con crecimiento significativo es la de bebidas funcionales, por considerarse que éstas
pueden ayudar a prevenir enfermedades cronico-degenerativas selectas. Dentro de este rubro,
se ubican bebidas lacticas a base de lactosuero, probidticas, energizantes, isotonicas, de
sustituto alimenticio, bebidas con cafeina o frutales y varios tipos de bebidas fermentadas.
Aunque muchas de estas Ultimas se encuentran en versiones industrializadas, otras como
kombucha, kéfir, té de burbujas, tepache y bebidas carbonatadas no alcoholicas como
aquellas basadas en jengibre y elaboradas con cultivos como el denominado como ginger
beer plant, se elaboran artesanalmente e incluso de forma casera; por su naturaleza, la
mayoria de estas bebidas son bajas en calorias y pueden proporcionar multiples beneficios a
la salud, tales como la estimulacion del sistema inmune y una buena digestidn gracias a su
microbiota diversa y compleja, con presencia importante de microorganismos probio6ticos
(Gaonkar, 2024). Sin embargo, para aumentar la tasa de consumo de estas bebidas y permitir
que puedan representar una opcién mas saludable de consumo, se requieren plantear estudios
que aborden el disefio de formulaciones y procedimientos estandarizados de elaboracion, que
garanticen su inocuidad y consistencia sensorial y fisicoquimica lote a lote y coadyuven a su
insercion en el mercado.

De acuerdo con datos reportados por el INEGI el gasto para la produccion de refrescos
en territorio nacional en el periodo 2016-2020 aument6 hasta un 14% en términos de
volumen, mientras que la demanda de dichos productos tuvo un repunte del 9%. Si bien gran
parte del consumo estuvo enfocado hacia las tipicas bebidas gaseosas, se observé un
crecimiento de la industria de bebidas procesadas no alcoholicas en el pais debido
principalmente a una mayor expansion de otras categorias, ademas del agua embotellada,
jugos y refrescos con bajo o nulo contenido calérico, se not6 la aparicion de nuevas
variedades de bebidas isotonicas, energizantes, tés y bebidas basadas en productos percibidos
como nutritivos como el jengibre (Garcia, 2023).

Diversas bebidas, tanto alcohdlicas como no alcohdlicas pueden elaborarse a partir
del jengibre y existe un mercado moderado para éstas; las bebidas basadas en o saborizadas

con jengibre son valoradas por su caracteristico sabor especiado, con notas dulces, a pimienta



y levemente pungentes. Probablemente las mas conocidas sean los refrescos carbonatados
con sabor a jengibre (conocidos como ginger ale), y la cerveza de jengibre (ginger beer), una
bebida fermentada que hoy en dia generalmente se comercializa en su variedad no alcohdlica.
El proceso de fermentacion se puede realizar de manera artesanal o industrial. Aquellas
realizadas de manera casera usualmente emplean un cultivo complejo denominado ginger
bug; por otra parte, la mayoria de las bebidas fabricadas industrialmente hacen uso de un
cultivo estandarizado conocido como ginger beer plant (GBP); el término hace referencia a
una colonia simbiotica de consistencia grumosa y gelatinosa conformada por Lactobacillus
hilgardii y Saccharomyces florentinus, cuyo crecimiento en conjunto genera acido lactico
mediante un proceso fermentativo anaerobio (Tonsmeire, 2008). ElI GBP se ha empleado
para elaborar bebidas fermentadas emergentes introducidas en mercados selectos alrededor
del mundo y comienza a valorarse en México como una alternativa de uso para el desarrollo
de nuevos productos. Existen diferencias notables entre los productos hechos a partir de
ambos indculos, incluyendo un perfil de sabor &cido caracteristico otorgado por el GBP,
ademas de que, si se desea, permite obtener contenidos superiores de etanol (2 a 5%), y un
burbujeo proveniente del didxido de carbono (CO2) generado en el proceso fermentativo

(Yemoos Nourishing Cultures, 2019).

Si bien el GBP es utilizado principalmente para la elaboracion industrial de cervezas
de jengibre, también puede utilizarse para bebidas probidticas fermentadas no alcohdlicas.
Recientemente, se ha propuesto su uso para fabricar bebidas carbonatadas funcionales,
dirigidas a un mercado similar al que actualmente consume productos como kombucha,
reportandose que poseen efectos benéficos sobre la salud, en particular en el sistema
digestivo, fortaleciendo el microbiota intestinal y previniendo algunas enfermedades
(Accetta-Scott, 2019). Por otra parte, y adicionalmente a su rol como especia o ingrediente
alimentario, al jengibre se le han atribuido diversas funciones bioldgicas, incluyendo
propiedades antimicrobianas, antiparasitarias, antiinflamatorias, antioxidantes y de
estimulacion del sistema inmune, entre otras; éstas se han relacionado con su alta
concentracion de compuestos bioactivos, fundamentalmente fendlicos, como gingeroles,
shogaoles, paradoles y zingeronas, entre otros (Nutakor et al., 2020). Entonces, el empleo del
jengibre en el desarrollo de esta bebida permite la incorporacién de nutrientes deseables y

compuestos bioactivos, asi como fibras alimentarias, prebidticos, proteinas, péptidos, acidos
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grasos insaturados, vitaminas y minerales que enriquecen su potencial funcional;
nuevamente, de manera similar a como ocurre con la kombucha, las bebidas fermentadas con
GBP se pueden adicionar con jugos frutales e infusiones herbales de origen natural
(Chaudhary, 2019) por lo que se considera pueden resultar productos de interés en mercados
selectos como una alternativa saludable a refrescos altos en azlcar y con propiedades que, en
el contexto de un dieta saludable, pueden ayudar a prevenir enfermedades cronico-
degenerativas como la diabetes. Sin embargo, la informacion disponible para la elaboracion
de estas bebidas es escasa, dada su naturaleza artesanal, por lo cual resulta imperativo definir
condiciones de proceso adecuadas para la obtencion de un producto fermentado con GBP
con caracteristicas fisicoquimicas consistentes que sirva como base para formulaciones de
bebidas saborizadas orientadas al mercado de productos saludables. Por ello, es necesario
explorar las variables que pueden afectar a un proceso fermentativo a pequefia escala con
GBP, incluyendo la tasa de adicion de cultivo y la concentracion de solidos solubles, asi
como definir una formulacion mixta de jugo natural de zarzaparrilla (Smilax
aristolochiifolia) selecta con la bebida fermentada elaborada que sea estable durante el
almacenamiento refrigerado, asi como sensorialmente aceptable. Adicionalmente, el jugo
natural de zarzaparrilla es una matriz saborizante con propiedades benéficas para la salud, tal
como el tratamiento de enfermedades cutaneas y el control de glucosa en el sistema
circulatorio (Romo-Pérez, 2019).

OBJETIVOS
General

Definir un proceso estandarizado a pequefia escala para la elaboracion de una base
fermentada con GBP y evaluar su uso como ingrediente en la formulacion de una bebida

refrescante.
Especificos

e Establecer las condiciones de fermentacion adecuadas para la elaboracion de una bebida
baja en azlcar y fermentada con GBP, variando la proporcion de in6culo utilizado y la

concentracion de sélidos solubles.



e Seleccionar la formulacion adecuada de fermentacion a partir de los resultados de
caracterizacion fisicoquimica, evaluacion sensorial, y estabilidad durante el

almacenamiento, para delimitar porcentajes del sistema acuoso de fermentacion.

e Elaborar y caracterizar el prototipo final de la bebida con GBP.

HIPOTESIS

El GBP puede utilizarse como inoculo para preparar una base fermentada mediante
un proceso estandarizado, la cual se puede utilizar para formular una bebida refrescante con
jugo de frutas que resulte sensorialmente aceptable y estable durante su almacenamiento

refrigerado.



1. MARCO TEORICO
1.1 Bebidas refrescantes
1.1.1 Definicidn, clasificacion y caracteristicas relevantes

Los refrescos son bebidas dulces y &cidas de alto consumo preparadas con agua
carbonatada o no carbonatada con agentes edulcorantes y algunos tipos de saborizantes, tanto
naturales como sintéticos. Si bien, existen desde la antigua Roma, donde se combinaba agua
natural y frutos, o jugos azucarados y miel como edulcorante, a partir del siglo XVII1 algunos
de ellos empezaron a comercializarse como productos para mejorar procesos digestivos
(Mavrogiannidou et al., 2023). Estos incluian a los refrescos denominados sodas (elaborados
con agua, bicarbonato sodico y anhidrido carbonico), las Seltz (con agua y anhidrido
carbonico) y poco después, el agua tdnica (mezcla con saborizantes y quinina). Mientras
tanto, a mediados del siglo X1X, surgieron las bebidas refrescantes carbonatadas, elaboradas
con jarabe, agua carbonatada, azUcar, vainilla y nueces de cola (Vinci et al, 2019). Debido a
su sabor agradable, esta nueva gama de bebidas pronto sobrepas6é el ambito médico y
empezaron a popularizarse como alternativas refrescantes de uso no terapéutico. Sin
embargo, la cantidad de azUcar incorporada a estos productos empezé a causar alerta entre la
comunidad médica, al considerar que su consumo excesivo implicaba un riesgo importante
para la salud de los consumidores (Muhammad y Dickinson, 2019). Por ello, a partir de los
1960’s se empez0 a trabajar en la reformulacion de refrescos para reducir su aporte caldrico;
asi surgieron los refrescos reducidos en azlcar que, con el tiempo, se incorporaron a la oferta
mercantil. Una mayor conciencia de la relacion entre la alimentacion y la salud influy6 en la
creacion de nuevas variantes de refrescos, que incluian a aquellos orientados a mejorar el
desempefio de los consumidores (como las bebidas energéticas para deportistas) o a
incrementar la ingesta de productos con propiedades funcionales (bebidas a bases de té, con

vitaminas, con antioxidantes, etc.) (BaniHani y Tahmassebi, 2019).

1.1.2 Ingredientes tipicos

De acuerdo con Alcaroz (2019) los principales ingredientes de una bebida refrescante
son agua natural o agua mineral como principal componente (85 al 95% del producto) para
actuar como portador de los demas ingredientes. Debe ajustarse a los requerimientos de

calidad, pues no debe interferir con el sabor, apariencia, carbonizacién y otras caracteristicas
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de la bebida. El perfil de dulzor deseable en la bebida puede lograrse mediante una
combinacién de distintos tipos de edulcorantes, siendo sacarosa y jarabe de maiz de alta
fructosa los més empleados. El dioxido de carbono (CO2) es un gas incoloro que no es
considerado un acidulante normativamente; su adicion otorga burbujeo, sensacién bucal,
sabor y nitidez a la bebida. Los acidulantes permiten obtener productos con pH 2.5 - 4.0. La
acidez coadyuva a saciar la sed, estimula el flujo salival y puede potenciar el sabor,
dependiendo de los componentes presentes. Pueden exhibir accion antimicrobiana moderada
y ayudar a prevenir rancidez y decoloracion del producto, actuando de forma sinérgica con
antioxidantes (BHA, BHT y acido ascorbico). Los aromatizantes: consisten en una mezcla
de sustancias aromaéticas balanceadas con el fin de transmitir sensaciones agradables al
consumidor, dependiendo del perfil deseado. Los colorantes pueden ser naturales o
sintéticos; estandarizan el color de las bebidas refrescantes, y pueden ayudar a identificar
cambios no deseados durante almacenamiento, debido a fluctuaciones de temperatura o
efectos microbianos nocivos; entre éstos se encuentran antocianinas, carotenoides, clorofila,
aceites solubles, tartrazina, carmoisina, rojo Allura, entre otros, los cuales se agregan de

acuerdo con una normativa estricta especifica para cada pais.

1.1.2.1 Agua

Las bebidas azucaradas usualmente contienen un porcentaje aproximado de agua de
90, y para la elaboracion de variantes dietéticas se emplea hasta un porcentaje de 99 en
contenido (Azeredo, 2022). Como se es establecido quimicamente, el agua apta para el
consumo humano contiene una gran cantidad de iones que pueden modificar el sabor del
producto, por lo que en la elaboracion industrial de refrescos suele emplearse agua
descalcificada a través de técnicas como 6smosis inversa o polimeros de intercambio i6nico
para evitar sabores no deseados generados por los residuos de cloro (Wang, 2024). El agua
destinada a la elaboracion de bebidas azucaradas debe cumplir con diversos criterios
establecidos por legislaciones y normativas de distintos organismos internacionales, los
cuales especifican caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas 6ptimas (Abdulmalik Ali,
2019). Entre las primeras se incluyen parametros como el pH, la turbidez, el contenido de
solidos solubles totales, y la ausencia de compuestos toxicos como metales pesados o

residuos de pesticidas. Desde el punto de vista microbiologico, el agua debe estar libre de



patogenos y coliformes fecales, cuya presencia indicaria contaminacion y representaria un
riesgo sanitario. Estas condiciones no solo garantizan la inocuidad del producto final, sino
que también son fundamentales para preservar sus propiedades sensoriales y mantener una

adecuada estabilidad durante su almacenamiento.

1.1.2.2 Azucares y endulzantes

Exceptuando nuevamente a los productos dietéticos, las bebidas azucaradas contienen
entre porcentajes de 1 y 12 en contenido de azucar (w/w). El uso de distintas formas de
sacarosa, glucosa y fructosa es considerado como edulcorante natural, con el mas comun
siendo la glucosa, el carbohidrato principal como fuente de energia (Villacis, 2023). La
sacarosa es un disacarido compuesto de moléculas de glucosa y fructosa unidos por un enlace
a-1,2, y puede preservar e incluso intensificar el sabor placentero de una bebida. Otros
edulcorantes naturales que suelen ser utilizados en la produccién industrial de refresco son
la trehalosa, isomaltosa, y D-tagatosa (Silvia, Cruz y Casal, 2021). La trehalosa es un
disacérido formado por dos moléculas de glucosa unidos por un enlace a-1,1, y se caracteriza
por su alta estabilidad térmica y de pH. Su metabolismo es muy parecido al de otros
disacaridos, ya que puede ser absorbida en el intestino delgado tras hidrolizarse como
glucosa; y adicionalmente, su nivel de dulzor es muy equiparable con respecto a la sacarosa
(Kageyama y Waditee-Sirisattha, 2023). La isomaltosa es un disacarido formado a partir de
glucosa y fructosa mediante un enlace glucosidico a-1,6, tiene bajos niveles glicémicos y un
dulzor leve (Singh, 2023). La tagatosa es un monosacérido con una estructura quimica muy
parecida a la fructosa, y tras su ingesta es fermentada por la microbiota intestinal,
produciendo &cidos grasos de cadena corta que son metabolizados. En cuanto a su sabor,
tiene propiedades potenciadoras del mismo (Liu, 2023).

Las inquietudes de este tipo de productos con respecto a la salud cardiovascular y
bucal han llevado que edulcorantes artificiales y sustitutos de azlcar sean afiadidos a
refrescos que usualmente son etiquetados como libres de azucar (Vahid, 2022). La mayoria
de las bebidas en bajas calorias contienen este tipo de edulcorantes, los cuales deben ser
aprobados y estar al margen de las distintas regulaciones alimentarias. Los edulcorantes

artificiales mas utilizados son el acesulfamo de potasio (E 950), aspartamo (E 951), sacarina
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(E 954) y sucralosa (E 955), los cuales tienen un limite de uso y contenido maximo en
diversos paises (Chakraborty y Das, 2019).

Las caracteristicas del acesulfamo-K (E 950) son una estabilidad térmica y de pH
estable, soluble en agua y propiedades de sabor mucho mas dulces que la sacarosa, y al no
ser metabolizado o almacenado en el cuerpo, diversos comités y organizaciones cientificas
lo han catalogado como un edulcorante artificial sin riesgos sanitarios en la elaboracién de

alimentos y bebidas (Battacharya, 2023).

El aspartamo (E 951) se compone de los aminodcidos L-fenilalanina y &cido L-
aspartico, tiene un sabor placentero y es doscientas veces mas dulce que la sucralosa. A pesar
de esto, no mantiene una estabilidad al ser sometido a altas temperaturas, por 1o que su uso
en bebidas pasteurizadas no es conveniente. De la misma manera, es inestable en soluciones
acuosas debido a que gradualmente se torna en una amida dicetopiperazina (Suckling, 2023).
En cuanto a legislaciones alimentarias, el aspartamo esta permitido en mas de cien paises,
aunque las bebidas azucaradas con aspartamo deben indicar que el producto contiene
fenilalanina, el cual puede resultar dafino para pacientes fenilcetonuricos que deben evitar
el consumo de dicho aminoéacido, ya que es dividido en fenilalanina, acido aspartico y
metanol tras su ingesta (Maler, 2023).

Con respecto a la sacarina (E 954), su empleo en alimentos data de inicios del siglo
XX en mas de cien paises debido a ser mas dulce que la sacarosa, aunque otorga un sabor
amargo inmediato tras su degustacion (Abdulah, 2020). La sucralosa (E 955) se deriva de
sacarosa a través de un reemplazo selectivo de atomos de cloro de tres grupos hidroxilo. Es
soluble en agua y soluciones 4acidas, y se hidroliza lentamente para formarse en
monosacaridos, ademas de no tener calorias y ser mucho mas dulce que la propia sacarosa
(BeMiller, 2019).

1.1.2.3 Jugos de fruta natural

Los jugos de fruta naturales son una fuente primordial de diversos nutrientes y
compuestos bioactivos, tales como fibra, azlcares, acidos organicos, vitaminas y minerales,
asi también como de antioxidantes (Castro Mufioz, 2022). El contenido de azucar en los jugos
de fruta naturales depende del tipo de fruta de la cual provienen, ya que a pesar de contener
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fructosa se puede encontrar una diferencia en las cantidades presentes de sacarosa, glucosa y
sorbitol. Por ejemplo, citricos como el limoén y la lima, y bayas como frambuesas, zarzamora,
aradndanos y zarzaparrilla contienen niveles relativamente bajos de azlcares, mientras que
frutas con altos niveles de sacaridos incluyen a la uva, las mandarinas, las cerezas, el mango,
los higos y los platanos (Sun, 2023).

Ademas de azUcares, vitaminas y minerales, las frutas y los jugos obtenidos a partir
de ellas contienen mucha fibra, la cual es definida como un carbohidrato no digerible y una
lignina, incluyendo almidon o polisacaridos no amilaceos, hemicelulosas, pectinas,
hidrocoloides y oligosacaridos (Dicklin, 2022). Las dietas con alto contenido de fibra
mejoran la digestion y ayudan a prevenir enfermedades cardiovasculares, diabetes, aumento
de peso e incluso algunos tipos de cancer. Las frutas ricas en fibra incluyen la manzana, la
pera y las bayas, y una ingesta de por lo menos 14 gramos por cada 1000 calorias es

recomendada sin importar el peso, sexo o edad del consumidor (Hu, 2023).

1.1.2.4 Dioxido de carbono (CO3) y acidulantes

El didxido de carbono (CO>) es suministrado ya sea de manera sélida como hielo seco
o en forma liquida mantenida bajo alta presion. Dicho proceso otorga burbujeo, sensacion
bucal, sabor y nitidez a la bebida, con la carbonatacion de refrescos variando de 3 a 7 g/L
(Kuntzleman y Stugirs, 2020). Los acidulantes hacen que la bebida se acidifique,
coadyuvando a saciar la sed, estimulan el flujo salival y potencian el sabor, dependiendo de
los componentes presentes (Shi, 2022). La saliva del ser humano es casi de un pH neutral,
convalor de 6.5 a 7.5 dentro de la escala, y al momento de interactuar con los &cidos presentes
en los alimentos y bebidas, percibe una sensacion denominada como acidez (Pérez, 2017).
Los acidulantes pueden también exhibir accion antimicrobiana moderada y ayudar a prevenir
rancidez y decoloracién del producto, actuando de forma sinérgica con antioxidantes como
BHA, BHT y acido ascérbico (Shi, 2022).

El acido citrico (E 330) es empleado en multiples bebidas del mercado como el
principal acidulante debido a sus beneficios adicionales, tal como potencializar la actividad
de antioxidantes beneficiosos y otorgar aroma al producto (Kirimura y Yoshioka, 2019). El
acido malico (E 296) es utilizado cuando se requiere mejorar sabores prominentes y es

usualmente mezclado con &cido citrico. Otro acidulante, el &cido succinico (E 336), tiene
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multiples ocasiones en productos lacteos y panaderia, pero su uso en bebidas azucaradas es
delimitado a preparaciones caseras de manera instantdnea por regulaciones sanitarias
oficiales. El &cido fosférico (E 338) tiene un efecto potente sobre el pH y es comunmente
empleado para otorgar un perfil especifico de sabor a los refrescos de cola (Glin y Dursun,
2023).

1.1.2.5 Colorantes y saborizantes

El uso de colorantes en refrescos tiene importantes funciones puntuales, como lograr
que el producto sea estéticamente Ilamativo, corregir variaciones naturales del color durante
su elaboracion y en almacenamiento, o ayudar en mantener las cualidades por las que una
bebida sea conocida. Las tres categorias en las que se catalogan los colorantes son por origen
natural, por colores artificiales y Caramelo (Kizil y Soylak, 2024). Los colorantes de origen
natural pueden ser obtenidos a partir de plantas, frutas o vegetales, y pueden clasificarse
como carotenoides si son de colores amarillo-naranja, y como antocianinas si tienen una
coloracion roja- purpura. Los colorantes naturales son afiadidos a las bebidas azucaradas
principalmente por sus propiedades antioxidantes, y debido al incremento en la preferencia
de los consumidores por productos en el mercado elaborados con colorantes naturales en los
ultimos afios, se ha implementado la reduccion en el uso de colorantes artificiales por parte
de manufactureros y comerciantes (Singh, 2023).

El empleo de colorantes artificiales esta regido por diversas regulaciones de distintos
paises y se encuentra disponible en sus respectivos anexos, tal como el Diario Oficial de la
Federacion en México. Todos los colorantes estan listados con sus respectivas limitaciones
especificas en su uso. Por ejemplo, amarillo ocaso (E 110) para bebidas saborizadas no
alcohdlicas tiene un limite maximo de 100 mg/L, al igual que otros como azul brillante FCF
(E 133) y azorrubina (E 122) (Procuraduria General del Consumidor, 2020). El Panel
Cientifico de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), el cual trata con
aditivos alimentarios indicé de una posible genotoxicidad de rojo allura AC (E 129) y otros
“colorantes azoicos” como amaranto (E 123), ponceau 4R (E 124), amarillo ocasio (E 110),
tartracina (E 102) y azorrubina (E 122) (Amchova, Siska y Ruda-Kucerova, 2024). De
manera especifica, Ponceau 4R es un alérgeno que puede provocar intolerancia en personas

sensibles a salicilatos, ademas de ser un liberador de histamina, la cual puede intensificar
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sintomas asmaticos. En paises como EE.UU., Canada, Noruega y Finlandia es incluso
considerado como una sustancia carcindgena (Hafaiedh y Bellakhal, 2016).

En contraste con los colorantes, los saborizantes son utilizados en pequefias
cantidades, por lo que su riesgo al consumidor es considerado como minimo. La legislacion
de la Union Europea clasifica a los diferentes tipos de saborizantes como naturales, identicos
al natural y artificiales (Dwivedi, 2022). Los saborizantes naturales se refieren a jugos
extraidos de frutas o verduras, especias, hierbas y plantas comestibles, productos lacteos
fermentados y huevo. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) define a los saborizantes idénticos al natural como sustancias
quimicamente aisladas de materias primas aromaticos u obtenidas sintéticamente, y son
Ilamados de esta forma debido a que son idénticas de manera quimica a sustancias presentes
en productos naturales destinados para el consumo humano, sean 0 no procesadas (Siegner,
2018). Por ultimo, los artificiales son simplemente aditivos disefiados para imitar el sabor de

los saborizantes naturales (Chen, 2023).

1.1.2.6 Antimicrobianos sintéticos

La funcion principal de los conservadores quimicos en las bebidas azucaradas
carbonatadas es mantener su estabilidad microbioldgica. La eleccién del tipo de conservador
depende de factores como el pH de la bebida, la presencia de vitaminas, el tipo de empaque
y las condiciones de almacenamiento. Entre los conservadores mas comunes se encuentran
los sorbatos, benzoatos y el dicarbonato de dimetilo (E 242), cada uno con propiedades
especificas y modos de accion que se ajustan segun las caracteristicas fisicoquimicas del
producto (Bruhn y Feng, 2021; Kalpana y Rajeswari, 2019).

Los sorbatos —sorbato sédico (E 201), potasico (E 202) y calcico (E 203)— son
derivados del &cido ascorbico (E 200) y destacan por su eficacia para inhibir el crecimiento
de mohos, levaduras y bacterias. Su accidn antimicrobiana esta influida por las condiciones
de la bebida, y frecuentemente se utilizan en combinacion con benzoatos para potenciar su
efecto, sobre todo en bebidas con un pH inferior a 7.0 (Younes, 2019). El acido ascorbico
tambien tiene una funcion especifica: inhibe el crecimiento de levaduras al afectar la

disponibilidad de aminoacidos y la accion de ciertas enzimas, mientras que el &cido benzoico
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actia sobre los niveles de protones intracelulares de las células microbianas,
desestabilizandolas (Njus, 2020).

El &cido benzoico (E 210), presente de forma natural en frutas como la canela y los
arandanos, ha sido ampliamente utilizado en la industria alimentaria como conservador. Las
sales de benzoato tienen mayor solubilidad y estabilidad que el &cido benzoico puro, y son
especialmente efectivas en medios &cidos como los de muchas bebidas industrializadas
(Lubbers y de Vries, 2021). Sin embargo, cuando se combinan benzoatos con acido ascérbico
en presencia de calor y almacenamiento prolongado, puede formarse benceno, un
hidrocarburo potencialmente dafiino. Aungue existen métodos para minimizar su formacion
y los riesgos asociados son bajos, esta reaccion ha generado preocupacion. Por ello, algunos
fabricantes han reducido su uso, aunque siguen siendo necesarios en ciertas formulaciones
para asegurar la calidad del producto (Hashim Al Sutani, 2019; Azuma, Quartey y Ofosu,
2020).

El dicarbonato de dimetilo (DMDC) es un conservador de naturaleza reactiva usado
principalmente en bebidas esterilizadas en frio. Al ser afiadido, se descompone rapidamente
en metanol y diéxido de carbono. Aungue puede sonar preocupante, las concentraciones de
metanol que resultan son tan bajas que no representan un riesgo toxicolégico. EI DMDC
actta penetrando las células microbianas y desactivando sus enzimas, eliminando levaduras,
hongos y bacterias patdgenas. Su uso esta regulado, con limites establecidos de hasta 250
mg/L en refrescos y jugos, para evitar efectos negativos en la salud (Jafari, 2021; Zhang,
2022; Liu, 2022).

Los sulfitos también se han empleado tradicionalmente en jugos para conservar sabor
y frescura, aunque se han relacionado con reacciones alérgicas, especialmente en personas
asmaticas. Por ello, las regulaciones internacionales exigen que se informe en la etiqueta
cuando un producto contiene mas de 10 partes por millén de sulfitos, garantizando que los
consumidores puedan tomar decisiones informadas sobre su consumo (Hajri, 2023; Irwin,
2017).

A pesar de su efectividad, el uso de conservadores quimicos genera inquietudes tanto
en los consumidores como en los productores. Un mal manejo puede llevar al desarrollo de
microorganismos mas resistentes a los procesos térmicos y tecnologias de preservacion

tradicionales. Por eso, ha crecido el interés por alternativas naturales con propiedades
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antimicrobianas, en respuesta al deseo del publico por productos mas saludables y menos
procesados (Warner, 2024; Kaczmareck, Avery y Singleton, 2019).

Entre estas alternativas destacan los conservadores de origen natural extraidos de
frutas y bayas como moras, arandanos, frambuesas, zarzamoras y aronias, los cuales han
demostrado tener efectos antimicrobianos similares a los de los conservadores sintéticos
(Teshome, 2022). Su efectividad se atribuye a compuestos bioactivos como los terpenoides,
aceites esenciales y compuestos fenolicos, incluyendo flavonoides, taninos, cumarinas y
quinonas. Estos acttan desestabilizando las membranas celulares microbianas o interfiriendo
en funciones enzimaticas esenciales (Gao, 2023).

En las bebidas azucaradas no carbonatadas, por ejemplo, se han usado aceites
esenciales que contienen geraniol, limoneno y linalol, muchas veces combinados con
tratamientos térmicos suaves para evitar el desarrollo de levaduras. Otros ejemplos incluyen
aceites de salvia, orégano, limén y enebro, especialmente efectivos en jugo de manzana en
condiciones &cidas. Si bien estos ingredientes pueden modificar el sabor o aroma del
producto, su uso combinado con otros métodos de conservacién permite un enfoque sinérgico
que ayuda a controlar la proliferacion microbiana sin comprometer la calidad sensorial
(Abers, 2021).

Los conservadores sintéticos contintan siendo fundamentales en la produccion de
bebidas azucaradas, aunque su uso esta siendo reevaluado frente a nuevas tecnologias y
preocupaciones del consumidor. El interés en conservantes naturales crece como una
alternativa prometedora, con potencial para mantener la seguridad y estabilidad del producto,

respetando las preferencias actuales de salud y transparencia en la industria alimentaria.

1.1.2.7 Otros ingredientes de bebidas refrescantes

Algunas gomas como guar, garrofin, pectina y xantana son utilizadas como
estabilizantes y espesantes por su naturaleza hidrocoloide en bebidas dietéticas y jugos de
fruta industrializados, esto con el fin de mejorar la sensacion bucal y reducir las posibles
fases de separacion de los sistemas (Tahmouzi, 2023). Por otra parte, antioxidantes como el
acido ascorbico son empleados para evitar la pérdida de sabores y colores intrinsecos de
productos que son embotellados en recipientes que permitan el flujo de oxigeno. Las bebidas

funcionales, nutracéuticas y catalogadas como “saludables” son elaboradas a partir de una
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formulacién poco convencional, incluyendo frutas como la granada o el noni, bayas como
ardndanos, zarzamora, fresas y moras, o raices como el jengibre o productos a partir de una
raiz como el betabel (Eksi, Kurbanoglu y Ozkan, 2019). Algunas de las bebidas funcionales
contienen esteroles y acidos grasos omega-3 que pueden mejorar la salud cardiovascular. De
igual forma, otros productos incluyen fibras como la inulina de agave o la maltodextrina, las
cuales son alimentos prebidticos que regulan microbiota con beneficios a la salud (Panse y
Phalke, 2019).

Por sus efectos beneficios a la salud, los ingredientes con alto contenido de fibra a
base de cereales han ido abarcando terreno para su uso nutricional en diversos productos. Por
ejemplo, el consumo de beta-glucanos, presentes en avena, cebada, amaranto y respectivos
salvados, pueden reducir el colesterol en la sangre en adultos con niveles altos o normales de
dicho lipido presente en el torrente sanguineo (Bouchard, 2022).

Otros ingredientes comunmente utilizados en otros tipos de bebidas, como las
energizantes, son la cafeina, taurina y extractos de plantas como tés o ginseng. Esta gama de
productos contiene vitaminas B3, B6 y B12, y su formulacién se conforma a partir de
carbohidratos, especificamente en la adicion de glucosa, fructosa y maltodextrina, asi como
de sales y agua (Raizel, 2019). Cabe mencionar que hay otro tipo de ingredientes funcionales
que han tomado relevancia para formar parte del contenido en la elaboracién de bebidas
energizantes, ya que su posicionamiento en el mercado se deriva en los supuestos
estimulantes de rendimiento fisico y en beneficios en cuanto a una mayor actividad critico-
cognitiva. Ademas, son asociadas con una posible pérdida de peso de manera saludable, a
pesar de que se han reportado multiples casos de intoxicacién por la ingesta de bebidas
energizantes, principalmente por el contenido de cafeina (Bleakley, 2022). Este ingrediente
resulta controversial debido a que puede perjudicar especificamente a nifios y adolescentes,
esto como consecuencia de que este sector y sus respectivos organismos no estan
acostumbrados al consumo habitual de cafeina, desarrollando una intoxicacion por la baja
tolerancia farmacoldgica del producto. También se ha considerado que las bebidas
energizantes pueden fungir como una variable de la dependencia a sustancias sintéticas

(Butraguerio Laiseca, 2019).
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1.2 Alternativas a bebidas refrescantes azucaradas
1.2.1 Ingesta excesiva de bebidas azucaradas y salud publica

El consumo en exceso de refrescos ha sido considerado como una problemética
controversial y altamente visible en los sectores internacionales de salud publica desde afios
iniciales del siglo actual (Al-Amri, Albounni y Binalrimal, 2021). Los edulcorantes naturales
presentes en los productos otorgan entre 1.5 y 4.0 calorias por gramo, por lo que su consumo
desmesurado es nocivo. En el caso de la fructosa, esta aporta en la formacion de productos
finales de la glicacion, los cuales son factores iniciales en el desarrollo de diabetes, procesos
de envejecimiento prematuro y el engrosamiento de las paredes arteriales. Debido a que la
tagatosa en el intestino es absorbida en un proceso lento y de manera incompleta, su ingesta
desmedida puede causar problemas laxantes y flatulentos (Waingankar, 2018).
Adicionalmente, la ingesta de este tipo de bebidas es considerada como uno de los principales
causantes de obesidad, enfermedades cardiovasculares y dentales en el sector de adolescentes
y nifios, con la disponibilidad de refrescos en espacios escolares y recreativos siendo incluso
prohibida en paises como Reino Unido y Francia, mientras que en diversas ciudades de
EE.UU. se ha limitado la venta de estos productos (Le Bodo, 2022). En México, para el afio
de 2012 se reporté un consumo per cépita de hasta 139.9 litros (Théodore, Blanco Garcia y
Juarez Ramirez, 2019).

Multiples estudios han vinculado el consumo de bebidas azucaradas carbonatadas con
el origen o empeoramiento especifico de diversas enfermedades especificas. EI consumo
acido fosfarico presente en refrescos de cola ha sido asociado con la hiperfosfatemia, la cual
es el resultado de altos niveles de fosforo en la sangre y que pueden llegar a dafiar multiples
organos del cuerpo, especialmente las rodillas. Funciones deplorables en la rodilla pueden
generar niveles bajos de calcio, incrementando el riesgo de padecer osteogénesis imperfecta.
Ademas, el aumento de fésforo sanguineo y otras anormalidades minerales contribuyen tanto
individual como colectivamente a la calcificacion vascular (Lewis, 2023). Un grupo de
pacientes con hipocalcemia mostré un incremento de calcio en la sangre después de evitar la
ingesta de refrescos en un periodo determinado, debido al alto contenido de acido fosforico
presente tras ser afiadido como acidulante para potencializar el sabor y equilibrar los niveles
de dulzor en varios productos (Guarnotta, 2017). Adicionalmente, el incremento de una

porcion en el consumo de refrescos durante diez afios se asocid con el aumento de 2,08 mm
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Hg (IC del 95 %: 0,21, 3,94) en la presion arterial sistélica y de 2,09 mm Hg (IC del 95 %:

0,81, 3,36) en la presion arterial diastélica (Hernandez-Lo6pez, 2022).

1.2.2 Bebidas dietéticas

Debido a que las ediciones dietéticas de los refrescos han sido posicionadas en el
mercado como alternativas percibidas como maés saludables a sus versiones convencionales,
se ha empleado la adicion de edulcorantes no caloricos en su elaboracion como
garantizadores de evitar el sobrepeso y la obesidad (Khan, Evangelista y Varua, 2023). El
neotamo (E 961) es un saborizante artificial bajo en calorias, con estabilidad a altas
temperaturas y con caracteristicas potenciadoras de sabor, ademas de que tiene un perfil
sensorial entre 7,000 veces mas dulce que el aztcar convencional. En el afio de 2002, la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés) de Estados
Unidos aprob6 su uso en alimentos y alimentos que lo requieran, como lo son refrescos
dietéticos, siempre y cuando se aplique de acuerdo a las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), ademas de tener un uso mas comun en paises de Europa, América del Sur, en
Australia, Rusia y México por la revision realizada por el Comité Mixto FAO/OMS de
Expertos en Aditivos Alimentarios (Mooradian, Smith y Tokuda, 2017). El alitame (E 956),
al igual que el aspartamo, es un edulcorante que esta conformado por dos aminoacidos: por
acido L-aspartico y D-alaninamida, el cual puede obtenerse naturalmente o de manera
sintética para tener una regulaciéon sobre la acidez del producto, ademéas de también ser
estable al calor (More, Shaikh y Ali, 2021). En 1969, el uso de ciclamato de sodio (E 952)
fue prohibido en Estados Unidos después de que analisis arrojaron resultados que una
considerable cantidad de ingesta significa un riesgo en padecer cancer de vejiga. A pesar de
ello, el ciclamato de sodio sigue siendo utilizado en mas de 50 paises debido a que tiene un
perfil sensorial treinta veces mas dulce que la sacarosa (Das y Chakraborty, 2016).

1.2.3 Posibles problemas asociados al consumo de bebidas dietéticas

Todos los saborizantes artificiales que sean empleados en los refrescos denominados
como bajos en calorias 0 no caléricos deben ser sometidos a lineamientos rigurosos de

seguridad alimentaria por parte de multiples organismos y agencias de cada pais para que sea
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aprobada su comercializacion, ademas de indicar a los consumidores los niveles y limites de
ingesta recomendados (Carocho, Morales y Ferreira, 2017). Como un ejemplo, la FDA ha
establecido niveles de seguridad para el consumidor estadounidense enfocado en productos
dietéticos que contengan aspartamo, acesulfamo Ky sucralosa, mejor conocido como Ingesta
Diaria Admisible (ADI por sus siglas en inglés) (Gray, 2024). Este nivel establece que en
cada producto alimentario debe tener una cantidad maxima de ingesta diaria que no pueda
significar nociva, siendo asignado que para los edulcorantes artificiales utilizados en bebidas
azucaradas dietéticas de 350 ml abarquen ingestas del contenido como las que se indican a
continuacion: un limite de 18 a 19 latas de refresco dietético de cola con aspartamo, de 30 a
32 latas para refrescos dietéticos de lima-limdn con acesulfamo K, y seis latas de refresco
dietético de cola con sucralosa (Schiano, 2021).

A pesar de lo anterior, la cantidad de edulcorantes no caloricos en refrescos de dieta
ha sido también vinculada a diversos riesgos a la salud, que van desde dolores espontaneos
de cabeza, alergias a otros productos como botanas, panaderia industria y cereales para
desayuno, y problemas digestivos que pueden aumentar trastornos neurolégicos y padecer
cancer. De acuerdo a una investigacion realizada en Australia por Miller (2022), el sector
infantil y adolescente en ese pais ingiere mayores cantidades de las variantes dietéticas como
reemplazo a las bebidas azucaradas estandar, desencadenando enfermedades como pérdidas
dentales, aumento de peso y diabetes.

Estudios especializados sobre los efectos nocivos a la salud de la ingesta de bebidas
dietéticas han denotado que pacientes con diabetes de tipo 1 pueden resultar afectados por
este tipo de productos, asi como personas que sufren de diabetes de tipo 2 pueden agravar su
padecimiento, o generar indicios de padecerlo en el caso de personas sanas (Angelin, 2024).

Con respecto a la diabetes de tipo 2, estudios han arrojado que todas aquellas personas
que ingieren diariamente una o mas latas de refresco de dieta pueden desarrollar diabetes esta
enfermedad con una probabilidad mayor al 67% de personas que no consumen esta gama de
productos alternativos. De la misma manera, se ha sefialado que el consumo por si mismo de
bebidas dietéticas no significa que estas sean las principales causantes de dichas
enfermedades, si no que fungen como un potenciador en los riesgos de padecimiento (Okoro
y Markus, 2025). Es por ello que, a pesar de que los refrescos dietéticos no sean considerados

como el factor primordial del desarrollo de diabetes en sus distintos tipos, se ha sugerido que
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la ingesta de productos “libres de azucar” puede tener un efecto crucial indirecto en los
riesgos de padecer enfermedades cardiovasculares por un posible aumento de peso 0 una
alteracion en las actividades sanguineas de insulina (Debras, 2023).

El consumo de refrescos de dieta ha sido relacionado a enfermedades como la
nefropatia, la cual se refiere a estragos generados en el rifidn, con personas tanto sanas como
diabéticas teniendo un impacto negativo en las funciones del rifion después de beber por lo
menos dos latas de 350 ml de estos productos. Este resultado se mostrd inalterable en
distintos sectores que incluian diferencias de edad, ingestas caldricas individuales, peso y
estatus de padecimiento de diabetes (Rebholz, 2017).

Otros estudios revelaron que la ingesta diaria de un envase o mas de bebidas dietéticas
puede ser asociada con un riesgo de hasta el 35% de poder desarrollar sindrome metabdlico,
el cual aumenta de manera exagerada los niveles de colesterol y eleva tanto la presion arterial
como la glucosa en la sangre, estimulando derrames cerebrales y diabetes (Crichton, Alkerwi
y Elias, 2015). De la misma manera que en los resultados reportados en los estudios
relacionados al consumo y diabetes de tipo 2, no se encontrd evidencia alguna sobre una
causa o efectos directos de la ingesta de refrescos de dieta con el sindrome metabdlico,
aunque si se denota una incidencia desencadenadora de las bebidas saborizadas con
edulcorantes artificiales sobre el desarrollo de esta enfermedad (Wu, 2023).

Al ser considerados como productos alternativos con bajo contenido calérico, existen
debates sobre si los edulcorantes sustitutos en realidad resultan beneficiosos en el control de
peso con cualquier tipo de consumidor, ya sea paciente 0 no de algin tipo de diabetes
(Sharma, 2016). Ciertas investigaciones han hecho observaciones puntuales, tales como que
el consumo de refrescos dietéticos puede estimular el apetito y el anhelo de ingesta de
productos con un alto contenido de carbohidratos, lo cual puede conllevar a un aumento de
peso Y signifique una posible etapa en el desarrollo de diabetes de tipo 2 y sindrome
metabdlico. Se han formulado otras hipdtesis con respecto a que un aumento de peso sea
posible en consumidores de bebidas dietéticas, todo como resultado de una dieta con alto
contenido caloérico que pueda ser “justificada” por la baja ingesta de azucares ofrecida por
los refrescos en cuestion (Escobar Gil y Laverde Gil, 2023).

El desarrollo de anomalias urogenitales congénitas también ha sido relacionado con

el consumo de bebidas dietéticas. Investigadores han monitoreado la incidencia de
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enfermedades renales en fase terminal en consumidores de este tipo de bebidas, y mediante
ciertos estudios, se ha interrogado a las personas participantes como muestra sobre sus
respectivos habitos de consumo para poder supervisar el avance de la investigacion (Lo,
2021). Varios casos de enfermedad renal en etapa final indicaron que la ingesta de uno a
cuatro vasos a la semana de una bebida dietética es asociada a una probabilidad de 1.08 veces
de poder padecer una enfermedad renal, mientras que las ingestas semanales de cinco a siete
vasos Y siete 0 mas vasos significan probabilidades de 1.33 y 1.83 veces, respectivamente,
de acuerdo con un ajuste programado de multiples variables (Heo, 2024).

De manera especifica, en décadas anteriores se tenia a los refrescos de dieta de sabor
naranja como prospecto de riesgo litogénico al incrementar la excrecion de citratos de orina.
Sin embargo, se ha indicado que todas las personas que consuman bebidas dietéticas
saborizadas a naranja mas de tres veces al dia, y en adicion a su dieta regular, pueden
incrementar la circulacion de citratos de orina de hasta 60 mg por dia, la cual es una cantidad
que no significa un factor que deba ser considerado como comprometedor en la seguridad
alimentaria. Tampoco hubo cambios considerables en el cambio de pH de la orina, ni en sus
respectivos volumenes o en la cantidad de creatinina desechada (Large, 2020).

Otras investigaciones han examinado el efecto que las bebidas azucaradas con
edulcorantes artificiales puedan tener sobre el tracto urinario, dando como resultado que los
productos que contienen cafeina incrementan los sintomas de las vias urinarias bajas,
mientras que la ingesta de jugos de frutas citricas disminuye dichos sintomas en los hombres.
Con base a esto, se ha sugerido que debe limitarse el consumo de bebidas con cafeina en el
caso de mujeres, aunque se ha considerado como beneficiosa la ingesta de jugos con sabor a
citricos en el caso de los hombres (Ringel, 2023). Cabe mencionar que aun falta mayor
investigacion cientifica que relacione los efectos que puedan tener los refrescos dietéticos
con las funciones urinarias y la hiperactividad de vejiga.

También se ha analizado la posibilidad que propiedades cancerigenas pueden ejercer
tras la ingesta excesiva de bebidas dietéticas (Llaha, 2021). ElI aumento de enfermedades
autoinmunes, como la artritis reumatoide en mujeres vinculada al consumo de bebidas
alternativas libres de azlcar, ha sido validado por proyecciones médicas. Un estudio

realizado en Francia con 62,631 mujeres indic6 que 481 mostraron una mayor incidencia en
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artritis reumatoide, esto como resultado de una ingesta de uno a tres vasos semanales de
refrescos dietéticos en su dieta habitual (Ascione, 2023).

Estudios realizados con mujeres planeando un periodo de maternidad y la contraparte
de sus compafieros varones han sido ejecutados para evaluar la asociacion de infertilidad con
el consumo de bebidas saborizadas con saborizantes artificiales, monitoreando participantes
con hasta doce ciclos menstruales o incluso ya embarazadas (Nassan, 2021). Los resultados
han arrojado que consumidores habituales especificos de bebidas con edulcorantes sintéticos,
tanto hombres como mujeres, si fueron asociados con una fecundidad reducida, aungue el
consumo directo de las bebidas dietéticas como tal casi no tiene asociacion con los niveles
de fertilidad (Hatch, 2018). Con respecto al envejecimiento prematuro en adultos, tampoco
se han reportado incidencias directas del consumo de refrescos dietéticos que causen este
trastorno genético, aunque cabe mencionar que los telémeros cortos son asociados con un
consumo exacerbado de bebidas que sean saborizadas con edulcorantes artificiales,
potencializando la aceleracion de estructuras celulares subcuténeas (Sohn, Shin y Baik,
2023). Adicionalmente, el efecto del consumo de bebidas de dieta en la pérdida quimica de
sustancias minerales dentales juega un papel fundamental, incrementando levemente la
probabilidad de causar erosiones en la placa dental (Samman, 2022).

Por todo lo anterior, se considera necesario desarrollar nuevas formulaciones de
bebidas no azucaradas o reducidas en sacarosa, jarabe de maiz de alta fructosa y otros
endulzantes tradicionales y que tampoco no incluyan edulcorantes sintéticos de alta

intensidad. Este topico sera explorado en la siguiente seccion.

1.2.4 Formulacion de bebidas saludables y otras tendencias de mercado

Considerando el impacto negativo que puede generar el consumo elevado de
refrescos azucarados, frecuentemente percibidos como bebidas con alto aporte calérico y con
minimo valor nutrimental, una de las tendencias que ha ido cobrando fuerza en este segmento
es la incorporacion de ingredientes con propiedades nutracéuticas. Las bebidas fortificadas,
deportivas, y energéticas han logrado adquirir un nicho de consumo asegurado debido al
respaldo cientifico que indica los beneficios a la salud por la adicion de ingredientes
funcionales (Eksi, Kurbanoglu y Ozkan, 2019). En este sentido, se ha explorado el uso de

ingredientes alternativos como especias, jugos naturales de frutas y derivados lacteos para la
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elaboracion de bebidas refrescantes por su alto valor nutrimental y/o actividad biologica,
como reduccidn de presion arterial y control de colesterol, ademas de contribuir al desarrollo
de propiedades sensoriales Unicas (Dwivedi, 2022).

Un estudio reciente sobre sabores tradicionales y preferidos por los mexicanos basado
en datos de ventas, tendencias de consumo y la opinion de especialistas reporta que un 49%
de los millennials y centennials gustan de experimentar nuevos sabores en dulces, bebidas y
alimentos. De manera notable, el jengibre creci6 casi 200% de preferencia en el periodo
2017-2019. Otros sabores que han aumentado su demanda son los florales y frutales, en este
caso los consumidores buscan bebidas percibidas como naturales, con connotaciones

saludables y de frescura (Mora, 2019).

1.2.5 Desarrollo de bebidas probidticas

En los Gltimos afios se ha registrado un auge en el desarrollo y consumo de productos
probidticos, expandiendo su posicién dentro del mercado. Hay multiples bebidas y productos
ancestrales fermentados de naturaleza probidtica que han sido tradicionalmente ingeridos por
las comunidades locales de su origen, tal como el pulque o el tepache en México, el kéfir de
agua (tibicos) y kéfir de leche en el Caucaso, o la kombucha en China, bebidas que en menor
0 mayor medida han ganado popularidad y han sido adoptadas en otros paises debido a sus
propiedades benéficas sobre la digestion y, en ocasiones, a su alto contenido de antioxidantes
(Meenu, 2024).

Los microorganismos probidticos mas cominmente empleados en el desarrollo de
bebidas y otros alimentos se clasifican en tres grupos. El primer grupo son aquellas
pertenecientes al género Bifidobacteriium sp, de los cuales son usualmente empleados en
alimentos para mejorar el sistema inmunoldgico, limitar la presencia de agentes patdégenos
en el intestino y convertir la lactosa en nutrientes que sean 6ptimos para el cuerpo humano,
de los cuales se distinguen B. animalis, B. lactum y B. longum. El segundo grupo,
Lactobacillus, engloba a los microorganismos que generan la enzima lactasa, la cual digiere
la lactosa y puede producir &cido lactico, ademas de otros metabolitos (Hecht, 2022); el
tercero es un grupo heterogéneo, donde se sittan bacterias, mohos y levaduras selectos, que

pueden crecer de forma sinérgica con microorganismos de los primeros grupos.

24



La supervivencia de los microorganismos probidticos se puede ver comprometida,
dependiendo de las condiciones de procesamiento y almacenamiento. Asi, factores de
conservacion térmicos y no térmicos pueden disminuir su viabilidad; de forma analoga, su
supervivencia puede verse comprometida durante el almacenamiento en productos acidos
(como aquellos que incluyen jugos citricos) aun almacenados en refrigeracion (Asaithambi,
Singh y Singha, 2021). De cualquier manera, cada microorganismo probi6tico presente en
un sistema fermentado tiene una reaccion distinta en matrices alimentarias especificas; en
ocasiones se ha reportado que la adicion de ingredientes selectos como vitamina C, extractos
de bayas y tés pueden incrementar la capacidad de sobrevivencia de éstos (Silva, 2022).

La variedad de bebidas probidticas a nivel global es muy amplia y éstas pueden
dividirse en las siguientes categorias:

a) De origen lacteo, donde destacan el yogurt, el kéfir y el kumis elaborados con
bacterias acidolacticas o mezclas de éstas con levaduras (kéfir)o con bacterias de
acido acético (koumis); también se pueden ubicar en esta categoria bebidas lacteas
probidticas comerciales, como el Yakult®.

b) A base de té, entres las que destaca la kombucha, fabricada a partir de un
consorcio simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY)

c) A base de cereales, como el pozol, tradicionalmente elaborado en el sureste de
México, o la chica, tipica de Centro y Sudameérica.

d) De base agua, como el kéfir de agua

e) A base de frutas, vegetales y hierbas, como el tepache y la cerveza de jengibre,

materia de estudio del presente proyecto y que se abordara en la siguiente seccion.

1.3 Bebidas de jengibre
1.3.1 Jengibre
1.3.1.1 Clasificacion botanica y origen

El jengibre (Zingiber officinale) es una planta herbacea de las 1,200 especies
pertenecientes a la familia de las zingiberaceas, con hojas oblongas y lanceoladas de 20 cm,
y de tallos simples, de los cuales también brotan flores sésiles de color amarillo. Es de

caracter perenne y rizomatoso debido a su grosor, carnosidad y nudosidad, ademas de que el
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rizoma puede alcanzar una altura de hasta 1 m tras su crecimiento bajo tierra. Dicha parte del
jengibre es la més utilizada, tras un aproximado de entre 9 y 10 meses de plantacién, la cual
necesita un clima célido, luz filtrada y un suelo profundo con abundante agua y materia
organica (INECOL, 2022). El cultivo de jengibre data de hace 3,000 afios y procede de Asia
Central y Sudoriental, mientras que su uso culinario y medicinal se registra desde el siglo XI
a.C. El arribo de la planta a territorio americano se debi¢ a los colonos esparioles (Maillard-
Alvarez, 2019). Actualmente, se cultiva predominantemente en regiones tropicales y
subtropicales de Asia y en zonas de Africa y de Brasil, mientras que en México las entidades

donde mas se produce son Oaxaca y Puebla (Garcia, 2023).

1.3.1.2 Caracteristicas composicionales, nutraceudticas y sensoriales del jengibre

Los macrocomponentes principales del jengibre son agua (79%) y carbohidratos
(18%) y pequefias cantidades de proteina y grasa (aproximadamente 2%). Dentro de sus
componentes minoritarios se encuentran hidrocarburos sesquiterpénicos (incluyendo
zingibereno, curcumeno, farneseno, bisaboleno y B-sesquifelandreno), minerales (potasio,
fésforo, magnesio y hierro) y sustancias vegetales secundarias que otorgan efectos
antioxidantes (Sharif, Ejaz, y Pasha, 2018). Los compuestos bioactivos presentes en el
jengibre son principalmente gingeroles, shogaoles y los paradoles. En el jengibre fresco, los
principales polifenoles son los gingeroles (aprox. 25%) siendo 6-gingerol y 10-gingerol los
principales componentes de dicha fraccion, que pueden ser transformados en shogaoles si se
aplican tratamientos térmicos o son almacenados durante un largo tiempo. Con respecto a los
restantes compuestos presentes en el jengibre, si éste es sometido a un proceso de
hidrogenacion, los shogaoles pueden ser transformados en paradoles. Adicionalmente se
reporta la presencia de diversos compuestos fendlicos como quercetina, zingerona,
gingerenona-A, y 6-dehidrogingerdiona Todos ellos influyen decididamente el perfil
sensorial y funcional de los productos con jengibre (lara-Gomes de Oliveira, et al. 2024).

El jengibre posee un caracteristico aroma perfumado debido a la mezcla de isomeros
cis y trans del betaeudesmol y a los alcoholes sesquiterpénicos betasesquifelandrol y
zingiberol. Su aroma caracteristico se describe como refrescante, citrico, relacionado con la
presencia de neral y geranial. Con respecto a su sabor, se le describe como especiado, picante
y penetrante, con un toque ligeramente dulce debido a que se cuenta con sustancias pungentes

no volatiles y aceites esenciales (2.5-3%), principalmente los sesquiterpenos como el
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curcumeno Yy el alfafarneseno. Por su parte, los gingeroles poseen propiedades analgésicas y
efectos gastrointestinales, reduciendo flatulencia, espasmos y nduseas; ademas mediante la
intensidad de su sabor caracteristico estan relacionados a la frescura y calidad de la planta, y
junto con los shogaoles estimulan el flujo de saliva y la secrecion de jugos gastricos (Garza
Cadena, 2023).

1.3.2 Bebidas elaboradas y saborizadas con jengibre

Diversos productos alimenticios industrializados incluyen jengibre en su
formulacion, generalmente empleado como saborizante. Dentro de sus usos notables se
reportan aplicaciones en panificacion, snacks, lacteos como la mantequilla y, la que
probablemente sea la categoria mas relevante, las bebidas alcoholicas y no alcohdlicas
(Unuofin, 2021).

1.3.2.1 Ginger Ale

El Ginger ale es una bebida gaseosa elaborada con una mezcla de agua mineral,
sacarosa o jarabe de maiz de alta fructosa y saborizante de jengibre. Tradicionalmente, su
preparacion se realizaba por fermentacidn con ginger bug, un cultivo iniciador a partir de la
raiz de jengibre que, al adicionarse en agua y sacarosa, genera carbonatacién y produce etanol
como subproducto, pudiendo este Gltimo ser controlado al modificarse el tiempo de
fermentacion. De esta bebida existen dos variedades: el ginger ale gold, que por su
caracteristico color oscuro y elevada pungencia no se consume usualmente, y ginger ale dry,
la cual es mayormente conocida y comercializada. Libre de etanol y con un pH inferior a 4.6,
es consumida tradicionalmente como remedio para la prevencion y alivio de nauseas,

malestares estomacales y dolor de garganta (Reddy et. al, 2016).

1.3.2.2 Cerveza de jengibre

El término ginger beer hace alusion a la cerveza de jengibre, una bebida carbonatada
saborizada con dicha raiz. El proceso de elaboracion original consistia en la aplicacion del
ginger bug o de una colonia simbiotica denominada Ginger Beer Plant (GBP), las cuales
fermentan el sistema y pueden generar etanol (hasta 11%), aunque el producto final sélo
contiene concentraciones residuales. De manera industrializada, en la actualidad se llega a

elaborar por extraccion del jugo de jengibre con generacion de dioxido de carbono (COy)
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mediante la adicion y mezclado de ingredientes apropiados, como acido citrico, sacarosa y
citrato de sodio (Nunes Filho et al, 2021). La variedad de cerveza de jengibre libre de alcohol
es considerada incluso como un refresco o bebida suave; para su elaboracion industrial se
adiciona sacarosa y no es producida por fermentacion, ya que se carbonata con CO;
presurizado, mientras que a pequeria escala se siguen empleando los métodos fermentativos.
Es de un sabor ligeramente més dulce con el toque picante del jengibre, y puede obtenerse
con una apariencia turbia, si asi se desea (Bruner y Fox, 2020).

1.3.3 Ginger Beer Plant (GBP)

El término GBP se refiere a un cultivo, generalmente descrito como un grupo de
granulos sélidos, semi transparentes de consistencia gelatinosa empleado para fermentar una
solucion de agua, sacarosa Yy jengibre para producir ginger beer (cerveza de jengibre). El
GBP es una colonia simbiotica conformada principalmente por Saccharomyces florentinus y
Lactobacillus hilgardii, que otorga un sabor caracteristico a la bebida. S. florentinus es una
levadura que crece a una temperatura 6ptima de 25°C e induce fermentaciones en soluciones
de sacarosa, produciendo CO», abundantemente, generando residuos sélidos voluminosos
caracteristicos de las colonias (Lencioni, 2016). Mientras tanto, L. hilgardii es un bacilo
grampositivo presente en vino y mosto de uva, con la capacidad de generar acido lactico,
acido acético y CO. Es catalasa negativa, sensible al dioxido de azufre (SO>), tolerante a
cambios de pH, y a concentraciones relativamente altas de etanol (20%) (Jackson, 2020).

1.3.4 Caracteristicas de productos elaborados con GBP

Ademas de emplearse para elaborar ginger beer, los refrescos elaborados a base de
GBP son productos libres de alcohol, con un frescor muy caracteristico en paladar y nariz,
con la presencia de las notas pungentes caracteristicas del jengibre. Si bien es parecida a la
gama de productos industrializados de Ginger Ale, no son el mismo tipo de producto, ya que
la elaboracion del Gltimo es a partir de la mezcla de agua mineral, jengibre, azUcar y limon,
sin un proceso fermentativo del cultivo previo a su preparacion como bebida refrescante
(Garza Cadena, 2023).

28



1.4 Microbiologia de bebidas fermentadas

Para la fabricacion de bebidas fermentadas probidticas, es fundamental controlar y
monitorear las variables que afectan el crecimiento microbiano en el producto, para
garantizar su calidad sensorial y tecnoldgica, inocuidad y reproducibilidad. Las principales
variables de interés incluyen pH, temperatura; tipo y cantidad de sustrato de fermentacion
(fuente de carbono), actividad de agua, concentracion de oxigeno, fuente de nitrdgeno,
concentracion de vitaminas y minerales, tipo, tasa y forma de adicion del indculo microbiano
y tiempo de fermentacién. Pardmetros no propicios de fermentacion pueden inhibir el
crecimiento microbiano, reducir la velocidad de fermentacion, favorecer fermentaciones

parciales o insuficientes o inducir el crecimiento de microbiota contaminante no deseada.

1.4.1 Cinéticas microbianas y fabricacion de bebidas fermentadas

La fermentacion es un proceso bioquimico de microrganismos para la obtencién de
diferentes productos de alto valor bioldgico, tales como alimentos, enzimas, hormonas, entre
otros. (Gosh, Bhattacharya y Mukhopadhyay, 2018). Los microrganismos utilizan los
nutrientes presentes en el sustrato para su crecimiento y sintesis de productos. Cabe
mencionar que cambios que se generen en el entorno quimico o fisico tienen un efecto directo
en la formacion de productos, asi como en su calidad y rendimiento, por lo que analisis
estadisticos y calculos matematicos son necesarios para un monitoreo éptimo (Dong et al.,
2022). El proceso de fermentacion es modelado mediante cinéticas, tomando en cuenta el
tiempo evolutivo de biomasa, sustrato y concentraciones del producto. Diversos modelos de
ecuaciones de cinética han sido propuestos para describir fermentaciones, siendo

generalmente expresados de la siguiente manera:

dS  1ldx X
at . vdr ™

en donde X es la masa microbiana, S es el sustrato, t es el tiempo y m es el coeficiente de

mantenimiento (Wang, Sun, Pan y Xiu 2024).

El rango de fermentacién y el tiempo de eficiencia también dependen del tipo
microorganismo y del sustrato que se utilizan en la fermentacion. Por ejemplo, los sustratos

energéticos de fermentacion como azucares comerciales y melaza son ampliamente
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utilizados para la activacion de levaduras debido a su alta afinidad (Kalil, Jalil y Ahmad,
2017). Los microorganismos hidrolizan los sustratos como parte de su metabolismo a través
de distintas vias metabolicas secuenciadas, especificamente, cuando los carbohidratos se han
reducido hasta monosacaridos, los microorganismos son capaces de convertir las hexosas en
glucosa y obtener energia de la degradacion de ésta a partir de la glucélisis. Este es un proceso
anaerobio que se lleva a cabo en el citoplasma y en el que se obtienen dos moléculas de
piruvato a partir de una molécula de glucosa. En condiciones aerobias, el piruvato ingresa el
ciclo de Krebs y a la cadena de transporte de electrones para producir mas energia. En
condiciones anaerdbicas, el piruvato puede ser convertido a lactato o en etanol y diéxido de
carbono (Wang et al, 2021). El GBP es un sistema complejo de microorganismos, por un
lado las levaduras de naturaleza aerobia, producen dos moléculas de etanol y dos de diéxido
de carbono por cada molécula de glucosa: CéH1206 — 2C2H60 + 2CO2, mientras que las
bacterias &cido lacticas producen dos moléculas de lactato a partir de una molécula de
glucosa: CeH1206 — 2C3Hs03 (Ibrahim, 2016).

Por otro lado, el pH se monitorea durante el proceso fermentativo debido a que,
dependiendo de su nivel, se desarrollan cierto tipo de microorganismos, que pueden ser
benéficos o patdgenos, por lo que es importante mantenerlo controlado, ya que de la actividad
microbiana se pueden derivar cambios en el mismo durante la fermentacién (Seer y Nandong,
2015). De acuerdo con el nivel de pH los microorganismos se pueden clasificar como
acidofilos, neutrdfilos y alcal6filos. Particularmente, los acidofilos se consideran importantes
para ayudar a mantener los alimentos inocuos, ya que el pH del medio (<6.5) puede inhibir
el desarrollo de organismos patdgenos. En los productos fermentados de naturaleza acida, las
bacterias acido-acéticas, citricas o lacticas son las encargadas de acidificar el medio, de forma
tal que estos productos tienen niveles bajo de pH (Wijayasinghe et al, 2019).

1.4.2 Contaminacion microbiana y deterioro en bebidas fermentadas

El deterioro microbioldgico en un producto es el proceso metabdlico que causa
caracteristicas no deseadas o inaceptables para el consumo humano debido a una
modificacion de las caracteristicas sensoriales. La contaminacion microbiana de materias

primas empleadas puede causar aromas desagradables, liberaciones precoces de CO2 y otros
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defectos en el producto final (Shankar, 2021). Al ser en muchas ocasiones ricas en vitaminas
y minerales, y con alto contenido de actividad acuosa, las bebidas azucaradas suelen ser un
foco principal en el desarrollo de actividad microbiana, ademas de contener distintos tipos
de microorganismos, de los cuales los aciduricos representan la causa inicial del deterioro
(Mayerova, 2022).

La contaminacién de bebidas azucaradas puede iniciarse durante cualquier etapa del
proceso de elaboracion y produccion, esto tomando en cuenta multiples factores como lo son
las materias primas, las condiciones ambientales, el estado microbiol6gico de los equipos y
el empaque y embalaje, asi como el manejo del personal que tiene contacto directo con el
producto y su respectivo estatus de higiene al momento del proceso (Aadil, 2019). Los
materiales de envase de latas y botellas también significan un riesgo de contaminacion. Es
por ello que hay dos maneras estandarizadas de elaborar bebidas azucaradas, con la primera
diluyendo el jarabe saborizante con agua para posteriormente enfriar, carbonatar y embotellar
el producto. La elaboracion mediante la segunda manera se basa en medir una cantidad exacta
de jarabe para cada envase, los cuales son llenados con agua carbonatada (Susanti, 2023).

Todos los procesos de mezcla de jarabe con agua, aseo Yy llenado de contenedores son
realizados en su mayoria por maquinaria automatica. Con respecto a botellas retornables,
estas son lavadas en soluciones alcalinas a altas temperaturas durante cinco minutos y poder
ser enjuagadas en su totalidad, mientras que los envases de un solo uso usualmente suelen
ser enjuagados mediante aire ionizado o agua antes de ser llenados (Chikumbirike, 2021). La
elaboracion de bebidas azucaradas no carbonatadas requiere de un proceso similar, siendo
estas pasteurizadas ya sea por lotes, por pasteurizacion HTST (High Temperature/Short
Time) continua antes del llenado, o dentro de la botella, todo esto debido a que no se cuenta
con la proteccion de la carbonatacién en contra de un posible deterioro microbiol6gico. Un
Ilenado aséptico en frio es necesario para bebidas energizantes, tés, aguas de sabor y jugos
(Montanari, 2019).

Las condiciones en las que se encuentre la materia prima y el entorno de produccion
pueden afectar, ya sea de manera directa o indirecta, la inocuidad presente en los productos
industrializados, por lo que es imperativo que se cumpla con las etapas establecidas por las
BPM vy los principios del Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP, por sus
siglas en inglés) (Aadil, 2019). A pesar de todo, cualquier método para la produccion de
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bebidas tendra un severo impacto negativo sobre un deterioro prematuro de los productos en
caso de cometer errores durante los procesos tecnoldgicos e industriales.

Las levaduras son consideradas como los principales microorganismos causantes del
deterioro de bebidas carbonatadas, primordialmente por ser resistentes a altos niveles de
carbonatacion y sistemas con pH acido. Muchas de las especies de levaduras pueden
desarrollarse en rangos de 1.5 a 8.5 de pH, con un crecimiento 6ptimo entre valores de 3.0 y
6.5 (Pefia, 2024). Al ser productoras de etanol en la fase terminal de la fermentacion, los
niveles de etanol en bebidas azucaradas con deterioro microbiano pueden sobrepasar los
estandares legales para la gama no alcohdlica, ademas de que la fermentacidn puede causar
explosiones o hinchamiento de envases, dependiendo del material con el que se encuentren
elaborados. De manera similar, las levaduras pueden alterar el pH de la bebida o consumir
sus conservantes (Vion, 2024). Las levaduras que pueden encontrarse en productos
deteriorados son los géneros Brettanomyces sp. (B. bruxellensis, B. anomala),
Hanseniaspora y Saccharomyces, siendo esta Gltima muy comun, con S. cerevisiae siendo
capaz de degradar acido ssorbico paraformar 1,3-pentadieno, un hidrocarburo volatil, y el
cual genera sabores relacionados a materiales que no son consumidos por el ser humano,
como la pintura. Del mismo modo, algunas de estas levaduras poseen enzimas lipoliticas que
pueden degradar &cidos grasos (Rivas, 2020).

En ciertas condiciones de crecimiento y tomando en cuenta las especies microbianas
gue se encuentran, ya sea de manera intrinseca o por un potencial desarrollo, el metabolismo
de azucares en un sistema puede llevar a cabo una creacion de acido lactico, etanol o acetato
(Nwamba, 2021). Algunas BAL pertenecientes a los géneros Leuconostoc y Lactobacillus,
tales como Leuconostoc mesentoroides, Lactobacillus paracasei, L. brevis o L. plantarum,
pueden formarse en bebidas azucaradas que sean elaboradas a partir de jugos naturales de
fruta y realizar un deterioro en la calidad del producto, esto debido a su capacidad de soportar
entornos con acido benzoico y é&cido sérbico (Shankar, 2021). Para tener un efecto
preservativo en productos alimentarios, tales como el jugo de manzana y pepinillos en
salmuera, el acido férmico ha sido empleado en cantidades especificas como una medida
protectora para extender la vida util (Teixeira, 2023). Los metabolitos de BAL son los
principales causantes de la pérdida de carbonatacion, aumento de astringencia, y presencia

de aromas y sabores desagradables en refrescos, ya que algunas cadenas pueden producir
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diacetilo, aunque en las bebidas probidticas fermentadas pueden mejorar el efecto
antioxidante del producto en cuestion (Kadyan, 2021).

En cuanto a las acetobacterias o bacterias del acido acético (BAA), su presencia en
bebidas azucaradas es menos comun que la de las BAL, ya que por su naturaleza
estrictamente aerobia necesitan imperativamente oxigeno para poder desarrollarse
(Yassunaka Hata, 2023). Las BAA son microorganismos tolerantes al acido, por lo que
pueden crecer en medios con un pH que se encuentre en un rango de 3.0 a 5.0, produciendo
acidos acético, gluconico, lactico y succinico, asi como cetonas y acetaldehidos (Xu, 2020).
Muchas BAA tienen también una tolerancia a varios conservantes que suelen ser aplicados
en la industria alimentaria, incluyendo benzoatos, sorbatos y carbonato de dimetilo, dando
esto como resultado en una modificacion notoria en la taxonomia de este tipo de bacterias,
ya que nuevos géneros han podido ser aislados y métodos en innovacion identificativa han
sido concebidos (Gomes, 2018). Su crecimiento en bebidas azucaradas puede generar
cambios desagradables en su sabor, y abultamiento, sedimentaciones y empafiamiento en sus
envases, con algunas de sus especies siendo adicionalmente capaces de generar biopeliculas.
Es por ello que existen riesgos con las BAA en bebidas que sean embotelladas en
contenedores con permeabilidad al oxigeno, como ciertas botellas de material PET (Han,
2024). Coliformes como lo son del género Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella, asi como
otros miembros de Enterobacteriaceae, son usualmente tolerantes al acido, aunque algunas
pueden reproducirse en jugos con valores de pH menores a 5.0. Polimeros extracelulares
pueden también crecer y microorganismos de caracteristica Gram negativa pueden ser
detectados como parte de consorcios microbianos en biopeliculas presentes en plantas
(Hernandez-Anguiano, 2016).

Esporas fungales o conidios, asi como fragmentos de micelio, pueden contaminar
bebidas azucaradas durante o después de su elaboracion, siendo visibles por su caracteristica
fisica de color blanco y esponjosa, equiparable al algodon (Rico-Munoz y dos Santos, 2019).
El moho, asi como las levaduras, puede aparecer en espacios de manufactura en donde se
cuente con una poca o nula inocuidad, al igual que mediante un esparcimiento de envases ya
contaminados (Hernandez y Martinez, 2018). Su contenido de agua y alto nivel de acidez son
las condiciones basicas para lograr el deterioro de bebidas azucaradas por estos agentes

patogenos. Los valores limitrofes de pH para su crecimiento dependen de otros factores como
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la actividad acuosa, temperatura y el tipo de &cido que esté siendo empleado en el proceso.
Cabe mencionar que el &cido citrico, el acido fosférico y el &cido tartarico impulsan el
crecimiento en pH con valores inferiores a 6.0 cuando acidos como el acético o el lactico
estan presentes (Mustafa, Anwer y Zrary, 2023). Ahora, su principal diferencia con las
levaduras es que el moho si necesita de oxigeno para lograr su reproduccion, exceptuando
algunas especies que pueden desarrollarse en concentraciones bajas de oxigeno, tal es el caso
del sistema perteneciente a los refrescos, en el que esporas fungales como Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Cladosporium, y Fusarium no pueden crecer pero si sobrevivir en él,
asi también como en espacios industriales. Dichas esporas producen pectinasas que resultan
en cambios no deseados del aroma y sabor del producto, y de manera méas frecuente, en la
formacion exacerbada de gas (Sohlberg, Sarlin y Juvonen, 2022). La contaminacion por
moho también puede causar la pérdida de color, la formacion de alérgenos y la produccion
de componentes toxicos como las micotoxinas, las cuales son metabolitos fungales que
pueden causar enfermedades 0 muerte prematura tras su ingesta, inhalacion o absorcion, tanto
en personas como animales (Omotayo, 2019). Cuando se encuentran presentes en grandes
cantidades, las micotoxinas pueden tener efectos toxicos que van desde dafios al rifién e
higado hasta incrementar el riesgo de padecer cancer y suprimir el sistema inmunologico.
Las micotoxinas que suelen aparecer con mayor frecuencia en alimentos y bebidas son las
producidas por los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, y Alternaria (Mayerova,
2022).
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2. METODOLOGIA
2.1 Disefio experimental

La elaboracion de la bebida se llevé a cabo a través de un proceso fermentativo previo
a 27.5 °C. Con la finalidad de determinar las condiciones éptimas del sistema de
fermentacion, se realizo0 un disefio factorial unidireccional, tomando como variables
independientes la tasa de adicion de azUcares y la concentracion de solidos solubles y como
variables dependientes la velocidad de fermentacion (consumo de azlcares) y nivel de pH.
Como resultado del disefio factorial, se propusieron cuatro sistemas de fermentacion variando
la concentracion (1:1, 1:3) y tipo de azUcar, asi como también el tipo de agua utilizada (1:1,

2:1) para solubilizar los azucares (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de los Sistemas de fermentacién

Inéculo Azlcares (g) Agua (ml)
(9)
Refinada | Mascabado | Mineral | Natural
Sistema 1 1.7 21 21 251.37 251.37
Sistema 2 24 21 21 251.37 251.37
Sistema 3 1.7 10.25 31.75 326.79 175.96
Sistema 4 2.4 10.25 31.75 326.79 175.96

Para la elaboracion de las bebidas pretotipo, el producto obtenido de la fermentacién
se mezclé con la matriz saborizante (jugo de zarzaparrilla comercial), previamente
caracterizada, evaluandose color, nivel de pH y concentracion de solidos solubles. La
proporcion entre la base fermentada de GBP y el jugo de zarzaparrilla fue de 1:3. Enseguida,
las bebidas pretotipo fueron caracterizadas fisicoquimicamente, se llevo a cabo la evaluacion

sensorial y la estabilidad durante el almacenamiento (4°C, 32 dias).

Por otro lado, la elaboracion de la bebida prototipo, se llevd a cabo considerando el
analisis de resultados de las bebidas pretotipo, se selecciond el sistema de fermentacion que

mejor se adecud a los requerimientos sensoriales y nutricionales. Finalmente, para verificar
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las caracteristicas del producto, se llevo a cabo el analisis fisicoquimico evaluando color, pH,
concentracion de sélidos y evaluacion sensorial, a fin de determinar el grado de aceptabilidad

sensorial mediante una escala heddnica.

2.2 Materiales y métodos

Para la fermentacion del indculo, se emplearon distintos insumos, tales como agua
mineral de manantial de origen natural (Ciel, The Coca-Cola Co., México), agua potable
comercial no clorada (Ciel, The Coca-Cola Co., México), un cultivo estandarizado de GBP
(Yemoos Nourishing Cultures), azucar refinada comercial (Zulka, México) y azUcar
mascabado comercial (Zulka, México), asi como frascos Quattro Stagioni de 502.75 ml. Las
bebidas fueron adicionadas con jugo natural de zarzaparrilla (S. aspera) proveniente de
Teocelo, México, como fuente de sabor, y posteriormente embotelladas con frascos de 260

ml.

2.2.1 Preparacion de los sistemas de fermentacion

Los diagramas metodoldgicos para la elaboracion de pre y prototipos se muestran en
las Figuras 1y 2 respectivamente. En una campana de flujo laminar, primero se disolvieron
los azlcares en el agua natural, se afiadio el indculo y finalmente se incorporé el agua mineral.
Los sistemas de fermentacion fueron almacenados en frascos de vidrio con cierre hermético
y se utilizé una gasa para cubrir la parte superior del frasco antes de colocar la tapa. La

composicion de los sistemas de fermentacion se describe a continuacion:

Para la elaboracion del sistema 1 y 2 se utilizaron 1.71 g y 2.4 g de indculo
respectivamente. Como fuente de carbono: 21 g de azucar refinada y 21 g de azlcar
mascabado en una proporcion 1:1, los azucares se disolvieron utilizando 502.6 ml de agua

guardando una proporcion de 1:1 entre el agua natural y mineral utilizada.

Para los sistemas 3 y 4 se utilizaron 1.71 g y 2.4 g de indculo respectivamente. El
sustrato estaba compuesto de: 10.25 g de azucar refinada y 30.75 g de azlUcar mascabado,
guardando una proporcién de (1:3). Los azUcares se disolvieron utilizando 502.6 ml de agua,

manteniendo una proporcion de 2:1 entre el agua natural y mineral utilizada.
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Figura 1. Diagrama general de elaboracion de bebida carbonatada pretotipo a base de GBP.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Diagrama general de elaboracién de bebida carbonatada prototipo a base de GBP.

Fuente: Elaboracion propia.

2.2.2 Cinéticas de fermentacioén

El monitoreo de un proceso fermentativo es crucial para asegurar la calidad, eficiencia y
seguridad del producto final. A continuacion, se describen los pardmetros clave que se

monitorearon cada 24 horas, y los métodos utilizados.

2.2.2.1 Determinacion de acidez titulable

Se colocaron 9 ml de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, agregando 100 ml
de agua destilada hervida y fria utilizando fenolftaleina como indicador. La titulacion se
realizd con una solucién 0.1N de hidréxido de sodio (NaOH) y el porcentaje de acidez se

calculé como Nielsen (2008):
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% acidez = (0.064)(Normalidad de NaOH)(ml de NaOH) (100)
oacidez = Gramos de la muestra Ec. 1

2.2.2.2 Determinacion de solidos solubles

La determinacion de solidos solubles se realizo utilizando un brixémetro calibrado
(Atago, 3810 PAL-1) a 25 °C, tomando aproximadamente 2 ml de la muestra con apoyo de
pipetas Pasteur de plastico (NOM-199-SCFI1-2017).

2.2.2.3 Medicién de pH

Las mediciones de pH se llevaron a cabo utilizando un potenciémetro (WPA, CD
510) previamente calibrado con buffer 4.0 y 7.0, esperando 60 segundos antes de tomar la
lectura (Shim, 2012).

2.2.2.4 Determinacion de cinéticas de fermentacion

Para determinar la velocidad de consumo de azucares, se realizaron mediciones de
concentracion de °Brix y pH al inicio del proceso y se tomaron muestras cada 24 h hasta
alcanzar un pH final preestablecido entre un rango de valores de 3.5 a 4 (Kregiel, 2015). Con
dichas mediciones se realizaron las cinéticas de °Brix y pH vs tiempo de fermentacion.
Posteriormente, se calculd el rendimiento de biomasa y sustrato, utilizando la siguiente
ecuacion (Adiandri, 2021):

Xo—X
So—S

Yx/s = Ec. 2

donde So se refiere a la concentracion inicial de azucares totales, S a la concentracién final
de azucares totales, Xo a la concentracion inicial de biomasa, y X como la concentracion final

de biomasa.
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2.2.2.5 Balance de masa

Para calcular el peso de la biomasa final se llevo a cabo el balance de materia por

componentes utilizando las siguientes ecuaciones:
m, + m, = m; + 1, Ec.3
my (Xs1y + My (xsy) = Mz (xs3) + My (xss) Ec. 4
My (Xpq) + My (Xg) = M3(xy3) + Ms(Xys) Ec.5

Para los respectivos balances de materia por fracciones, m se refiere a la masa del
inéculo, x, a la fraccion de sélidos, y xj al contenido de humedad. De manera especifica, la
serie 4, m,, ms y m, indica el peso de la masa del ino6culo seco, la masa al iniciar la
activacion del indculo, la masa final dentro del sistema fermentativo y el peso de la masa
drenada, respectivamente. Estas ecuaciones fueron empleadas para calcular la mj; y
fracciones necesarias, como se muestra en la Figura 3, utilizando los valores de °Bx que se

obtuvieron a lo largo de las mediciones.

m;
Xs3
mi XH3
X5 —> H,0
XH1 th4
& Xs4
XHa
m,;
Xs2
XH2

Figura 3. Balance de masa por componentes

Fuente: Elaboracion propia
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2.2.2.6 Parametros cinéticos

Se contemplaron ciertos pardmetros y aspectos del sistema biologico del inéculo de
GBP a través de la velocidad especifica de crecimiento (ut) a través de sus respectivas
ecuaciones (Torres y Camacho Kurmen, 2022). El tiempo de duplicacién se refiere al lapso

especifico que tarda la biomasa en duplicarse, y se obtuvo a partir de:
td =1In(2) / ut Ec. 6
La produccion total de biomasa indica la cantidad final de biomasa producida durante
un periodo especifico de tiempo, donde X0 se refiere a la biomasa inicial:

Xi= XoeHt Ec7.

La relacién de sustrato permite comparar las cantidades producidas de la biomasa
(AX) y del sustrato (AS):

X/S = AX/AS Ec 8.

Por ultimo, el consumo especifico mide el consumo de sustrato por unidad de biomasa

por unidad de tiempo:

gs=pn/YX/S EcO.

2.2.2.7 Analisis colorimétrico

Se llevd a cabo en un colorimetro (Hunterlab, COLORFLEX EZ) en escala CIELAB
(Figura 4) colocando 9 ml de muestra en una caja Petri de vidrio; posteriormente, se
determinaron los pardmetros Hue y Chroma mediante las siguientes ecuaciones (Pazda y
Thorstenson, 2018):

1
Chroma = (a® + b?)2 Ec. 10

Hue = 180°C + tan™! (S) paraa<0:b >0 Ec11
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Hue = 360°C + tan™! (Z) paraa>0:b<0  Ec.12

L*(100)
__ Blanco
60°

g +b*

[ -a* | Amarillo
Verde--—~" "
"
oo

+a*
\ 120°
L*(0) 180°

Figura 4. Espacio de color CIElab Figura 5. Circulo cromatico

Fuente: Imagen adaptada y modificada de Ly et al (2020) Fuente: Imagen adaptada y modificada de Witt (2014)

Hue indica la tonalidad de un alimento, ya que representa los colores primarios junto
con todos los matices que pueden ser situados en un campo cromatico (ver Figura 5), mientras
gue Chroma se refiere a la saturacion. Los valores L, a 'y b se refieren, respectivamente, a la
luminosidad de negro a blanco, de rojo a verde, y de azul a amarillo (Figura 4) (Pandiselvam
et al, 2023). Finalmente, se calcul6 la diferencia neta de color (AE) entre el jugo natural de

zarzaparrilla tomado como control y las bebidas mediante la Ec. 13.

1
AE = (AL% + Aa? + Ab?): Ec. 13

2.2.2.8 Analisis sensorial

Se realizaron pruebas sensoriales de aceptabilidad empleando panelistas no
entrenados en un rango de edad entre los 18 y 25 afios, denotando tanto agrado como
desagrado con respecto al aroma, sabor y sensacién de burbujeo caracteristicos de las

muestras. Se utilizd una escala hedédnica calificativa de cinco puntos (Muy agradable,
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agradable, ni agradable ni desagradable, desagradable y muy desagradable) que sera utilizada
para indicar las propiedades sensoriales del aroma, sabor y la sensacion de burbujeo
(Cardello, 2017). La evaluacion sensorial de los pretotipos y el prototipo se realizaron con
seis y 35 panelistas, respectivamente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Elaboracion de los sistemas de fermentacion
En la figura 6 se observan las imégenes que corresponden a los cuatro sistemas de
fermentacion. Dependiendo del sistema se observan cambios fisicos relacionados con la

coloracion y el burbujeo que se atribuyen al tipo y a la concentracion de azlcares utilizados,
asi como también a la cantidad de agua mineral adicionada en cada formulacion.

Figura 6. Sistemas de fermentacion.

A. Sistema 1; B. Sistema 2. C. Sistema 3. D. Sistema 4
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3.2 Cinéticas de fermentacion

El pH y los °Bx tienen un efecto importante sobre el crecimiento y estabilidad de los

microrganismos (Bazéan et al, 2022). Los resultados de las cinéticas de °Bx y pH de los cuatro

sistemas fermentativos (216 h, 27.5°C) se presentan en la Figura 7.

11 7
A.
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6
9
x y=-0.0121x + 9.4628 -
3 535
‘ . R?=0.7728 ——°Bx
——pH
, 4
y=-0.0108x + 5.6651
R?=0.9357
6 3
0 50 100 150 200 250
t(h)
10 7
C.
6
5 y=-0.0375x + 6.6
R?=0.9529
@ X
—o—"Bx
8 —e—pH
y=-0.0281x +9.95 4
R?=0.9179
7 3
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Figura 7. Cinéticas de reaccién (°Bx y pH) de los sistemas de fermentacion.
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El Ginger Beer comercialmente estandarizado tiene un rango de pH entre 3y 4 (Nunes
Filho et al, 2021; Tozetto, 2019). Los sistemas 1 y 2 alcanzaron un nivel de pH de 4 después
de las 168 horas de fermentacion. Debido a la actividad microbiana, el pH continto
descendiendo hasta alcanzar un valor de 3.5 a las 192 horas. Por otro lado, en los sistemas 3
y 4, el tiempo de fermentacion disminuyé considerablemente, probablemente debido al uso
de una mayor cantidad de in6culo, alcanzando un nivel de pH de 4 a las 72 h.

Como se menciono el GBP es una colonia simbidtica conformada principalmente por
S. florentinus y L. hilgardii, cuyo metabolismo genera el sabor caracteristico a la bebida. S.
florentinus es una levadura que crece a una temperatura Optima de 25°C e induce
fermentaciones en soluciones de sacarosa, produciendo CO., y etanol a partir de glucosa
(Lencioni, 2016). Mientras tanto, L. hilgardii es un bacilo grampositivo presente en vino y
mosto de uva, con la capacidad de generar acido lactico, acido acético y CO2 (Jackson, 2020).

El consumo de azlcares durante la fermentacion se puede observar con la
disminucion de los °Bx (Figura 7). Los cambios en el nivel de pH se atribuyen a los
metabolitos producidos durante la fermentacion, como el acido acético, lactico y dioxido de
carbono, las modificaciones en el nivel de pH pueden afectar la actividad metabdlica de los
microorganismos fermentacion (Seer y Nandong, 2015). Estos metabolitos también influyen
en las propiedades sensoriales de los productos fermentados, la produccién de CO, puede
generar una ligera carbonatacion que puede favorecer el sabor. Esta carbonatacion es visible
y puede hacer que varios granulos de GBP se eleven a la superficie para liberar CO; y
nuevamente regresar al fondo del frasco (Yeemos, 2024).

Por otro lado, el tiempo de fermentacion en los sistemas 1y 2 disminuye de ~216 h a
~72 h, a pesar de aumentar la cantidad de indculo utilizado entre si. EI tipo de azucar vy el
contenido de agua mineral también influyen en la fermentacion, el uso de agua mineral puede
mejorar la interaccion entre los insumos y el indculo (Philip Ifesinachi, 2018), permitiendo
su viabilidad, contrariamente, el agua destilada puede desintegrar los granulos a largo plazo
debido a la falta de minerales (Lenaburg et al, 2016), por su parte, el azucar mascabado
contiene pequefias cantidades de nutrientes propios del jugo de la cafia, asi como también
algunas vitaminas del complejo B y minerales como potasio, calcio, sodio, magnesio,
fosforo, selenio y hierro (Chen, 2021) que podrian mejorar la calidad de la fermentacion y la

viabilidad del consorcio microbiano utilizado.
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Por ultimo, es importante mantener controlada la temperatura durante el proceso
fermentativo ya que influye en el desarrollo bioldgico de los microorganismos, tanto L.
hilgardii como S. florentinus son bacterias mesdfilas que se desarrollan en rangos de
temperatura entre 10 y 45 °C, especificamente L. hilgardii creciendo de mejor manera entre
30y 35 °C (Jackson, 2020), mientras que S. florentinus en un rango comprendido de 25 a 30
°C (Bruner y Fox, 2020).

En las Figuras 8 y 9 ejecutadas mediante una simulacion de Matplotlib, se muestran
las respectivas graficas generales de crecimiento de biomasa, consumo de sustrato y cambio
de pH. La Figura 8 se basa en una visualizacién del programa basada en detener la
fermentacion durante las primeras 10 h, mientras que la figura 9 ilustra los tiempos reales de
durante 72 h de cada sistema llevados a cabo por el GBP. Las gréficas superiores
corresponden al crecimiento de biomasa, el cual indica que dicho crecimiento es mas lento
hacia el final debido a la disminucién del pH y el agotamiento del sustrato. De acuerdo a un
estudio realizado por Dahiya, Rapoport y Singh (2024), la manipulacion de los niveles de
sustrato puede mejorar o dafar la productividad y eficiencia microbiana, ya que el manejo
adicional de la disponibilidad del sustrato puede impactar significativamente el rendimiento
y el rango de la formacion de bioproductos.

El consumo de sustrato, el cual se presenta en las graficas intermedias, muestra como
el sustrato se consume mas rapido al inicio, pero a medida que el pH baja, la tasa de consumo
se ralentiza. EI pH no solamente afecta la actividad de las enzimas, sino también la carga
qguimicay forma del sustrato, por lo cual el sustrato no puede unirse al sitio activo del sistema
0 no puede ser catalizado para formar un producto (Espinoza-Vergara, 2022).

Por ultimo, las gréficas inferiores muestran el cambio de pH que desciende de 6.0 a
4.0 de manera proporcional al consumo del sustrato, con una pendiente mas pronunciada al
inicio y estabilizandose al final. La reduccion del pH impacta significativamente el
crecimiento microbiano, especialmente hacia el final de la fermentacion, debido a que el
consorcio se adapta parcialmente al cambio de pH, pero con una reduccion en la eficiencia
metabolica (Lund, 2020).
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Crecimiento de biomasa (g) Crecimiento de blomasa (g)

Cambio de pH

Figura 8. Gréficas de crecimiento de biomasa, consumo  Figura 9. Gréaficas de crecimiento de biomasa, consumo
de sustrato y cambio de pH, simulacion a 10 h. de sustrato y cambio de pH, fermentacion a 72 h

3.3 Rendimiento biomasa/sustrato en los sistemas de fermentacion y parametros
cinéticos

Calcular el rendimiento biomasa/sustrato es crucial en procesos biotecnolégicos y de
produccidn industrial, ya que permite entender la eficiencia con la que un microorganismo o
un sistema bioldgico convierte un sustrato (como glucosa, almidén, o cualquier otra fuente
de carbono) en biomasa (células 0 materia bioldgica) (Adiandri, 2021). Tomando en cuenta
la cantidad de sustrato y el peso de la biomasa inicial y final se calcularon los rendimientos
biomasa sustrato utilizando la ecuacion 2, los resultados se muestran en la Tabla 2. El
diferencial del contenido de azticares (Aa) de los sistemas es muy similar, sin embargo, si se
observan diferencias en la cantidad de biomasa (Ax) obtenida después de la fermentacion. El
rendimiento biomasa sustrato (Y, s) de los sistemas 3 y 4 fue mayor probablemente debido

al tipo de sustrato utilizado, y al uso de una mayor cantidad de in6culo. Si el rendimiento

biomasa/sustrato es mayor significa que se esta produciendo mas biomasa por unidad de
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sustrato consumido. En otras palabras, el proceso es mas eficiente en convertir el sustrato en
biomasa. Esto suele ser deseable en procesos biotecnoldgicos o de fermentacion, donde se
busca maximizar la cantidad de biomasa producida a partir de una cantidad dada de sustrato,
por otro lado, cuando el rendimiento es menor, significa que se esta produciendo una menor
cantidad de biomasa por unidad de sustrato, esto podria ser deseable cuando la fermentacién

se lleve a cabo con la finalidad de obtener subproductos.

Tabla 2. Rendimiento biomasa/sustrato de los sistemas de fermentacion

Muestra Biomasa (g) Yy/s Ay Ay

Sistema 1 2.36 1.57 2.46 0.03
Sistema 2 3.47 2.19 3.58 0.03
Sistema 3 2.52 5.17 2.62 0.02
Sistema 4 2.82 4.66 2.99 0.02

La biomasa de indculo de GBP tras ocho dias de fermentacién fue cuantificada con
15.03 g y un porcentaje de humedad de 79.54. En peso hiumedo, se mensuraron 15.74 g con
una diferencia de 0.77 en charola, mientras que para el peso seco, el cual indica cantidades
aun mas precisas debido a la eliminacion de posibles alteraciones que puedan surgir por el
contenido de agua en el producto, 15.45 g resultaron en el peso del sistema, tomando en
cuenta los 0.42 g de la charola de depdsito en donde se realizaron las pruebas. Tomando en
cuenta el dato anterior sobre el porcentaje de humedad (0.79 g) y las cantidades de in6culo
pesadas al final de la fermentacion, se obtienen los pesos secos finales de la biomasa, que se
presentan en la tabla 3. Al realizar una comparacion entre los valores de peso inicial y final,
se observa que el peso seco final muestra un crecimiento de la biomasa en comparacion con
el peso inicial. Sin embargo, este crecimiento es menor que el peso humedo final, debido a
la presencia de agua contenida en el inoculo al final del proceso fermentativo. Este
comportamiento es esperado, ya que el peso seco final refleja la cantidad real de biomasa
microbiana generada, sin tener en cuenta el agua presente en las células. Asi, el analisis del

peso seco final permite evaluar de manera mas precisa el crecimiento de la biomasa
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microbiana durante la fermentacion, mientras que el peso humedo incluye tanto la biomasa

como el agua adherida a la misma.

Tabla 3. Peso seco final de hiomasa de los sistemas de fermentacion

Sistema Peso seco inicial Peso humedo final Peso seco final
(9) (9) ()]
1 1.71 16.09 3.36
2 2.4 20.45 3.59
3 1.71 19.42 3.53
4 2.4 20.49 3.59

Los parametros cinéticos de la fermentacion del indculo en cada uno de los sistemas

se muestran en la Tabla 4, con los resultados obtenidos empleando sus respectivas ecuaciones

(6-9).
Tabla 4. Parametros cinéticos de biomasa de GBP
Sistema ut td Xt XIS gs
1 0.008 86.64 42.34 0.04 0.2
2 0.009 77.02 42.38 0.04 0.23
3 0.01 69.39 42.42 0.05 0.2
4 0.009 77.02 42.38 0.04 0.23
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Como puede observarse, la biomasa del sistema 3 es la que alcanz6 una velocidad
especifica de crecimiento (ut) mas rapida, al igual que un tiempo de duplicacion (td) menor
comparado a los de los otros tres sistemas. Ademas, se reportaron cantidades mas equitativas
en larelacion biomasa-sustrato (X/S) en dicho sistema, y un consumo especifico (gs) idéntico
al del sistema 1. Esto indica que la formulacién empleada en el Sistema 3 tiene un desarrollo
fermentativo ligeramente superior, tomando en cuenta que los pardmetros cinéticos permiten
evaluar los rendimientos de biomasa durante su proceso; y de acuerdo a una investigacion
realizada por Gonzalez del Rosario (2024), los microorganismos presentes en el indculo se
adaptan rapidamente a los residuos de las concentraciones utilizadas, en este caso siendo

tanto de azucar blanca como mascabado.

3.4 Analisis colorimétrico

Los resultados del anélisis colorimetro de los sistemas de fermentacion se muestran
en la tabla 5. De acuerdo con los resultados, se observa que los parametros L, a, b, varian
dependiendo de la composicion de los sistemas. En la escala Hunter Lab, la luminosidad (L)
se mide en un rango de 0 a 100, donde O representa el negro absoluto y 100 el blanco perfecto.
En general, el agua pura tiene un valor de L cercano a 100, ya que, al ser transparente, refleja
casi toda la luz que llega, la adicién de azlcar podria modificar el valor de L, dependiendo
de la concentracion y el tipo de azlcar, mientras mas concentrada esté la solucion, menor
sera el valor de L. Los sistemas 1y 2 en los que se utilizé una proporcién de azucar refinada
y azlcar mascabado de 1:1 tiene un tuvieron un valor de L ~70, mientras que los sistemas 3
y 4 en los que se utilizd una proporcion azlcar refinada, azlcar mascabado de 1:3, la
luminosidad disminuye.

Por otro lado, los sistemas tienen una ligera coloracion verde-amarilla ya que los
valores de a son negativos y los de b positivos. El uso de azucar refinada podria reflejar
valores de a y b cercanos a cero, que podrian variar si el azUcar tuviera ciertas impurezas,
mientras que el azucar mascabado, al ser un tipo de aztcar no refinado tiene un color marron
debido a su contenido de melaza, cuando se disuelve en agua esta melaza da lugar a un color
caracteristico que se refleja en el aumento en el valor de a y b (Larrauri-Garcia & Saura-
Calixto, 2000).
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Tabla 5. Espectros colorimétricos de producto fermentado de GBP

Muestra L a b Chroma Hue

Sistemal 69.05+0.03* -6.13+0.03* 42.25:0.82° 605.11+0.16°  63.68+0.59°
Sistema 2 70.66+0.03° -6.27+0.04%  44.43+0.27° 600.14=0.10°  64.50+0.40°
Sistema3 53.72+0.27° -1.02+0.29° 35.28+0.06® 641.90+2.24%  100.08+0.052

Sistema4  51.93+0.34" -1.02+0.23*  33.89+0.03*° 640.55+2.01*  99.71+0.04°

Superindices diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05).

Para determinar Chroma, se utilizé la Ecuacion 10, los valores de todos los sistemas
estan alrededor de 600, lo que sefiala una alta intensidad en la coloracién. Por otro lado,
debido a que a<0 y b>0, se empled la ecuacion 7 para calcular el valor de hue. De acuerdo
con la Figura 10 en los sistemas 1 y 2 este angulo recae en la tonalidad amarilla, mientras
que en los sistemas 3 y 4 en la tonalidad verde (Dutta y Nath, 2024). De manera general se
observa que los parametros colorimetricos dependen del tipo y concentracién de azlcar
utilizados en los sistemas de fermentacion. El uso de azucar mascabado da como resultado

una coloracion verde, mientras que el uso de azucar refinada da una coloracion amarilla.

3.5 Caracterizacion de jugo natural de zarzaparrilla

3.5.1 Sdlidos solubles totales y pH

El jugo natural de zarzaparrilla se mantuvo en refrigeracion a 4°C durante diez dias,
tuvo una concentracion de solidos solubles de 8.95+ 0.42 y un pH de 3.26+0.29. No existe
una regulacién que sefiale el nivel de pH y °Bx que debe tener esta bebida, sin embargo, el
jugo de zarzaparrilla industrial, industrial A&W Sarsaparilla Root Beer, tiene un valor de pH
de 3.46 (Nik Mohd Rosdy, Mohd Amin, y Roslan, 2023). Por otro lado, de acuerdo con
reportes de diversos jugos naturales (Electronic Code of Federal Regulations, 2016), gran

parte de dichas bebidas tienen entre 9 y 10 °Bx.

52



63.68°
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64.50°

180°

Figura 10. Representacion &ngulo-circular de valores de Hue para los sistemas de fermentacion

A. Sistema 1; B. Sistema 2. C. Sistema 3. D. Sistema 4

Fuente: Imagen adaptada y modificada de Witt (2014).

3.5.2 Analisis colorimétrico

Los parametros colorimétricos del jugo de zarzaparrilla fueron los siguientes:
L=11.13+0.56 a=0.71+0.81, b=-0.08+0.24 Esta bebida a simple vista tiene una coloracion
obscura, lo que concuerda con el bajo valor de luminosidad obtenido, por otra parte, el valor

de a indica una ligera coloracién roja, mientras que b al ser negativo, una coloracién azul. El
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resultado de Chroma (0.49+0.77) corresponde a un grado de saturacion obscuro, que coincide
con la naturaleza intrinseca del jugo. Por otro lado, como se observa en la Figura 11, el &ngulo
Hue con valor 334.10°+2.80 coindice con una tonalidad purpura que representa la tonalidad

principal del jugo.

334.1047° 0°

60°

180°
Figura 11. Representacion angulo-circular de valores de Hue para insumo de jugo natural de
zarzaparrilla.

Fuente: Imagen adaptada y modificada de Witt (2014).

3.6 Caracterizacion de las bebidas pretotipo

3.6.1 Solidos solubles totales y pH

Como se menciond en la metodologia, se tomo una alicuota de los cuatro sistemas
de fermentacion, posteriormente estas alicuotas fueron mezcladas con el jugo de
zarzaparrilla, esta mezcla traeria cambios en las propiedades fisicoquimicas de las
bebidas, mismos que se describen a continuacion. En la tabla 6, se presentan los
resultados que corresponden a la medicién de °Bx de las bebidas antes y después de su
almacenamiento por 32 dias a 4°C, no se observaron diferencias significativas (p<0.05),
lo que indica que las bebidas se mantuvieron estables. Por otro lado, el nivel de pH se
mantuvo alrededor de 4, si bien, las bebidas no se pasteurizaron, es probable que se
mantuvieran estables debido a que la refrigeracién puede reducir o inhibir la actividad

fermentativa, los productos artesanales son usualmente refrigerados a 4 °C para mantener
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sus propiedades biologicas y funcionales, con el fin de evitar cambios no deseables en el
sistema, y prevenir la pérdida o multiplicacion de comunidades microbianas en productos
fermentados con relacion al almacenamiento a largo plazo y temperatura (Grassi et al,
2022).

Tabla 6. °Bx de bebidas pretotipo previo a su envasado y tras almacenamiento

en refrigeracion

Sistema de
Pretotipo °BXx °BXx
Fermentacion

t=0ha275°C t=32diasa4°C

Bebida 1 1 10.05+0.46° 10.4+0.00?
Bebida 2 2 10.05+0.46° 10.4+0.00?
Bebida 3 3 9.45+0.46% 9.70+0.0142
Bebida 4 4 10.25+0.072 10.3+0.00?

Superindices diferentes en cada fila indican diferencia significativa (p<0.05).

3.6.2 Andlisis colorimétrico

Los resultados del analisis colorimétrico de las bebidas pretotipo se muestran en la
tabla 7. Se observa que existen diferencias significativas en el nivel de luminosidad de las
muestras, los sistemas 3 y 4 son menos luminosos que los sistemas 1 y 2, probablemente
debido a la proporcion de azlcares utilizada para la elaboracién de los sistemas de
fermentacion. De acuerdo con los resultados de la tabla 5 y los valores de hue (Figura 10),
los sistemas 1 y 2 en los que se utiliz6 una proporcion igual de azucares tienen mayor
luminosidad (~70) y una tonalidad amarilla, mientras que los sistemas 3 y 4 en los que se
utiliz6 una mayor cantidad de aztcar mascabado tienen una luminosidad menor (~52) y una
tonalidad verde (Dutta y Nath, 2024). Por otro lado, el jugo de zarzaparrilla (tabla 9) al tener
una luminosidad baja (~11) y una tonalidad parpura influye disminuyendo la luminosidad

de las bebidas pretotipo (tabla 8). Por lo tanto, la mezcla de los sistemas de fermentacién con
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la bebida de zarzaparrilla ocasiond que las bebidas pretotipo tuvieran

propiedades

colorimétricas diferentes a las de los sistemas de fermentacion, los valores de a fueron

positivos mientras que los valores de b negativos, lo que indica una coloracion rojo-azul en

los pretotipos (Dey y Nagabubu, 2022). En cuanto a la intensidad de color, los valores de

Chroma en las bebidas (C*-0.94) indican una saturacion obscura, mientras que el angulo

hue (h*~297.19) recae en una tonalidad generalmente purpura (Figura 12).

Tabla 7. Analisis colorimétrico de las bebidas carbonatadas pretotipo a base de GBP y

saborizadas con jugo de zarzaparrilla

Muestra Sistema L a B Chroma Hue

Bebida 1 1 24.72+1.14°>  0.65+0.08%  -1.15+0.17° 0.86+0.28%° 302.02+1.15%
Bebida 2 2 28.57+1.07°  0.59+0.02*  -1.15+0.012  0.8420.03®  302.69+2.13?
Bebida 3 3 22.16+£1.51*  0.81+0.12% -1.25%0.08* 1.12+2.01* 297.19+0.81%
Bebida 4 4 22.89+0.90* 0.72+0.08%  -1.15+0.08* 0.93+0.16* 297.32+2.932

Figura 12. Representacion angulo-circular de valores de Hue para las bebidas pretotipo.

Superindices diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05).

300°
297.19°

240°

OO

180°

60°

120°

Fuente: Imagen adaptada y modificada de Witt (2014).
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3.6.3 Evaluacion Sensorial

En la Figura 13 se observan los resultados que corresponden a la evaluacién sensorial
de las bebidas pretotipo. De acuerdo con la percepcion de los panelistas, los sistemas 2 y 3
tuvieron un mejor aroma. El sistema 3 destaco por tener un sabor mas agradable que el resto
de los pretotipos, mientras que, la sensacion de burbujeo no fue relevante (Figura 13 c).
Independientemente de la cantidad de indculo utilizada en la fermentacion, el sistema 3 en
donde se utiliza una proporcion de azucares refinada y mascabado de 1:3 tuvo una mejor
aceptacion en sabor (Figura 10 b) que los demas sistemas en donde se utilizé una proporcién
de azucares 1:1, por lo que se concluye que la proporcion de azucar utilizada influyo en la
evaluacion sensorial, mas que el uso de una mayor cantidad de inoculo. Sin embargo, la
cantidad de inéculo y azUcares si es relevante en el aroma, los sistemas 1y 2 en los que se
utiliz6 una proporcion de azlcares de 1:1 tuvieron, segin los panelistas, un aroma
desagradable (Figura 10 a), esto podria estar relacionado con la formacion de metabolitos
secundarios relacionados con el aroma en la fermentacidn, que quiza esta formacion se
favorece al aumentar la cantidad de indéculo y variar el tipo de azucar (lara-Gomes de
Oliveira, et al. 2024).

Para una apreciacion alterna de los resultados y con apoyo visual mostrado en la
figura 13, es notable como las muestra pretotipo obtuvieron la misma percepcién sensorial
de manera general por parte de los jueces mediante la escala heddnica, aunque las muestras
2 y 3 en comparacion con las otras dos muestras sobresalen en las evaluaciones de aroma, y

siendo calificadas en los mismos rangos en sabor y sensacion de burbujeo.

3.7. Caracterizacion de la bebida prototipo

La bebida pretotipo con mayor aceptabilidad fue aquella elaborada a partir del sistema
de fermentacion 3, dicha muestra tuvo un contenido final de azlcares de 0.097 (~9.7) y un
nivel de pH~4 después de 72 h de fermentacion. Es importante mencionar que debido al uso
de una mayor proporcion de azlcar mascabado y agua mineral en los sistemas de
fermentacion 3 y 4 se haya reducido el tiempo de fermentacion de 216 a 72 horas (Figura 7),
lo que traeria ventajas en la produccion de la bebida. Por otra parte, el rendimiento
biomasa/sustrato fue de 5.17 (Tabla 2), este rendimiento fue mayor que el de los otros

pretotipos, lo que significa que se estd produciendo mas biomasa por unidad de sustrato
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consumido. En otras palabras, el proceso es mas eficiente en convertir el sustrato en biomasa.

Con base en lo anterior, la bebida pretotipo elaborada a partir del sistema de fermentacion 3

fue seleccionada para elaborar el prototipo final.

6
5
4
3
2
| I
101 v il o I il
Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4 Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4
W Muy agradable M Agradable B Muy agradable W Agradable
Ni Agradable ni Desagradable B Desagradable Ni Agradable ni Desagradable B Desagradable
W Muy desagradable W Muy desagradable
a) Aroma b) Sabor
6
5
4
3
2
1
0
Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4
® Muy agradable Agradable

B Ni Agradable ni Desagradable B Desagradable

B Muy desagradable

c) Sensacion de burbujeo

Figura 13. Evaluacion sensorial de las bebidas pretotipo.
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Sabor
5 Sabor

Burbujeo Aroma
Burbujeo Aroma

Figura 14. Diagrama de arafia para analisis sensorial de muestras pretotipo.

3.7.1 Cinéticas de fermentacion

Como se menciond, el sistema de fermentacion 3 fue utilizado como base para
elaborar la bebida prototipo, los resultados del monitoreo de °Bx y pH se muestran en la
Figura 15. El nivel de pH deseado (pH~4) se alcanzé a las ~76 h, tiempo en el que se detuvo
la fermentacion. La concentracién final de solidos solubles en el prototipo fue de 0.084
(°Bx~8.4).

10.2 7
10 6
y =-0.0375x+6.6
9.8 R?=0.9529
5
9.6
. 94 4 °Bx
a r
9.2 3 pH
9 Lineal ("Bx)
2 .
88 Lineal (pH)
3.6 y =-0.019%x+9.97 1
' R?=0.9524
8.4 0
0 20 40 60 80

t (h)

Figura 15. Cinética de fermentacion °Bx y pH, Sistema 3.
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3.7.2 Rendimiento biomasa/sustrato

En la tabla 8 se presentan los valores utilizados para calcular el rendimiento
biomasa/sustrato del sistema de fermentacidn de la bebida prototipo. De acuerdo con los
resultados, los valores de biomasa después de la fermentacion fueron muy similares a los del
sistema 3 reportados en la tabla 2, por lo que el rendimiento biomasa/sustrato también fue de
5.17.

Tabla 8. Rendimiento biomasa/sustrato

Muestra Biomasa (g) Yy/s Ay Ax
Pretitopo 2.52 5.168 2.622 0.02
Prototipo 2.53 5.172 2.659 0.03

3.7.3 Sélidos solubles totales, pH y acidez titulable

Para elaborar la bebida prototipo, se tomd una alicuota del sistema de fermentacion 3
y se mezcld con el jugo de zarzaparrilla, dando como resultado una bebida con °Bx= 7.8+0.1
y un nivel de pH de ~4, estos valores coinciden con los reportados por Grassi (2022). El
porcentaje de acidez de la bebida fue de 0.28%, debido a la presencia de acido carbdnico
(H2CO3) (Delgado-Pelayo y Hornero-Méndez, 2012), ya que el CO; disuelto en la bebida se
encuentra como H2COs (Garcia y Ramirez, 2017).

3.7.4 Analisis colorimétrico

Los parametros colorimétricos del prototipo final fueron los siguientes:
L=21.88+1.45, a=0.61+0.02 y b=-1.13+0.01. El bajo valor de luminosidad tiene que ver con
la obscuridad de las bebidas (Figura 16), mientras que los valores de a 'y b indican una ligera
coloracion rojo y azul (Kim, 2019), estos resultados coinciden con el andlisis colorimétrico

de los pretotipos.
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Figura 16. Prototipo estandar de bebida carbonatada a base de GBP y saborizada con jugo
natural de zarzaparrilla

Fuente: Elaboracién propia

Por otro lado, el valor de Chroma (Chroma=0.81+0.01) indica un nivel bajo de
saturacion gue se relaciona con la naturaleza oscura del producto mientras que el angulo hue
(hue=296.62+0.78) recae en la tonalidad purpura (Figura 17). Comparando estos valores con

los obtenidos para las bebidas pretotipo se observa que son similares

00

60°

120°

180°

Figura 17. Representacion angulo-circular de valores de Hue para prototipo estandar de bebida

carbonatada de zarzaparrilla a base de GBP

Fuente: Imagen adaptada y modificada de Witt (2014)
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En la Tabla 9 se resume el analisis colorimétrico del jugo de zarzaparrilla comercial,
el sistema de fermentacion 3, y las bebidas pretotipo y prototipo. Existen diferencias
significativas entre el jugo de zarzaparrilla, el sistema de fermentacién y las bebidas, y que

las bebidas pre y prototipo tienen caracteristicas colorimétricas similares.

Tabla 9. Andlisis colorimétrico de insumo (jugo natural de zarzaparrilla), producto

fermentado de GBP y prototipo final de bebida carbonatada

Muestra L a b Chroma Hue
Jugo natural de zarzaparrilla 11.13:0.56*  0.71#0.81*  -0.08+0.24°  0.49+0.77°  334.10+2.80°
Sistema de fermentacion 3~ 53.72+0.27°  -1.02£0.29°  35.28+0.06°  641.90+2.24*  100.08+0.05°
Bebida pretotipo 22.16+1.51°  0.59+0.02¢  -1.15+0.01°  0.84*0.03°  297.19+0.81?
Bebida prototipo 21.88+1.45°  0.61+0.028  -1.13+0.01° 0.81+0.01° 296.62+0.78%

Superindices diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05).

Para evaluar la diferencia colorimétrica entre mediciones iniciales del jugo de
zarzaparrilla con la bebida carbonatada, se emple6 la ecuacion nimero 13 con los datos
promedio de L, a, b, resultando un valor de AE=67.74£1.09. En la escala de AE, valores
cercanos a 0 indican una mayor similitud, mientras que valores proximos a 100 registran una
diferencia considerable. Tomando en cuenta que se realizé una medicion entre el jugo natural
de zarzaparrilla y la bebida carbonatada con dicha matriz adicionada con GBP, existen obvias

diferencias colorimétricas.

3.7.5 Evaluacién sensorial

Los resultados de la evaluacién sensorial del prototipo (Figura 18) indican que en
general la bebida tuvo un aroma, sabor y sensacion de burbujeo agradables, estos resultados
son similares a los obtenidos por Gaonkar (2024), en donde la produccion de bebidas
fermentadas a base de Ginger Beer y jugo de frutas tuvo una aceptabilidad favorable. A pesar

de que en ninguno de los tres atributos se obtuvo la calificacion mas alta, el hecho de que la
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mayoria de los jueces hayan calificado como agradable a la bebida significa que su

aceptabilidad es muy buena, tomando en cuenta que tanto la zarzaparrilla como el GBP son

productos muy poco habituales, lo que puede dar lugar a sesgos sobre el producto evaluado

(Cardello, 2017).

e ATOME =g S ah0r Burbujeo

Muy agradable
25

20

15

10

Agradable
5 .;’_’,,%' f
0

Muy desagradable

Ni agradable ni

Desagradable desagradable

Figura 18. Evaluacidn sensorial de la bebida prototipo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Durante el proceso fermentativo de todos los sistemas, se observé una disminucion
en el nivel de pH y °Bx que esta relacionada con el metabolismo de los microorganismos, al
usar el sustrato como fuente de energia para la produccion de biomasa y metabolitos como
el didxido de carbono, etanol, acidos acético y lactico. La produccion de estos metabolitos
modifica el nivel de pH y de acidez del medio. Por otro lado, el tipo de azlcar utilizado
influye de forma significativa en la coloracion del medio, las muestras donde solo se utilizd
azucar refinada tienen una coloracién verde-amarilla, mientras que las muestras en donde se
empled azucar mascabado tienen una coloracion amarillo-naranja.

La adicion de jugo natural de zarzaparrilla a los sistemas de fermentacién para la
fabricacion de las bebidas pretotipo modificd de manera significativa el contenido de °Bx de
los sistemas de fermentacién, mas no el pH, ya que ambos insumos tenian un pH~4. Hubo
diferencias significativas en el color, debido a las marcadas diferencias en coloracion que
existen entre los sistemas de fermentacion y el jugo de zarzaparrilla natural, dando lugar a la
formacion de un sistema con propiedades completamente diferentes. Después del
almacenamiento por 32 dias a 4°C, las bebidas pretotipo se mantuvieron estables, ya que no
se observaron variaciones ni en el nivel de pH ni en los °BX, lo que indica que el crecimiento
de los microorganismos se ralentizé como efecto de la temperatura al no haber cambios en
el contenido de azucares ni en el nivel de pH, ademéas el bajo nivel de pH influyo
positivamente evitando la generacion y propagacion de microorganismos patdégenos en las
bebidas.

De acuerdo con los resultados de evaluacion sensorial, el producto obtuvo una
aceptacion satisfactoria tomando en cuenta factores que usualmente influyen en el consumo
preferencial de refrescos o bebidas azucaradas, entre ellos el aroma, el sabor y la sensacion
de burbujeo. La adicion del jugo natural de zarzaparrilla se desempefié como buena matriz
saborizante, que le confiri6 a las bebidas un sabor y olor agradable. Por otro lado, la sensacién
de burbujeo debido a la produccion de CO: en los sistemas de fermentacion no fue tan
detectable por los panelistas, es probable que durante el proceso de elaboracion de la bebida

se pierda parte del gas durante el mezclado.
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La bebida pretotipo con mayor aceptabilidad fue aquella elaborada a partir del sistema
de fermentacién 3, dicha muestra tuvo un contenido final de azlcares de 0.097 (~9.7), y un
nivel de pH~4 después de 72 h de fermentacion debido a que se utiliz6 una mayor proporcion
de indculo, lo que redujo el tiempo de fermentacion. Por otra parte, el rendimiento
biomasa/sustrato fue de 5.17 (Tabla 3), este rendimiento fue mayor que el de los otros
pretotipos, lo que significa que se estd produciendo méas biomasa por unidad de sustrato
consumido. Las condiciones de elaboracion de esta bebida fueron retomadas para la
elaboracion del prototipo.

Los resultados de la evaluacion sensorial del prototipo indican que en general la
bebida tuvo un aroma, sabor y sensacion de burbujeo agradables, aunado a esto, tanto el GBP
como el jugo de zarzaparrilla natural tienen propiedades benéficas para la salud de quien los
consume, aunque se requiere mas investigacion cientifica para confirmar algunos de estos
beneficios, su uso para la produccion de esta bebida carbonatada representa una opcion
saludable alternativa al consumo de bebidas carbonatadas convencionales.

Durante este trabajo de investigacion se logré determinar las condiciones 6ptimas de
elaboracion de la bebida fermentada. Sin embargo, hay muchas areas que podrian tomarse en
cuenta para una investigacion mas detallada sobre este tipo de productos, por ejemplo:
realizar mediciones de turbidez; medir de manera mas puntual los parametros de
fermentacion, determinar la cantidad inicial y final de biomasa mediante peso seco, analizar
los sistemas de fermentacion con técnicas analiticas avanzadas a fin de determinar los
metabolitos primarios y secundarios de forma precisa y que influyen en las propiedades
fisicoquimicas, sensoriales y benéficas para la salud de los consumidores finales, asi como
también ahondar técnicamente sobre la naturaleza del inéculo, del cual se tiene muy poco

respaldo cientifico.
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ANEXOS

A continuacion, se presenta el analisis estadistico aplicado a los datos presentados

en las figuras 8 y 9 en el software Matplotlib.

Anexo 1. Crecimiento de biomasa, consumo de sustrato y cambio de pH

# Importar las bibliotecas necesarias
import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

# Parametros del modelo Monod

mu_max = 0.01 # Tasa maxima de crecimiento (1/h)

Ks=0.5 # Constante de saturacion (g/L)

Yxs =0.5 # Rendimiento de biomasa sobre sustrato (g/g)
S_initial = [42, 42, 41, 41] # Concentracion inicial de sustrato (g)
X_initial = [1.71, 2.4, 1.71, 2.4] # Biomasa inicial (g)

V =0.5026 # Volumen en litros (502.6 mL)

# Parametros del pH

pH_initial = 6.0

pH_final =4.0

pH_opt = 5.0 # pH optimo para el consorcio

pH_min = 3.5 # pH minimo tolerado

# Funcion para ajustar la tasa de crecimiento en funcion del pH
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def pH_effect(pH):

if pH < pH_min:

return 0 # No hay crecimiento por debajo del pH minimo

elif pH > pH_opt:

return 1 # Méaximo crecimiento por encima del pH 6ptimo

else:

return (pH - pH_min) / (pH_opt - pH_min) # Ajuste lineal entre pH_min y pH_opt

# Simulacion temporal

time = np.linspace(0, 72, 100) # Tiempo en horas

results_with_pH =]

# Simular para cada sistema

foriin range(4): # Para cada sistema

S = S_initial[i] / V # Concentracion inicial de sustrato (g/L)

X = X_initial[i]/ V # Concentracion inicial de biomasa (g/L)

pH = pH_initial # Inicializar pH

X_vals = [X]
S_vals =[S]
pH_vals = [pH]

for tin time[1:]: # Iterar sobre el tiempo

mu = mu_max * pH_effect(pH) * S/ (Ks + S) # Ajustar mu por pH
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dX =mu* X * (time[1] - time[0]) # Incremento de biomasa

dS = -dX/Yxs # Consumo de sustrato asociado

X +=dX # Actualizar biomasa

S +=dS # Actualizar sustrato

# Evitar valores negativos de sustrato o biomasa

X = max(X, 0)

S = max(S, 0)

# Actualizar el pH (descenso proporcional al consumo de sustrato)

if S_vals[-1] > 0: # Solo modificar pH si hay sustrato

delta_pH = (pH_final - pH_initial) / S_initial[i] * (-dS * V) # Cambio de pH

pH = max(pH + delta_pH, pH_final) # Evitar pH menor al minimo

X_vals.append(X)

S_vals.append(S)

pH_vals.append(pH)

results_with_pH.append((X_vals, S_vals, pH_vals))

# Graficar resultados con pH

fig, axes = plt.subplots(3, 1, figsize=(10, 12), sharex=True)

labels = ["Sistema 1", "Sistema 2", "Sistema 3", "Sistema 4"]



foriin range(4):

X vals, S_vals, pH_vals = results_with_pH[i]

axes[0].plot(time, np.array(X_vals) * V, label=f"{labels[i]}") # Biomasa

axes[1].plot(time, np.array(S_vals) * V, label=f"{labels[i]}") # Sustrato

axes[2].plot(time, pH_vals, label=f"{labels]i]}") # pH

# Configuracioén del grafico

axes[0].set_title("Crecimiento de biomasa (g)")

axes[0].set_ylabel("Biomasa (g)")

axes[0].legend()

axes[0].grid()

axes[1].set_title("Consumo de sustrato (g)")

axes[1].set_ylabel("Sustrato (g)")

axes[1].legend()

axes[1].grid()

axes[2].set_title("Cambio de pH")

axes[2].set_xlabel("Tiempo (h)")

axes[2].set_ylabel("pH")

axes[2].legend()
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axes[2].grid()

plt.tight_layout()

plt.show()

A continuacion, se presenta el andlisis estadistico aplicado en datos en el software

Minitab 17.

Anexo 2. ANOVA Unidireccional: °Bx en muestras con sus respectivos tiempos éptimos

de consumo de azucares en relacién a pH

Null hypothesis

Alternative hypothesis

Significance level

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

All means are equal

o

Factor Levels Values

Factor 4 Sistema 1,

(°Bx) Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS
Factor 3 2.090 0.6967
Error 12 11.005 0.9171
Total 15 13.095
Model Summary

S R-sq R-sqg(adj)

Sistema 3,

0.05

F-Value P-Value

0.76

R-sg(pred)

At least one mean is different

Sistema 2,

0.538
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0.957635 15.96% 0.00% 0.00%

Means

Factor N Mean StDev 95% CI
BxSistema 1 4 9.055 1.000 (8.012, 10.098)
BxSistema 3 4 9.725 0.724 (8.682, 10.768)
BxSistema 2 4 8.938 0.910 (7.894, 9.981)

BxSistema 4 4 8.775 1.147 (7.732, 9.818)

Pooled StDev = 0.957635

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Factor N Mean Grouping

BxSistema 3 4 9.725 A

BxSistema 1 4 9.055 A

BxSistema 2 4 8.938 A

BxSistema 4 4 8.775 A

Means that do not share a letter are significantly different.

(PH) Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 3 0.0006 0.000208 0.00 1.000
Error 12 10.7538 0.896146

Total 15 10.7544

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.946650 0.01% 0.00% 0.00%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI

pHSistema 1 4 5.250 0.645 (4.219, 6.281)

pHSistema 3 4 5.250 0.645 (4.219, 6.281)



pHSistema 2 4 5.237 1.173 (4.206, 6.269)

pHSistema 4 4 5.237 1.173 (4.206, 6.269)

Pooled StDev 0.946650

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
pHSistema 3 4 5.250 A
pHSistema 1 4 5.250 A
pHSistema 4 4 5.237 A

pHSistema 2 4 5.237 A

Means that do not share a letter are significantly different.

A continuacion, se presenta el analisis estadistico aplicado a los datos presentados en

la Tabla 6 en el software Minitab 17.

Anexo 3. ANOVA Unidireccional: °Bx previo vs almacenamiento en refrigeracion

Method
Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different

Significance level o = 0.05
Equal variances were assumed for the analysis.
Factor Information

Factor Levels Values

Factor 2 PA, DA

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 1 0.1225 0.1225 1.00 0.423

Error 2 0.2450 0.1225
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Total 3 0.3675

Model Summary

S R-sqg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.35 33.33% 0.00% 0.00%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
PA 2 10.050 0.495 (8.985, 11.115)
DA 2 10.40 0.00 ( 9.34, 11.4e¢)

Pooled StDev = 0.35

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
DA 2 10.40 A
PA 2 10.050 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 1 0.04000 0.04000 0.32 0.629

Error 2 0.25000 0.12500

Total 3 0.29000

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)



0.353553 13.79% 0.00% 0.00%

Means

Factor N Mean StDev 95% CI

PA 2 10.150 0.495 ( 9.074, 11.2206)
DA 2 10.3500 0.0707 (9.2743, 11.4257)

Pooled StDev = 0.353553

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
DA 2 10.3500 A
PA 2 10.150 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 1 0.06250 0.06250 0.47 0.563
Error 2 0.26500 0.13250

Total 3 0.32750

Model Summary

S R-sqg R-sg(adj) R-sg(pred)
0.364005 19.08% 0.00% 0.00%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
PA 2 9.450 0.495 (8.343, 10.557)
DA 2 9.700 0.141 (8.593, 10.807)

Pooled StDev = 0.364005



Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Factor N Mean Grouping
DA 2 9.700 A

PA 2 9.450 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 1 0.002500 0.002500 1.00 0.423
Error 2 0.005000 0.002500

Total 3 0.007500

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.05 33.33% 0.00% 0.00%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
PA 2 10.2500 0.0707 (10.0979, 10.4021)
DA 2 10.30 0.00 ( 10.15, 10.45)

Pooled StDev = 0.05

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
DA 2 10.30 A
PA 2 10.2500 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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A continuacion, se presenta el analisis estadistico aplicado a los datos presentados en

la Tabla 7 en el software Minitab 17.

Anexo 4. ANOVA Unidireccional: Analisis colorimétrico de las bebidas carbonatadas

pretotipo a base de GBP y saborizadas con jugo de zarzaparrilla

Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0.05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values
Factor 4 1, 2, 3, 4
(L) Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 3 49.237 16.412 11.75 0.019
Error 4 5.589 1.397
Total 7 54.826

Model Summary

S R-sqg R-sg(adj) R-sg(pred)
1.18205 89.81% 82.16% 59.22%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
L1 2 22.895 0.940 (20.574, 25.216)
L2 2 22.16 1.51 ( 19.83, 24.48)
L3 2 28.565 1.068 (26.244, 30.886)
L4 2 24.715 1.138 (22.394, 27.036)

Pooled StDev = 1.18205

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
L3 2 28.565 A

L4 2 24.715 A B

Ll 2 22.895 B

L2 2 22.16 B

Means that do not share a letter are significantly different.

(a) Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
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Factor 3 0.04945 0.0164
Error 4 0.02930 0.0073
Total 7 0.07875

Model Summary

S R-sg R-sg(adj
0.0855862 62.79% 34.89
Means
Factor N Mean StDev
al 2 0.6500 0.0849
az 2 0.5950 0.0212
a3 2 0.8050 0.1202
a4 2 0.7200 0.0849

Pooled StDev = 0.0855862

Grouping Information Using

Factor N Mean Grouping
a3 2 0.8050 A
ad 2 0.7200 A
al 2 0.6500 A
az 2 0.5950 A

Means that do not share a 1

(b) Analysis of Variance

83 2.25 0.225
25

) R-sqg(pred)
S 0.00%

95% CI
.4820, 0.8180
.4270,
.6370,
.5520,

O O O o
[eNeoNe)
\e]
~J
w
o

the Tukey Method and 95% Confidence

etter are significantly different.

Source
Factor
Error
Total

D

Adj SS Adj MS F-Value P-Value
0.01500 0.005000 0.52 0.694
0.03880 0.009700
0.05380

Model Summary

S

0.0984886

Means
Factor
bl

b2

b3

b4

N
2
2
2
2

R-sg R-sqg(adj) R-sqg(pred)
27.88% 0.00% 0.00%

Mean StDev 95% CI
-1.150 0.156 -1.343, -0.957
-1.1500 0.0141 -1.3434, -0.9566
-1.2500 0.0849 -1.4434, -1.0566
-1.1500 0.0849 -1.3434, -0.9566

Pooled StDev = 0.0984886

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor
b4
b2
bl
b3

Means that

N
2
2
2
2

Mean Grouping
-1.1500
-1.1500

-1.150
-1.2500

>

do not share a letter are significantly different.

96



(Chroma)

Source
Factor
Error
Total

Analysis of Variance

DF

3
4
7

Model Summary

0.189143

Means

Factor

Chromal
Chroma?2
Chroma3
Chroma4

Pooled StDev =

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor

Chroma3
Chroma4
Chromal
Chroma?2

Means that do not share a letter are significantly different.

(Hue)
Source
Factor
Error
Total

N
2
2
2
2

NN N Z

Mean
1.115
0.930
0.855

0.8400

Model Summary

S
1.94419

Means

Factor
Huel
Hue2
Hue3
Hued

Pooled StDev =

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor
Hue3
Hued
Huel
Hue2

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping

pi i

Analysis of Variance

Adj SS Adj MS F-Value P-Value
0.09570 0.03190 0.89 0.518
0.14310 0.03578
0.23880
R-sg R-sqg(adj) R-sqg(pred)

40.08% 0.00% 0.00%
Mean StDev 95% CI

0.855 0.276 ( 0.484, 1.226)
0.8400 0.0283 (0.4687, 1.2113)

1.115 0.205 ( 0.744, 1.486)

0.930 0.156 ( 0.559, 1.301)

0.189143

DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
3 52.33 17.445 4.62 0.087
4 15.12 3.780
7 67.45

R-sqg R-sg(adj) R-sg(pred)
77.59% 60.77% 10.34%

N Mean StDev 95% CI

2 297.32 2.93 ( 293.51, 301.14)

2 297.190 0.806 (293.373, 301.007)

2 302.69 2.13 ( 298.87, 306.50)

2 302.015 1.153 (298.198, 305.832)

1.94419

DN NS

Mean
302.69
302.015
297.32
297.190

Grouping

b



